coosz2sy
V474

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QuUIMICA

EXPRESION DE RECEPTORES ENDOCITICOS
EN LAS CELULAS DE LANGERHANS DURANTE
EL PERIODO NEONATAL EN RATONES C57BL/S

T E S ! S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

P R E S E N T A

MARCE VILLARREAL SILVA

EXAMENES PROFESIONALES
MEXICO, D. F. FACULTAD DE QUIMICA 2003



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



PAGINACION

DISCONTINUA



Jurado asignado:

Presidente Prof. Satumino de Leén Chapa

Vocal Profa. Sonia Mayra Pérez Tapia
Secretario Prof. Leopoido Flores Romo

1er. Suplente Prof. Marco Velasco Velazquez

2do. Suplente Profa. Ménica Berenice Heras Chavarria

Aulorizo 3 la Direccion General ¢ i
@ Bibliotacas do k.
UNAM a difundir en farmato electrénico e impreso ¢!

contenido de mi trabajo recepcional.
NOMBRE—M(ALHAQAL_LhumL_&LLu

FECHA: 8 — oduber Zexnz,

FiIRmMmA

Este trabajo fue desarroliado en el Centro de Investigaciones y de Estudios Avanzados de!

Instituto Politécnico Nacional. México D. F.

Sustentante:
Marcela Villarreal Silva

Asesor:

Dr. Leopoldo Flores Romo

Supervisor técnico:
M. en C. Ménica Berenice Heras Chavarria




Dedicatorias:

A toda mi familia como muestra de agradecimiento por su amor, apoyo y
comprension. A mi papia. a mis hermanas y en especial a mi mama. que ha estado
conmiqgo en todo momento.

A Jonathan, por supuesto, porque su amor y compaiiia en estos aiios me han
inspirado y me dan la fuerza para cumplir metas como ¢sta.

A mi amigo Gabriel, e/ buscador de estrellas, quien esta conmigo aiin cuando estt muy
lejos de aqui.

A mis amigos, Liliana, Juan Pablo, Yolanda, Jsaac, Carlos, “Uctor, Paty,
Algjandro W, Jerson, Forge ‘U 3y en especial a Ana €Elena y €lisa porque
agradezco la manera en que han hecho mis momentos dificiles menores y me han
acompaiiado, desde hace alqunos aiios, en mis momentos mas felices.

Al Doctor Leopoldo “Flores en agradecimiento a la oportunidad que me brindo en
su laboratorio, donde conoci lo que es el trabajo en equipo. A Monica, Juanita,
Miguel y “Raquel porque sin su apogyo y sus enseiianzas, este trabajo simplemente no
hubiera sido posible.

ig



ABREVIATURAS

Ab
Ag
APC
8PP

C

cB
ccC
CCR
CHO
CLA
CSF
CXC
CXCR
DC
DDC
DETC
DNA
FasL
FcyR
FceR
FDC
FITC
fLC
FLT3-L
GB
GM-CSF
HIV
HLA
ICAM
IDC

g

L

IFN

LBP
LC
LDL

Anticuerpos

Antigenos

Células presentadoras de antigenos (inglés Antigen presenting cells)
Proteina bactericida incrementadora de permeabilidad (inglés Bactericidal
perrneability-increasing protein)

Sistema complemento

Sangre de cordon umbilical

Quimiocina CC (dos cisteinas consecutivas en su secuencia)
Receptor para quimiocinas CC

Carbohidratos

Antigeno leucocitario cutaneo

Factores estimulantes de colonias

Quimiocina CXC (cisteina-aminoacido-cisteina)

Receptor para quimiocinas CXC

Células dendriticas

Ceélulas dendriticas démicas

Células T dendriticas epidérmicas

Acido desoxirribonucléico

Ligando de Fas

Receptor para la fraccidn cristalizable gamma

Receptor para la fraccion cristalizable epsilon

Células dendriticas foliculares

Isotiocianato de fluoresceina

Células de Langerhans recién aisladas

Ing. FMS-Like Tyrosine Kinase 3-ligand (CD135)

Granulos de Birbeck

Factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos
Virus de inmunodeficiencia humana

Antigeno leucocitario humano

Molécuila de adhesion intercelutar 1

Células dendriticas interdigitantes

Inmunoglobulina

interileucinas

interferones

Proteina inducida por IFN-y

Ltigando, (ej. CD40L -Ligando de CD40)

Proteina de union a lipopolisacarido

Células de Langerhans

Lipoproteinas de baja densidad



LFA
LPS
MARCO
MCP
M-CSF
MDC
MHC
MiP
MLR
MMP
MMR
MoDC
mMRNA
NK
PAF
PAMP
PBMC
PMN
PRR
PTC
RANTES

RER
SALT
SCF
SIS
SR
TAP
TARC
Tc
TCR
TGF
Th
TLR
TNF
TRANCE
TT
VEGF

Antigeno linfocitario funcional

Lipopolisacarido

Receptor scavenger con estructura colagenosa expresado en macréfagos
Proteina quimioatrayente de macréfagos (quimiocina cc)

Factor estimulante de colonias de macréfagos

Quimiocina derivada de macréfago (quimiocina CC)

Complejo principal de histocompatibilidad

Proteina inflamatoria del macréfago

Cultivo mixto de linfocitos

Metaloproteasas de matriz

Receptor de manosa del macréfago

Células dendriticas originadas de monocitos

Acido ribonuciéico mensajero

Células Natural killer

Factor activador de plaquetas

Patrones moleculares asociados a patégenos

Células mononucleares de sangre periférica

Leucocitos polimorfonucleares

Receptores de reconocimiento de patrones (Receptores de PAMP)
Células plasmacitoides

Quirmiocina regulada por activacidon, expresada y secretada por células T
normales, perteneciente al grupo CC

Reticulo endoplasmico rugoso

Tejido linfoide asociado a la piel (inglés Skin associated lymphoid tissues)
Factor de células estaminales

Sistema inmune de la piel (inglés Skin immune system)

Receptor Scavenger

Proteina transportadora de antigenos

Quimiocina de activacion regulada por el timo

Linfocito T citotoxico (CD8")

Receptores de células T

Factor de crecimiento transformante

Linfocito T cooperador (CD4")

Receptores Toll-like

Factor de necrosis tumoral

Citocina inducida por activacion relacionada al factor de necrosis tumoral
Toxoide tetanico

Factor de crecimiento del endotelio vascular



RESUMEN

AUNn cuando las células dendriticas (DC) en piel humana fueron descritas en 1868, su
presencia en diferentes tejidos ha sido establecida en los uitimos treinta afios. Desde
entonces, se han realizado numerosos estudios en tormo al importante papel! que tienen dichas
células en el inicio de respuestas inmunes. A pesar de esto, su origen y vias de diferenciacion
siguen siendo motivo de controversia. Actuaimente se sabe que las células de Langerhans
(LC) comprenden una poblacion de DC localizadas en distintos epitelios y mucosas, por
ejempio intestino, pulmoén y epidermis, se originan en meédula 6sea y se caracterizan por la
presencia de granulos de Birbeck (GB), la expresion de E-cadherina y la molécula langerina
recientemente descrita'. El origen hematopoyético de las LC es denotado por la presencia del
marcador leucocitario CD45, que también expresan las ceélulas T dendriticas, presentes
ademas en la capa suprabasal de la epidermis murina (DETC) y que forman parte de los
linfocitos T y& intraepiteliales. Aunque ambas poblaciones presentan una morfologia dendritica
caracteristica, sus fenotipos y funciones son distintos. Ademas de la expresion de CD45, las
LC de la epidermis del ratén adulto se caracterizan por {a presencia de MHC-Il y CD-205, sin
embargo, las LC de animales neonatos carecen de CD205 y muy pocas son MHC-II*, esto
podria indicar la inmadurez de estas células. En el presente trabajo se analiz6 la expresion de
algunos receptores endociticos en las DC epidérmicas de ratones C57BL/6 aduitos y
neonatos. Se incluyeron: CD205, CD14 y el receptor scavenger (SR). Las LC de los animales
adultos expresan CD20S, sin embargo, no poseen CD14 ni SR (CD204). Por otro lado, las DC
epidérmicas de los animales neonatos expresan CD14 y CD204 pero no e marcador clasico
CD205. Las DC poseen caracteristicas que las hacen células presentadoras de antigeno
(APC) profesionales. Poseen numerosos receptores endociticos que facilitan el reconocimiento
y captura de estructuras antigénicas diversas provenientes de microorganismos; ademas, son
capaces de migrar hacia los 6rganos que concentran las células efectoras (linfocitos), donde
presentan y estimulan eficientemente respuestas antigeno-especificas. Estos eventos pueden
explicarse por la alta expresion de moléculas MHC-II y de moléculas accesorias. Sin embargo,
en distintos reportes se ha visto que distintas capacidades estan disminuidas en las DC de
animales neonatos. Por ejemplo, las DC obtenidas de sangre humana de cordén umbilical
(CB) son menos efectivas que las DC de adulto en cuanto a reconocimiento, captura y
presentacion antigénica®. Aunque los mecanismos de estas deficiencias no son claros, se sabe
que la reducida expresion de receptores endociticos, moléculas MHC; de coestimulacién y de
adhesion; limita las DC de CB en su capacidad de captura y presentacion antigénica, asi como
en su respuesta a algunas citocinas. Esto puede representar una deficiencia propia de las DC
en proceso de maduracion, cuyas implicaciones serian importantes para la respuesta inmune
de niftos pequefos y recién nacidos contra infecciones y en la vacunacion.
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1. INTRODUCCION

El humano vive en constante exposicion a una gran variedad de sgentes infecciosos, tales
como virus, bacterias, hongos, protozoos y parasitos pluricelulares. Estos son capaces de
provocar enfermedades y si se multiplican sin control, pueden conducir a |la muerte del
organismo hospedero. Ademas de éstos, existen numerosas sustancias quimicas que en
condiciones o0 concentraciones especificas, pueden también tornarse nocivas. La mayoria de las
infecciones que contraen ios individuos sanos son de corta duracion y apenas dejan sescuelas,
esto se debe a !a accién de las células y moléculas que conforman el Sistema inmune. Dicho
sistema tiene la funcién principal de eliminar estos agentes infecciosos reduciendo al minimo los
dafios causados por los mismos. Para lograric se realizan acciones muy diversas cuya eficacia
depende de la dosis y la patogenicidad del microorganismo implicado, asi como de la respuesta
inmune iniciada.

La primera fase de cualquier respuesta inmune consiste en e} reconocimiento del patégeno o
material extrafio, lo que desencadena reacciones destinadas a eliminario. A grandes rasgos, el
Sistema Inmune emplea respuestas de dos categorias: la innata y la adaptativa. La diferencia
mas importante entre ambas respuestas es que la adaptativa presenta una especificidad
superior y se intensifica con el nimero de exposiciones al mismo patégeno, |10 que habla de su
capacidad de “*memoria®. Las respuestas innatas utiizan mecanismos primitivos que no se
modifican tras la exposicién repetida a un determinado agente infeccioso, sin embargo, ia
captura de! microorganismo es relativamente especifica, tal que permite el reconocimiento de
microorganismos identificando una amplia variedad de productos microbianos de estructuras
muy particulares®.

Las células que participan principalimente en las respuestas inmunes son los lsucocitos, un
grupo importante son las células mediadoras de las respuestas innatas tales como: las céluias
citocidas naturales o natural killer (NK), células fagociticas como monocitos, macréfagos,
leucocitos polimorfonucieares (PMN) y DC; estas ultimas, con los macréfagos y los linfocitos B
componen el grupo de células presentadoras de antigeno profesionales (APC). Junto con las
barreras fisicas y quimicas como epitelios y sustancias antimicrobianas producidas en la
superficie epitelial y ciertas proteinas sanguineas, entre las que se incluyen miembros del
sisterna complemento (C), estas células se consideran la primera linea de defensa frente a la
infeccién®.

La descripcion de las DC en piel por Langerhans en 1868, fue seguida de una larga
especulaciéon acerca de sus funciones. Steinman y Cohn identificaron DC en bazo de raton en
1973 e iniciaron una serie de experimentos que establecieron a las DC derivadas de tejido



linfoide como potentes estimuladores de las respuestas inmunes primarias. La observacion de
que células similares estaban presentes en tejidos no linfoides de ratones y humanos,
combinada con la evidencia del importante papel! que jugaban en el rechazo a traspiantes de
corazén e higado, generdé un gran intenés. Sin embargo, distintas razones han llevado a que el
estudio de las DC progrese lentaments, entre elias esta el que los marcadores especificos que
se conocen son escasos y ol numero de DC que se obtienen de su purificacion es muy bajo,
haciendo que la generacién de estas células /n vitro sea un gran jogro de la investigacion
cientifica.

Las DC funcionan como centinelas del Sistema Inmune, ya que inician respuestas inmunes
eficientes. Estas céiulas son parte medular en el vinculo entre la respuesta INMuNe iNnNata y
adaptativa porque cuentan con receptores de reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patégenos (PRR), representantes del Sistema Inmune innato, con los que
reconocen y capturan antigenos (Ag), migrando luego hacia los drganos linfoides secundarios
para presentar los epitopes derivados de estos Ag a linfocitos T Ag-especificos, iniciando la
respuesta adaptativa y promoviendo la activacion y expansion linfocitaria.

Los nuevos descubrimientos en el estudio de las DC proveen oportunidades en ia
intervencion terapéutica, por ejemplo en el transplante de médula é¢sea y de drganos como el
corazén o el higado, asi como en enfermedades autoinmunes. Recienteamente se han diseflado
protocolos de inmunoterapia clinica para ciertas enfermedades infecciosas y malignidades,
basados en el uso de las DC como “adyuvantes naturales™,

Muchos estudios han sugerido que las LC se originan de precursores mieloides de la médula
6sea (como también los monocitos y ios neutréfilos pero no los linfocitos) y comprenden una
poblaciébn de DC localizadas en epitelios como: intestino, puimén y epidermis, donde se
caracterizan por la presencia de GB y la expresion de E-cadherina. Su estudio ha ayudado al
conocimiento de las DC en general, debido a que comparten las caracteristicas principales de la
mayoria de las DC. Después de captar el Ag mediante sus PRR, las LC inician un proceso de
maduracién y migran transformandose a células veladas durante la circulacion linfatica,
localizéandose mas tarde en el ganglio linfitico regional, donde se conocen como IDC, aqui la
aita expresion de moléculas accesorias les ayuda a establecer el contacto efectivo al presentar
Ag mediante moléculas del compiejo principal de histocompatibilidad (MHC) a los linfocitos T, o
que puede llevar al desarrolio de una respuesta efectora particular mediante la liberaciéon de
citocinas y quimiocinas. El que en diversos estudios no se han encontrado DC en linfa eferente
puede indicar que una vez que han llegado a los 6rganos linfoides, las DC mueren por
apoptosis®.



El inicio de una respuesta inmune adaptativa con los rearmmeglios cionales de receptores sobre
los linfocitos, es dependiente de las sefiales provistas por las DC del sistema inmune innato, sin
embargo, dichas sefiales se han visto disminuidas en DC de animales neonatos. En varios
estudios se demuestra que las DC de CB son menos efectivas que las DC del! adulto en cuanto
a reconocimiento, captura y presentacion antigénica. Aunque jos mecanismos de estas
deficiencias no son claros, se sabe que la expresion reducida de moléculas accesorias de
adhesion y de MHC, limita las DC de CB en sus distintas funciones’. Esto puede representar
una deficiencia de las DC en proceso de maduracién en etapas tempranas del desarmolio con
implicaciones en el Sistema Inmune de nifios pequefios y neonatos, por o que el presente
trabajo se enfoca a caracterizar algunos receptores endociticos y PRR en LC epidérmicas de
ratones neonatos y adultos de ia cepa C57BL/8, con la finalidad de conocer mas sobre la
ontogenia de las DC.

1.1. INMUNIDAD INNATA

El sistema inmune innato representa la primera linea de defensa intema contra los agentes
extrafios, particularmente microorganismos. Este sistema es necesario para desarrollar
efectores inmediatos que controlen (a invasion del patégeno. El funcionamiento del Sistema
Inmune estd basado en dos sistemas distintos de reconocimiento: el innato y el adaptativo®. La
induccidon de la funcion efectora apropiada de células clonales es mediada por el sistema
inmune innato, mientras que ambos sistemas controlan la discriminacion entre 1o propio y lo
extrafio. El sistema no clonal o innato controla el inicio de ia respuesta inmune adaptativa a!
regular la actividad coestimuladora sobre las APC, lo que conduce al desarrolic de respuestas
efectoras particulares mediante la liberacién de citocinas y quimiocinas. Se considera que las
respuestas innata y adaptativa integran en el hospedero vertebrado un solo sistema inmune
donde, por muchos aspectos, se cree que la primera precede y es necesaria a la segunda®:
Primero, las defensas innatas de! hospedero son encontradas en todos los organismos
multicelulares, la inmunidad adaptativa, que tiene habilidad para adaptarse a un agente
infeccioso y confiere la capacidad de transferencia transplacentaria de anticuerpos (Ab) de la
madre al feto, es encontrada sélo en los organismos vertebrados, donde la "memoria” esta
confinada a un solo individuo y debe ser moderada para no iniciar un proceso de autoinmunidad.
Segundo, el reconocimiento innato distingue lo propio de lo no propio perfectamente, condicién
no conocida en la respuesta adaptativa desafortunadamente'®. Tercero, el sistema inmune
innato utiliza receptores que trascienden a través del tiempo, la inmunidad adaptativa parece
utilizar los mismos mecanismos efectores guiados por Ab clonaiments especificos y TCR



codificados en rearegios de genes de la superfamilia Ig’’. De hecho, es posible decir que ia
respuesta en contra de proteinas extrafias, © no propias al organismo, es controlada por estos
rearregios genéticos, sin embargo, la forma en que se inician y sjecutan las respuestas a
patéogencs la mayoria de ias veces esth determinada por el tipo de inmunidad innata a dicho
organismo'?, adem#s de que los defectos en ios mecanismos de ia inmunidad innata que
afortunadaments son raros, son casi siempre letales.

