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Las Celulas Dendriticas (DCs) son las Celulas Presentadoras de 
Antigeno (APCs) mhs importantes en la respuesta inmune primaria y se 
estudiaron en el armadillo de nueve bandas (Dasypus novemcinctus Linn.). 
Actualmente, este animal es el mejor modelo experimental para reproducir la 
lepra, ya que desarrolla una enfermedad diseminada con caracteristicas 
clinicas, histologicas y bacteriologicas similares a las que se presentan en la 
lepra lepromatosa humana, provocada por el Mycobacterium leprae. 

Utilizando la separacion de capas epidermicas, la tkcnica de tincion 
enzimatica de ATPasa permite visualizar estas cdulas mejor que 10s cortes 
histologicos y las tinciones convencionales. 

Previa antisepsia y bajo anestesia, se tom'aron cinco biopsias de piel de 
diferentes regiones anatomicas de cuatro armadillos distintos. La pie1 se lavo 
con solucion salina y se incub6 a 37OC en EDTA 0.5 M durante seis horas 
para la separacion de las capas epidkrmicas con forceps fino. Las capas 
epidkrmicas se lavaron en soluci6n salina y se fijaron con paraformaldehido- 
cacodilato durante 24 horas (OVN). Se incubaron en TrisMal-ATP durante 50 
minutos, se lavaron nuevamente con salina y se revelaron con sulfur0 de 
amonio. Fina!mente se ment&-on coil gliceroi en un portaobjetos para su 
analisis al microscopio. 

Se contaron las celulas con tipica morfologia dendritica bajo objetivo 
de 40x obteniendo matematicamente la densidad de cklulas por mm2. Los 
resultados obtenidos muestran que las celulas dendritiformes en epidermis de 
armadillo se encuentran en un promedio de 528 cdulas por mm2, 
comparativamente menor a la reportada en humanos, y parecen disponerse 
mas abundantemente hacia la region cefalica que hacia la caudal. Ademis de 
cambiar la densidad, tarnbien cambia el tamaiio y la morfologia de estas 
cdulas dependiendo de la region matomica. Estas modificaciones, tanto en la 
densidad como en la morfocitologia se definen por las funciones especificas 
de las DCs, como captura de antigenos y migration. 



11. INTRODUCCION Y 
ANTECEDENTES 

La lepra es una enfermedad granulomatosa que afecta principalmente 
nervios y .piel. Su agente causal, el Mycobacterium leprae, no puede ser 
cultivado en medios artificiales. El armadillo de nueve bandas (Dasypus 
novemcinctus Linn.) es el mejor modelo experimental que existe hasta la 
fecha para dicha enfermedad, de tal manera que 10s estudios de la respuesta 
inmune, tanto en armadillos sanos como infectados (ya sea artificial o 
naturalmente) son de gran importancia para entender el desarrollo de esta 
enfermedad y 10s cambios celulares que marcan la respuesta inmune 
adquirida. Las Celulas Dendriticas (DCs) de la epidermis, llamadas Cklulas de 
Langerhans (LCs), son las Cklulas Presentadoras de Antigeno (APCs) mis 
important6 de este 6rgano. Los datos bhsicos sobre su distibucion y su 
morfologia son de gran utilidad para estudios posteriores en este campo, y 
podrian ayudar a comprender y analizar, tanto in vivo como in vitro el papel 
potencial de estas cklulas en modelos de infecciones hurnanas, como la lepra. 

El sistema inmune tiene tres propiedades fii~sicsa!es principaies; en 
primer iugar, cuenta con una gran especificidad, es decir, tiene la capacidad 
de reconocer y distinguir a varias moleculas blanco distintas y responder a 
cada una de ellas de manera individual; en segundo lugar, efectha una 
discrimination entre lo propio y lo ajeno, respondiendo de manera enkrgica 
contra cualquier substancia o cuerpo extraiio a1 organismo; en tercer lugar, 
tiene memoria, es decir, tiene la capacidad de moldearse a partir de 
experiencias previas, de manera que 10s encuentros subsecuentes con un 
patogeno especifico, originan una respuesta mas rapida y vigorosa que la que 
se present<, en el encuentro initial(,,, 

Una respuesta inmune es una secuencia compleja e intrincada de 
procesos regulados, que afectan e involucran a varios tipos celulares (ver 
Apendice No. 1). Se desencadena cuando un antigeno/pat6geno ingresa a1 
cuerpo y se encuentra con un grupo especializado de cklulas llamadas 



"APCs". Estas celulas capturan cierta cantidad del antigeno y lo procesan para 
exponerlo en su membrana, de manera que pueda ser reconocido por 10s 
receptores de 10s linfocitos T (TCRs) cooperadores antigeno-especificos. Los 
linfocitos T cooperadores (LTh) una vez activados, promueven la activacibn 
de otros linfocitos, como las cdulas B (LBs) o 10s linfocitos T citot6xicos 
(LTc); mas tarde estos linfocitos activados se expanden clonalmente y 
realizan sus fhciones especificas (atacar a las celulas blanco o producir y 
liberar inmunoglobulinas [Ig], dependiendo del tip0 de linfocito) (fig. 1). En 
la mayoria de 10s casos, estos linfocitos logran eliminar o inactivar 
exitosamente a1 antigeno. En cada etapa del proceso, 10s linfocitos y las APCs 
se comunican entre si constantemente (1). 

Fig. 1 : Activation y expansion clonal de 10s linfocitos. 

Los organismos supenores requieren de un sistema inmune intacto para 
detectar y destruir microorganismos invasores (virus, bacterias, hongos, 
parasitos, etc.) y para eliminar celulas que han sufrido alguna transformaci6n 
maligna (celulas cancerosas) (2,. 

La respuesta de 10s organismos hacia 10s distintos antigenos radica en 
la accion de dos tipos diferentes de inmunidad: la inmunidad "inespecifica" 
que es innata del organismo, y la inmunidad "antigeno-especifica" que es 
adaptativa en 10s seres vivos (3,, 



Las caracteristicas del sistema inmune innato en 10s mamiferos 
incluyen: la habilidad de reconocer patbgenos y/o daiio tisular rapidarnente y 
la habilidad de seiializar o alertar de la presencia de peligro celular al sistema 
inmune adaptativo. El sistema inmune imato incluye c6lulas fagociticas, 
cklulas asesinas (NK), el sistema del complemento, etc. Estas cdulas usan una 
gran variedad de receptores para reconocer patrones especificos de 10s 
patogenos, como ciertos lipopolisachridos (LPS) bacterianos, algunos 
carbohidratos y RNA viral entre otros (,), 

La presion evolutiva 
DC Inmadura ha dado lugar a1 desarrollo 

LPS / Bacterianos -+ GACci6~ de Citocinas de la inmunidad adaptativa 
(fig. 2), la cual se caracteri- 

DC de Trancisi6n za por la habilidad de rees- 
tructurar genes de la fami- 
lia de las Ig permitiendo asi 
la creaci6n de una gran di- 
versidad de clones antige- 
no-especificos, y por contar 
con una memoria inmuno- 
logica. Aun asi, este siste- 
ma tan sofisticado necesita 
ser instruido y regulado por 
APcs (3). 

Las DCs son las 
Amplificaciirn de Respuestas imicas APCs capaces de 

Fig. 2: Respuesta inmune innata y adaptativa. inducir respuestas i~mr?r,es 
primarias, pe.=itiends ei estabiecimiento de memoria inm~nol6gica(~, ,,, 

Este grupo especializado de APCs llamadas "DCs", tienen una 
habilidad excepcional para la induccion y la modulacion de las respuestas 
inmunes primarias; tambikn tienen la capacidad de inducir tolerancia 
inmunologica para 10s antigenos que son innatos del cuerpo (Ags propios), 
minimizando asi las reacciones autoinmunes; ademas de iniciar y regular las 
respuestas inmunes mediadas por cklulas (CMI). Por lo cual, el conocer su 
funcionamiento es una herramienta indispensable para poder, eventualmente, 
manipular a1 sistema inmune (3.4, 5, 6) .  



Caracteristicas Generales de las C6lulas Dendriticas 

En un principio, estas cblulas heron caracterizadas por su morfologia, 
per0 ahora se definen mejor por criterios funcionales, que incluyen la 
habilidad . de capturar, procesar y presentar antigenos, de migrar 
selectivamente a travbs de tejidos y de interactuar con 10s LTs para estimular 
su respuesta y activacibn (70. 

Las DCs se encuentran en ireas discretas de tejidos no linfoides, como 
las LCs en epitelio (ej: piel, mucosas, pulmon), las DCs Intersticiales (ej: 
corazon, rifibn y otros organos), las Cblulas Interdigitales (ej: sangre 
perifbrica y organos linfoides secundarios), y 10s progenitores 
hematopoykticos (ej: medula 6sea y timo) ( ~ ~ 9 ) .  

Hay cuatro estadios identificados en el desarrollo de las DCs (fig. 3), 
estos incliyen a 10s progenitores en mbdula osea, 10s precursores de las DCs 
que circulan continuamente en 
sangre y linfa ademh de encon- 
trarse en tejidos linfaticos, y que 
despuks de un estimulo antigknico 
o el reconocimiento de un patoge- 
no, liberan gra~des  cantidades de W DC lnmaduris 
citocinas limitando asi la disemi- 
nacion de. la infeccion; las DCs 
inmaduras residentes en tejidos 
que poseen grandes capacidades 
endociticas y fagociticas penni- 
tiendo la captura de antigenos; y 
las DCS maduras presentes en or- 
ganos linfoides secundarios que 
expresan grandes cantidades de Fig. 8 Maduraci6n y migraci6n 

d Ias 
moleculas coestimuladoras que permiten la presentacion cfe an lgenos (3, to, 11). 

Las DCs localizadas en la mayoria de 10s tejidos, como ya se menciono, 
capturan y procesan antigenos en su estadio inmaduro, exponiendo asi 
grandes cantidades de complejos peptidicos del Complejo Principal de 
Histocompatibilidad (MHC) en su superficie; ellas sobreregulan sus 
moleculas coestimuladoras y migran a 10s organos linfoides secundarios, 
como el bazo y 10s ganglios IinfCticos, madurando y modificando su fenotipo, 
donde son reconocidas por LTs en estadio ya maduro. Todas estas 
actividades de las DCs pueden ser inducidas por agentes infecciosos ylo 
productos inflamatorios, por lo que las DCs resultan ser centinelas mbviles 



que brindan antigenos a 10s LTs y expresan molkculas coestimuladoras para la 
induccion de la inmunidad (6, 

Las DCs tienen gran potencia, especialmente para iniciar la respuesta de 
10s LTs; una vez activados, estos linfocitos interactuan eficientemente con 
otras APCs. Los LBs son las h i c a s  APCs que producen anticuerpos (Abs) 
despuks de la presentacion de 10s LTs, y pueden incrementar la actividad 
antimicrobiana y aumentar la respuesta inmune innata, por lo que todas estas 
celulas son capaces de presentar antigenos, per0 el cariicter de la respuesta 
inmune depende de el tipo de APCs (s, 

Funciones de las C6lulas Dendriticas 

En investigaciones anteriores se ha propuesto un papel doble para las 
DCs, uno en la amplification de las respuestas inmunes innatas, y otro en la 
activacibn de respuestas inmunes adaptativas. Las DCs estfin localizadas a lo 
largo de las principales rutas de entrada de microorganismos (como pie1 y 
mucosas ;or ejemplo), donde desarrollan su funcibn de centinelas moviles 
contra 10s patogenos que entran a1 organism0 (lo,. 