1.1.1. Receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociladoes
a patégenos (PRR).

El Sistema Iinmune ha evolucionado enormemente en respuesta a Ia variabilidad y
heterogeneidad molecular de los patégenos, a o que se aflade la habilidad de los
microorganismos para mutar. Las estructuras moleculares reconocidas por ol Sistema Inmune
deben estar compartidas entre varios grupos de patogenos, o que representa patrones
moleculares y no sélo estructuras particulares. Esto implica que estos patrones deben ser
productos conservados del metabolismo microbiano, uUtiles para su viabilidad o patogenicidad,
por o que no estén sujetos a variabilidad antigénica. El efecto principal del reconocimiento
inmune (la destruccién del microorganismo) requiere que las estructuras reconocidas sean
distinguidas absolutamente de los Ag propios, o cual es una habilidad del sistema inmune
innato, con lo que ademas de montar una respuesta efectiva, previene respuestas autoinmunes
o de hipersensibilidad.

Las estructuras invariantes eon los patégenos con las caracteristicas antes Citadas
representan los blancos principales del reconocimiento inmune innato y en conjunto se conocen
como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP). Ejemplos de éstos son: la
estructura general de los lipopolisacaridos (LPS) y acidos lipoteicoicos que comparten todas las
bacterias Gram negativas y Gram positivas respectivamente; el motivo CpG no metilado
caracteristico del DNA bacteriano, la doble cadena de RNA de aigunos virus y las mananas
componentss de la pared celular de las levaduras®.

Los organismos han desarrollado una gama de receptores no cionales mediante ios que
reconocen dichos PAMP con amplia especificidad, denominados receptores de reconocimiento
de patrones (PRR). La diferencia entre dichos receptores y ios TCR e inmunogiobulinas es que
solamente los primeros estan presentes en vertebrados e invertebrados y sus especificidades
son codificadas en un DNA de linea germinal (genmine), o dirigidas por patégenos, es decir,
seleccionadas por patégenos a nivel poblacional. Los PRR se expresan estratégicamente sobre
las células de primer contacto con patégenos, dicha interaccién causa la activacion en sélo
minutos u horas a partir de la primera exposicién. Su localizacion en la superficie epitelial y en
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todos los tipos de células del sistema inmune innato, incluyendo las APC, es importante para la
regulacion de los mecanismos de defensa. El reconocimiento de PAMP por PRR resulta en ia
induccién de funciones efectoras®. Ejempios de PRR son el receptor de manosa del macréfago
(MMR), CD205, CD204 (SR), CD14, receptores Fc y los receptores tipo To#/ o Toll-ike como
TLR2, TLR4 y TLRS que reconocen peptidoglucano y glicolipidos micobacterianos, LPS y
flagelina bacteriana respectivaments. Estos se presentan en células epiteliales de las superficies
basolaterales'>, macréfagos y otras células de defensa especializadas, que generaimente se
encuentran debajo de la superficie epitelial.

Las seflales inducidas por la interaccién del PAMP con su respectivo PRR pueden ser de
tres categorias:

-Promueven sefiales que median la respuesta inflamatoria: Induccién de la sintesis de
citocinas que inciuyen la interleucina (IL)-1, factor de necrosis tumoral affa (TNF-a). IL-8,
interferén (IFN) tipo | y varias quimiocinas.

-induccién de coestimulacién: Aumento en la sintesis de moléculas coestimuladoras de las
células T; en las que con certeza se incluyen CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2), éstas se unen al
receptor CD28 pertenecients a la superfamilia inmunoglobulina (ig).

-Sefiales que controlan la induccién de funciones efectoras: Aumento en la sintesis de
citocinas como IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, factor de crecimiento transformante (TGF)-8 e IFN-y.

Los representantes de la inmunidad adaptativa son linfocitos T y B que expresan receptores
de Ag clionaimente distribuidos. Las especificidades de dichos receptores son generadas
mediante mecanismos somaticos, por lo que No son productos de seleccidn natural dirigida por
patégenos. Un linfocito maduro puede tener un receptor con una especificidad unica, sin
embargo, una sefial recibida a través de este receptor no es suficiente para la activacion de
linfocitos naive (virgenes), ahora se sabe que una segunda sefial es requerida para que [a
activacion se lleve a cabo, esta sefial es conocida como coestimulacién'.

Cuando los vertebrados evolucionaron como un sub-phyflum separado, las respuestas
primitivas como la produccién de péptidos antibacterianos mantuvieron su funcién original, pero
con el tiempo adquirieron nuevas funciones. Una de éstas fue la induccién de la expresion de
moléculas de coestimulacién en la superficie de las APC, otra fue el facilitar ia captura y
procesamiento del Ag. Debido a que la activacion de los linfocitos es apropiada sélo cuando
ellos son especificos para los Ag derivados del patégeno, Medzhitov y su grupo consideran la
actividad coestimuladora como una sefial de |la presencia del patégeno, proporcionada por el
sistema de reconocimiento innato a través de las union de los PAMP a los PRR, lo que induce la
sintesis y expresion de moléculas de coestimulacion y el reconocimiento de los Ag especificos
derivados del! microorganismo por el linfocito, en el evento conocido como presentacion de



péptidos especificos realizada por la APC®. Este mecanismo compieto asegura que una célula T
reciba las sefiales necesarias para la activacion cuando el péptido reconocido por el TCR deriva
del patégeno que inicié la actividad coestimuladora’®. Las DC son reaimente efectivas en cuanto
a coestimulacién, ya que poseen numerosas moléculas accesorias, glicoproteinas de membrana
que facilitan el enlace del TCR aun cuando el numero de TCR sobre ia membrana del linfocito
es tan pequefio como de 100 a 1000. Debido a que los Ag propios carecen de PAMP, estos no
inducen actividad coestimuladora, de ahi que las células T especificas de Ag propios
normaimente no sean activadas. Asi, el sistema inmune innato logrs controlar la discriminacién
entre lo propio y 1o extrafio.

Contrario a los receptores de la inmunidad adaptativa, el reconocimiento inmune innato no
es mediado por miembros de una sola familia proteica, sino de varias que han sido adaptadas
para funcionar como PRR con un papel muy importante en el reconocimiento de Ag extrafios,
coestimulacién, procesos de fagocitosis y opsonizacién, activacion de vias de sefializacion
proinflamatoria e induccidn de apoptosis, activacion de C y cascadas de coagulacion. Segun
Medzhitov y Janeway®, nosotros podemos ahora distinguir siete familias importantes:

Familla Sitio de expresion Ejempio Ligandos Funciones
proteica conocidas
Lactines tipo c
-+ F dal plasma Calectines (MBL) Carbohidratos Opeonizacion, activecibn
bacteriancs y virnles del sist. complamento
-Celular [ céiuias Lectina tipo C del  Recoptor GEiNAC Induce actividad
macrofago tumoricide
Macritagos, células dendriticas de del Fagociosis
macrotago (MMR)
Macrofagos, células derxiriticas CD205/Dec-205 Manosa terminel Fagocilosis
Céiulas NK NKR-P1 CHO no conocido Cholisis, Secrec. IFN-y
Céiulas NK Lyas MHCA, CHO? Inhibe activacion.
ricas célules CD14 LPS Sefisies cehlares
on leucina Monocitos y otras Homaologo “Tolt™ Ligando no conocido Sefisies NFxB
Céiules B RP105 No conocido
R SR de macrofagos (MSR)  Pered celuler beclerians Fagochosis (p.ej. de LPS)
g O fagocitosis tine pered bact.
Céhsias y5T wcC1 No
Pentraxinas Proteine del plasma Proteina C-reactiva, CRP  Fosfatidiicoline Opsoniza, active C
Proteina del plesma Prot. Amilloide sérica Pared cohdar bacteriane Opsoniza, activa C
Transferasas Protsina del plasma L8P LPS, oo LS Transfiere LPS a CD14
Hpldicas Proteina del plssma 8PP LPS, otra LS Bactericida
9! Células NK, T CD11b, c; CD18 LPS Sefmlizacion caluler,
y dendriticas fagochosis.
Tabla 1. Miembros proteicos importantes que forman PRR. Las proteinas con rogionon nc. on leucina median
muchas de las interacciones prot.m.-pfololm ims pentraxinas, tes de u ' de fase aguda, son
slmoﬁzadasend gado y lib das oen el mmmapuwTMdom97ym

Las células integrantes del sistema inmune innato son aquellas encontradas en las
superficies del organismo como la piel, intestino y tracto respiratorio. Ellas incluyen células de
vigilancia —-macréfagos, DC y las células efectoras no especificas, como las natural killer (NK) de
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fenotipo CD16*, CD58°, CDS57°, los leucocitos polimorfonucieares (PMN), los granulocitos de la
respuesta inflamatoria (CD15") y bajo ciertas condiciones, como inflamacion, incluso células
como los queratinocitos. Los linfocitos T (CD2*, CD3*, CD4*, CD7*, CD8*) y B (CD19°, CD20",
CD22*, CD24"), son entonces el arsenal celular de ia respuesta inmune adaptativa. Las células
NK, algunos subtipos de células y5 y posiblemente células T autorreactives NK1 apg CD-1
especificas se conocen como células linfoides innatas, las cuales responden inmedistaments a
un reto inmunolégico sin la necesidad de una fase previa de expansiéon, porque expresan
receptores esterectipados gque reconocen un patrén molecular microbiano. Al igual que las DC,
las céiulas NK poseen receptores que median su activaciéon, tales como NKR-P1 y un receptor
lectina tipo-C y se ha detectado su secrecion de IFN-y. Sin embargo, se han encontrado también
receptores con dominios ITIM (immunotyrosine inhibitory motifs) que mediante la fosforilacion de
sus residuos tirosina en sus regiones citoplasmicas, transducen sefiales de inhibicion sobre
ambas células'®.

Los macréfagos son células centinela que responden al estimulo innato mediante fagocitosis
de cuerpos extrafios, sin embargo, slios no son capaces de montar una respuesta inmune
primaria, lo cual es la funcion principal de las células especializadas en la presentaciéon de Ag
conocidas como DC®. El primer indicio de que las DC juegan un papel importante en el inicio de
ia respuesta inmune surgié con los estudios de MLR en ratéon, donde las células T proliferan
cuando se cultivan con poblaciones alogénicas de DC de bazo, pero no responden a
poblaciones ricas en macréfagos. Estudios subsecuentes que comparan la habilidad de las DC vy
los macréfagos para estimular otras respuestas en cultivo han llegado a la misma conclusion,
tanto en ratén como en humano. Por esjemplo, las DC son potentes estimuladoras de la
proliferacion det linfocito Tc, la produccion de Ab por el linfocito B y aigunas respuestas
policlonales (mitogénicas) como la mitogénesis oxidativa, proceso inducido por la unién de
compuestos oxidantes, generados quimica o enzimidticamente, a ia membrana de algunos
leucocitos'’. En contraste, los macréfagos son pobres o inactivos en estos sistemas, resultando
incluso a veces supresores'®.

1.2. LAS CELULAS DENDRITICAS

Las DC representan una poblacién celular traza, fenotipica y funcionaimente heterogénea.
Su morfologia caracteristica se debe a las largas proyecciones citoplasmicas Que extienden en
muchas direcciones desde su cuerpo celular. /n vivo, dichas proyecciones se observan como
vellosidades bastante méviles'®. Las DC inmaduras residen en tejidos periféricos donde colectan
Ag de su entomo por endocitosis o macropinocitosis.



Cada etapa funcional de las DC esté regulada por distintos mecanismos, como ya se vio, el
Que ocupa el primer lugar es el reconocimiento de una sefial de “alerta” o “peligro™. Entre los
mediadores de una sefial de peligro estdn muchos productos bacterianos o virales, como
proteinas o DNA, factores de coagulacién, complemento y un gran numero de proteinas
circulantes o provenientes de tsjido. Las proteinas de choque térmico, constituyentes de la
pared celular (LPS, fragmento de toxoide teténico TT, enterotoxina A de S. aureus y otras), son
usadas in vitro para activar DC directamente, antes o después de la captura de un Ag. En
respuesta a eostas seflales, las DC producen diferentes IL, expresan marcadores de
coestimulacién y aumentan las moléculas MHC-II en su superficie.

In vivo, el encuentro con Ag y la migracién de las DC de Ia periferia a los 6rganos linfoides
secundarios conducen la maduracién de estas células. Esto involucra un cambio fenotipico y
funcional refiejado en la disminucion de la capacidad de captura y procesamiento antigénico y el
aumento de sus funciones accesorias con |la expresion de un gran numero de moléculas
coestimuladoras y MHC-II en su superficie’®, por o que al entrar a los ganglios linféticos
proporcionan la combinacién de sefiales necesarias para llevar a cabo la principal funcién de las
DC: la presentacion de Ag derivados de patégenos a linfocitos T y B y la iniciacion de la
respuesta inmune adaptativa®'.
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Figura 1. Maduracion de las DC. Factores de induccion (citocinas, pstogencs. céiulas T, migracion) y propiedades de
cada estadio (liberacién de citocinas, captura y presentacion antigénica). Tomado de Banchereau et al. 20007,

La maduracion de LC que ocure /n vitro es paralela a los eventos que ocurren in vivo
durante la migracion de LC de ia piel a los ganglios linfiticos regionales®. Las LC son DC
inmaduras que pueden capturar proteinas nativas con gran eficacia y después de madurar,
presentar los péptidos procesados a las células T. Contrariamente, las LC cultivadas, asi como
las IDC de érganos linfoides, son relativamente ineficientes en captura antigénica pero son muy
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potentes en cuanto a activacién de linfocitos T naive™. A este respecto, las LC epidérmicas
comparadas con LC o IDC cultivadas, expresan relativamente pocas moléculas MHC-II y
accesorias como CD80 y CD88, considerindoseles DC inmaduras®.

La superficie celular de las DC relacionadas con el linaje mieloide presenta moléculas CD45
y MHC-II pero no marcadores de otros linajes celulares como: CD3, CD19, CD14, CO15 y CD16.
El hecho de que expresen el marcador CD45 sefiala su origen hematopoyético, 10 cual se ha
hecho evidente en experimentos de radiacion de médula ésea y reconstitucion por trasplante.
También se ha comprobado que DC de bazo de raton®®, epidermis de rat6n®, linfa de rata® y
epidermis humana®® son derivadas de progenitores de ia médula 6sea, ya que en trasplantes de
médula las DC de estos 6rganos expresan moléculas MHC del donador. Debido a que las LC
presentan marcadores mieloides, como CD13, CD33 y CD11 (expresados en macréfagos y
granuiocitos), y a que estan presentss en ratones /karos, carentes de todas las células
linfoides®®, se cree que e} precursor de las LC es de origen mieloide, sin embargo. el modelo
creado para explicar el origen de las DC del timo a partir de lo estudiado en LC resuita
inapropiado. Estas células no tienen como funcién el iniciar las respuestas contra Ag extrafios
sino inducir, mediante la presentacion de Ag colectados locaimente, la muerte de los linfocitos T
auto-reactivos a través de mecanismos de apoptosis mediados por Fas, ya que dichas DC
expresan el Fasl generando la tolerancia periférica.

Al igual que las DC del timo, se han encontrado DC en ganglios linfaticos y bazo de ratén
que se relacionan més con células de origen linfoide, debido, entre otras cosas, a Que presentan
el marcador CD8a; el fenotipo CD8a™ representa las DC derivadas del linaje mieloide. También
recientemente se ha descubierto que las DC de origen linfoide expresan altos niveles de
compiejos MHC-II/péptido propio en las dreas de T de los ganglios linféticos®.

Otras células que al parecer son de origen linfoide son las recién estudiadas, DC
plasmacitoides (PTC) de! humano, que expresan CD4, CD1a, CD11c y CD3, y pocos
marcadores mieloides, aunque sus funciones ain no son claras, se cree que promueven
respuestas de tipo Th2, responden sélo a ciertas citocinas y producen cantidades abundantes
de IFN-a™.