Los progenitores de las DCs en medula osea, salen a la circulacibn 
como precursores que se establecen en 10s tejidos, donde residen como 
celulas inmaduras con gran capacidad fagocitica. Despuds de un daiio tisular, 
las DCs capturan a1 antigen0 y migran a 10s organos linfoides secundarios, 
donde seleccionan LTs "virgenes" antigeno-especificos e inician la respuesta 
inmune (3). 

Las .DCs presentan antigenos a 10s LTh CD4+, 10s cuales, una vez 
activados, regulan a 10s efectores inmunes, como 10s T.,Tc mtigens= 
cspecificos C58' y ios LBs, tambien regulan la actividad de 10s macrofagos 
(Ma), eosinofilos y c6lulas NK. Aim mhs, las DCs instruyen celulas efectoras 
en el sitio de daiio tisular (3,. 

Asi, las DCs difere'nciadas o maduras 
estan preparadas para activar a 10s LTs, que 
una vez activados por las DCs, pueden 
cornpletar la respuesta inmune interactuando 
con otras Cklulas, en el caso de 10s LBs para 
la formacibn de anticuerpos, 10s M a  (fig. 4) 
para la liberacion de citocinas, y las cklulas 
blanco para su lisis. Las DCs inmaduras, por 
otro lado, son menos eficaces como Fig. 4: Macrofago. 
iniciadoras de la respuesta inmune, pero se especializan en capturar y procesar 



antigenos para formar complejos protkicos con el MHC. Hay, de esta forma, 
dos funciones clave de las DCs en diferentes estadios: las primeras, que a h  
son inmaduras, capturan y procesan antigenos formando complejos con el 
MHC; y las segundas, que son cklulas ya maduras, poco despuQ estimulan a 
10s LTs activ6ndolos y propiciando una respuesta inmune (fig. 5). Son 
necesarias tan solo unas cuantas DCs para provocar una fuerte respuesta de 
10s LTs. Se calcula que una sola DC puede estimular de 100 a 3000 LTs, por 
lo cual se considera a las DCs como cklulas especializadas en iniciar la 
respuesta inrnune primaria (6). 

. Mol. de 
Coestimulaci4n 

Autoactivaci6n 

Factores 
Cooperadores 

Proliferaci6n 

MHC 11 

I 
Fig. 5: Activaci6n de linfocitos T cooperadores por DCs maduras (Presentacion de Ags). 

Dado que un pequefio numero de DCs mezclado con muy poca cantidad 
de antigen0 es capaz de estimular vigorosamente la respuesta de 10s LTs, se 
puede decir que una de las principales caracteristicas funcionales de las DCs 
es su eficiencia como APCs. Otra de estas caracteristicas funcionales 
radica en que 10s LTs inactivos o "virgenes" pueden ser activados por I 



antigenos presentes en las molkculas MHC en la superficie celular de las DCs, 
ocasionando asi una respuesta primaria. Y por ultimo, las caracteristicas 
funcionales radican en que 10s LTh (CD~+) y 10s LTc (CDS') pueden ser 
activados por estas cklulas, tanto in vivo como in vitro ( 5 )  

Las funciones de las DCs, en piel como en otros tejidos, estin dadas por 
tres categorias de eventos o seiiales: La seiial uno involucra factores que 
influyen en la eficacia de la captura, procesamiento y asociacion de antigenos 
con productos del MHC y se da en la circulaci6n linfatica aferente, en la cual 
10s antigenos son depositados en diferentes partes del cuerpo y capturados 
para su degradacion o procesamiento para ser presentados a 10s LTs. La seiial 
dos involucra factores que trabajan junto con la presentacion de antigenos; 
estos ultimos incluyen molkculas de adhesion que son moduladoras de la 
union de las APCs con 10s LTs (fig 6),  moMculas coestimuladoras que ayudan 
a la seAalizaci6n de 10s LTs y LBs para expandirse clonalmente y 
diferenciarse produciendo anticuerpos, linfocinas o molkculas citoliticas, y 
productos solubles o citocinas que instruyen a 10s LTs para formar LTh tipo 1 
(LThl) y tip0 2 (LTh2); &to ocurre en el sistema linfatico central, donde 10s 
linfocitos, generalmente en organos linfoides secundarios, son seleccionados. 

ocurre en la circulation Fig. 6: Presentacibn de Ags. 
linfktica eferente, donde 10s linfocitos activados y las APCs trabajan juntos 
para llevar a cab0 funciones efectoras que eliminan a 10s antigenos donde 
quiera que se encuentren ( 5 , ~ ) .  

Caytura de Antigenos 

En la mayoria de 10s tejidos, hay DCs inrnaduras residentes, incapaces 
de estimular a 10s LTs aunque muestran todas las seiiales accesorias 
requeridaspara ello, pero resulta que estin magnificamente equipadas 
para la captura de antigenos (un evento clave para la induccion de la 



inmunidad) lo cual las capacita para promover la maduracion y la migration 
de las DCs a organos linfoides secundarios (6,lo). 

Poseen una gran diversidad de caracteristicas que las hacen eficaces en 
la captura de antigenos, ya que pueden utilizar varias vias: 

1. Pueden realizar macropinocitosis formando grandes vesiculas pinociticas 
en donde 10s fluidos y solutos extracelulares e s t h  presentes (fig. 7). 

2. Son capaces de ingerir particulas y microbios por 
endocitosis adsortiva mediada por receptores, entre 
10s cuales se incluyen 10s de lectina tip0 C, receptores 
Fcy tip01 y tipo 11, y receptores FCE. 

3. Tambien son capaces de llevar a cab0 la fagocitosis 
de particulas, como fragmentos celulares apoptoticos 
y necroticos, virus y bacterias (incluso micobacterias) 
asi como parasitos intracelulares (fig. 8) (3,4, 5, 6 ,7 ,9 ,10 ,  F 
13). 

Fig. 8: Fagocitosis 

Los .receptores involucrados en la captura de antigenos se dividen en 
base a su mod0 de accion, e incluyen: receptores que reconocen patrones 
especificos, receptores del complemento (C') y receptores de 
inmunoglobulinas (Ig) Fc u, 4,5,7,9). 

Los receptores de reconocimiento de patrones especificos se unen a 
moleculas de superficie con patrones estructurales que son comunes a varios 
microorganismos, pero que se encuentran ausentes en la superficie de celulas 
de mamiferos. Estos antigenos suelen ser carbohidratos complejos que 
exhiben alguna especificidad en 10s residuos terminales de azucar. Las DCs 
expresan receptores de multilectinas de superficie que se unen a estos 
antigenos y facilitan la endocitosis adsortiva y la fagocitosis, como 10s 
receptores de manosa de Ma (MMR) y DEC-205, ademas de ser capaces 
de reconocer a otras moMculas semejantes a lectinas. DEC-205 en DCs 



actua como receptor de antigenos, teniendo una union glicolica asociada a1 
reconocimiento de dominios CHO. La expresion de esta proteina y su ligando 
no ha sido estudiada a fondo, por lo cual el significado de su expresion tardia 
en DCs presenta varias incognitas. Los MMR son lectinas tipo C expresadas 
principalmente por Ma y con gran afmidad con 10s carbohidratos que e s t h  
involucrados en la intemalizacion y presentacion de proteinas manosiladas (4, 

5.7 .9 ,  10) 

Hay otros muchos receptores especificos que ayudan a las DCs a 
capturar antigenos, como el CD14 (LeuM3) o el CDl lc, que son receptores 
de LPS bacterianos; el CD54 (molkcula intracelular de adhesion ICAM-I), 
funciona como receptor para virus ademas de fijar LFA-1 (antigen0 
funcional de linfocitos). Las DCs tarnbikn presentan algunos receptores de 
M0 pertenecientes a una familia de proteinas rica en cisteina (SRCR), como 
SR-A1 y AII. El receptor MARC0 se presenta en DCs, per0 se sabe muy 
poco acerca de su funci6n especifica. CD36 y SR-BI son proteinas de union 
a lipidos que tambikn e s t h  presentes en la superficie de las DCs como 
receptores. Posiblemente haya algunas colectinas involucradas (1.4) 

- 
Muchos tipos celulares que no son capaces de sintetizar Ig, tienen la 

propiedad de absorber anticuerpos circulantes en sus superficies mediante 
ICr 

receptores Fc. Se han observado receptores para cada una de las clases de 
cadena pesada, pero solo las de gamma (y) y kpsilon (E) se han caracterizado a 
nivel molecular. En humano, se expresan tres receptores Fcy diferentes y dos 
FCE distintos, cada uno de 10s cuales tiene distribucion tisular y propiedades 
biologicas caracteristicas: 10s receptores Fcy reconocen IgG, tienen ciertos 
marcadores especificos relacionados (fig. 9) (Fcy RVCD64, Fcy RIIlCD32, 
Fcy RIII/CD16), y cuentan con preferencia relativa de subclase (Fcy RI 
prefiere IgGI=IgG3>IgG4, Fcy RII IgGl=IgG3>IgG2, y Fcy RIII 
IgGl=IgG3); 10s receptores FCE reconocen IgE, no cuentan con preferencia de 

subclase, y solo RII tiene un marca- 
CDllc CR3 $9 En dor general, especifico 10s relacionado receptores de (CD alta 23). afi- 

FC- R I I \  DEC205 nidad de cada tipo (FcyRI y FczRI), 
tienen mayor probabilidad de fijar Ig 
en situaciones normales y de ese mo- 
do ocasionar 10s efectos biologicos 

, : c ~ K I , l ~ ~  mas notables. Las funciones princi- 
pales de 10s receptores Fc difieren 

C1)14 MAKCO/K entre 10s distintos tipos celulares a 10s 
Fig. 9: Receptores Fcy que reconocen IgG. 



que pertenecen (DCs, M 0 ,  celulas NK, monocitos, neutrofilos, eosinofilos, 
etc.). La fijacion de las molkculas IgG secretoras en 10s receptores Fcy, actua 
como un "brazo" de las celulas para realizar citotoxicidad mediada por celulas 
dependientes de anticuerpos (ADCC). Los receptores Fc tarnbien facilitan la 
fagocitosis de particulas antigenicas recubiertas por anticuerpos mediante el 
fenomeno .de opsonizacion, y son importantes para desencadenar quimiotaxia 
y degranulacion (1~4). 

Tanto el CD32 corno el CD64 se expresan en DCs sanguineas durante 
su diferenciacion temprana, y capacitan a la celula para fagocitar actuando 
como opsoninas. Las LCs expresan CD32, CD64 y ambos receptores para 
IgE. Tambien hay una molecula llarnada CMRF-35 que es similar a1 receptor 
Fc para IgA e IgM, y ya ha sido identificada en DCs (aunque se expresa en 
diversas formas dependiendo de la subpoblacion de DCs); su ligando aim no 
se ha descrito para este tip0 de cklulas (4,5,7). 

Algunos productos de la cascada del complemento tambien actuan 
como opsoninas muy potentes debido a que las celulas fagociticas expresan 
receptores del complemento en su superficie, 10s mejor estudiados son 
aquellos que reconocen fragmentos de C3 (C3b, C3bi y C3bg); estos 
receptores tienen una distribution celular caracteristica: el receptor de C3bi, 
llamado CiU (Mac-1 [glucoproteina de Ma], integrina aMP2 o 
CDl 1 b/CDI 8), suele estar presente en celulas con capacidad fagocitica. Si el 
C3 se une a un antigen0 o particula blanco, su receptor se fijara a traves del 
ligando a la superficie de las celulas con el fragment0 especifico de C3. Para 
celulas fagociticas, como es el caso de las DCs, la uni6n de la celula blanco 
con su superficie, incrementa el proceso fagocitico. El CR3 se almacena en 
vesiculas intracelulares, desde donde es ripidamente movilizado hacia la 
superficie celular en respuesta a ciertos estimulos antigenicos. El CR3 es un 
integrante de la familia de las integrinas, y desempeiia una hncion importante 
en la adherencia celular y la quimiotaxis (1,4,10). 

El marcador CDl l c  (CR4) recientemente identificado, tambien es una 
integrina que funciona como receptor para fragmentos C3 del complemento, 
fijando C3bi, C3b y C3bg; tambikn se le conoce como p150/95 (],4,, 

Los receptores del C' descritos para DCs son CDl l b  (receptor para C3) 
y CD 1 1 c (receptor para C4) en bajas cantidades; ademh se ha observado que 
una subpoblacion de LCs expresa CD88 (receptor para C5a). Las DCs no 
expresan receptores CD21 (CR2) ni CD35 (CR1); se protegen de la lisis 
mediada por C' con la expresion de proteinas de membrana que no actGan 
como receptores, sino que controlan la activacion del complemento: el CD59 
es una proteina reguladora que previene el ensamblaje completo del complejo 



C5b-9 en las celulas blanco, inhibiendo la lisis mediada por complemento; 
tambien estan presentes CD55 y CD46, que regulan otras etapas de la cascada 
del complemento inhibiendo su activation 4,7). 

Las DCs tambien son capaces de realizar macropinocitosis, formando 
grandes vesiculas pinociticas (0.25 a 1.0 pm), sobre todo en presencia de 
factores de crecimiento, como el factor estimulante del crecimiento de 
colonias de monocitos y MPI (M-CSF), el factor estimulante del crecimiento 
de colonias de granulocitos y Ma (GM-CSF), el factor de crecimiento de 
eritrocitos '(E~~) y la interleucina 4 (IL-4). La actividad macropinocitica sule 
tomar lugar continuamente a altos niveles, permitiendo a las DCs muestrear 
grandes volumenes de fluidos extracelulares y presentar eficientemente 
solutos proteicos presentes en muy bajos niveles (5,10). 

Una vez que las DCs inrnaduras han capturado a un antigeno, este les 
proporciona la seiial para madurar, y sus capacidades para capturar antigenos 
decaen rapidamente; comienzan a formar y a ensamblar complejos antigenicos 
con el MHC clase I1 (6), 

Migracion y Maduracibn de las Cklulas Dendriticas 

Esti claro que la maduracion de las DCs es crucial para que se de la 
respuesta inmune. La maduracion esta marcada por una gran variedad de 
factores, sobre todo por factores microbianos e inflamatorios. En las bacterias 
la pared celular esta compuesta por LPS que son capaces de activar la 
produccion de citocinas, todas ellas estimuladoras de la maduracion y 
migraci6n d e  las DCs :5:. 

CAPI'URA DE ANT~GENOS Fig. 10: Maduraci6n y migraci6n de 
las DCs. Captura y procesamiento de 

Ags in situ, migraci6n a 6rganos 
linfoides secundarios y maduraci6n 
simultinea, presentation de Ags y 

activaci6n-expansion clonal de 
linfocitos. 



Al interactuar con un antigen0 o con un patogeno, las DCs inmaduras 
empiezan a coordinar su proceso de maduracion en respuesta a una seiial de 
peligro, 1a.cual induce cambios fenotipicos y funcionales que culminan con la 
transformaci6n de las cdulas inrnaduras a APCs. La maduracion de las DCs 
esta intimamente ligada con su migration desde 10s tejidos perifericos hasta 
10s organos linfoides secundarios (fig. 10) (3,6,10,. 

La maduracion de las DCs es un proceso continuo que se inicia en la 
periferia y se completa durante la interaction DCs-LTs (3, s,. 

Numerosos factores inducen ylo regulan la migration y la maduracion de 
las DCs, incluyendo algunas moleculas derivadas de patogenos (corno LPS, 
DNA bacterial, RNA viral, etc.), el balance entre las seiiales pro-inflamatorias 
y anti-infl-atorias en el microambiente local (corno citocinas: TNF-a [factor 
de necrosis tumoral], IL-1, IL-6, IL-10, TGF-P [factor transformador de 
crecimiento], GM-CSF, prostaglandinas, etc.), algunas seiiales derivadas de 
LTs, etc. El proceso de maduracion esta asociado con una gran cantidad de 
eventos coordinados, como la perdida de receptores para fagocitosis y 
endocitosis, la sobreregulaci6n de moleculas coestimuladoras (CD40, CD58, 
CD80, CD86, etc.), cambios en la morfologia, aumento en 10s 
compartimentos lisos6micos, cambios en 10s compartimentos de MHC clase 
ii, y aumento en el tiempo de exposicion de 10s complejos MHC clase I1 - 
antigen0 (3, 5, 6.9, 10). 

Los cambios morfologicos que acompaiian la maduracion de las DCs 
incluyen la perdida de estructuras de adhesibn, la reorganizacion del 
citoesqueleto y la adquisicion de una alta movilidad celular (3,. 

Las caderinas son glicoproteinas transmembranales que actuan en la 
adherencia de uniones celulares. La E-caderina juega un papel importante en 
la rnigracion, y es expresado por LCs y DCs sanguineas; su presencia confiere 
a las LCs su inusual adherencia con el epitelio escamoso de la epidermis, y 
decae tras la activacion facilitando la migracion a organos linfoides 
secundarios. Tambien hay otras moleculas de adhesion que intervienen en la 
migration como el syndecan (CD138), la molecula endoglina endotelial 
(CDI 05) y la neurotelina (CD104/CD147). Ademas, las DCs expresan CD106 
(moMcula de adhesion celular vascular V-CAM) que es una molecula de 
adhesion vascular que facilita la entrada a vasos sanguineos durante la 
rnigracion, y CD3 1 (PECAM-1) (4, ,, 



Cra111- Grant+ Hongos Virus 

DC hladura 

Sitio dc la Inflamacion 

llfectoms Multiples 

Citorinas ' LK' lnnlaciuras I'ro-lnllantatorias + Thl 
kl.lnrr.6iag~ls 

TNF-a. IL1-0. IFN-dB Th2 

Fig. 11: Atraccibn y amplificacibn de la RI imata en el sitio de inflamacibn por la 
producci6n y liberacibn de quimiocinas y citocinas por las DCs. 

Despues de su interaction con un estimulo antigenic0 apropiado, las 
DCs regulan la atraccion de leucocitos a1 sitio de inflamacion y la 
amplification de respuestas inmunes innatas a traves de la produccion de 
quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias e interferones (fig. 11). Es entonces 
cuando adquieren sus propiedades migratorias y producen cambios en la 
expresion de receptores para quimiocinas. En ese momento las DCs dejan el 
tejido inflamado a travks de la circulaci6n linfatica y se dirigen a 10s organos 
linfoides secundarios, donde completan su maduracion, atrayendo a 10s LTs y 
LBs por la iiberacion de citocinas (3,,5,10). 

Los productos patogenos, como 10s LPS y la produccion local de 
citocinas, todas ellas mediadoras de la 
maduracion, inducen el proceso de la 
migracion de las DCs perifericas hacia 
10s organos linfoides donde hay gran 
cantidad de LTs. Esta rnigracion y 
maduracion de las DCs tambien C s a  
involucra la accion coordinada de gran 
cantidad de quimiocinas; para que las CXC 
DCs respondan a estas quimiocinas, 
expresan receptores para moleculas 
quimioatrayentes que presumiblemente CXCRZ CXCR4 
influyen en 10s Procesos de migration Fig. 12: Expresibn en la superficie de DCs de 

receptores para quimiocinas que influyen en 
15 la migracibn. 



y presentacion de antigenos; por ejemplo, las DCs que se diferencian en pre- 
sencia de GM-CSF e IL-13 expresan receptores de CSaR, CCRI, CCR2, 
CCRS, CCR6, CXCR1, CXCR2 y CXCR4 (fig. 12). Aunque la expresion de 
un receptor en particular no siempre indica que las DCs presentan quimiotaxis 
en respuesta a las quimiocinas que se unen a dicho receptor; esth 
documentado que despub de la captura de un antigeno, el estimulo 
inflamatorio disminuye la respuesta de las cklulas inmaduras a ciertas 
quimiocinas (corno la quimiocina C-C, llamada proteina inflamatoria de 
macrofagos MIP-3a) especificas para DCs inmaduras a travks de la 
disminucion o desensibilizacion de 10s receptores (en este caso el receptor 
para MIP-3a llamado CCR6) dependientes de la produccion autocrina de 
quimiocinas; en consecuencia, las DCs en maduracion escapan del gradiente 
local de dichas quimiocinas (MIP-3a), dejando el tejido inflamado y entrando 
a la corriente linfatica al ser atraidas por otras quimiocinas (MIP-3P y 6Ckina) 
que se expresan en 10s vasos linfaticos y a las que previamente se sensibilizo 
sobre-expresando sus receptores. Las DCs maduras entran entonces a la 
corriente linfatica y son llevadas a las ireas paracorticales de 10s ganglios 
linfaticos en respuesta a la atraccion de dichas quimiocinas (MIP-3P y 
6Ckina) y encontrandose con una gran cantidad de LTs "virgenes". El arribo 
de las DCs aumenta la cantidad de las quimiocinas atrayentes amplificando y 
manteniendo la seiial quimiotfictica (3,7,9,10) .  

Tambikn se han documentado otras quimiocinas que inducen la 
migraci6n.de las DCs como respuesta de sus receptores: quimiocinas CC 
como MCP-3 (proteina quimioatrayente de monocitos), MCP-4, RANTES, 

MIP-1 a, MIP- 1 0 y MIP-5; 
TARC MDC quimiocinas CXC corn0 

SDF-1 (fig. 13). Las DCs no 
presentan respuesta a algu- 

quimiocinas C 
(linfotacina), CC (eotaxina) 
y CXC (IL-8, IPlO y Grop). 

~ p - 1 ~  Y la respuesta a MCP-1 y 
MCP-2 se sigue discutiendo. 

UIP-ID Las DCs tambikn responden 
a C5a (anafilotoxina de la 

M1P-3a ~1p-17 cascada del complemento 
Fig. 13: Quimiocinas producidas por las DCs. con action quimiothctica en 

cklulas fagociticas), PAF (factor activador de plaquetas con accion 
inflamatoria) y a algunos formil pkptidos. Se ha observado que las DCs 



tambien migran en respuesta a una quimiocina CC recientemente identificada, 
la MDC, producida por macrofagos y DCs (7,9,10). 

Aparentemente hay varias quimiocinas que pueden inducir la migracion 
de las DCs, aunque el estado de maduracion de estas cklulas asi como la 
hente de produccion y las sefiales reguladoras para la secrecion de muchas 
quimiocinas necesitan ser estudiadas mas a fondo para comprender 10s 
factores que controlan y modulan las vias de migracion de las DCs (9). 