Aun cuando ias DC fueron reconocidas hace casi 35 aflos, sélo recientemente se han
ampliado los conocimientos de los mecanismos que dirigen su crecimiento y diferenciacion. El
GM-CSF para el cual tisnen numerosos receptores, parece jugar un papel! importants en el
desarrolio de DC mieloides, tanto murinas como humanas'®. inaba y su grupo han encontrado
que los cultivos de células precursoras MHC-II' de ratén proliferan y son capaces de originar
granulocitos, monocitos y DC en respuesta a GM-CSF y no a otros CSF*'. También se ha
descrito que los monocitos de sangre periférica humana (CD14") por tratamiento con GM-CSF y



IL-4 o solamente con GM-CSF, pueden adquirir apariencia dendritica y el marcador CD1a"%.
Estas DC derivadas de monocitos presentan un fenotipo tipico de DC inmadura, marcadores
monociticos (CD11b, CD36, CDE8, CD115) y son eficientes para la captura de Ag. Después de
inducir su maduracién con LPS, TNF-a e IL-1 (que inducen migracién) o con molécuias como
CD40L importantes en la interaccion con los linfocitos T32, obtienen su morfologia dendritica y
cambian su fenotipo, aumentando la expresion de moléculas accesorias y Ia traslocacion de
MHC-Il a la supertficie de |a célula, adquiriendo concomitantemente la capacidad para activar
células T naive, sin embargo, no poseen marcadores monociticos ni ia capacidad de capturar
antigenos.
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Ademas de ia propagacion de DC mieloides a partir de precursores MHC-II" y de monocitos,
estas células han sido generadas partiendo de céluias progenitoras CD34° humanas en
presencia de GM-CSF (o de IL-3) y TNF-a. Estas DC muestran caracteristicas tipicas de LC,
que expresan el marcador linfocitico cutédneo (CLA) y CD1a, MHC-1I, CD4, CD40, CDS54, CD58,
CD80, CD88, CD83, presencia de GB y alta capacidad de estimular células T, carentes de CD84
(FcyRl) y CD35 (CR). Las células CD1a’ son células CD45RO" (inmaduras) y expresan los
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marcadores CD13 y CD33°% Bajo la influencia de TGF-B también se polariza ia diferenciacién
hacia DC con caracteristicas de LC™.
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Figura 3. Tres subtipos de DC humanas y macréfagos relacionados. Segun las condiciones. el progenitor mieloide da
lugar a dos precursores, uno genera DC y macréfagos intersticiales y el otro, macrofagos y células de Langerhans.
AuUn no esta claro si el precursor CD11c” quo genera DC-linfoides es generado a partir del progenitor tinfoide y si ds
lugar a linfocitos T. Tomado de Banchereau et al. 2000%°.

Ademas del GM-CSF, otras citocinas son importantes para el 6ptimo desarrollo de las DC,
entre éstas se encuentran: el factor de células estaminales (SCF), cKitL y el receptor para
factores de crecimiento FLT3-L; IL-4 para la diferenciacién a partir de monocitos; TNF-a, para su
maduraciéon y TGF-B componente del suero bovino implicado en el desarrolio de las LC. A éstos
se anexa la estimulacion de CD40 por CD40L (gp39), que es expresado en células T activadas y
promueve la funcibn accesoria de las DC porque las induce @ madurar, con o que expresan
moléculas de coestimulacién y secretan citocinas y quimiocinas, esto también aumenta su
viabilidad que tipicamente es corta /n vitro (de uno a cinco dias). Dicha maduracién via CD40 se
demuestra por la expresion de CD25 y la disminucion de CD1a, la traslocacion de MHC-il a la
superficie y la secrecion de IL-12. La molécula CD40 es de critica importancia en el desarrolio
de las células B dependiente de céiluias T, su diferenciacion y el cambio de isotipo. Existen
también varias moléculas implicadas en la regulacién de estas células, tales como IL-10 que
impide la diferenciacion de monocitos a DC, M-CSF que promueve la diferenciacion de
macriéfagos a partir de los monocitos, al igual que IL-8 y al parecer, VEGF. La IL-10 también
puede inducir la apoptosis de las DC y disminuir su capacidad para estimular linfocitos T y Ia
produccion de IL-12. También se ha visto que los glucocorticoides disminuyen la viabilidad de
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las DC y su expresion de moléculas de coestimulacién, un sjemplo es |a prostaglandina E2, que
disminuye la produccion de IL-12 y aumenta ia de iL-10, 1o que genera respuestas tipo Th2%®.

1.2.1. Poblaciones de las células dendriticas

AUn cuando no esta claro si las diferencias entre las poblaciones de DC se deben a que
cormesponden a diferentes linajes celulares o a diferentes estados de diferenciacion, las DC
comprenden todo un sistema celular conformado por: 1) DC en tejidos no linfoides como las LC
del epitelio (piel, mucosas y puimén) y las células intersticiales de corazén y rifién asi como de
otros 6rganos, 2) las células veladas de |la linfa aferente y las DC de sangre periférica; 3) las IDC
de las areas de T dentro de ios 6rganos linfoides secundarios; 4) las de la médula timica y 5) las
céiulas FDC de los foliculos de B de ios drganos linfoides secundarios®.

Las DC de vigilancia o centinelas incluyen las poblaciones encontradas en tejidos no
linfoides o periféricos y pueden ser divididas en dos poblaciones baséandose en fenotipo y
localizacion, aquellas encontradas en e] epitelio superficial (LC y DC en intestino, tracto
urogenital y el tracto respiratorio), y las encontradas en tejido no epitelial (DC de corazén, de
rifién y de la dermis). Las primeras expresan en humano el fenotipo CD1a*, del cual las
segundas carecen y pueden migrar al tejido linfoide local.

Las DC de la sangre o linfa ("veladas”), constituyen de un 0.1% a un 1.0% de ia poblacion
leucocitaria de ceélulas mononucleares de sangre periférica (PBMC) en el humano™. Estas
expresan moléculas MHC, pero pocos o nulos marcadores de diferenciacién-activacién (CD83,
CMRF-44) y moléculas de coestimulacion. La mayoria son inmaduras, en el sentido de que
algunas de éstas ya presentan suficientes moléculas para captar Ag cuando es requerido. A
éstas se anexan primordiaimente precursores de DC derivadas de méduia ésea y tal vez DC
derivadas de tejidos.

Las IDC estan presentes en ia médula del timo y en las areas de T del tejido linfoide
secundario, donde mas de un tipo ha sido identificado. Entre éstas se encuentran células
residentes y células activadas que han reconocido y capturado un Ag, por lo que expresan
MHC-Il y moléculas de coestimulacion, cuya funcidn es presentar Ag a linfocitos T naive
principalimente, ya que son poblaciones capaces de secretar Qquimiocinas que atraen linfocitos T
naive®. Las IDC son células altamente méviles y de baja densidad, con morfologia
caracteristica. Aunque son capaces de estimular a los linfocitos T, las IDC de tejidos linfoides
parecen ser requeridas para la estimulacion de células T en reposo, ya que liberan muchas
citocinas (IL-2, IL-3, GM-CSF e IFN-a) implicadas en la proliferaciéon linfocitaria. A diferencia de
las células mieloides IDC, las DC de origen linfoide (CD8a’) de estos 6rganos se han
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relacionado a funciones de tolerancia periférica reguiando la apoptosis de céluias T que tienen
capacidad de reconocer Ag propios, mediante mecanismos que invoiucran Faes.

Las DC localizadas dentro de las ganglios linfaticos pueden subdividirse en cinco grupos
basdandose en su fenotipo, entre ios que se incluyen las IDC (CD4*, CD11c*, CD33), las PTC
(CD4*, CD11c, CD33) y las FDC (CD4’, CD11c’, CD33"). Los grupos restantes son IDC de
aumentada o disminuida afinidad del Ab anti-CMRF-44, molécula que se ha relacionado a
células derivadas de precursores CD34* 3.

Las FDC se localizan exclusivamente en los foliculos de los linfocitos B del bazo y ganglios
linfaticos y expresan receptores para el Fc de inmunoglobulinas y fragmentos del compiemento.
Su funcidon es presentar Ag en forma de complejos inmunes a los linfocitos B. Estas células se
han relacionado mas con células estromales, es decir, con aquelias que conforman el tejido de
sostén de estos Srganos parenquimatosos™, ya que no expresan ni el marcador leucocitario
CD45 ni las integrinas B2 (tales como CD11/CD18) de los leucocitos'®, implicadas en la
migracién, activacion de células T, seflalizacion y adhesion celular®.

No esta claro que todas ias poblaciones de DC tengan el mismo progenitor mieloide y su
relacion con células del linaje monocito-macréfago es incierto. Aunque tanto macréfagos como
DC son capaces de presentar Ag, estas ultimas exceden por mucho la capacidad de los

macréfagos?.
1.2.2. Moléculas que regulan las funciones de las DC

Las DC de la periferia, como las LC, capturan Ag y migran como células veladas a través de
1a linfa.o vasos sanguineos y residen en drganos linfoides secundarios en las éreas de T como
IDC*', alli presentan los Ag procesados a los linfocitos T naive generando una respuesta
primaria Ag-especifica por la célula T*?, esta presentacién a células T es entonces seguida por la
respuesta primaria extrafolicular de células B*>.

Estudios en los que LC son administradas intravenosamente han sugerido que estas células
dejan el epitelic a través de la linfa aferente, migran a través del higado y llegan a fos ganglios
linfaticos regionales, pero pocas, si acaso, entran directamente de ia sangre a los ganglios
linfaticos®. La produccién local de TNF-a se sugiers como uno de 103 mecanismos reguladores
de la migracion de las LC epidérmicas a los ganglios*t. También se ha encontrado que pocas
DC migran del bazo a la sangre circulants*®, al igual que de los ganglios linfiticos a través de la
linfa eferente, probablements porgue mueren después de su presentacion de Ag in situ®.

Dos aspectos indican que muchas DC tienen capacidad de migrar, en primer lugar porque
diferentes poblaciones han sido caracterizadas por su localizacion y estado de diferenciaciéon y
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activacion, sugiriendo que ailgunas células migran conforme maduran; en segundo lugar, por la
disminucion en el niumero de DC presentes en el tejido no linfoide a partir de la administracion
de LPS, IL-1 o TNF*®. Las DC cruciales para ia fase efectora de la respuesta innata son aquellas
capaces de capturar Ag de bacterias, virus u otros patégenos y de estimular las células
efectoras tempranas, posiblemente por la producciéon de citocinas como IL-12 e IFN-a con las
que estimulan la proliferacion de las células T (0 su expansion cional) y la produccién de
citocinas, que a su vez promueven la produccion de Ab por las células B y estimulan la
maduracion de los precursores de las LC. Actuaimente esta claro que las células T CD4"
presentan dos perfiles distintos de produccién de citocinas (Th1 y Th2) y que estos perfiles
determinan el tipo de respuesta bésica mediada por este tipo celular. Entre las citocinas tipicas
de Th1 destacan IFN-y, TNF-8 e IL-12; este tipo celular estd implicado en las reacciones
inflamatorias mediadas por células. Varias citocinas tipo Th1 activan reacciones citotOxicas,
inflamatorias y de hipersensibilidad retardada. Por el contrario, las células tipo Th2 producen IL-
4 o IL-5 de forma caracteristica, produciendo adema#s con frecuencia IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 ¥
estimulan la produccidbn de Ab, con isotipo IQE. Las citocinas de Th2 se asocian con la
regulacion de las respuestas alérgicas y de Ab de gran magnitud. Las citocinas de Th1 inhiben
las acciones de Th2 y viceversa®.

Ademas de la produccion de IL.-12, se ha seflalado que las DC de ganglios linfiticos de ratén
son la mejor fuente de IL-6, la cual también producen las LC. Se cree que esta citocina ayuda a
inducir la actividad citotéxica alogénica de los linfocitos T. IL-7 es producida por algunas DC
(CD83"), activando también la MLR alogénica. Las DC también producen IL-15 e IL-10. No se ha
podido aciarar aan si las DC producen IL-1 (IL-1a e iL-1B), TGF-8, TNF-a y TNF-B; sin embargo,
fas DC expresan 108 receptores para estas citocinas: IL-1R, TNFR, TGFR (donde se encuentra
la Endoglina), ademdés de IL-2R (a donde pertenece el CD25 de algunas DC) y GM-CSFR, ya
que no cuentan con receptores para otros CSF>°.

Junto con los receptores de las citocinas antes mencionadas, las DC generadas in vitro
expresan los receptores de quimiocinas: CS5aR, CCR1, CCR2, CCRS5, CCR8, CXCR1, CXCR2 y
CXCR4, por lo que migran en respuesta a las quimiocinas CC: Proteina quimiostrayentes de
macréfagos (MCP)-3, MCP-4, RANTES, proteina inflamatoria de macréfagos (MIP)-1a, MIP-18 y
MIP-5 y a la quimiocina CXC: SDF-1. Sin embargo, no responden a la quimiocina CC eotaxina o
a las quimiocinas CXC IL-8, IP10 y GroB, ni a la quimiocina C linfotactina. Las DC ademd#as de
responder a C5a también responden a formil-péptidos, al factor activador de plaquetas (PAF) y a
la quimiocina CC que producen las DC y jos macréfagos llamada MDC. Recientements se
descubrié¢ que el receptor CCRE8 que une MIP-3a estd presente en DC derivadas de un
precursor CD34" y no en DC derivadas de monocitos. Los receptores CCR5 y CXCR4 estén

14



implicados en la infeccidtn por HIV. La migraciéon de las LC también esté regulada por moléculas
de adhesion, tales como E-cadherina, CLA y las isoformas de CD44. Para cruzar barreras como
ia membrana basal y el endotelio, las DC cuentan con metaloproteasas de matriz (MMP),
involucradas en |la degradacion de componentes de la pared celular tales como |a colagenasa
intersticial (MMP-12) y aigunos miesmbros de ia familia de MT-MMP®. Las DC inmaduras en la
sangre pueden entrar a los 6rganos linféticos atravesando el endotelio via ia integrina B de

CD48d.

an.dadeunexplamodopieiwmvadopordosdln.Edonmpliov-obqolnqﬂdcnnll woporuna
deigada capa endotelial por donde migran las céluias veladas con sus larges y deigadas axtensiones de citoplasma,
caracteristicas de DC maduras. Aljgunas de estas células contienen pequefios grtnuos de Birbeck indicando que son
LC. 1.230x; bar = 15um. Tomado de Romani et al. 20017°.

Recientemente se ha detectado la producciéon de nuevas quimiocinas como son: MDC
(producida por macréfagos y DC), TARK (esencialimente por DC), DC-CK-1 (producida en altos
niveles por DC), TECA (por IDC del ratén). Muchas de estas quimiocinas especificas de DC
inducen la migracion de las células T, pero estan principalmente involucradas en la atraccion de
las DC al area paracortical de los 6rganos linfiticos durante la iniciacion de ias respuestas
inmunes primarias®.

Como ya se ha visto, el crecimiento, diferenciacién y migracidn de las DC estén
influenciados por un gran numero de moléculas, de igual manera, muchas de éstas participan en
las funciones de las DC tales como !a captura, el procesamiento y la presentacion antigénica.
Tal vez en esta ultima etapa es donde llevan a cabo sus funciones més importantes, debido a
que consuman el vincuio primordial entre ila respuesta innata y la adaptativa. Dichas moléculas
incluyen aquellas involucradas en estimular las funciones de los linfocitos, tales como su
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proliferacién, migracién y produccién de Ab, participando desde las citocinas y quimiocinas,
hasta las moléculas de adhesion y coestimulacion.

La interaccién DC-linfocito se ve favorecida por moléculas de adhesion tales como ICAM-3
(CD50) que se expresa constitutivaments sobre las DC en altas concentraciones y provee la
adhesion inicial predominante con el LFA-1 (CD11a) de los linfocitos. La ICAM-2 de las DC no
parece contribuir en gran medida con esta interaccién en particular. ICAM-1 (CDS54) es
expresada en menores cantidades sobre DC en reposo, pero es inducida répidamente sobre DC
como resultado de una sefal del linfocito T. CD58 puede también incrementar |a estabilidad en
1a unién dei CD2 de los linfocitos T. LFA-1 participa en interacciones reciprocas.

lLas DC activadas incrementan la expresién de ias moléculas de coestimulacién, que junto
con las moléculas de adhesion permiten la activacion de las células T. En ausencia de
coestimulacion no ocume activacion del linfocito T y por el contrario, se genera la tolerancia

anérgica.
“f \7{\ TESIS CON
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PC | Figura 5. Gran cantidad de moléculas sobre ia superficia de ias
DC tienen la habildad de interactuar con el linfocito Th, éstas
incluyen ias estructuras de presentacién y reconocimiento
lnbgtnueo (MHC—II y TCR jumo con CD4), moléculas que
parti Y on la inf “T(B?yCDZQ)yonI-
activacion de DC (CD40 y CD‘OL) 1. Se
ha propuesto que CD45 participa en la lm.r.edbn con otras
cétulas o con moléculas de ja miama superficie celular.

CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2) son miembros de la familia de la Ig que se unen a diferentes
sitios de la molécula CD28 de los linfocitos (presente en 28% de los linfocitos T humanos). En
presencia de la sefial proporcionada por CD28, la célula T se activa y se induce la secrecion de
citocinas en una superficie celular blanco; con esto se da, por ejemplo, la estimuilacion de las
sefiales por ciclosporina A, asi como la expresidon de moléculas de superficie como TNFa y
TNF-8, FasL (ligando de Fas), CD40L., CD30L y CD27L (ver posteriormente)’. CTLA-4 que es un
segundo ligando, es expresado sobre los linfocitos T activados y promueve una sefial negativa
altermativa. Las respuestas del linfocito T hacia Th1 son atribuidas a CD80 y hacia Th2 a
CD86*. La expresién de CD80 y CD86 es estimulada en presencia de GM-CSF o IL-4, sin
embargo, el IFN-y sdlo induce CD88. Estudios recientes seflalan que CDS50 (ICAM-3) actua junto
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con la molécuia coestimuladora exclusiva de las DC llamada DC-SIGN, que es una proteina de
membrana tipo It que une también el HIV y facilita ia infeccién de la céiula T con este virus*®.

Figura 6. a) Moléculas clave on las funciones tempranas y tardias de las DC, b) Quir
c) Receptores de quimiocinas expresados por DC. Tomado de Rescigno et al. 1999,

Los complejos formados con el péptido derivado dei Ag y la molécula del MHC son formados
intracelularmente moviéndose junto con (a molécula coestimuladora CDBS8, expresada en
grandes cantidades en las DC, hasta presentarse sobre la membrana ceiular, donde sirven de
ligandos para receptores especificos de las células T (TCR) y para CD28 respectivamentes. Con
la activacion de la céluia T en reposo, CD40L y TRANCE promueven la supervivenciade laDC y
su produccion de citocinas, especiaimente de la IL-12, necesaria para la inmunidad por células
T¥. LL.a molécula CD40, al igual que TRANCE, es un miembro de la familia del TNFR. Su ligando
(CD40L), similar al TNF-a, es expresado sobre células T recién activadas. CD40L (gp39) provee
la sefial coestimuladora esencial para los linfocitos B. En el humano, las citocinas IL-1, IL-3, GM-
CSF y TNF-a incrementan la expresion de CD40, sin embargo IL-2, IL-4, IL-8, IL-12 e IFN-y no
lo hacen.

Otras moléculas coestimuladoras son HSA/CD24, encontrada en LC de ratéon (HSA) pero no
en DC humanas (CD24); OX40L, que se une a otro miembro de la familia del TNFR (OX40), 4-
1BBL y otras como CD8 y SLAM, que ain estin siendo estudiadas.

1.3. LAS CELULAS DE LANGERHANS

Muchos estudios acerca de las funciones y origen de las L.C han sido realizados desde 1868,
afio en que Paul Langerhans, estudiante de medicina, aplicd sales de oro a muestras de piel
humana y revelé una sorprendente red celular de morfologia dendritica, sugiriendo que se podia
tratar de un nuevo tipo de célula nerviosa®. En nuestros dias se conocen las funciones
generaies de las LC, sin embargo, su origen y ciclo de vida siguen aun siendo controvertidos®'.
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Las LC son las DC no linfoides mejor caracterizadas, se localizan en la capa basal y
suprabasal de la epidermis. Son el Unico tipo celular que expresa moléculas MHC-11 en piet
sana. En piel humana se encuentran de 460-1000 LC/mm’ y en piel murina de 800-1200
LC/mm?, dependiendo de la cepa®. Birbeck en 1961 sefialé que las LC ademas de caracterizarse
por poseer gran cantidad de granulos (que llamé posteriormente granulos de Birbeck —GB),
tienen un nucleo muitilobulado, el cual puede visualizarse en preparados comunes, por ejemplo,
en cortes finos de muestras de piel fijadas en paraformaldehido y glutaraldehido embebidas en
Epon (mezcla de resinas epoxicas para microscopia electrénica de transmision), donde
muestran su citoplasma muy claro, carente de tonofilamentos y con tendencia a encoger.
Actualimente se sabe que estas células no presentan melanosomas ni desmosomas hacia las
células vecinas y que las LC humanas también se caracterizan por la expresién de CD1a y el
receptor CCR6 de quimiocinas®*,

Figura 7. LC en epidermis de piel humana visualizadas en una lamina epidérmica por inmunofiuorescencia con Ab
monocionales anti-MHC-Il. Cortesia de Steinman R. en Austyn, Principles of celular and molecular immunology,

19937%.

Las LC son metabdlicamente activas ya que presentan un buen nimero de mitocondrias,
centriolos y lisosomas, ademas de su reticulo endoplasmico y su aparato de Golgi bien
desarrollados®. En los preparados tefiidos mediante tinciones especiales in vivo, por ejemplo,
en inmunohistoquimica para el receptor de superficie CD1, se distingue la forma dendritica
caracteristica de estas células por las numerosas prolongaciones que se extienden desde su
cuerpo celular hacia los espacios intermedios entre los queratinocitos adyacentes. Aparte de
CD1a, las LC humanas expresan otros miembros de la familia CD1 como CD1c en cantidades
variables y porcentajes mayores de CD1b, también presente en DC dérmicas®®. Su rasgo
ultraestructural mas caracteristico es la presencia de GB, organelos pentalaminares en forma de
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bastén que constan de membranas superpuestas separadas por laminas, con un estriado
transversal regular que les da una apariencia dentada y en algunos casos, con un
ensanchamiento en un extremo, por lo que su estructura, mejor descrita por Klaus Wolif en 1967,
semeja una raqueta de tenis limitada por una membrana. El GB se ha relacionado con algunas
moléculas cuya participacion en el proceso endocitico apenas esta siendo definida, como el
receptor tipo lectina llamado Langerina, que fue el primero en ser descrito’. Valladeau y su
equipo han sefalado que un epitope de esta molécula es reconocido por el Ab monocional anti-
LAG (granulo asociado a LC) descrito por Kashihara en 1986%.

Figura 8. Micrografia electrénica de transmisién de una parte del citoplasma de una LC, ilustrando GB citoplasmicos
comp'lstos (—) e incompletos (>).Cortesia de Romani N. en Austyn, Principles of celuler and lecular immunology,
19937°,

En aigunos estudios se ha mostrado que las LC posiblemente derivan de precursores de la
médula osea, llegan a la piel (posiblemente a través del torrente sanguineo) y migran en forma
inmadura hacia la epidermis, donde terminan su diferenciacion a LC con GB y donde forman una
red de DC epiteliales localizadas periféricamente como células centinela que capturan Ag para
procesarios y presentarios posteriormente a los linfocitos T. El precursor que llega a la epidermis
no ha sido caracterizado, pero estudios en cultivo han mostrado que se trata de células CD34"
con presencia CLA asociado a residencia cutanea, que lleva at desarmollo de LC en presencia de
TNF-a y GM-CSF, ya que alrededor del 20% de la progenie contiene GBS. Estos precursores de
LC parecen ser guiados especificamente por la quimiocina MIP-3a/CCL19 producida por
macroéfagos y por ios queratinocitos de la epidermis, ya que cuentan con el receptor apropiado,
CCR®6. La citocina TGF-1p también tiene un papel importante. La inmigracion de DC puede
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observarse por una video-técnica, donde precursores candidatos a LC CD11°/CDta",
fluorescentes, inyectados intravenosamente, se extravasan a la epidermis, dependiendo de los
niveles de selectinas de ia sangre expresados on la dermis'®,

Las LC nomalmente estan en continuo movimiento, pero permanecen en su lugar en ia
epidermis sin subir ni descamarse como los queratinocitos y otras células en el estrato comeo.
Alli las LC se ubican como centinelas de! Sistema Inmune ya que capturan Ag que ingresan por
la epidermis para procesarios y presentarios a los linfocitos con la consecuente induccion de la
respuesta inmune especifica, por lo que debesn migrar a los ganglios linféticos regionales donde
se localizan en las areas de células T%.

Varios modeios han permitido estudiar aigunos de ios mecanismos y cambios que permiten
a las LC salir de ia piel y liegar al ganglio linfatico correspondients, entre los més conocidos
estan la induccién de la hipersensibilidad por contacto por la aplicacion tépica de haptenos
sensibilizadores, el cultivo de explantes de piel y los alo- e iso-transplantes cuténeos*'. Estos
estudios sefialan, por sjemplo, que en respuesta a la aplicacion de sensibilizantes o inductores
de la migracién, como las citocinas inflamatorias IL-18 y TNFa, disminuye ia densidad de las LC
epidérmicas y aumenta el numero de DC en el ganglio linfatico regional. La IL-18 provoca un
aumento dramatico en la expresién de MHC-II en la superficie y cambios en la morfologia, pues
las células se aprecian mas grandes y mas dendriticas; dichas caracteristicas son signos de
activacion y coinciden con el aumento observado en la capacidad accesoria de las DC. La
accion que tiene el TNF-a en ia migracion de las LC al ganglio linfético regional estd mediada
por e TNF-RI, ya que e! ratén knock-out de TNF-Rl, no presenta ninguna alteracién en la
respuesta inducida en hipersensibilidad por contacto. También se ha demostrado que la
principal fuente de la IL-8 son jas mismas LC, que pueden estimularse autdécrinamente o actuar
paracrinamente con los queratinocitos u otras células cutaneas para inducir las sintesis de otras
citocinas como TNF-a, que se produce en la epidermis por los queratinocitos®.

La emigracion de las LC de la epidermis involucra la disminuciéon de los enlaces homotipicos
de la E-cadherina a los queratinocitos. El primer obstécuio para las LC migratorias es atravesar
la membrana basal. Hay evidencia de que las enzimas MMP estén implicadas en la penetracion
de ilas membranas basaies por ias LC; algunas MMP son por sjempio, MMP-9 y MMP-2, que
posesn un sustrato especifico para colageno tipo IV. El sistema MMP-9 es activado también por
las mismas citocinas que median la regulacion de la E-cadherina. Aigunos experimentos han
sugerido que ia cascada enzimidtica del activador de plasminégeno/enzima urocinasa también
participa en ia penetracién de la membrana y las DC expresan el receptor de urocinass CD87%°.

En diversos estudios se ha sefitalado que mediante el bloqueo de las integrinas por inyeccién
intradérmica de Ab anti-integrina a8 y aplicacibn de TNF-a, las LC atraviesan el siguiente
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obstaculo, el tejido conectivo dérmico, ya que retraen sus dendritas y pierden su unién a los
queratinocitos. Finalmente, las LC entran a los vasos linfaticos de la dermmis. Aun cuando no esta
confirmado, las DC entran en el seno subcapsular de ios ganglios linfaticos y desde ahi migran a
las areas de T. Nuevamente interacciones de adhesion (selectinas, integrinas, etcétera), como
las utilizadas al penetrar los vasos linfaticos, son importantes para que éstas lleguen al area
paracortical, donde la LC finaliza como una IDC que se encuentra con células T Ag-especificas.
Esto puede ser visto en experimentos de hipersensibilidad por contacto con el alergeno
isotiocianato de fluoresceina (FITC), donde las DC que migraron al captar este alergeno
fluorescente, aparecen dentro del ganglio*’. También se han notado desde hace tiempo, GB en
células del! ganglio, sin embargo, éstos pueden formarse en las DC derivadas de células
progenitoras de CD34" en ausencia de un ambiente epidérmico. La E-cadherina, que se ha
mostrado como un marcador especifico de LC es de gran utilidad en estos casos, ya que el
porcentaje de células que lo expresa disminuye como consecuencia de la aplicacién de un Ag
sensibilizante de contacto?®.

Figura 9. Micrografia electronica de una LC (*) abriéndose paso a través de la membrana basal (—) hacia la
dermis. Obtenida de un explante de piel que fue cultivado por dos dias. 6,600x; bar = 3m. Tomado de Romani ef aJ.

2001%°.
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La areccion ae ia migracion de ias iLC se sustenta en ia accion de ias quimiocinas, tailes
como MIP-3a y la quimiocina de tejido linfoide secundario (SLC), (lamadas recientemente
CCL19 y CCL21, respectivaments), que se unen al CCR7 que expresan las DC maduras y ias
LC. De esta manera se da la migracion, ya sea a los vasos linféticos, donde ilas células
endotsliales producen CCL19; o al area de T de los ganglios linfiticos donde se localiza la
quimiocina CCL21.

Oftro grupo de quimiocinas recientements encontradas en las LC son las que se unen al
receptor CCR2 como las MCP y que las atraen a los vasos dérmicos o a los ganglios. CCRS y
su ligando MIP-1a tienen efectos menos pronunciados. Romani ef a/ han evidenciado que la IL-
16 promueve |a salida de las LC de la epidermis. In vivo, esta citocina puede ser provista por
células T que se encuentran en la dermis®”,

Durante su migracion desde la piel hasta el ganglio linfatico, las LC sufren transformacion,
primero a células veladas de las vias linfiticas y después a IDC en el ganglio linfdtico, donde se
presenta el Ag a los linfocitos T. Las LC representan una poblacion celular muy dinamica que
permanece en la epidermis por aproximadamente tres semanas, su ciclo no se conoce con
exactitud pero se cree que su residencia en ella es la Galtima etapa de su vida, ya que una vez
que han llegado a los érganos linfoides secundarios mueren por apoptosis. Este hecho se puede
suponer porque los cambios debidos a la maduracién son irmeversibles y sélo se han encontrado
pocas células pertenecientes al linaje dendritico en la linfa eferente. Aparentemente este
recambio es lento, pero en condiciones basales también hay una salida constante de cierto
namero de LC hacia la dermis, lo cual aumenta con diversos estimulos?>,

1.3.1. Reconocimiento y captura de antigenos

Las LC han desarrollado mas de un mecanismo para identfficar y capturar Ag, aunque se ha
encontrado que sus capacidades fagociticas son menores a las de los macrdfagos, este hecho
claramente depende de su estado de diferenciacién*’. A diferencia de los linfocitos Ty B, las LC
no expresan receptores especificos de Ag, sino receptores que reconocen epitopes comunes a
muchos patégenos bacterianos o virales (PRR); receptores tipo lectina como CD204, receptores
de C o de ig°.

Las LC comparten algunas caracteristicas con los macréfagos, tales como la expresion de
receptores Fc, marcadores citoquimicos (enzimas lisosomales) y algunos marcadores de
macréfagos como F4/80 en ol ratén, los cuales se pierden una vez que las LC maduran a DC
capaces de migrar y presentar Ag. Sin embargo, la diferencia fenotipica més importants es que
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las DC expresan MHCIl en grandes cantidades en forma constitutiva, mientras que los
macréfagos necesitan diversos estimulos para expresar MHC-11'®.

Las LC se han caracterizado por su gran capacidad de captura antigénica mediante
diversos mecanismos, algunos de éstos son ia endocitosis mediada por receptor y Ia fagocitosis
de particulas relativamente grandes como particulas de latex, cuerpos apoptéticos, virus y
pardsitos intraceiulares®®. La pinocitosis o captura de un Ag en fase fluida es una manera
efectiva por la que las DC captan Ag para presentarios a linfocitos e inducir una respuesta
inmune. A este proceso se han relacionado los GB y la molécula langerina’. La macropinocitosis
es dependiente del citoesqueleto y estd mediada por la formacion de grandes vesiculas con
membrana ceiular (1-3 yn) que permiten ia captura de una gran cantidad de tiquido por hora (la
mitad del! tamafio celular en el caso de ias DC), concentrando los solutos extracelulares en
vacuolas para procesarios>®. Se sabe que las DC generadas a partir de precursores monociticos
asi como las L.C recién aisladas (fLC), son capaces de llevar a cabo este proceso de captura
antigénica'.

Caracteriefices ‘Wacrolages ac LCencullive  OC inleides
GB -

Esterasa no especifica
ATPasa en membrana
Marcador F4/80

Receptor CR3 (CD11b/18)
LCA (CD45)
MHC
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FoyRI (CDW32) +
+
+
+

+ + 4+ + e
'
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MHC-I +/-

§
:

;l':t:awz. Caracteristicas y funciones de fLC y LC de cultivo comparadas con las de los macréfagos y DC linfoides en el

A pesar de ser capaces de montar todos estos mecanismos de captura antigénica mediante
sus diversos PRR. se ha encontrado que las LC inmaduras no son APC potentes?, no asi los
estadios maduros de estas céiuias encontrados en la linfa aferente y en los ganglios linfdticos
(como algunas células veladas e IDC que presentan caracteristicas de LC como GB, E-
cadherina @ inclusiones que sefialan que en alguna etapa fueron endociticas), ios cuales son
altamente capaces de estimular linfocitos T naive al presentar sus Ag procesados en contexto
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de MHC-I! sobre su superficie. También ha sido sefialado que este tipo de IDC es capazr de

fagocitar bajo ciertas condiciones in vivo™.

5

Figura 10. Aigunos de iocs receptores de reconocimiento
de patrones J ! iados a pstogenos en las DC.
Tomado de Resigno 99°°.

Clark (2000), ha clasificado a los receptores de superficie para la captura de Ag dependiendo

si su unién con et Ag es directa o indirecta:

-Enlace directo del Ag:

Receptores de reconocimiento de patrones/receptores tipo lectina: Estos reconocen
estructuras moleculares en muchos microorganismos ausentes en vertebrados. Los epitopes
reconocidos por PRR comunmente son carbohidratos complejos con alguna especificidad en
los residuos CHO terminales. En estos se incluye el receptor CD205 y MMR.

Receptores de lectinas: Estos son molécuias de superficie que se han identificado por su
afinidad a lectinas comunes tales como el gluten de trigo o la aglutinina del cacahuate, lo'que
permite identificar diferentes poblaciones de DC.