Durarite la maduracion, las DCs tarnbien cambian su capacidad para 
producir y responder a citocinas. Por ejemplo: las DCs maduras secretan 
grandes cantidades de IL-12, la cual estimula la diferenciacion de LTh-1 y de 
celulas NK; las DCs maduras son resistentes a 10s efectos supresores de la IL- 
10, que puede bloquear la proliferacion de LTs y la produccion de TNF-y 
ademas de inducir la apoptosis en DCs en desarrollo. La citocina GM-CSF es 
de gran importancia para promover la viabilidad y maduracion de las LCs (5). 

Dos de 10s estimulos mas importantes para la maduracion de las DCs son 
el ligand~ de CD40 (CD40L) y el TNF-a. El TNF-a tiene un efecto 
importante en la maduracion tardia de las DCs a partir de medula osea y 
progenitores monociticos. Las DCs pueden terminar su maduracion .durante la 
interaccion con 10s LTs, principalmente por la expresion de ~ ~ 4 0 i : ' ~ s i ,  para 
que la maduracion de las DCs se complete, requiere de la seiializaci6n que le 
proporcionan 10s receptores de TNF y de su asociacion con seiiales de 
transduccion. La sefializacion adquirida por 10s receptores de la familia del 
TNF, (como por ejemplo TNF-R [CD120a/b], CD40 y TRANCEWNK), 
activa a la familia de 10s factores de transcription del NF-~Blrel, que controla 
la activaci6n de muchos genes inmunes e inflamatorios. i a s  proteinas cie NT- 
&/re1 son particularmente abundantes en DCs (re1 A, p65, re1 B, re1 C, p50, 
p52), y muestran una actividad en la electromovilidad de estas celulas (4, 5,  6). 

La activacion por receptores de TNF involucra a1 metabolismo de 
esfingolipidos para producir ceramidas que median la maduracion de las DCs, 
particularmente disminuyendo 10s mecanismos para captura de antigenos (5),  

Procesamiento de Antigenos 

La presentacion de antigenos es esencialmente el elemento hndamental 
del cual depende la respuesta de 10s LTs, ya sea para la inmunidad o para la 
tolerancia (12). 

La "presentacion de antigenos" se refiere a una serie de procesos que 
llevan a la celula a generar complejos formados por las moleculas del MHC y 



una porcion del antigeno nativo; isto genera al ligando que es reconocido por 
el receptor clonotipo de las cklulas T (TCR) (12,. 

Como resultado, la presentacion de antigenos implica especificidad 
inmunologica. De cualquier manera, todas las c~lulas que expresan productos 

del MHC clase I y clase I1 

MIK= clase k 
Todas las Cdulas 

MHC clase 11: 
LB tC A F c s  

son capaces de presentar an- 
tigenos, ya que la presenta- 
cion es la unica hncion clara 
de 10s productos polimorficos 
del h4HC (en el hombre, cla- 
se I [HLA-A, B, y C antigeno 
de leucocitos humanos] y 
clase I1 [HLA-DR, DQ y 
DPI) (fig. 14) (12). 

Las DCs e s t h  bien 
equipadas para la captura, el 
procesamiento y la presenta- 
cion de antigenos, y un gran 
nhmero de mokculas invo- 

Fig. 14: Productos polimorticos del MHC presentes en 
DCs en el hombre.- clase 1 HLA-A, B, y C; y clase I1 lucradas en estos procesos ya 

HLA-DR, DQ y DP han sido identificadas (3,. 

~omple jo  Principal de Histocompatibilidad (MHC) 

El MHC y la presentacion de antigenos ha sido la base de la 
inmunologia por decadas. Los productos del h4HC unen antigenos de origen 
proteico y 10s expresan en la membrana. Estos complejos MHC-peptido son 
presentados y/o reconocidos por el TCR, para iniciar una respuesta o la 
tolerancia ( 5 ) ,  

La union de peptidos al MI-IC puede ser de dos tipos: MHC de clase I y 
de clase II, 10s cuales estimulan a 10s LTs citotoxicos (LTc) y a 10s LTs 
cooperadores (LTh) respectivarnente. Los antigenos intracelulares son 
fiagmentados a pequeiios peptidos en el citosol de las APCs, 10s cuales son 
unidos a moleculas MHC clase I para ser reconocidos por 10s LTc que, una 
vez activados, pueden matar o destruir directamente a las celulas blanco. Los 
antigenos extracelulares que entran por una via endocitica a las APCs son 
procesados y generalmente presentados por moleculas MHC clase I1 a LTh, 
10s cuales tienen un efecto inmunoregulatorio (fig. 15) (6). 



Fig. 15: Transporte y ensarnblaje del complejo MHC- p6ptido tanto clase I como clase I1 
dentro de la c6lula. 

Las subdivisiones del MHC, se hacen en base a su estructura molecular; 
las molkculas de clase I y 11, son glucoproteinas de superficie celular 
estructuralmente similares, que participan en la presentacion del antigen0 a 
10s LTs. Hay un tercer tipo, la clase 111, que constituye un grupo variado de 
proteinas, incluyendo a varios componentes del sistema del complemento, que 
no esthn relacionadas ni en cuanto a estruc-tura ni en cuanto a funcion con las 

. - - 
pan con ellas solamente 
por que estan situa-das 
en la misma region cro- 
mosomica (brazo corto 
del cromosoma 6 en -- 

I, 
K i M W S  0 500 1QYI 1500 POM) 26W .W humanos) (fig. 16) (,). 

Fig. 16: Organization genetica del MHC en el cromosoma 6. LOS Ags MHC de 
clase I se expresan en 

todas las cklulas somaticas, mientras que 10s antigenos de clase I1 solo se 
encuentran en unos pocos tipos celulares (APCs especificamente). Las dos 
clases de MHC actuan sobre distintos subgrupos de 10s LTs 



Complejo Principal de Histocompatibi1idad:HLA clase I1 

Las proteinas clase I1 (DR, DP y DQ), e s t h  constituidas cada una por 
dos polipkptidos unidos de manera no covalente; sin embargo, ambas cadenas 
e s t h  codificadas por genes polimorfos situados dentro del complejo MHC. 
Cada proteina clase I1 se forma de una cadena alfa (a PM 34000) y una cade- 

C d s n a  o C d e M  P 
na beta ( p  PM 29000), ambas 
sujetas a la membrana celular, 
y cuentan con dos dominios 
extracelulares, cada uno simi- 
lar a inmunoglobulina (fig. 17). 
El polimorfismo de las molb 
culas clase I1 esta limitado a1 
dominio amino-terminal de 
cada cadena, y se designan 
como dominios a1 y 01; estos 
dos dominios se unen para 
formar el sitio de fijacion del 

.__ . . pkptido. Cada dnminio clase I1 
Membrana 

,. - - -  a 1  y Dl contiene un segment0 
.- 

Cltoplasnla -. elicoidal y estructuras de hoja 
229 ,237 p, que forman la pared y la 
COOH COOH 

Fig. 17: Conformaci6n espacial del MHC 11. mitad del piso, respectiva- 
mente, de una hendidura fijadora de peptido antigknico en la superficie de la 
proteina (fig. 18). En esencia, todo el polimorfismo de las mol6culas clase I1 
esta situado en las pare- ,*~ 

des y el piso de esta ',,\ , 
I ,  \ 

hendidura, lo que pro- 
porciona un sitio distin- 
tivamente contorneado 
para cada variante alkli- 
ca. Las caracteristicas COOH 

fijadoras de peptidos de 
las moledulas clase 11 
casi siempre son analo- 
gos a las de clase I, ya 
qUe 10s piptidos se fijan Fig. 18: Conformation espacial del sitio de uni6n al peptido 

antigenic0 del MHC clase 11. 



en una conformacion extendida a travks de contactos no covalentes que 
implican, de mod0 principal, la estructura principal del pkptido, mas que las 
cadenas laterales. De ahi se desprende el hecho de que cada proteina clase I1 
tiene espetificidad degenerada (o sea, puede fijar una gama muy amplia de 
peptidos). La hendidura fijadora de las proteinas clase I1 esta abierta en ambos 
extremos y fija perfectamente piptidos un tanto mas largos (de 10 a 18 
aminoacidos) que 10s que fija la clase I (de 8 a 10 aminoacidos) (1,. 

En cuanto a su funcionamiento; se sabe que 10s antigenos solubles y 
particulados son capturados eficientemente por las DCs inrnaduras, estos son 
enviados a 10s compartimentos del MHC clase 11. Las DCs inmaduras acu- 

mulan constantemente 
mokculas MHC clase I1 
en compartimentos intra- 
celulares parecidos a 10s 
lisosomales (tambikn Ila- 

. a*  . . 

. . 
Eig. 19: compartimentos ricos en MHC clase I1 

madas vacuolas intra- 
celulares), conocidos co- 
mo compartimentos ricos 
en MHC clase I1 (MIICs) 
(fig. 19), con estructuras 
multivesiculares y multi- 
laminares aparentes, que 
suelen contener princi- 
palmente HLA-DM / H- 
2M, catepsina y proteinas 

de mcmbiana asocizdzs a !isosomas (CD107a, b). Los Ags exogenos 
capturados son guiados hacia 10s MIICs, que son compartimentos 
endosomales, promoviendo la elimination catalitica de la cadena invariable 
(Ii) de clase I1 y ayudando a la union peptida con las mokculas de clase 11. El 
ensamblajk de 10s antigenos clase I1 dentro de las DCs solo ocurre en ausencia 
de la Ii. La degradacion proteolitica de la Ii es regulada por el balance que hay 
entre la catepsina S y su inhibidor endogeno, la cistatina C. Durante la 
maduracion, la cistatina C disminuye, y en consecuencia, la catepsina S se 
incrementa, promoviendo la degradacion de la Ii y la exportacion de las 
moleculas peptidas clase I1 desde el RER y el aparato de Golgi hasta la 
superficie celular, donde son presentados a las celulas T (3 -5 .6 ) .  

Algunas citocinas, como el GM-CSF y la IL-4, estimulan la captura de 
antigenos y la formacion de compartimentos MIICs en DCs inmaduras, per0 
tras un estimulo adicional, como LPS, TNF-a o CD4L, las celulas maduran y 



pierden 10s MIlCs para expresar grandes cantidades de productos del MHC en 
la superficie. Los MIICs se encuentran m h  abundantemente en DCs 
inrnaduras que en ningun otro tipo celular; en las DCs maduras, 10s complejos 
MHC clase I1 son translocados a la superficie celular por medio de vesiculas 
ricas en HLA clase I1 (CIIVs), que son vacuolas no lisosomales ricas en MHC 
clase 11; al cab0 de algunas horas (aproximadamente 12), las DCs inmaduras 
con gran cantidad de MIICs intracelular se convierten en DCs maduras con 
gran expresion de complejos del MHC clase I1 en su superficie, per0 con 
pocos MIICs lisosomales en la regi6n perinuclear. Paralelamente, la sintesis y 
acoplamiento de complejos MHC cambia de ser muy rapida en DCs 
inmaduras, a ser extremadamente lenta en cklulas maduras; pero 10s 
complejos de superficie MHC I1 I peptido antigenic0 en las DCs maduras se 
vuelve en una estructura sumamente estable y con una vida media mas larga 
(* 100 hrs) (3.5.10). 

Complejo Principal de Histocompatibilidad: HLA clase I 

Cada proteina clase I se expresa en la superficie celular como un dimero 
constituido por dos cadenas de polipeptidos enlazadas de manera no 

hdona u covalente; una cadena alfa o 
polimorfa pesada ( a  PM 43000), 

Regi6n 
.X~r.tO~U~ar que es codificada por genes de 10s 

loci A, B y C en el complejo HLA 
del cromosoma 6 en humanos, y un 

PrMIuoglobuUna polipeptido no polimorfo menor 
(PM 12000) llamado beta2- 
microglobulina (P2m) que codifica 

203 un gen simple en el cromosoma 15 
? d) 
s (fig. 20). Cada una de estas 

Rwbn .q p e l b . ~ ~ I u i ~  259 moleculas dimericas esta sujeta a la 
COOH membrana celular por la region 

/.------. 282 
Mernbrana 306 -- terminal C de la cadena a. La regi6n 

Cibpiunu 
--- extracelular de la cadena a se divide 

PO. 
338 en tres dominios plegados 

COOH 

Fig. 20: Conformation espacial del MHC I .  separados, que se Haman a l ,  a 2  y 
a3, cada uno de 10s cuales es similar a un dominio de Ig en cuanto a 
estructura. Casi todos 10s residuos polimorfos de aminoacidos estan en 10s 
dominios a 1  y a2. La p2m que es no polimorfa tambiin tiene un dominio 



similar al de las Igs, y se relaciona con el dominio a3 no polimorfico de la 
cadena pesada. Aunque la b2m no esta implicada de mod0 direct0 en la 
presentacion del antigen0 en las proteinas clase I, se piensa que facilita el 
transporte de las proteinas nuevas sintetizadas desde el reticulo endoplbmico 
hasta la superficie celular, y es probable que sirva para estabilizar su 
estructura ( I  ,, 

Las proteinas clase I tienen una 
estructura tridimensional; la mayoria 
tiene una estructura de hoja B plegada, 
per0 10s dominios a1 y a2 contienen 
cada uno una helice a. Estas dos heli- 
ces son adyacentes y aproximadamente 
paralelas entre si, y juntas forman las 
paredes de una hendidura en la superfi- 
cie distal de la mol6cula; dicha hendi- 
dura sirve como sitio de fijacion del 
peptido antigenico. Una hoja P plegada 
constituida por porciones de 10s domi- 
nios a1 y a2 sirve como piso del sitio. 
La mayoria de 10s residuos polimorfi- 
cos de las moleculas clase I estan si- 

b2m 
tuados en.las paredes y el piso de la 
hendidura y, por tanto, tiene el efecto 
de conferir contomos ligeramente dis- 

1. tintos a1 sitio de fijacion en los tipos Fig. 21: Conformaci6n espacj8l'del MHC I. 

aieiicos disiinios iie ia proteiiia (fig. 21). Los pbptidos se unen de mslnera no 
covalente dentro de la hendidura en una conformacion extendida, de mod0 
similar a un baston. Cada tipo alelico de una proteina clase I tiene su propia 

especificidad para la fijacion de 
peptidos, que esta determinada por 
las secuencias de las paredes y el piso 
del sitio peptidico de fijacion (fig. 
22). Una c6lula puede expresar pro- 
teinas clase I en el orden de lo6 en su 

id iOw ‘, I I C ~ ~ ~ ~ U ~  
superficie, por lo cual cada cklula tie- 
ne el potencial de presentar multiples 
peptidos alternatives de mod0 simul- 
kineo. Los peptidos captados por 

Fig. 22: Canformacion espacial del sitio de proteinas clase I son de tamafio nota- 
union al peptido antigenico del MHC I. 
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blemente uniforme, en su mayoria se caracterizan por tener de 8 a 10 
aminoacidos de longitud (1,. 

Para generar celulas asesinas LTc CD~', las DCs presentan moleculas 
MHC clase I, que pueden conjugarse con antigenos tanto por via endogena 
como exogena. La via endogena de MHC clase I opera a traves de la 
degradation de proteinas citodlicas y la direccion de peptidos hacia las 
recien sintetizadas moleculas de MHC clase I dentro del reticulo 
endoplasmico. El procesarniento de antigenos ocurre primer0 en el citosol por 
medio de un sistema proteolitico dependiente de ATP (adenosin trifosfato), el 
cual empieza por la conjugacion de ubiquitina. Las DCs, al igual que 10s LBs, 
expresan constitutivamente di-ubiquitina para procesar eficientemente a 10s 
antigenos. Las proteinas ubiquitinadas son enviadas a1 proteosoma, que las 
rompe en pequefios peptidos, 10s cuales son translocados al interior del 
reticulo endoplasmico via transportadores trans-membranales TAP 1 y 2 
dependientes de ATP, y son arregladas en 8 a 10 meromeros, que se 
acomodan unidos a las moleculas del MHC clase I (fig. 23) (3, 5) .  

MHC clase I Infstabfe MHC h e  I Estable 

Reticulo Endopliismico 

La Calnesina se une L s d t e x i n a s e f  , "p+doanu&cn 
alamdenaahastala ladrdicuhayla  Caosbhmtxanspmiadoal 

uniim de la tapapina se unen para iiderinrdel RE y&do 
@-- fomra+ un mmplep que sobre la nmlkula MHC h e  

inrlup a MHC h e  I I. Se estabika MHC clase I y 
yTAP se l i b  del mmplep de TAP 

Fig. 23: Tranporte del peptido antigenico en MHC clase I por TAP 1 y TAP 2. 

Las DCs y 10s macrofagos (Ma)  cuentan con una via alternativa de 
MHC clase I para presentar peptidos derivados de antigenos extracelulares. 
Existen dos rutas para el MHC clase I exogeno que ya estan completamente 



descritas: una via independiente de TAP en la cual 10s antigenos son 
principalmente hidrolizados en 10s endosomas (proteosomas), y otra via 
dependiente de TAP con ruta fagosoma-citosol. Esta ultima via esth 
involucrada en las respuesta inmunes contra antigenos de transplantes, 
antigenos particulados, tumores y virus; tambien intewiene en el desarrollo de 
la tolerancia (3. 5 ) .  

Las proteinas CDl pertenecen a un linaje de glicoproteinas de superficie 
celular no polimorficas; recientemente han identificado a la familia de CDl 
como moleculas no clasicas de histocompatibilidad involucradas en la 
presentacion de antigenos no protkicos y la modulacion de las respuestas de 
10s LTs contra lipidos microbianos y glicolipidos antigenicos. Los lipidos, 
tanto endogenos como exogenos pueden ser presentados por estas mol6culas; 
esto puede contribuir a la inmunidad microbiologica, a la autoinmunidad, a la 
regulacion inmunologica y a la respuesta a tumores. Las moMculas de CDl 
son marcadores fenotipicos de las DCs que constituyen una familia de 
glicoproteinas no polimorficas de aproximadamente 45 kDa asociadas a P2m 
que ensamblan antigenos no procesados en compartimentos 
endosomicosllisosomicos y 10s presentan de una manera independiente de 
TAP. Hay cinco proteinas CDl (a-e) presentes en el cromosoma 1 humano 
que se expresan en DCs mieloides (3, 5, 

La secuencia de aminoacidos presenta una homologia limitada 
(aproximadamente 30%) en 10s dominios extracelulares a 2  y a 3  (en a 1  esta 
homologia es practicamente indetectable) entre las molecuias de CDi y ias de 
MHC clases 1 y 11; estas caracteristicas sugieren que las moleculas CD1 y 
MHC tienen un antecesor comun per0 constituyeron linajes diferentes que 
divergen en algun punto temprano de  la evolucion en mamiferos (14), 

Las proteinas CDl son funcionalmente heterogeneas, y se pueden dividir 
en dos subgrupos dependiendo de su distribution y funcion inmunologica: el 
subgrupo 1 incluye a las moleculas CDla,  b y c humanas, tistas pueden 
presentar glicolipidos a una gran variedad de celulas T, la union de 10s lipidos 
a estas mol~culas requiere de la acidification endosomal; el subgrupo 2 
incluye moleculas CDld humanas y de raton, y se pueden unir a una gran 
cantidad de diferentes antigenos y activar a un grupo restringido de celulas T 
dentro de las que se encuentran 10s LTc (3, 



Ensamblaje y Transporte de Complejos MHC I y I1 

Las moleculas de MHC al igual que otras proteinas de membrana, son 
sintetizadas por polirribosomas en relacion con el reticulo endoplasmico 
rugoso (RER). Cuando se sintetizan por primera vez, estan fijas en la 
membrana del RER y se proyectan a1 interior de su luz. Las moleculas del 
MHC clase I fijan peptidos cuando aun estin en el RER. Hay datos que 

sugieren que la fijacion de 
un peptido por una cadena a 

c ' 
clase I induce un cambio de 
conformacion que facilita la 
relacion con P2; esta, a su 
vez, promueve el transporte 
de la molecula clase I del 
RER a la superficie celular 
(fig. 24) (1). 

Los peptidos que se 
relacionan con moleculas 
clase I son derivados de 
digestion proteolitica parcial 

de proteinas sintetizadas endogenamente en el citoplasma. Esta digestion 
parece realizarse, cuando menos en parte, por proteasas y peptidasas que 
residen en complejos citoplasmicos multienzimaticos conocidos como 
proteosomas. Algunos de 10s peptidos que se originan, se bombean despues 
de manera activa del citoplasma a1 interior de la luz del RER de manera 
dependiente de ATP por la accion de proteinas transportadoras de peptidos. 
Hasta el momento se han caracterizado dos de estas proteinas, denominadas 
transportadoras de peptidos 
antigenicos 1 y 2 (TAP1 y Dominio 

TAP2); cada una es una mem- 'liansmembrmal 

brana integral del RER que 
contiene multiples regiones : MembrmaRE 

transmembranales nio de fijacion de y ATP un domi- (fig. citosol LmRE @:::;I de ~niim a ATP 

25). Las proteinas TAPI, 
TAP2 y cuando menos dos 

Pkptido Antig6nko 
del Proteosoma 

Fig. 5 Moleculas transportadoras de peptidos 
2%: 

antiginicos TAP 1 y TAP 2 .  



componentes del proteosoma, son codificados por un grupo de genes dentro 
del locus del MHC clase 11. Cada uno se produce en varios tipos alelicos 
altemativos que pueden tener especificidades diferentes de sustrato. Los 
mecanismos proteolitico y de transporte de peptidos actuan con suma 
eficiencia solo en un subgrupo de peptidos, y teoricamente, esto influye en 
cuales son 10s peptidos que pueden ser presentados por MHC clase I. Hay 
otro mecanismo que involucra moleculas de transporte o "chaperonas", como 
la hsp96, que captura a 10s peptidos antigenicos endogenos y 10s introduce al 
RER de DCs, ahi son liberados, procesados e incorporados a 10s complejos 
del MHC clase I 4,. 