Receptores para lipogiicanos: Entre éstos se encuentra CD14, que es una glicoproteina
expresada en céluias de linaje mielomonocitico, no comun en DC, también es encontrado en
forma soluble, es el receptor del complejo LPS y la proteina de enlace de LPS, LBP.
Receptores para virus

Receptores de DNA

-Eniace indirecto del Ag:

Receptores Fc (FcR): FcyR, Fg Ry FcaR permiten la captura de Ag unido a un Ab, es decir,
cuando ya se ha llevado a cabo la participacién de la respuesta inmune adaptativa, por lo
que ia respuesta montada es muy especifica. Para que estos receptores tengan una funcién
en la respuesta innata, los Ab dobin tener muy baja afinidad natural en e! suero.

Receptores de compliemento

Receptores de cuerpos apoptdéticos y necréticos
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1.3.1.1. Marcadores de las células de Langerhans epidérmicas. CD4S, CD208, CD14 y
CD204.

Janeway y Medzhitov han definido algunas de !as funciones de los componentes de la
respuesta inmune innata, entre éstas, han propuesto que Ia induccién de las funciones efectoras
es ol resuitado de! reconocimiento de una amplia gama de patrones moileculares conservados
en los agentes patégenos microbianos (PAMP) por los PRR de ias células especializadas en
captura antigénica tales como las LC®. Los receptores CD205, CD14 y CD204 estudiados en
este trabajo, son sdio ejempios de receptores endociticos pertenecientes a la familia de los
PRR, sin embargo, cada vez es mayor el niUmero de estudios enfocados en la elucidacién de
sus funciones y su localizacion en otras células.

CD45 (322'0)“ es una proteina que tiene actividad de fosfatasa de fosfotirosina, es la més
importante del Sistema Inmune con esta funcion, siendo expresada por todas las células de
origen hematopoyético. El papel mas conocido de esta fosfatasa es de regulador positivo de
sefiales de transducciéon que se desencadenan por los receptores del Ag de los linfocitos T y B,
asi como sefializacion involucrada en la diferenciacion intratimica de algunas poblaciones de
células T (T v/5, por ejemplo)®®, sin embargo, recientements se ha encontrado su posible
participacion en ia adhesion, migracion transendotelial y en procesos inflamatorios*’.

Se sabe por diversos estudios que el marcador CD45, junto con {a ectonuciectidasa ATPasa,
se encuentra entre las moléculas que se expresan mas tempranamente durante la ontogenia de
las LC, encontrandose células ATPasa*, CD45", aparentes precursores de LC en |a piel, desde
el dia 17 de gestacién®'.

El receptor DEC205 (dendritic and epithelial celis) fue .identificado como una molécula
reconocida por el Ab monocional NLDC-145, comprobdndose su expresion en diferentes
poblaciones de DC como IDC, célutas veladas, LC y en células del epitelio timico e intestinal. Se
demostrd también que su peso molecular era de 205 KDa, de los cuales 7 KDa corresponden a
CHO. Actuaiments esta molécula tiene ya la designacién de CD205. En e! humano, CD205 se
expresa tanto en DC mieloides como en PTC%,

El DNAc del CD205 codifica para 1722 amino#écidos, |a proteina exhibe similitudes
estructurales con los miembros de la familia de! MMR, que ademas inciuye el receptor de
fosfolipasa A2 y Endo 180. Estas lectinas de superficie constan de un dominio rico de cisteina,
un dominio de fibronectina tipo Il, varios dominios de reconocimiento de CHO o CRD (10 pama
CD205) dependientes de calcio, un dominio transmembranal y un dominio citopiksmico, y
funcionan manteniendo la homeostasis y defensa inmune de! hospedero®*®). Et CD205 de
humano es 77% idéntico al murino, conservando 61 cisteinas y 14 sitios potenciales de N-
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glicosilaciéon. La similitud estructurs! entre el MMR, receptor de Ag manosilados expresado por
MoDC (macréfagos y células hepdticas endoteliales) y al CD20S, ha sugerido que éste ultimo es
un receptor también involucrado en Ila captura de esta clase de Ag.

Al CD14 también se le ha llamado receptor de LPS o LPS-R y es una proteina de membrana
compuesta de 356 amino#cidos, con cuatro sitios de glicosilacién de unién a N. Una secuencia
de 19 aminocdcidos adicionales, implicada en la seflalizacién, es removida durante el
procesamiento. £l CD14 estd anciado a la membrana mediants eniaces al glucosifosfatidil-
inositol. El gen de CD14 contiene un intron de 88 pares de bases. inmediataments seguido de!
codén de iniciacién. La expresién principal de CD14 se da en la superficie de monocitos y
débilments .en granulocitos, también es expresado por macréfagos tisulares. Aunque se ha
encontrado que algunas LC y DDC pueden expresar marcadores mielo-monociticos como el
marcador CD14, no se_ha encontrado que las DC de sitios diferentes a la.dermis sean positivas
a éstos®’, s6lo en ratones estimulados con LPS, la expresién de CD14 es detectada también en
células no mieloides como hepatocitos y algunas células epiteliales. También se ha descrito la
presencia de este marcador en forma soluble, tanto en suero (3 g/mL) como en el
sobrenadante del cultivo de células transfectadas con CD14%,

La familia de los receptores scavenger fue identificada como un grupo de moléculas de
membrana expresadas en macréfagos, células de Kapffer y algunas céluias del endotelio, con
alta especificidad por ligandos polianiénicos®>. No se ha encontrado expresién de CD204 o SR
en monocitos, sin embargo, una vez que se han difersnciado a macréfagos, éstos presentan
formas diferentes de este receptor (por ejempio SR tipo A o B)*”. De hecho, el CD204
racientemente se ha considerado un marcador de diferenciacién de macréfagos, ya que .es uno
de los receptores mas numerosos de estas células con un papel importants en la deposicion
patolégica del colesterol durante la aterogénesis®. ios andlisis por inmunohistoquimica muestran
el reconocimiento de CD204 en diversas colonias de macréfagos tales como ailveolares, de
pulpa roja del bazo, de ganglios linfaticos, intersticiales, perivasculares del cerebro, de placas
aterosclerédticas y en células de Kupffer del higado®. El marcaje de CD204 bovino mediante el
Ab IgG-D2 muestra su expresion en sitios particulares de las células, como el reticulo
endoplasmico, membrana nuclear y aparato de Golgi; diversos estudios sefialan que el CD204
se transporta a la superficie en endosomas de membrana mediants mecanismos especiales,
una vez que se ha disociado del Ag en los compartimientos endosomales de pH #cido®.

El CD204 es un trimero glicoproteico de membrana con un peso molecular aproximado de .
220 kDa. La comparacién de los aminodcidos de las moléculas del CD204 de diferentes
organismos muestra un alto grado de conservacion, esta similitud ha impedido la induccién de
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fuertes respuestas inmunes en animales de laboratorio con el fin de generar Ab dirigidos hacia
este marcador®.

Los tres tipos de SR clase A, SR-A (I, Il y Ill), son generados a partir del mismo gen. Los tipo
| y U (SR-Al y SR-All) difieren en @ dominio rico en cisteina del extremo C terminal, pero. son
funcionaimente indistintos, ya que poseen un dominio de coifégenco responsable de la union al
ligando®.

Estudios recientes de Harshyne y su equipo sugieren que las DC son las unicas células con
la capacidad de capturar Ag de células vivas mediante @l contacto con éstas y la endocitosis de
fragmentos proteicos y lipidicos de su membrana en compartimientos endosomaies y sefialan al
CD204 como uno de los receptores que participan en este proceso, ademas, han mostrado que
la maduracién de ia DC, mediante CD40L por ejemplo, induce el cambio a la isoforma SR-Al a
partir de SR-AIl El tipo SR lil es una variante no funcional que se queda atrapada en el RER y
no se expresa en la superficie®,

1.3.2. Procesamiento y presentacién de antigence

AUn no esta compietamente claro como las DC inician respuestas primarias estimulando a
-los linfocitos T naive. La incapacidad de las DC maduras de fagocitar particulas y la carencia de
lisosomas parece dificultar los esquemas de procesamiento de Ag. La distribucion de
compartimentos acidicos en LC ha sido estudiada mediante microscopia electrénica empleando
la técnica de DAMP (derivado de una base débil acoplado a DNP). Este eompuoéto se difunde
rapidamente en la célula, se concentra en compartimentos de manera inversamente
proporcional at pH, se une a las proteinas covalentemente y es visualizado usando una
combinacién apropiada de Ab anti-DNP conjugados con oro, con los que los endosomas,
fagolisosomas y lisosomas se ponen de manifiesto. Estas estructuras estan relacionadas con el
procesamiento de los Ag endocitados, ia separacién de la cadena invariante de ias moléculas
clase Il y su unién al péptido inmunogénico.

Las DC convierten los Ag de las céiulas extrafias y microorganismos infecciosos en péptidos
cortos que son enlazados a proteinas de membrana del MHC. La asociacion péptido/MHC se
lleva a cabo en organelos intraceiulares especificos y la interaccién de los .péptidos con ias
moléculas de clase ! y |l se produce en diferentes zonas de la célula. )

La fuente mayoritaria de péptidos que se unen a moiécuias MHC-! son las proteinas
presentes en el citosol de las APC, incluyendo ias proteinas virales y bacterianas intracslulares,
dicha unién se lleva a cabo después de que éstas son degradadas por proteasas.y peptidasas
intracelulares y liberadas nuevamente al citosol, para que ser presentadas en forma de péptidos
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cortos (9 aminoacidos). Los Ag ex6égenos, por ejemplo, organismos intactos, Ag particulados o
Ag solubles capturados por fagocitosis 0 endocitosis, son también sometidos a degradacion y
protedlisis, pero éstos no son liberados al citosol sino a los compartimientos MIIC, por lo que su
presentacion se Heva a cabo mediante moléculas MHC-1I.

El reconocimiento de los Ag por parte de los linfocitos T es esencial para la iniciacion y
reguiacién de una respuesta inmune eficaz. Es notable que los Tc y Th reconocen péptidos
unidos a moléculas MHC-1 y MHC-II respectivamente, aunque ésta no es una ruta sbsoluta. La
mayoria de los Tc son CD8' y desempefan .-su funcién citotoxica cuando reconocen los Ag
extrafios presentados por MHC-!, ia cual constituye un mecanismo de defensa fundamental
frente a patégenos intracelulares, incluidos los virus, aigunas bacterias y parasitos. Debido a que
cualquier célula del cuerpo puede ser infectada de esta manera, todas las células nucleadas
expresan moléculas MHC-l. Ademas de moléculas MHC-I|I, las DC expresan moiléculas MHC-I,
también reguladas por la diferenciacién y activacion celular, las cuales son responsables de la
presentacion cruzada o cross-pfiming, mecanismo que utilizan las DC para estimular la
generacién de linfocitos Tc CD8" especificos a Ag intracelulares que han sido internalizados y
presentados por células vecinas antes que las DC, ya que estas capturan cuerpos apoptéticos
(no necréticos) de células anteriormente infectadas o malignizadas, tales como macréfagos para
re-presentar sus péptidos a los linfocitos T. El cross-prniming se considera significativo en la
respuesta inmune por ser usado en el rechazo de tumores y transpilantes asi como en ia
presentacion de Ag derivados de otras células -en el contexto de MHC-1, desencadenando una
respuesta citotéxica o |a tolerancia periférica hacia Ag propios. Otras células, como los
macréfagos, carecen de ésta capacidad®®.

Por otro fado, los Th parecen estar involucrados en el reconocimiento de células que pueden
diferenciarse a- células. efectoras en respuesta a las citocinas que éstos secretan. Las DC son
ejempios de dichas céiulas efectoras y su extraordinaria capacidad para captar Ag es paralela a
la alta expresién de moléculas MHC-Il en su supertficie (>10° por célula) que se da con su
diferenciacion, o que se refleja en la expresion de una gran cantidad de vesiculas no
lisosomales de clase 1l. Se ha sugerido que en estados tempranocs de la maduracion, la
capacidad de captura antigénica de las DC podria permitir la eficiente presentacién de Ag, sin
embargo, en estudios de LC en cultivo, se ha encontrado que la sintesis de moléculas del MHC-
i es virtuaimente indetectable durante el primer o segundo dia de cultivo, sugiriendo que la
expresién de dichas moléculas sobre la superficie celular o la de sus complejos con el péptido
antigénico, inicia hasta que la DC comienza su maduracién a DC inmunoestimuladora™.

Ademas de la presentacién via MHC ciase | o 1l, se ha sefialado recientements que las
moléculas CD1, miembros de |a familia no clasica del- MHC, que expresan algunas poblaciones
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de DC también participan en la presentacion de Ag no proteicos al TCR. De los cinco diferentes
tipos de CD1 (CD1a, CD1b, CD1¢c, CD1d y CD1e), las LC y las DC monociticas (MoDC)
expresan CD1a, mientras CD1d es expresada por MoDC, lo que los hace capaces de presentar
glicolipidos al TCR™.

Como se vio anteriormente, el ensayoc mas comunmente usado para demostrar las
capacidades funcionales de las DC es la MLR alogénica, que demuestra que las DC son
aproximadamente 100 veces mas eficientes en iniciar respuestas inmunes primarias que
cualquier otra APC incluyendo células B y monocitos®.

Los péptidos citosolicos, provenientes en su mayor parte de la sintesis proteica de los
polirribosomas celulares, y los Ag de patogenos intracelulares, son degradados por proteasas y
peptidasas intracelulares y liberados dentro del citosol, por lo que su presentacion se lleva a
cabo mediante moléculas MHC-| por la via clasica dependiente de TAP y proteosomas.

M Antigeno endageno

I
% N
RN

Proteosoma

M/Hc-mg
»

Mcembrana
celular

Péptidosde 9 a 11 aa\‘
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Proteinas transportadoras

TAP-1y TAP-2
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Molécula MHC de clase | '
Cisternas del reticsloendoplasma

Figura 11. Procesamiento y presentacién de Ag en el contexto de MHC-1. Tomado de Rojas-Espinoza 20017°.

Aunque el ensamblaje de las molécutas de clase | se produce en el reticulo endoplasmico
rugoso (RER) de la célula, los péptidos se generan a partir de proteinas citosélicas. En el
proteosoma se lleva a cabo la actividad proteolitica mas importante a nivel! citosélico debido a
que presenta la actividad de endopeptidasas, degradando proteinas desnaturalizadas o ligadas
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a ubiquitinas hasta liberar péptidos de 5-15 aminoacidos, el IFN-y aumenta ia expresion de los
genes que codifican las moléculas componentes del proteosoma. Los péptidos se enlazan a los
productos de dos genes, TAP1 y TAP2 (o0 HAM 1 y HAM2 en ratones), ios cuales pertenscen a
la familia de los transportadores ABC, forman heterodimeros que se localizan en el RER y el cis-
Golgi y median el transporte activo hasta liberar dichos péptidos en los compartimientos de las
moléculas del MHC-1 donde son incorporados al péptido clase ! recién sintetizado que sera
acarreado hasta la superficie celular. Esto no ocurre en presencia de inhibidores del proteosoma
o del aparato de Goilgi, definiendo que se requiere de la via clasica donde ambos participan. En
el RER, los péptidos antigénicos se asocian con las cadenas pesadas de clase | (cadena a) y
con la B2-microglobulina, esta union es complicada y en ella estan implicados los chaperones,
como la calnexina, los cuales facilitan y dirigen la formaciéon del complejo estabie, que se
transporta después a la superficie celular. Los complejos de clase | sin péptido son inestables, lo
que permite asegurar que solo los complejos UGtiles a nivel funcional puedan interactuar con los
TCR3.

Los Ag exégenos, por ejempilo, organismos intactos, Ag particulados o Ag solubles
capturados por fagocitosis o endocitosis deben primero ser sometidos a degradaciéon y
protedlisis antes de liberarse a los compartimientos de MHC-Il, donde ocurre su unién a los
péptidos clase Il. Recientemente se ha identificado un compartimiento vesicular en el que se
produce la carga de péptidos en las moléculas de clase Il denominado MNC, que comparte
caracteristicas de endosoma y lisosoma y presenta multiples estructuras de membrana.

. Expeesion del péptid
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Membrana %\ 2. Fusion del fagosoma con
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Procesamiento y presentacion de Ag en el contexto de MHC-Il. Tomado de Rojas- Espinoza 20017
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Las cadenas a y B de las moléculas clase Il son sintetizadas a partir de los genes A y B de la
region MHC-li. En el RER las cadenas a y B de clase |l se encuentran unidas a un polipéptido
denominado cadena invariante (li), que impide la unién al péptido y contiene secuencias que
permiten a la molécula de clase |l abandonar el RER. Ii esta codificada por un gen ajeno al
MHC. ElI complejo a-li es transportado por el aparato de Golgi hasta un compartimiento
endosoémico o lisosémico de naturaleza acida, en donde se disocia li. La maduracién posterior
de estas vesiculas ocurre después de la fusién con la via endocitica lisosomal (evidenciado por
el marcaje de CD68 y fosfatasa acida), esto disminuye el pH y permite la disociacion de li del
complejo aB, facilitando la unién del péptido correcto a la molécula del MHC-Il. El complejo ap
permanece en este compartimiento durante 1-3 horas, antes de alcanzar la superficie celular'®.