En contraste, las mol~culas clase 11, deben ser transportadas desde el 
RER a un 'compartimento endosomico antes de que fijen peptidos. Durante su 

permanencia en el 
Cadcrna hvariable Hi RER, las moMculas 

clase 11 de nueva sin- 
Reticulo Endopkmico tesis (cadenas a y p) 

se relacionan con otra 
proteina llamada ca- 
dena invariable (Ii); 
se piensa que esta 
proteina obstruye es- 
tericamente el sitio de 

fijacion de peptidos de clase 11, evitando la integration del sitio con cualquier 
peptido endogeno en la luz del RER (fig. 26). El complejo de proteina clase I1 
y la Ii enlazada (HLA-DM), 
se transportan por medio de 
las vesiculas de membrana a 
un compartimento endosb- 
mico (MIICs), donde se en- 
cuentran con peptidos anti- 
genicos derivados de protei- 
nas exogenas que han sufri- 
do endocitosis. Aqui, la Ii se 
disocia y degrada, permi- 
tiendo la fijacion de 10s pep- Fig. 27: Ensarnblaje y transporte de MHC clase 11. 
tidos exogenos a la hendidura fijadora de peptidos antigenicos que ahora no 
esth ocupada. El complejo peptido-proteina que se origina se transloca 
despub a la superficie celular (fig. 27) (,, 3, 4,, 



Por tanto, las proteinas clase I y 11 se desplazan por distintas vias y 
encuentran antigenos en compartimentos celulares diferentes. Se considera 
que esta diferencia en las vias de accion determina el origen del peptido que 
se relaciona con cada una de las clases: ya sea que se sintetice endogenamente 
y se transporte al RER (via endogena; HLA clase I), o sufra 
endocitosis/fagocitosis y se degrade en un compartimento endosomico para 
despues ser transportado al MIIC (via exogena; HLA clase 11) 4), 

Presentacion de Antigenos (Activacibn de Linfocitos T) 

Los LBs y Ts son 10s mediadores de la inmunidad, 
per0 su knci6n esta bajo el control de las DCs, quienes 
capturan y procesan antigenos ademas de expresar mol6culas 
coestimuladoras (como las citocinas, las quimiocinas, etc.) 
(fig. 28). Iniciamente, migran a 10s 6rganos linfoides 
secundarios, secretan citocinas y presentan antigenos 

Fig. 28: DC-LT. 
iniciando la respuesta inmune (6). 

Los LBs son precursores de las celulas secretoras de anticuerpos (Abs) 
(fig. 29), y pueden reconocer directamente 
antigenos nativos a traves de sus receptores 
(BCR); 10s LTs en carnbio, necesitan que el 
antigeno sea procesado y presentado por las 
APCs. Los receptores para antigeno de 10s 
LTs (TCRs), reconocen fragmentos de 
antigenos unidos a mol6culas del MHC en 

C W R ~ .  la superficie de las APCs (6).  
Fig. 29: LBs celulas secretoras de Abs Recientemente se ha obsewado que 
10s LBs "virgenes" responden preferentemente a las DCs de tipo intersticial y 
a la secrecion de factores solubles, incluyendo la IL-12. Las DCs estimulan 
directamente la produccion de anticuerpos, mientras que la proliferation de 
LBs es estimulada por LTh activados (6,, 

Los LBs funcionan como APCs 
cuando 10s antigenos tienen subunidades 
repetitivas (polisacaridos) y provocan una 
respuesta inmune mediada por anticuerpos. 
De cualquier manera, las DCs son 
indispensables para iniciar una respuesta 
inmune. Lbs LTs no responden a 10s LBs 
sin activar, per0 despuks de la activacion 

Fig. 30: Anticuerpos antigeno- 
28 especificos. 



con el MHC de las DCs, 10s blastos de 10s LTs responden vigorosamente a 10s 
LBs y reciprocamente inducen a 10s LBs a que proliferen y produzcan 
anticuerpos antigeno-especificos (fig. 30) (3, 5). 

El TCR es un complejo de cuando menos ocho cadenas depolipkptidos; 
dos de estas (las cadenas a y p) forman un dimero enlazado con disulfuro que 
reconoce pkptidos antigknicos fijos a mol6culas de MHC y, por tanto, es la 

estmctura de fijacion de ligando dentro de complejo 

TCR receptor de la cklula T (fig. 31). Las cadenas a y p 
del TCR son similares en muchos aspectos a las 
inmuno-globulinas. Las regiones amino-terminales 

\a de las cadenas a y p son sumamente polimorficas, 
de manera que dentro de la poblacion total de 
c6lulas T hay un gran numero de diferentes dimeros 
TCR a / &  cada uno de 10s cuales cuenta con la 
propiedad de reconocer una combinacion particular 
de peptido antigenic0 y MHC. Los TCR en las 

I cklulas individuales contienen solo un tip0 simple de dimero a lp;  por tanto, 
10s LTs individuales responden unicamente a una combinacion especifica de 
antigeno y MHC ( I , .  

I El dimero alp se relaciona con un complejo de proteinas que se designa 
I como CD3. Las cadenas de CD3 no son polimorficas, y varian en tarnaiio de 

16 a 28 kDa. Participan en la transduccion de sefiales y, por tanto, permiten 
que el TCR convierta el reconocimiento de antigenoA4HC en sefiales 
bioquimicas intracelulares para la activacion. En comparacion con a y P de 
TCR, cuyas regiones intracelulares tienen una extension de varios 
arninoacidos, las cadenas CD3 pnseer! dominios citcp!8smlces grandes cjue 

van de 45 a 55 aminoacidos para el CD3 kpsilon, delta y gamma (E, 6 y y), a 
113 aminoacidos para CD3 dseta (I;) 

Para generar la diversidad de TCR requerida para reconocer un espectro 
amplio de determinantes antigenicos, 10s genes a y p de TCR usan una 
estrategia d e  combinacion por reordenamiento de DNA similar a la de 10s 
genes de Igs ( 1  ,. 

Para que 10s LTs respondan a un 
TCR 

antigeno, este debe ser transformado primer0 
en peptidos, 10s cuales a su vez se fijan a la 
hendidura de la parte superior de las mo lb  
culas MHC clase 1 o 11. El complejo resul- 
tante de peptido-molecula MHC forma el ,,,+ 

~ h .  32: Ligando para el TCR. 



ligando para el TCR (fig. 32). Es probable que 10s contactos, tanto con el 
peptido como con la molecula de MHC sean fundamentales para la fijaci6n 
del TCR ( I  ,, 

Ademas del procesamiento de antigenos peptidicos que son presentados 
por 10s productos de MHC, las APCs expresan un sinfin de seiiales 
secundarias que modulan la union a 10s LTs, interactuando con 10s TCR para 

coestimular la adhesi6n y seiializa- 
87 cion. Muchas de estas moleculas son 

glicoproteinas de membrana, como 
por ejemplo las moleculas de adhe- 
sion intercelular (ICAMs / CD50, 
CD54, CD102 ...), y el antigen0 fun- 
cional de leucocitos (LFAs / CD2, 

HCclaseII CD1 la, CD58) y B7s (CD80, 

CD40 
CD86). Todas estas propiedades (la 

Fig. 33: Molkculas coestimuladoras. expresibn del MHC, la secretion de 
IL-12 y la expresion de moleculas coestimuladoras) regulan la actividad 
inmunologica frente a situaciones de agresion (fig. 33) (3.5-6,. 

Cuando un LT encuentra a una APC, el resultado se determina en parte 
por la especificidad de su TCR, asi como por las seiiales coestimuladoras que 
recibe a traves de otros receptores. La activacion solo se origina cuando el 
TCR reconoce su combinaci6n antigeno-MHC especifica, y las seiiales 
transmitidas por el TCR solo son suficientes para ocasionar ciertos carnbios 
bioquimicos en el LT. No obstante, en 

( I)4SH (:I)ICR la respuesta de 10s LTs tambien influ- 
yen varias proteinas que no forman 
parte del TCR en su superficie, y que 
reconocen ligandos especificos en la 
APC. Estos son llamados receptores 'r(.H 

accesorios, y realizan dos funciones 
< . I ) (  

generales: aumentan la adhesion entre 
la celula 7 y la APC, y transducen se- 
iiales a traves de la membrana plasm& 
tica (fig. 34) 

Fig. 34: Receptores accesorios. 



El fenotipo superficial basico de membrana, identifica a las DCs como 
leucocitos.CD45+ que expresan grandes niveles de moleculas MHC clase I1 en 
ausencia de marcadores asociados a otras lineas leucociticas, incluyendo: 
CD3, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20 y CD56. Muchas de las moleculas 
utiles para fenotipicar la superficie y purificar subpoblaciones de DCs tienen 
hnciones desconocidas, aunque se puede fenotipicar poblaciones de DCs 
utilizando moleculas asociadas a funciones especificas. El fenotipo de las 
DCs que migran a traves de 10s tejidos para interactuar con LTs se refiere 
principalmente a la expresibn de moleculas de adhesion y receptores para 
quimiocinas entre otros (,) 

No esta bien determinado aun si la habilidad excepcional que tienen las 
DCs para activar a 10s LTs es resultado de la expresion de complejos 
moleculares en su membrana, o de la gran cantidad de moleculas involucradas 
en sus interacciones con 10s LTs. Los productos del MHC y 10s complejos 
proteicos clase I y 11, son mucho mas abundantes en las DCs (de 10 a 100 
veces mas) que en cualquier otro tipo de APCs, como 10s LBs y 10s 
monocitos. El reconocimiento de 10s complejos MHC-peptido en las DCs por 
10s TCRs antigeno-especificos constituye la interaction DCs-LTs. El 
acercamiento DCs-LTs es mediado por una gran cantidad de moleculas de 
adhesion, como las integrinas Dl y P2, y 10s miembros de la superfamilia de 
las inmunoglobulinas (CD2, CD50, CD54 y CD58) (3)  

Dentro de la gran variedad de mol6culas de adhesion que expresan las 
DCs se encuentran 10s ligandos para CDllaIICAMs (LFA-I), CD2 (LFA- 

2lLFA-3), CD58 (LFA-3), CD54 
(ICAh4-l), CD50 (ICAM-2), 

GroMb CD102 (ICAM-3), CD28lCTLA- 
4 (B~s) ,  etc; todas ellas se expre- 
san en DCs (ICAMs, LFAs y 
B ~ s ) ,  pero presentan una regula- 

LFA.1 ,CDZ cion diferencial. Por ejemplo, 
C D4, C D8 CD54 se expresa en baja canti- 

L F A 4  1C.Ahl-1 dad en DCs sanguineas y en 
CD28, B i  etc. Cmuth LCS, per0 aumenta rapidamente 

tras la activacion, lo cual facilita 
la union CDILT; CD50 en carn- 

Fig. 35: Mol6culas de adhesion. bio, se expresa en altas concen- 
traciones, pero esto varia muy poco con relacion a la activacion. CD102 se 

~ expresa en muy altas concentraciones en DCs y LCs, y posiblemente sea el 
ligando mas importante en la adhesion temprana de la DC con el LT 



hncionando como ligando para LFA-1. La adhesion directa entre la DC y el 
LT probablemente este mediada por LFA-3 e ICAM-3 en 10s LTs, y por LFA- 
1, LFA-3 e ICAM-3 en las DCs; dando como resultado cambios en el fenotipo 
y estimulando la expresion de moleculas coestimuladoras (fig. 35) (4,5,7). 

Es probable que la interaccion inicial entre una celula T y una APC sea 
independiente del TCR. La afinidad del TCR por su ligando (antigeno-MHC) 
parece ser baja, y puede no ser lo suficientemente herte como para 
proporcionar una fijacion estable a otra celula, en particular si hay un numero 
relativamente reducido de moMculas MHC que tengan el peptido especifico 
para el TCR. Por lo cual, la fijacion inicial parece depender de manera 
principal de otras mol6culas de el LT que fijan ligandos en la superficie de la 
APC. Un ejemplo de las mol6culas de adhesion es el CD2, que fija una 
molecula de superficie celular ampliamente expresada, la cual se designa 
como LFA-3 . La fijacion de CD2 a LFA-3, asi como la de otras moleculas de 
adhesion a sus ligandos, al inicio origina una adhesion relativamente 
inespecifica de la celula T a la APC, permitiendo que el LT "explore" la 
superficie ,de la APC para la combinacion apropiada de peptido antigenic0 y 
molecula de MHC. Si el TCR reconoce su antigen0 especifico, entonces 
ciertas sefiales mediadas por el mismo TCR conducen a cambios que 
estabilizan de manera adicional la interaccion entre el LT y la APC. Por 
ejemplo, estas seiiales conducen a un aumento en la expresion de CD2 y 
moditican la molecula de adhesion de superficie del LT, LFA-I, de manera 
que se increments la afinidad de LFA-I por su ligando en la APC (1.4,. 

Otros tipos de moleculas accesorias, incluyendo receptores de Fc, 
receptores de complemento (C') y receptores mitogenos, pueden contribuir a 
10s procesos de sefializaci6n que activan a las c6lulas T. Los receptores de 
factor del complemento (CR1-CR4) tienen propiedades inmunorreguladoras 

- - 

sobre 10s LBs y Ts. Los receptores de Ig (Fc) en 10s LBs permiten que estos 
perciban concentraciones locales de Ig, lo cual es una via de 
retroalimentacion que limita o estimula la produccion de anticuerpos; en 10s 
LTs ayuda a la seiializacion del TCR (,), 1'- < <,~l.,l,,. " ",.8".7,4 45. 

La expresion de CD4 y CD8 divide a 10s 
LTs maduros en dos subgrupos mutuamente 
excluyentes: 10s que reconocen antigenos en el .,./ >' ,K ,I.,WII 

context0 de MHC clase I1 (celulas C D ~ + )  y , , 
\ , : , ,~<~ , :c?  

aquellas que reconocen antigenos unidos a c I.l . ,~,.. lll.l~..l,l) 
* w : I,,, ,,.,,. 

moleculas MHC clase I (celulas CDS+). El , 
I( '< 

CD4 se fija directamente a mol6culas del MHC . . I:cra.g?lnr( 14ula I 

clase 11, probablemente en un sitio de estas 

, \ 

32 ) ,..,, '.,I....,..,,,,., ,. I l l .  

Fig. 36: Fijaci6n del CD4 a MHC 11. 



proteinas que se situa cerca de la membrana superficial y no participa de 
manera directa en la fijaci6n de pkptidos (fig. 36). Por otra parte, el CD8 se 
fija a moleculas del MHC clase I. Por lo tanto, es posible que CD4 y CD8 
interactuen con la misma mol6cula de MHC, como el TCR, durante la 
activaci6n del LTs. Hay pruebas considerables que apoyan esta teoria, asi 
como para sugerir que CD4 y CD8 e s t b  en proximidad cercana a1 TCR 
funcionando como correceptores. Esta aproximacion de TCR y CD41CD8 
tiene consecuencias importantes para la seiializacion, ya que 10s dominios 
citoplasmicos de CD4 y CD8 se relacionan de manera no covalente con la 
PTK (protein tirosin cinasa). 

Puesto que ninguno de 10s componentes conocido de TCR tiene 
actividad intrinseca de cinasa, es probable que el TCR se acople a la PTK 
citoplasmatica no receptora. Se han implicado tres PTK en la seiializacibn del 

TCR: p59fy", P561ck y ZAP70. La 
p59fy" se relaciona con dominios ci- 
toplasmfiticos de CD3; la p561ck se 
fija a 10s dominios citoplasmaticos 
CD4 o CD8, y puede acercarse a1 
TCR por medio de interacciones de 
CD4 o CD8 con el TCR; la ZAP70 
se relaciona con CD3 despuks de la 
estimulacion he1 TCR, la fosforila- 
ci6n de tirosina parece ser la seiial 
para la fijacion de ZAP70. La activa- 
ci6n de PTK mediada por TCR con- 
duce a la fosforilaci6n de tirosina de 
varias proteinas intracelulares; es 
probable que esta fosforilaci6n re- 
gule la actividad de ciertas enzimas 
claves y moleculas de seiializacion, 
permitiendo que asi, el TCR trans- 
duzca seiiales para la activacion del 

Otor rusbaDr 
Fig.37: PTK en la seiializaci6n del TCR. LT. Un sustrato ~onocido Para la 

PTK activada por TCR es la fosfoli- 
pasa C-gamma-1 (PLC-yl), enzima que, cuando esth activada, hidroliza a1 
difosfato de difosfatidilinositol (PIP3, que es una membrana fosfolipida. La 
fosforilacion de tirosina activa a la PLC-y1, y la subsecuente rotura de PIP2 
activa a dos mensajeros secundarios: diacilglicerol (DG) y 1,4, 5-trifosfato de 
inositol (IP3); el primero, activa a la proteincinasa C, y el liltimo se fija a un 



receptor intracelular en forma de canal, estimulando la liberacion de ~ a "  de 
las reservas internas al citoplasma. Los aumentos en el ~ a + +  intracelular y en 
la actividad de la proteincinasa C actuan sinkrgicamente y parecen ser 
mediadores importantes de multiples procesos subsecuentes en las respuestas 
del LT, incluyendo la production de IL-2 y el desencadenamiento de la 
actividad citolitica (fig. 37). Es por ello que el complejo TCR-CD4 (o TCR- 
CD8) es mucho mas eficiente para transducir sefiales para la activacion de 10s 
LTs que el TCR por si solo 

CD45 es una molkcula de superficie celular de gran tamaiio (180 a 220 
kDa) expresada por todos 10s leucocitos, incluyendo a 10s linfocitos. La 
transduccion de seiiales por el TCR requiere de la coexpresion de CD45, cuyo 
dominio citoplasmatico tiene actividad de tirosinfosfatasa. Las cdulas T que 
carecen de CD45 no pueden res- 
ponder al antigeno, aun cuando 
expresen valores normales de TCR 
(fig. 38). Parece ser que se requiere 
de CD45 para que se realice el 
acoplamiento funcional del TCR y 
su PTK. La fosforilacion de p56'ck en 
su extremo carboxi-terminal de 
tirosina (Tyr-505) disminuye su 
actividad de cinasa. Mediante la 
desfosforilacion de Tyr-505, la CD 
45 puede permitir que se active la 
PTK p561Ck durante el recono- Fig. 38: Moleculas accesorias y de 
cimiento del antigen0 (,, 4). coestimulacion. 

La activacion normal de 10s LTs requiere la accion tanto de las sefiales 
del TCR como de las generadas por moMculas accesorias (fig. 39); en 
ausencia de estas liltimas, la estimulacion del TCR induce un estado de 

anergia. La naturaleza de este coestimulo 
ISA. I w20 

l<.&\l. I [ 
ha sido objeto de interks considerable. 

n(~~45 ,  
\,,,--+'-- -K Parece ser que, cuando menos en ciertas 

m55{a> porcionar circunstancias, a travks el coestimulo de la molkcula puede superfi- pro- 
WllZ*\ lRl>dZ - ~ I ~ O / I ~ P  

cia1 de 10s LTs designada como CD28. 
Los ligandos para la CD28 son proteinas 

CVJL +r - clraIIMI3<: de la familia B7 (CD80lCD86) de molb 
I ~ B  nn*l=ulc 

11- 
culas de superficie celular que se encuen- 

Fig. 39: Moleculas accesorias. tran en cklulas B y otras APCs. Se han 



identificado cuando menos tres proteinas B7 que comparten aproximadarnente 
el 25% de identidad en secuencia; no se han determinado las hnciones 
individuales que desempeiian en la coestimulacion. La idea es que las sefiales 
que se originan como resultado de la interaccion CD28lB7, proporcionan el 

. coestimulo necesario que permite que la sefializacion mediada por TCR 
ocasione activacion mas que anergia. Si se bloquea B7, se pueden presentar 
ciertos tipos de respuestas inmunes de 10s LTs en ausencia de CD28, por lo 
cual se Cree que es posible que coexistan vias alternas de coestimulaci6n (1.4). 

Los LTs pueden ser activados por las DCs y la seiializacion de CD40 y 
su ligando CD40-L, incrementando la expresion de CD80JCD86 y la 
liberacion de citocinas (IL-1, TNF, IL-12) y quimiocinas (fig 40). El aumento 
de CD40 en las DCs da como resultado la disminuci6n en la expresibn del 
ligando de 0x40,  lo cual brinda la sefial para que 10s LTs "virgenes" 
expresen IL-4 y disminuyan el receptor para la quimiocina CXCR-5, cuyo 
ligando dirige a 10s LBs hacia el interior de 10s foliculos. De acuerdo con es- 
to, la expresion de 0x40-L trans- Fig. 40: Moleculas de adhesion intercelular. 

muta a las DCs, permitiendo la acu- 
mulacion de LTh C D ~ +  en 10s foli- 
culos B. Las DCs maduras tambien 
expresan el ligando de 4-IBB, el cual 
complernenta la funcion del 0x40-  
L; el 4-IBB es un coestimulador que 
es expresado principalmente por 
LTs, tanto LTh como LTc activados; 
las sefiales coestimuladoras de 4- , 
!BE inducen la proliferacion de 10s 
LTc y la' producci6n de IFNy (interferon), arnplificando ias respuesias 
citotoxicas de 10s LTs in vivo. Las mol6culas de 0x40-L y 4-IBB son 
expresadas simultinea y casi exclusivamente por las DCs que se establecen 
cerca de 10s LTs (3, 4, 7,. 