Una vez sintetizadas en ei RER, tanto las moléculas de clase | como ias de clase Il son
transportadas a través del aparato de Golgi, las primeras unidas a un péptido antigénico y las
segundas a una cadena invariable. Las moléculas de clase |l se separan de las de clase | en el
reticulo de la cara trans del aparato de Golgi. Las molécuilas de clase | se dirigen directamente a
la superficie celular. Las moléculas de clase Il se unen al compartimiento endosémico-
lisosémico, mientras éste se desplaza hacia la membrana plasmatica.

sentacion antgénica Praeertecidn
‘ vim MHC-) ' vig MHC-I I
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Figura 13. Procesamiento y presentacion de Ag de las pc'®
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Recientemente ha sido mostrado que las DC liberan paquetes de membrana celular,
flamados exosomas, los cuales contienen moléculas de MHC asociadas al procesamiento de
péptidos y moiéculas coestimuladoras, con ias que también son capaces de estimular linfocitos
T, pero parecen mas efectivas al ser re-presentadas por una segunda DC®,

Nuevamente, muchas moiéculas regulan la presentacion antigénica por moléculas del MHC.
Bajas dosis de GM-CSF disminuyen la produccion de molécuias MHC-I en macréfagos de ratén,
iL<4 aumenta la produccion de MHC-I! de la misma manera que el IFN-y 5,

Aunque la activacion primaria de células B, dependiente de células T requiere DC y ocurre
en ef drea extrafolicular de los 6rganos linfaticos secundarios, se sabe poco de la imorncciod
directa entre las DC y ias céiulas B. Las células T promueven a través de los marcadores CD40
y CD70 la supervivencia, proliferacién y diferenciacion de ias células B, haciéndolas capaces de
aumentar su produccion de IgG, IgA e IgM. En presencia de iL-12 e IL-10, se polariza esta
produccién de Ab por las células B de memoria ya sea a IgM o IgA respectivamente®.

1.4. PIEL

La piel, recubre toda {a superficie externa del organismo, se encuentra unida a las mucosas
por estrechas zonas de transicién, (zonas mucocutaneas) y lleva a cabo importantes funciones.
Ademas de ser un extenso 6rgano sensorial capaz de absorber y secretar, conforma una barrera
contra la- invasion de microorganismos y confiers proteccion contra acciones mecanicas,
compuestos quimicos, calor, frio y radiaciones. También tiene gran importancia en la regulacion
del! calor y el mantenimiento del equilibrio hidrico. Representa un importante eslabéon en la
defensa inmunolbgica.

Por su estructura, la piel se compone de dos capaes: La capa externa o epidermis y Ia
subyacente o dermis (también denominada corion). Las dos capas forman una masa compacta
que descansa sobre una capa subyacente de tejido conectivo, méas laxo, ei tejido celular
subcuténeo, que a menudo es mas rico en lipidos. Se asocian a la piel distintas estructuras de
origen epidérmico, como pelo, ufias, glandulas sebaceas y sudoriparas.

1.4.1. Epidermis

La epidermis esta compuesta por un tejido epitelial plano estratificado, cuya funcién principal
es proteger contra acciones lesivas de!l medio y contra ia pérdida de liquidos. Para ello- la
epidermis cuenta con el estrato cémeo, una membrana extema protectora compuesta por
células aplanadas muertas que contienen el compiejo proteico de la queratina, cementado
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mediante lipidos intercelulares. En condiciones normales, eo! estrato comeo se elimina con
velocidad constants y se forma al mismo ritmo por proliferacién y diferenciacion de las céhilas de
ta porcion mas profunda del epitelio. En cortes diagonales a |la superficie se observan diferentes
capas de la epidermis a partir del limite dérmico’*:

El estrato basal, compuesto de una capa de céilulas cilindricas o cubicas, relacionadas entre
si mediante desmosomas y anciadas a la membrana basal subyacente mediante
hemidesmosomas, de nicieo oval en muesca limitado por un anillo de heterocromatina, con uno
o dos nucieolos y citoplasma basoéfilo con tonofibrillas. En este estrato se observa mucha
actividad mitética, una parte menor de las células basales hijas actiia como células madre, pero
la mayoria abandonan la capa basal y comienzan la diferenciaciéon, que tiene lugar durante ia
migracién a través de la epidermis, la modificacion morfolégica y bioquimica y la finalizacién por
eliminacion de células muertas queratinizadas en la capa superior; por todo esto a esta capa
también se le da el nombre de estrato germinativo.

El estrato espinoso, donde las células adoptan forma poligonal, con ligero aplanamiento
horizontal en la parte superior de la capa, separadas entre si por una angosta hendidura con
puentes intercelulares que semejan espinas, tienen nicleos redondos de ubicacion central y
citoplasma de moderada basofilia con mayor contenido de tonofibrillas, éste y el estrato
germinativo son considerados en conjunto la capa de Malphigi, sitio donde se encuentran los
melanocitos, las LC y de Merkel’>,

El estrato granuloso, compuesto de células aplanadas que han dejado de producir queratina
e involucrina (del plasmalema de células espinosas), con un citoplasma que posee granulos muy
basdfilos de queratohialina y profilagrina rica en azufre y cuyos nucleos, mitocondrias, reticulo
endoplasmico, ribosomas y aparato de Golgi comienzan a degenerar en las células externas por
liberacién enzimitica lisosdémica que los degrada, desapareciendo en el siguiente estrato, el
estrato lucido, compuesto de células aplanadas. densamente empaquetadas, que s6lo muestran
el contomo del nucleo al estar aisladas, este estrato no se visualiza en la piel fina.

El estrato cémeo, compuesto de numerosas células planas totaimente queratinizadas
enucleadas, por lo que se distingue como una capa gruesa eosinofilica de laminas ondeadas en
la que no se diferencian células. En la superficie tiene lugar una continua descamacion de las
células comeas, separadas entre si, las cuales conforman el estrafo disyunto.

Los considerados no queratinocitos o células de la epidermis que no sufren queratinizacion y
simultaneo desplazamiento hacia arriba o diferenciacion son:

o Melanocitos, células redondas acumuladas mayormente en zonas mas pigmentadas como ia
cara y los 6rganos genitales, con prolongaciones ramificadas y grénulos pardo-amarilios por
la melanina que producen.
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Células de Merkel, aun cuando se han sugerido en relacion estrecha con los queratinocitos,
son consideradas de tipo independients, con funcion de mecanorreceptores.

Las LC, son APC y representan uno de los principales componentes de la defensa cuténea.
Pueden aparecer en todas las capas de la epidermis pero como ya se explicdé, en el estrato
espinoso se ven con mayor frecuencia’®

Estrato disyunto

Estrato cérneo

Estrato lacido

Estrato germinativo

Estrato espinoso
Papilas dérmicas
Estrato basal
Estrato papilar

Dermis

Estrato reticular

Figura 14. Piel gruesa de la planta del pie. Se observan las difer de la ik i las
papilar y reticular de la dermis. E! tdrmino giel gruesa hace referencia unicamente al grosor de {a .pid.nni.. H&F. x

220. Tomado de Geneser, Histologla, 2001
1.4.2. Dermis

La dermis es la gruesa capa de tejido conectivo a la que se fija la epidermis y continia en
profundidad con el tejido subcutaneo rico en lipidos. En el tejido dérmico se insertan los foliculos
pilosos y las glandulas sudoriparas y sebdceas.
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La dermis se compone de dos capas no muy diferenciadas, hacia arriba por el estrato
papilar, mas delgado, compuesto de tejido conectivo bastants laxo con deigadas fibras de
colégeno; por debajo el estrato reticular, mas grueso, con gruesas fibras de colégeno dispuestas
en grandes haces y abundantes fibras elasticas.

Las células que se encuentran con mayor frecuencia son fibroblastos y macréfagos, pero
también hay gran cantidad de mastocitos y DC dérmicas (intersticiales).

Por la observacion de cortes de piel para la observacion en microscopio 6ptico, se distingue
ta transicién entre la epidermis y la dermis como una linea limitante ondeada irregular, debido a
las crestas y procesos papilares que la epidermis emite hacia la dermis subyacente, ésta ultima
se prolonga hacia arriba entre las papilas y las crestas con invaginaciones vascularizadas de
tejido conectivo, llamadas papilas, que reciben asas capilares nutridas del torrente sanguineo de
las arterias conectadas a la red cutanea, paralela a la superficie de Ia piel>?.

1.4.3. Sistermna inmune cutneo

Claramente, los epitelios no son sélo barreras fisicas, son ademas activos participantes en la
defensa del organismo con sensores, circuitos de sefialamiento y moléculas efectoras que
coordinan y ejecutan reacciones graduales contra los microbios, siendo la piel ef mejor
representante®’. El epitelio como barrera de defensa que previene la penetracidn microbiana
debe su importancia a sus funciones siempre coexistentes de barera mecanica, de absorcion y
de arrastre fisico por la secrecidon. Una vez que el epitelio es dafiado por una herida o infeccién,
las células inician una respuesta inflamatoria emitiendo sefiales de quimiotaxis que atrasn otras
células de ta sangre.

En un principio, la habilidad de secretar sustancias antimicrobianas en saliva, lagrimas y
secreciones respiratorias fue sélo atribuida a las glandulas secretoras (Que generan una
compleja mezcla de lisozima con lactoferrina, lactoperoxidasa, inhibidor de lsucoproteasa
secretora, fosfolipasa A2 y defensinas), sin embargo, actuaimente se sabe que e! epitelio con
funciones de barrera y absorcion produce también sustancias como ia S-defensinas y
catelicidinas’.

Actualmente se considera que el 6rgano de mayor tamafio con la funcién de barrera es la
piel, la cual ademas tiene la funcion de defensa inmunoiégica®. En los ultimos afios se ha
demostrado que la piel representa una parte muy amplia © importante de las defensas del
organismo, o cual se debe interpretar desde el punto de vista de su constants exposicion a Ag
provenientes de parasitos. hongos, levaduras, bacterias, virus y otros derivados del ambiente
como plantas y compuestos quimicos. Varios modeios se han propuesto para otorgar un lugar
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especial a la piel dentro del Sistema Inmune. El primero propone un sistema denominado tejido
linfoide asociado a la piel (SALT), compuesto de LC epidérmicas, querstinocitos, céilulas
dérmicas endoteliales y los ganglios linfiticos regionales. También se encuentra el conocido
desde 1986 sistema inmune de la piel (SIS), que incluye la complejidad de la respuesta inmune
asociada a elementos tanto humorales como csiulares, por io que abarca entre otros al modelo
SALT™,

Una caracteristica principal de SIS es la presencia de LC, una poblaci5n de DC con
caracteristicas de APC profesionales que activan excepcionaliments a los linfocitos, células
efectoras del Sistema Inmune. Se considera que la cantidad total de LC en la epidermis ronda
los mil millones en humano, conformando sélo el 1% de células, con un recambio diario de unos
45 millones® y, si bien los linfocitos parecen ser escasos, la cantidad total en la epidermis es
equivalente a la que se encuentra en la sangre circulants (1.3-2.5x10*cm?)®’. Es aGn mas
sorprendente la demostracion de que también los queratinocitos, las céiulas mas numerosas en
la epidermis, intervienen en la defensa ya que ademas de sintetizar citocinas, éstos pueden
presentar Ag en el contexto de MHC-1 y MHC-Ii, cuya expresién se induce por IFN-y producido
por células NK o por linfocitos Th1 activados. Sometidos a ciertas condiciones, por sjemplo de
inflamacién, los queratinocitos son capaces de fagocitar Ag, secretar IL-1, IFN, factores
crecimiento, TNF-a y otras sustancias que estimulan la maduracién de linfocitos Th74.

También dentro del SIS estan las DC dérmicas (DDC), estudiadas hasta ahora
principaimente en piel humana. Las DDC expresan factor XHlla, altos niveles de HLA-DR y HLA-
DQ, CD1c, CD32, distintas moiléculas de adhesion y de coestimulacion como CD80, CD86 y
CD83. Aproximadamente el 80% expresa ios marcadores mieloides CD13 y CD33. De manera
interesante, se ha distinguido 10-15% de la poblacion total por la expresién de CD14 o de CD1a,
sugiriendo que estas subpoblaciones podrian representar precursores de las LC espidérmicas.
En la dermis murina también existen dos poblaciones de DDC, que se distinguen por ia
expresién diferencial de C11b, ambos grupos expresan CD45 y moiéculas del MHC-!I, sé6lo
algunas expresan CD205 y su localizaciéon se limita a las regiones perivasculares, como
componentes de la unidad microvascular de la dermis. Funcionaimente las DDC son tan
potentes como las LC para estimular la reaccion leucocitaria mixta (MLR) alogénica y se ha
demostrado que estian implicadas en las reacciones de hipersensibilidad por contacto.

Canny et al. demostraron que también algunas lineas celulares epiteliales apropiadamente
estimuladas expresan sobre su membrana la proteina bactericida incrementadora de
permeabilidad (BPIP). Esta proteina puede unirse al LPS constituyente de la membrana de las
bacterias Gram negativas, por lo que es conocida como un antimicrobiano de leucocitos
polimorfonucieares que permite ademas mantener en balance las reacciones de inflamaciéon por
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LPS, ya que compite por éste con |a proteina LBP del plasma, que libera al LPS a receptores
especificos como CD14/TLR4 de macréfagos y otras células de defensa del hospedero que
desencadenan respuestas inflamatorias de alta sensibilidad”.

Ademdas de las LC en |a epidermis del ratén adulto, las células T dendriticas epidérmicas
(DETC) también expresan el marcador leucocitario comun CD45, que denota su origen
hematopoyético, estas ultimas forman parte de los linfocitos T y3 intraepiteliales. Aunque las LC
y las DETC presentan una morfologia dendritica caracteristica en el ratén, sus fenotipos son
altamente distintivos y el papel que desempefian en este epitelio es también diferente. A pesar
de que las DETC se encuentran en estrecho contacto con las LC in situ, no se sabe si se
comunican y afectan entre si®. Sélo el equipo de Takashima, utilizando lineas celulares de LC y
DETC, encontré que los linfocitos T y8 producen GM-CSF y CSF-1, citocinas importantes para
las LC, y que el cocultivo de las dos lineas aumenta ia capacidad de las DETC para responder a
ciertos factores de crecimiento. A diferencia de las LC, las DETC son MHC-iI, pero expresan los
marcadores Thy-1, asGM-1, CD3 y receptor de TyS. Por el andlisis estructural se ha observado
que no poseen BG aunque es evidente la presencia de grinulos con gran actividad de
arilsulfatasa. Al igual que las LC, se localizan en la capa suprabasal de la epidermis, en una
densidad que varia mucho entre las distintas cepas de ratones®®.

1.5. INMUNIDAD A TEMPRANA EDAD

Distintos componentes del Sistema Inmune parecen ser menos eficientes en nifios recién
nacidos. Los patrones que siguen las infecciones virales en ellos, sugieren respuestas dispares
de las células T que no permiten la adecuada defensa, ademiés, factores como las reservas
disminuidas de la médula 6sea, la reducida adherencia/quimiotaxis y la baja actividad enzimética
y seflalizacion de los neutréfilos neonatales, contribuyen al riesgo de la rédpida diseminacion de
cualquier infeccién en el recién nacido. Otras limitaciones ocurren a nivel de monocitos y
macrofagos, el sistema complemento y la citotoxicidad del Tc activado, la cual se mantiene
debajo de los niveles del adulto aun después de la induccién con IL-12/IL-15 exégena.

Se ha demostrado in vitro, que la mayoria de las células T CD4°/CD8"* de CB presentan el
fenotipo CD45RA*7°, cuando en PBMC del adulto en condiciones normales, dicho fenotipo se
presenta en igual nimero al fenotipo de células maduras CD45R0’. El CD40L, que es un
marcador de activacion, también se ha encontrado reducido en Ia célula T del neonato”’. Las
respuestas normales a aloantigenos y la proliferacion y produccion de citocinas por la
estimulacion de CD28 en el linfocito T, indican que las células T neonatales tienen capacidades
normales pero alteradas, como se aprecia por ejempio, a nivel de trascripcion de M-CSF y GM-
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CSF, IL-12 e IL-15 en células T, donde la vida media del MRNA es mas corta’™. Por otro lado, si
su diferenciacién se lleva a cabo via Th2 o Th1 no ha sido definido todavia, sobretodo por que
no se conoce con exactitud la capacidad de producir y responder a las citocinas en la etapa
neonatal’®.

Ademas de fa inmadurez fenotipica y funcional de los linfocitos T en CB, se ha encontrado
que las DC de CB parecen ser menos efectivas en inducir ia proliferacién de linfocitos T en
respuesta al estimulo antigénico, comparadas con las DC de PBMC del adulto. Esto se asocia a
la reducida expresion de moléculas HLA, de coestimulacion/adhesion y de marcadores de
activacion. Otro factor que podria representar una deficiencia de las DC inmaduras es su
capacidad de responder a algunas citocinas, lo cual tiene importantes implicaciones en la
respuesta inmune de nifios pequefios y recién nacidos, en el caso de infecciones o
inmunizaciones. Estas caracteristicas hacen a la CB una mejor fuente de trasplante alogénico, al
tener disminuida su capacidad de originar la enfermedad de injerto contra huésped en personas
que requieren trasplante de médula dsea’.

Se sabe que los nifos no responden a ciertos polisacaridos capsulares bacterianos antes de
tener dos afios de edad, o cual crea una ventana de susceptibilidad a infecciones cuando los Ab
maternos protectores desaparecen. En aduiltos, el componente del complemento C3d puede
asociarse con polisacaridos de pneumococos y unirse al receptor de complemento CR2 sobre
las células B. En recién nacidos, los niveles reducidos de CD21 y la actividad de complemento
baja resultan en la falta de sinergismo CD21/BCR, contribuyendo ademas con la activacién
defectuosa de células B®.

El inmunizar mujeres embarazadas con el fin de transferir Ab protectores trasplacentarios a
los niffos puede tener varias ventajas. las respuestas de la madre son normales, algunas
vacunas inactivadas (toxoide tetanico, p. @j) son seguras para ella y la transferencia de IgG
(mediada por un receptor Fc del intestino del nifio o en placenta) es eficiente. Sin embargo, Ia
inmunizacién matema puede también inhibir las respuestas del nifio debido a una gran cantidad
de factores, como los niveles de Ab de la madre, especificidad de los epitopes utilizados en ia
vacuna, su dosis, su via de administracion y el tipo de Ag. La inmunogenicidad de las vacunas
en recién nacidos y nifios pequefios surge como un importante factor para la proteccion a
temprana edad®’.
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2. JUSTIFICACION

La supervivencia de un individuo en un ambiente diverso depende de que el Sistema Inmune
decida acertadaments cuéndo responder y cufindo no actuar (activacion contra tolerancia).
Ademas, si se inicia una respuesta inmune, ésta debe ser la adecuada, es decir, la activacién de
los mecanismos efectores precisos estard meticulosamente regulada.

Durante la dltima década se ha generado evidencia acerca de la incapacidad de los linfocitos
T y B para realizar estas decisiones. Sin embargo, también se ha comprobado que células
representantes del sistema inmune innato pueden discriminar entre los diversos retos
antigénicos y dirigir ia respuesta inmune adaptativa posterior.

Las DC son APC profesionales unicas por su morfologia y movilidad, que en su estado
inmaduro poseen una gran capacidad de captura antigénica. Se localizan en sitios frontera con
el medio ambiente (piel, otros epitelios y mucosas), siendo sus prinCipales representantes: las
LC. Las LC poseen PRR que al interactuar con sus ligandos dirigen distintas seflales que
conducen a coestimulacion y sintesis de citocinas entre otros, promoviendo la migracion y
maduracion de la DC y posiblemente el inicio de una respuesta Ag-especifica.

El periodo neonatal se ha asociado con una pobre respuesta a aigunos Ag, lo que pudiera
relacionarse a la inmadurez de distintos componentes del Sistema Inmune. Aunque se han
analizado las respuestas de linfocitos T y B en la etapa neonatal, existen pocos reportes acerca
de ia ontogenia y funcionalidad de las LC en neonatos.

Se ha observado que las DC de CB estimulan débilmente la MLR y la proliferaciéon cional de
los linfocitos T. También se ha visto que la capacidad endocitica de las DC obtenidas a partir de
monocitos de CB esta disminuida, esto concuerda con la baja expresion de MMR, MHC-1l y
CD1a en comparacion con los niveles del adulto. Esto puede representar una deficiencia propia
de las DC en proceso de maduracion, pero tiene implicaciones importantes en el Sistema
inmune de niftlos pequefios y recién nacidos. Es por esto que el presente trabajo se enfoca a
caracterizar algunos receptores endociticos y PRR en LC de piel de ratén C57BL/8 neonato y
aduito con la finalidad de conocer mas sobre su expresion durante la ontogenia de las DC en las
fases tempanas de la vida extrauterina del ratén.
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3. OBJETIVO GENERAL

e Estudiar la expresidSn de receptores endociticos y de reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patégenos (PRR) en las LC de ratones C57BL/6.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

Estudiar la expresion de receptores endociticos y PRR como CD14 y CD204 en las
células dendriticas epidérmicas, de ratones neonatos y adultos.

e Comparar la expresion de los marcadores clasicos de las LC (MHC-II, CD45 y CD205) en
el periodo neonatal y en la vida adulta.



8. MATERIALES Y METODOS
8.1. ANIMALES

Se emplearon ratones singénicos de la cepa C57BL/S de O y 90 dias de edad. Se trabajaron
al menos seis ratones por condicion experimental, jos cuales se mantuvieron bsjo condiciones
estéandares en el bioterio del Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del instituto
Politécnico Nacional.

Los ratones neonatos se sacrificaron utilizando una sobredosis de pentobarbital sédico por
via intraperitoneal y los adultos por dislocacion cervical. Se rasurd la zona sbdominal, se obtuvo
la piel, se quitdé mecanicamente la grasa subcuténea para facilitar el procedimiento y la muestra
se corté en cuadros de aproximadamente 1 cm?. Con la dermis orientada hacia abajo, se incubd
la piel por dos horas a 37° C en acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.5M con pH 7.4 que
facilita la separacion de las uniones dependientes de calcio entre dermis y epidemmis.
Finaimente se separé la epidermis por traccién con ayuda de ia parte posterior de una navaja de
bisturi. Cada Jamina epidérmica se lavé con solucion salina isoténica (SSI, 0.9% NaCl! /agua) y
se fijé con acetona fria 20 minutos para realizar posteriormente el inmunomarcaje.

-
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Figura 15. Ratén adulto de la cepa C578L/8.
5.2. INMUNOHISTOQUIMICA

La epidermis extraida fue cortada en secciones de aproximadamente 5 mm?, en estas se
realizé el bloqueo de peroxidasas endégenas con H.O2 al 6% en una mezcla de azida de sodio
al 0.1% en PBS, incubando por dos horas a temperatura ambiente para evitar la interferencia de
éstas en la reaccion de revelado. Se realizé un segundo bloqueoc pero esta vez de uniones
inespecificas, incubando por una hora a temperatura ambiente en suero de chivo al 1% en
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albumina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS. Se incubaron los Ab primarios a 4° C por 12-14
horas, a la dilucion apropiada en BSA 1%. Se utilizaron iIgG de rata 1;g/mL e IgG de rata
biotinada 1, g/mL como controles de isotipo. El exceso de Ab primario se eliminé lavando tres
veces con BSA 0.2% en SSi. Se utilizaron sistemas de amplificacion biotina-avidina, por o que
se requirié un segundo periodo de incubacion de una hora a temperatura ambiente con Ab
biotinados anti-igG de rata a la dilucion adecuada en BSA 1% (excepto para el Ab anti-CD45
biotinado). Se lavdé con la solucidn de BSA 0.2% tres veces y finalmente se incub6é por 45
minutos a temperatura ambiente con estreptavidina peroxidada diluida en BSA 1%. Después de
tres lavados con BSA 0.2% se procedi® al revelado con diaminobencidina (Gibco)/H>0,.
Generalmente la reaccion se evidenciaba en 10 minutos, deteniéndose con agua destilada. Las
preparaciones se montaron con resina Polymount (Polisciences) y finalmente se analizaron al
microscopio.

Ab a-raton __Conjugado con Clona isotipo Casa ¢ ial
CD45 Biotina 30F11 RatalgGa, PharMingen
MHC-it - NIMRACI]  RatalgGw Donaciont
SR - 2F8 Rata IgGx SEROTEC
CD14 - mCs5-3 Rata IgGu« PharMingen
CD205 - NLDC-145 Rata IgG2» Donaciért

€ Leopoldo Santos. CINVESTAV-IPN
¢ Raiph M Steinman. Rockefeler Univ.

Tabla 3. Ab monocionales primarios utilizados en el analisis fenotipico de las DC epidérmicas murinas.
5.3. CALCULO DE LA DENSIDAD CELULAR

Se conté el namero de células en al menos 10 campos por muestra, con el numero obtenido
se aplicé la siguiente formula para obtener la densidad celular por mm? (D. C.):
D. C. = 1x 10°% x Namero de células positivas

A
1x 10° es un factor de conversi6n y A es el d4rea de! campo ocular, !a cual se obtiene de las
siguientes formulas:
A =1 =1 [DF2)P D = _Cifra del campo ocular

Aumento utilizado

Donde r es el radio del campo ocular y D es el didmetro (dados en ), los aumentos
utilizados en la cuantificacion fueron 20x 6 40x y la cifra del campo ocular utilizado, constante
para el microscopio utilizado, es de 18 mm.

$.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los valores estan expresados como la media +/- la desviacién estandar de ios resultados.
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8. RESULTADOS

En este trabajo experimental se llevé a cabo el marcaje de DC de epidermis de ratéon
CS7BL/S neonato y aduito con § Ab distintos, dirigidos a Ias moléculas MHC-II, CD4S, CD14,
CD204 y CD205. Se realizaron al menos tres experimentos, integrado cada uno de al menos
tres ratones.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de las células positivas para estos marcadores
en ol neonato, asi como la densidad celular obtenida para cada uno de estos se enlistan a
continuacion:

CD485 (40x) ' Cil (20x) : CD14 (20x) ' SR (20x)
: Cel/ D.C. : Cell D.C. Cel/ D.C. ) c.u' X .D. C. .
_campo - (Ce/mm?)  campo (Cel/mm?)  campo = (Cel/mm?) . Campo ' (Ce¥mm?) :
148 931 39 61 87 137 72 113
138 ses 27 42 63 @ . 75 118
145 912 26 41 79 . 124 68 104
166 1044 39 81 . 83 130 64 ) 101
143 899 56 88 82 : 129 ‘ 76 : 119 :
147 924 56 a8 ~ 78 123 = 73 115
182 1144 . 40 63 88 . 138 88 138
167 . 1050 22 35 292 . 145 83 . 130
172 1081 37 s8 76 119 - 54 . 8
136 855 46 72 : 86 135 70 ' 110
94 591 118 188 85 134 76 119
104 654 s8 91 73 115 :© s3 | 83
13 70 73 15 95 . 149 . S8 - @91
108 : 6686 49 77 75 : 118 ' 82 : 129
110 692 53 83 89 140 78 123
129 811 50 79 78 123 = 66 . 104
116 728 69 18 €8 . 107 ' s3 . 83
132 830 s9 93 72 113 72 113
140 880 a4 69 84 = 132 . 88 . 138
110 ' 692 100 157 . 110 173 ) 88 107

Tabia 4. Resultados de la cuantificacion de células que expresaron CD45, MHC-tl, CD204, CD14 y CD205 en ia
epidermis del raton C5781/6 neonato. Numero de células positivas por campo y densidad celular (cels./mm°)
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Como es bien sabido, las LC epidérmicas de los ratones aduitos sanos, expresan MHC-II,
CD20S5 y CD45. Sin embargo, al buscar células positivas para estos marcadores en la epidermis
de ratones neonatos, se encontr® Que la densidad de células que expresan MHC-Il es muy baja
Y NO se encontraron células CD205°. Al realizar el inmunomarcsje utilizando el Ab anti-CD45 se
observé un gran numero de céilulas de morfologia dendritica que expresaban este marcador, su
densidad es précticamente la misma que en los animales adultos. Esto sugiere que la epidermis
de ratones de O dias de edad, es decir, recién nacidos, ya estd colonizada por céluias
dendriticas que representan probablemente precursores de L.C o LC de fenotipo inmaduro, ya
que expresan CD45° pero no CD205 y séio un 10% de células son MHC-II.

Al estudiar la expresion de CD14 y CD204, receptores que participan en endocitosis, se
encontré que en el neonato hay una poblacion de DC que expresan estos marcadores, a
diferencia del adulto, en que ambos receptoras estan totaimente ausentes.

MARCADORES ' NEONATOS (0 DIAS) ;’ADUL'TO"S’(Q"O DiAS) :

CDas + ‘ + j
MHC-1I escasas : +
CD204 + : -
cD14 + c S

cD205 - : + o
Tabla 5. Expresion de CD45, MHC-1!, SR, CD14 y CD205 en ratéon C57BL/8 necnato y adulto.

La siguiente tabla muestra los resultados del promedio de tres experimentos diferentes como
ia densidad celular promedio t la desviacién estandar:

Marcador estudiado - EDAD (dias)
(ceis./mm?) o ; e
CD45 8481156  ©724210
T MHCn 83237 8374155 TESIS CON
cD205 o0 . esesss | FALLA DE ORIGEN

CD14 129+16 . 00 .
7 cb204a . 111217 |

Tabla 6. Promedio de |a densidad celular de CD45, MHC-II, CD204, CD14 y CD205 en raton
CS57BL/8 neonato y adulto = la desviacion esténdar.



A continuacion se presentan los mismos resultados de manera grafica, donde se puede
apreciar la expresion diferencial de estos receptores en los animales aduitos y neonatos:

BExpresion de receptores endociticos en ratones
C57BL/6 adultos y neonatos
1200 - T
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Figura 16. Expresion diferencia! de marcadores clasicos y receptores endociticos en las LC de ratones C57BL/6
adultos y neonatos. Los resultados se muestran como el promedio + la desviacion estandar de tres experimentos.
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Fig 17. Comparacion de la expresiéon de los marcadores clasicos de LC: MHC-Il (Ay B) y
CD205 (C y D) en ratones C578L/6 adultos y neonatos. Las LC en |la epidermis del ratéon adulto
expresan MHC-Il y CD20S, mientras que en la epidermis del neonato pudieron observarse
escasas células MHC-I| fuertemente teflidas, pero CD20S estuvo totaimente ausente.
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Fig 18. Expresion de receptores endociticos en las LC -
epidermis de los animales neonatos cuenta ya con DC CD45" en densidad muy similar a los ratones adultos. Sin

embargo, a diferencia de las LC clasicas del adulto, ellas expresan CD14 y SR.
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7. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La epidermis del ratén aduito contiene dos poblaciones de células con morfologia dendritica
y derivadas de medula ésea: ilas LC (ATPasa”, Thy-1°, CD3’), representantes de las DC clésicas,
y las DETC (ATPasa’, Thy-1*, CD3"), integrantes de los linfocitos Ty8 intraepiteliales, ambas
comparten el marcador CD45, que denota su origen hematopoyético®'. Las LC son un subgrupo
de DC no linfoides localizadas en (a epidermis, que presentan la molécula E-cadherina y los GB
asociados recientemente a la molécula Langerina®, En piel sana son el Unico tipo celular que
expresa moléculas MHC-Il y CD205.

Las L.C son una poblacién de DC localizadas en la capa basal y suprabasal de la epidermis,
especializadas en &l reconocimiento y [a captura antigénica con la capacidad de migrar, madurar
y presentar Ag a los linfocitos T, estimulando asi a la respuesta inmune adaptativa. De ahi que
sean reconocidas como los principales centinelas del Sistema Inmune. Estas células derivan de
médula ésea, sin embargo, no se conoce cusndo ni bajo qué sefiales las LC o sus precursores
llegan por primera vez a la epidermis.

En analisis previos se ha demostrado que al dia 17 de gestacién, la etapa més temprana en
que pueden separarse laminas epidérmicas, la epidermis esta ya colonizada por células CD45".
En esta etapa tan temprana pueden también distinguirse ya dos poblaciones distintas: una que
expresa la enzima ADPasa y otra que es Thy1’, sin embargo, otros de los marcadores no se
expresan aun®',

En el presente trabajo se analizé la expresion de algunos receptores endociticos
pertenecientes a la familia de los PRR (SR, CD14 y CD205), en LC de la epidermis de ratones
C57BL/6 neonatos y adultos. Ademas se estudid la expresién de marcadores clasicos de las LC
(MHC-Ill, CD205, CD45) en el neonato para su comparaciéon con el aduito. De manera general,
los datos presentados se toman rmslevantes porque sugieren distintos mecanismos de
diferenciacion de las LC.

En concordancia con lo previamente observado, el marcador que se encontré6 miés
tempranamente en este trabajo fue CD45 %' La densidad celular encontrada en el neonato fue
de 8481156 células/mm?, que es muy similar a los niveles del adulto (97214210 células/mm?).

Se sabe que CD45 se expresa en todas las células de origen hematopoyético, por lo que el
resultado de su expresién no es inesperado, sin embargo, debido a que esta molécula no ha
sido completamente definida, su funcidn en las diferentes céiulas aun no ha sido aclarada
completamente. Se sabe que dicha proteina tiene actividad de fosfatasa de fosfotirosina, con la
importante funcion de regular muchas sefiales de transduccién que dirigen las funciones de las
células del Sistema Inmune. En los linfocitos, CD45 regula positivamente la sefial
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desencadenada de la presentacion antigénica en jos receptores de los linfocitos T y B. También
participa en la seflalizacion involucrada en la diferenciacion intratimica de algunas poblaciones
de células T*. Otra funcion conocida de la proteina CD45 es la regulacion negativa mediante !a
defosforilacion de residuos de tirosina de las proteinas pertenecientes a ia familia src de Ias
tirosin-cinasas.Es por ello que controla ia adhesion mediada por integrinas (por ejempio CD11 y
CD18) involucradas en la migracion transendotelial y en la permanencia de ciertas células en los
sitios de inflamacién por la interacciéon con algunos componentes de ia matriz extracelular®.

En ol contexto de las LC se desconoce en qué interviene CD45, sin embargo, se ha visto que
las LC aisladas expresan ios epitopes comunes de CD45, pero son RARBRC y que las LC
obtenidas de piel de pacientes con dermatitis atopica expresan constitutivamente CD45RB. Al
parecer, la expresion de las diferentes isoformas de CD45 esta regulada por sefiales locales de
inflamacién, sin embargo, hacen faita datos para comprender la funcién que tiesne CD45 en las
LC. Cuando se estudié la expresion de MHC-Il y CD20S en las LC del raton C57BL/8 neonato,
se encontraron escasas células MHC-II" y el receptor CD205 fue totaimente negativo. Esto indica
que aunque la epidermis del ratén neonato posee ya LC o sus precursores, éstas portan un
repertorio molecular distinto al de las LC del aduito. La repercusion de estos hallazgos en el
entendimiento del sistema inmune neonatal es trascendente, tomando en cuenta que las LC son
las mejores APC conocidas hoy en dia. Estos datos concuerdan con lo encontrado
anteriormente en ratones BALB/c®.

Las moléculas MHC-I son necesarias para la presentacion de péptidos derivados de
antigenos exégenos a linfocitos T CD4. Seria importante conocer si la expresiéon limitada de
estas moléculas en el neonato obstaculiza la tarea final de las LC que es precisamente la de
presentar Ag.

Por otro lado, CD20S5, es un receptor que ha sido involucrado en la endocitosis de Ag de
naturaleza sacarida, pertenecients a la familia de lectinas tipo C, al igual que el MMR®*2, Aunque
posee diez dominios de reconocimiento de CHO, sus ligandos se desconocen. Su funciéon se ha
estudiado utilizando Ab de conejo especificos para CD205. En estos experimentos se observd
que tras la incubacion por 20 minutos a 37°C, los Ab marcados con oro coloidal se localizaban
en compartimientos multivesiculares con alto contenido de MHC-II®,

En este sistema experimental, estos anticuerpos de conejo anti-CD205 fueron presentados a
hibridomas de finfocitos T especificos para Ig de conejo™, 100 veces mejor que los controles de
isotipo. Actualmente también se sabe que el dominio citoplésmico de CD205 posee 3
aminoacidos acidicos, que dirige a los ligandos a compartimientos especializados de
procesamiento, mejorando por mucho la presentacién antigénica. Por lo anterior, la carencia de

49




CD205 en las LC neonatales, podria imposibilitarias para realizar algunas de sus funciones
cruciales en cuanto a procesamiento antigénico.

En la periferia (epidermis), las LC se encuentran en un estado referido como
inmunolégicaments inmaduro, debido a su débil capacidad para estimular linfocitos T naive,
comparadas con LC maduras. En esta etapa, las LC son altamente eficientes para capturar
antigenos, encontréindose que endocitan efectivamente zimosén, manosa unida a BSA y
manana-FITC, pinocitan HRP muy eficientemente, e incluso se ha demostrado que las fLC, son
capaces de fagocitar ademdés de levaduras y particulas de létex, bacterias intactas como S.
aureus y C. parvum®s,

Las APC, incluyendo las LC, expresan moléculas en su supefficie destinadas a reconocer
ligandos microbianos muy conservados. Dichos receptores son los denominados PRR, que
ahora se sabe, reconocen ligandos endégenos y exégenos, que los relaciona con homeostasis y
también con las primeras lineas de defensa del organismo.

Cuando se analizé CD14 en la epidermis de ratones neonatos, se observdé que hay una
poblacién de DC que lo expresan. Se sabe que CD14 se expresa sobretodo en la superficie de
monocitos y débilmente en granulocitos, pero también se ha encontrado en macréfagos
tisulares, células de higado y células epiteliales CD14" estimulados con LPS % La actividad de!
CD14 es la captura de endotoxina (LPS), algunos estudios sugieren que las formas solubles
pueden actuar como una molkécula de transferencia de lipidos en conjunto con la LBP. Cuando el
LPS se une al CD14 de monocitos o neutrdfilos, las células se activan y liberan citocinas como
TNF y/o aumentan la expresion de moléculas accesorias (de adhesion y coestimulacion)®: 4.

La relacion entre las DC y las células de! linaje monocitico es todavia tema de debate.
Aunque se ha encontrado que aigunas LC y DDC pueden expresar marcadores mielo-
monociticos como CD14, no se ha encontrado que las DC de sitios diferentes a la dermis sean
positivas a éstos®>. Mohamadzadeh et al. han observado que cultivos de monocitos (>98%
CD14%) con GM-CSF e IL-15, generan células que pierden el marcador CD14, con
caracteristicas tipicas de LC (CCR6, Langerina, E-cadherina, CD1a) y poseen la capacidad de
madurar en respuesta a estimulos inductores (LPS o CD40L). Por el contrario, utilizando Ab anti
IL-15 han descrito que dicha diferenciacion se ve bloqueada significativaments. Basados en
otros estudios que indican que los queratinocitos son capaces de producir las citocinas que
parecen estimular la diferenciacion de monocitos a DC, este grupo sefiala que la diferenciacion
de las LC a partir de monocitos posiblemente se lieve a cabo en la misma epidermis®>. Ademas
de ias DDC (CD14 CD1a ), Nestié¢ ot a/ han encontrado en |a dermis humana otros dos
fenotipos de células de morfologia dendritica que los hacen suponer que se trata de céiulas en
proceso de maduracion a LC migrando hacia la capa suprabasal de la epidermis: las células
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CD1a® CD14°, con baja capacidad de adhesién, pero capaces de madurar a células
inmunoestimuladoras con caracteristicas de L.C y las células CD1a” CD14", con fuerte capacidad
de adhesién y baja actividad inmunoestimuladora®.

Estos resuitados pueden sugerir que las LC neonatales que expresan CD14 representan
céiulas en proceso de maduracion, ya que las LC de la etapa adulta no presentan este
marcador. Sin embargo, son pocas las evidencias que apoyan que la expresion de CD14 se
deba a la presencia de precursores monociticos en proceso de maduracion o diferenciaciéon a LC
en la misma epidermis.

La familia de los receptores scavenger (SR) incluye un amplio rango de moléculas
endociticas importantes en la deposicidn patoiégica del colesterol a través de la captura de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) mediada por receptor, y en el reconocimiento y eliminacion
de microorganismos patégenos®:. El CD204 o SR recientsmente se ha considerado un marcador
de diferenciacion de macréfagos porque presentan SR clase A tipo | (SRA-I) y SRA-II, miembros
clasicos de la familia SR con un dominio de coldgeno de union a ligando® que les da Ia
capacidad de reconocer diversas moléculas, como las formas acetiladas y oxidadas de LDL,
polirribonucleotidos (poli G y poli 1), productos terminales de glicosilacién y lipidos superficiales
como LPS y acido lipoteicoico. A CD204 (SRA-l) se le atribuyen funciones adhesion y de
endocitosis y fagocitosis de componentes modificados del hospedero y de ligandos exégenos,
sin embargo, la via de sefializacién que induce ha sido poco definida®.

Muy recientemente, SRA se ha asociado con la capacidad unica de las DC para capturar Ag
de células vivas (proceso denominado nibbling) y presentario en el contexto de MHC-! (cross-
presentation o cross-priming). Este nuevo mecanismo de captura y presentacion antigénica es
de gran importancia en la generacion de inmunidad y en el mantenimiento de tolerancia
periferica /in vivo®.

Diversos estudios sefialan que una vez que se ha disociado del Ag en los compartimientos
endosomales de pH acido, el CD204 se transporta a la superficie en endosomas mediante
mecanismos especiales®’.

Al igual que el receptor CD14, en el presente trabajo se observé que las LC de los ratones
CS57BL/6 neonatos presentan el marcador CD204, contrario a las de adultos, donde no se
observa su expresion. La presencia de CD14 y CD204 en el neonato podria sefialar un
mecanismo de defensa inmune parcial, sin embargo, esto plantearia nuevas interrogantes sobre
las razones que podrian lievar a la pérdida de dichos marcadores y con esto, la pérdida en
pocos dias de las importantes funciones de estos receptores. Probablemente éstas células
representan precursores de las LC que después de cierto tiempo cambien su repertorio
molecular y se conviertan en las LC clasicas (MHC-II", CD205°, CD204°, CD14°). Nuevamente,
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estudios mas extensos que incluyan la realizacion de dobles marcajes, de imadiacion y
transferencia, ayudarian en gran medida a obtener nuevas referencias sobre la ontogenia
temprana de las LC.

El hecho de que sdélo los ratones neonatos C578L/6 muestren la expresion de CD14 y
CD204 resulta muy interesante debido a que el estudio realizado anteriormente con ratones
BALB/c muestra el mismo patrén de expresion: las LC de neonato son CD14° y CD204°, en
contraste con las LC de adulto que no presentan ninguno de estos dos marcadores pero si
MHCIl y CD205"'. Aunque no se hicieron dobies marcajes (CD14 y CD204) para afirmar que
estas céluias representan una sola pobiacion, la densidad de céiulas positivas para cada uno de
estos marcadores es practicamente la misma. Sin embargo, la densidad de células CD14" y
CD204" en el ratén CS7BL/6 neonato (129, 111 células/mm’® respectivamente), es mencor a la
encontrada en la cepa BALB/C (524, 513 células/mm?). Otra diferencia notable entre ambas
cepas, es que la intensidad de la marca de estos mismos marcadores en la epidermis del raton
neonato de la cepa C57BL/6, parece ser mucho menor, ya qQue se observa tenue, a difersncia
del! marcaje en las LC del ratén neonato de la cepa BALB/C donde ila marca se distribuye
uniformemente sobre el cuerpo celular (resuitados no mostrados). A pesar de estas diferencias,
los resultados encontrados para ambas cepas sefialan que ef fenotipo CD14°, CD204*, CD45",
CD205", pudiera representar un fenotipo inmaduro de las LC neonatales en comparacién con las
LC del ratén adulto. Seria importante conocer si esta poblacion corresponde a los precursores
de las LC maduras MHCII*, CD205" y determinar su capacidad funcional. Los resultados de este
trabajo sefialan la posibilidad de que en diferentes etapas de la ontogenia, ios precursores de LC
adi:;uiemn diversos determinantes de superficie, de una manera muy regulada en el tiempo.

Actuaimente existen reportes que evidencian aigunas de las diferencias entre las distintas
cepas de ratones, proporcionando una hermmramienta basica para el estudio de respuestas
efectivas en ef desarrollo de distintas patologias. De manera general, se ha encontrado que ilos
ratones CS7BL/6 son resistentes a ciertas infecciones, por sjemplo, la causada por Leishmania
major, mientras que la cepa BALB/c es susceptible. Esto comrelaciona con la induccion de
respuestas especificas Th1 o Th2, respectivamente. Los mecanismos exactos involucrados en |a
polarizacibn de la respuesta se desconocen, sin embargo, se ha visto que las citocinas
sintetizadas en etapas tempranas de la infeccion son cruciales en el desarmrolio de respuestas
protectoras, el mismo patréon de susceptibilidad se observé con L. monocifogenes.

Liu y sus colaboradores observaron que las DC esplénicas CD11b*™ y CD11c"* obtenidas del
raton C57BL/6, después de 3 y 6 horas de la infeccion con Listeria monociogenes, expresan
mayores niveles de RNAmM para la proteina 40 (p40) de IL-12 que las del ratén BALB/C. El IFN-y
es producido en mayor cantidad por las células T espiénicas de C57BL/S que por ias de BALB/C
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en respuesta al Ab monocional anti-TCR-apB, mientras las células T espiénicas de BALB/C
producen una mayor cantidad de IL-4 bajo estimulacion del TCR apf que C57BL/. También
detectaron una mayor cantidad de RNAM para IL-15 y proteina intraceiular IL-15 en las DC del
ratén C57BL/6 que en BALB/C, 3 dias después de la infeccién. Las células de bazo CD3",
IL2RB" estéan incrementadas en ratones C57BL/8 pero no en los ratones BALB/C en etapas
tempranas de la infeccion. Ademéas, la expresion del gen que codifica para IL12RP es mayor en
las células T de C57BL/8 pero no en BALB/C. Estos resultados sugiersn que ia diferencia en la
produccion de IL-15 e IL-12 por las DC puede, al menos en parte, marcar la diferencia en la
susceptibilidad a la infeccién por Listeria monocitogenes entre las cepas C57BL/8 y BALB/c*.

Este mismo grupo estudio las diferencias en la expresion de TLR en bazo para ambas cepas
de ratones, encontrando que las DC esplénicas del raton C57BL/6 expresan preferentemente
RNAmM para TLR9, y que el ratén BALB/C expresa altos niveles de RNAmM para TLR-2, 4, -5y -8.
Ademas, encontraron que C57BL/6 produce IL12 en respuesta a los ligandos de TLR4 (LPS),
TLR2 (lipoproteinas) vy TLR9 (CpG), mientras que BALB/C sélo responde a estos ligandos
produciendo MCP-1. Las DC de C57BL/6 expresan también altos niveles de CD40 y State, lo
cual no se observa en BALB/C. Apoyados por estos resultados, Liu y su grupo sugieren que el
raton C57BL/6 naive contiene niveles mayores de poblaciones maduras de DC que BALB/C
naive en las mismas condiciones®. Los estudios aqui expuestos sefialan la posibilidad de que
las células del ratén BALB/c presenten capacidades distintas a las del ratén C57BL/S, que
podrian estar relacionadas con un distinto nivel de maduracién. Esto podria explicar de alguna
manera las diferencias en la expresion de los marcadores CD14 y CD204 en ratones neonatos
entre ambas cepas. El que ambos receptores se expresen en una poblaciGn menor y con una
marca mas tenue en ratones C57BL/6, podria apoyar la idea de que las células CD14° o CD204"
comienzan ya sea a migrar o a "madurar’ fenotipicamente, proceso que parece ser mas
temprano en ratones C57BL/6 que en BALB/C.

Hacen falta muchos estudios para precisar la diversidad funcional de las LC en diferentes
etapas ontogénicas y ayudar a entender e! papel que tienen estas células on la epidermis asi
como los mecanismos que gobieman su diferenciaciéon.
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8. CONCLUSIONES

e Las LC de la epidermis de ratones adultos C578L/6 expresan CD45, MHC-Il y CD205,
fenotipo clésico de las LC.

e Aunque la epidermis de los animales neonatos posee ya el numero de DC CD45"
equiparable al aduito, éstas no poseen CD205 y sélo algunas son MHC-I1".

o Existe una poblacion de DC epidérmicas en e! ratén neonato, que expresa CD14 y CD204 a
diferencia del adulto, en el cual, ambos marcadores estan ausentes.

e La densidad de células CD14 y CD204 en el neonato CS7BL/68 (129, 111 células/mm?
respectivamente), es mucho menor que la observada en el neonato BALB/C, contribuyendo con
otra diferencia entre las dos cepas de ratones.
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9. PERSPECTIVAS

- Realizar dobles marcajes que permitan conocer si las LC que expresan CD14 y las CD204*
representan una sola poblacion.

~ Realizar ensayos que permitan conocer si los receptores CD14 y SR en las DC neonatales
son funcionales.
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APENDICE

a) Solucién salina fisioldgica (SSI): Disolver 0.85 g de NaC! en agua destilada y aforar a 100
mL. Almacenar a temperatura ambiente o a 4°C por periodos prolongados.

b) Albumina sérica bovina (BSA), 0.2%: Disolver 1.0 g de BSA en 500 mL. de SS) y filtrar por
una membrana de 0.22u. Almacenar a 4°C por periodos cortos.

c) BSA 1%: Disolver 0.5 g de BSA en PBS 1X y aforar a 50 ml, filtrar con una membrana de
0.22u, alimacenar a 4°C por periodos cortos.

d) PBS 1x: Pesar 1.74 g de KH2P0O4, 4.25 g de Na2HPO4 y 5.97 g de NaCL, disolverios en
agua destilada y ajustar el pH entre 7.2 y 7.4, aforar a 1000 mL. Almacenar a temperatura

ambiente o a 4°C por periodos prolongados.

e) EDTA 0.5M: Pesar 46.52 g de EDTA sddico y disolverio a una mezcia de 50 mL de agua
destilada y 50 mL de NaOH 0.5M, ajustar el pH a 7.4 y aforar a 250 mL con agua destilada.

f) Acetona: Usaria fria manteniéndose en el congelador.

g) Azida de sodio 0.1%: Disolver 0.05 g de azida de sodio en agua destilada y aforar a 50 mi,
almacenar a 4°C por periodos prolongados.

h) Diaminobencidina (DAB): Pesar 0.001 g de DAB, mezclarcon2 ml de Tris 0.2 M pH 7.4y

10 nl H20; 30 %. Desechar después de usarse.
DAB (DAKO): difuir 10 jL. de! reactivo de color en 10004 de sustrato.

iy H20: 6%: Mezclar 400 ulL de H;O: al 309% con 1600 plL de azida de sodio al 0.1%.
Desechar después de usarse.
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