I La molecula RANK, que es un miembro de la familia del TNF-R 
(receptor del Factor de Necrosis Tumoral) y su ligando (RANKLJTRANCE) 
son expresados por 10s LTs activados, y estimulan la secrecion de citocinas, 
como IL-1, IL-6 e IL-12 por las DCs. Esto incrementa la sobrevivencia de las 
DCs, por inhibicion de la apoptosis, y aumenta la respuesta y proliferacion de 
10s LTs. Ademas modulan el fenotipo y la funcion de las DCs; las LCs 
presentan receptores para IL-I, y tanto la IL-la como la IL-1P inducen la 
expresion de CD40 (cuya hncion coestimuladora ya se describio) 



En resumen, la union entre DCs y LTs ocurre gracias a multiples 
procesos que se inician en la circulation linfiltica aferente, y es necesano que 
la DC cuente con un citoesqueleto intacto y active a la protein-cinasa C para 
iniciar las interacciones de adhesion. La secuencia de pasos que sigue la 
interaccion DC-LT es la siguiente: a1 principio, actuan ciertas moleculas de 
adhesion; ICAM-3, que se expresa notoriamente en las DCs, interactua con 
LFA- 1 en LTs iniciando el proceso de union (aqui ICAM-2, que tambien esta 
presente en las DCs parece no jugar un papel importante); mils tarde, LFA-3 
en DCs incrementa el acercamiento de 10s LTs uniendose a su ligando, el 
CD2, mientras que LFA-1, tambien en DCs, participa en reacciones 
reciprocas; CD43 parece ser el mayor contribuyente a que cambie la 
superficie celular, facilitando el contact0 entre la membrana de las DCs y 10s 
LTs. Es entonces que empiezan a actuar las mol6culas coestimuladoras 
transmitiendo las seiiales adicionales requeridas para la activacion de 10s LTs; 
B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86) se unen a diferentes sitios de la mol6cula CD28 
presente en 10s LTs, &to libera a la ciclosporina A independiente con seiial 
coestimuladora; hay un segundo ligando alternativo para 10s B7s, el CTLA-4, 
este ligando se expresa en 10s LTs activados y provee una seiial negativa; la 
union a B7-1 activa la diferenciacion de LThl, mientras que B7-2 a LTh2; 
B7-1 es estimulado eficientemente por GM-CSF, y B7-2 por IFN-y, mientras 
que la IL-4 induce la producci6n y expresion de arnbos y la IL-10 la inhibe. 
CD40 es un receptor de la familia del TNF y CD40L es su ligando en 10s LTs; 
s u  union provee una seiial coestimuladora de gran importancia para 10s LBs 
ademas de estimular la expresion de B7. OX40 y OX40L son muy semejantes 
en cuanto a funcion a1 CD40 y CD40L, solo que su seiial activa a LTc en 
lugar de LBs. 4-IBB y 4-IBBL coestimulan a CD3. CD6 y su ligando, el 
ALCAM, estimulan la adhesion en leucocitos activados. SLAM y su ligando 
se expresan en CDs y LTs respectivamente, y puede que tengan hncion en la 
proliferacion de LTs y la produccion de citocinas. Es so10 entonces que el 
antigen0 es reconocido y el TCR comienza la seiializacion para transduccion; 

. mientras que 10s LTs y las DCs ya tienen la seiializacion para producir y 
liberar citocinas y quimiocinas con funciones especificas. Como las citocinas 
IL-1 (alp), TNF-a, GM-CSF, IL-3, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IFN 
(aly), etc. Y como las quimiocinas MIP-1 (alp), RANTES, MCP-I, etc. 
Tambien se ha observado la expresion de receptores para varias de estas 
citocinas y quimiocinas. En otras palabras, gran cantidad de parejas 
moleculares funcionan en cascada optimizando la interaccion entre APC y 
LT. Asi, la comunicacion molecular cumple dos objetivos: por un lado activa 
la proliferacion, el crecimiento y la produccion de linfocinas y citolicinas por 
parte de 10s LTs, y por otro lado, mantiene la seiializacion de las DCs (3.4.5.10). 



Origen de las Cklulas Dendriticas 
(~~Mie lo ide  o Linfoide??) 

Antes se desconocia el origen de las DCs. Aunque sus precursores no 
habian sido bien identificados aun, se creia que estaban presentes en medula 

osea y bazo. Otras DCs no fagociticas de for- 
ma irregular se identificaron in situ, estas in- 
cluian DCs foliculares de organos linfoides, 

i 
4; 

LCs epidemicas, y celulas epiteliales de timo 

r (fig. 41). Estas celulas no habian sido aisladas 
ni estudiadas a fondo, pero se creia que posi- 
blemente pertenecieran a un linaje celular dis- 

Fig. 41: Forma ir&tar DCs. 
tinto (IS), . , 

Los progenitores de las DCs estin 
presentes (ademas de otros sitios) en la medula 6sea. Un pequeiio grupo de 
progenitores hematopoyeticos CD34' dan origen a todas las celulas sangui- 
neas y a las DCs (fig. 42). La progenie 
de DCs suele colonizar a todos 10s 
tejdos como DCs inmaduras sin divi- 
dirse. Gran variedad de citocinas r 

contribuyen a su crecimiento y dife- 
renciacion. Las celulas que expresan 
el marcador CD34 cuentan con pro- 
genitores para dos poblaciones dife- 
rentes de DCs: las LCs epidemicas y 
las DCs dermicas o intersticiales. Una 
diferencia funcional es que d l o  las -, 

DCs intersticiales estimulan directa- 
mente a 10s LBs "virgenes" para pro- a 
ducir anticuerpos; 10s progenitores de 
las LCs expresan al antigen0 linfociti- , 
co cutineo (CLA: un ligando para E- 
selectina y una molecula mensajera en . @  , . 
piel) carecen de ~ ~ 1 . 4  (un marcador Fig.42: Cdulas sanguineas hematopoyeticas. 

muy abundante en monocitos), ademas de lo cual, son incapaces de formar 
Ma. En contraste, 10s progenitores de las DCs dermicas carecen de CLA, dan 
origen a celulas C ~ 1 4 +  parecidas a monocitos y pueden fomar algunos M@ 



en respuesta a M-CSF, o pueden generar DCs en respuesta a GM-CSF y TNF- 
a. La mayoria de las c6lulas precursoras, son probablemente las mismas que 
originan a 10s fagocitos mononucleares (6,s. 

Muchos estudios describen la existencia de precursores comunes para 
celulas fagociticas y DCs mieloides (fig. 43). Se Cree que hay tres vias 
distintas para el desarrollo de celulas mieloides que dan origen a granulocitos, 
monocitosM0 y DCs a partir de un progenitor MHC clase I1 negativo en 
mkdula osea. Existen precursores CD34' en medula osea con una doble 
diferenciacion potential; bajo la influencia de GM-CSF, IL-3 y TNFa, 
colonias mixtas de DCs que expresan CDla, se pueden desarrollar como LCs 
y monocitosM0. Tarnbien se han identificado dos vias independientes para 
el desarrollo de DCs a partir de progenitores CD34- bajo la influencia de GM- 
CSF y TNFa. Los progenitores expresan CLA, adquiriendo la expresion de 
CDla, proliferando y diferenciandose en DCs que exponen caracteristicas de 
LCs (I I ) .  

Fig. 43: Precursores comunes para celulas fagociticas y DCs mieloides. 
Ahora es bien aceptada la teoria de que 10s monocitos que se encuentran 

en sangre periferica se pueden diferenciar en M 0  o en DCs; quedando como 
sus precursores inmediatos (fig. 44). La asociacion de GM-CSF y la IL-4 
inducen la diferenciacion de 10s monocitos (sin proliferacion), a DCs en un 
lapso no mayor a 5 dias. Las DCs que se derivan de esta diferenciacion, 



muestran caracteristicas morfol6gicas y fisiologicas de DCs inmaduras, como 
una alta capacidad fagocitica y endocitica, poca capacidad estimulatoria, y la 
capacidad de migrar a organos linfoides bajo un estimulo antigenic0 
apropiado ( I  I). 

Fig. 44: Monocitos de sangre perifkrica se diferencian en M 0  o DCs. 

El mejor argument0 de que existe un linaje linfoide en DCs se basa en 
estudios de reconstitucion hematopoyetica en ratones, per0 son pocos 10s 
datos con 10s que se cuenta como para aseverarlo contundentemente ( I  I , .  

Hay autores que sugieren que la relacion entre las LCs y las celulas 
P . 1  mieloides y iinrolucs aiin es'a s~jjeta s controversias: va - que - no hay ninguna 

demostracion clara.disponible. Aunque 10s monocitos ya han sido propuestos 
como 10s precursores inmediatos de las LCs, el origen mieloide o linfoide de 
este progenitor temprano de CDla no esth determinado a h  ( I I ) .  

Cblulas Dendriticas Epidbrmicas: Cklulas de Langerhans 

En 1868, un estudiante de medicina, Paul . . 
.A 

Langerhans, conducido por su interes en la -. .' , ~; .'. * 
i 

, 
anatomia de 10s nervios cuthneos, descubri6 i . -. ? . *. -- %q .J  P-" 

una poblacion de DCs en la region -'-- \‘. 2c- . - L r- ' .? 

;? '.. suprabasal de la epidermis por impregnacion . . 
con sales de oro en pie1 humana (fig 45). - - I .. 

Fig. 45: Celulas de Lang&rhans. 



Estas celulas son ahora llamadas Cklulas de Langerhans (LCs) (2,4,8) .  

Ya que las sales de oro tienen gran afinidad por 10s tejidos nerviosos, 
Langerhans consider6 a estas celulas como parte del sistema nervioso. Esta 
teoria h e  mantenida por otros investigadores hasta 10s afios 60's. Durante la 
decada de 10s 50's y 10s 60's, otra hipotesis postulo que habia una relacion 
entre las LCS y 10s melanocitos. De acuerdo con esta teoria, las LCs eran 
consideradas como melanocitos dishncionales, como hijas de melanocitos en 
division o como melanocitos en estado inactivo de desarrollo. Luego, 10s 
estudios de microscopia electronica de Birbeck y colaboradores, revelaron 

. que las LCs contenian unos organelos citoplbmicos unicos (Granulos de 
Birbeck [BG]). Estos autores apoyaron la teoria de que las LCs se derivaban 
de 10s melanocitos. Este postulado de relacion ontogenetica entre las LCs y 
10s melanocitos y la idea de que las LCs eran parte del sistema nervioso h e  
desacreditado por 10s experimentos de Breathnach y colaboradores. Estos 

autores transplantaron brotes de tejido 
embrionario de raton de 10 dias que 
habian sido desprovistos de 10s com- 
ponentes de la cresta neural a1 bazo de 
animales histocompatibles donde se 
continuo su crecimiento y diferencia- 
cicin, demostrando la prescncia de LCs 
en ausencia de la cresta neural (fig. 46) 

Fig. 46: Celulas de Langerhans en 
epidermis. Desde que las LCs se describie- 

ron por primera vez, se han hecho grandes avances en las tkcnicas 
inmunologicas para caracterizarlas, se han confirmado como M a  epidkrmicos 
especiales; per0 muy poco es lo que se sabe sobre la condicion de las LCs, 
aun sobre su numero y forma (16). 

Las LCs se encuentran regular- Sally,Ic 

mente en la epidermis y en el tejido co- 'Vejidcm (Pict) 6'- nectivo subepid6rmico de la pie1 ya dife- ,,,,,,,,,,,,,, @ 
renciada.  as LCs son una poblacion W 2'" movil de DCs inmaduras de relativa- 
mente baja produccion. Su residencia Oq;)r~us Linloide5 

ScvunJ~~~.ios 

epidermica es solo un paso en su ciclo 
de vida. Estas se originan de precursores @> 
en la medula osea saliendo a la circula- x h * s r l ~ r d s  

t,'"," W,rnd<A*.  #& $ 
cion por sangre periferica y poblando la 

Fig. 47: Ciclo & vida, migration y piel. Bajo un estimulo activador maduracion de DCs. 



apropiado, (como un cambio antigenico), pueden dejar su compartimento 
cutheo y migrar a 10s 6rganos linfoides secundarios madurando e iniciando 
la respuesta de 10s LTs (fig. 47). Con estas funciones, estas celulas inician 
sucesos que resultan finalmente en su propia muerte programada (apoptosis) 
. .  , 

Hay evidencia de que la perturbation del microambiente cutineo 
provoca cambios fenotipicos y funcionales en las poblaciones de LCs que son 

FACI'OKE! F'ROPlEllADFS 
similares a 10s observados en 

INUUCIOKES cultivos celulares epidermicos. 
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Unas horas despues de un esti- 
mulo antigenico, las LCs co- 
mienzan a alargarse y a exhibir 
grandes cantidades de molecu- 
las de superficie del tipo MHC 
clase 11. Subsecuentemente, se 
da una marcada reduccion en el 
nlimero de LCs epidermicas. La 
hnci6n aparente de las LCs in- 
volucra dos componentes: la 
toma y procesamiento de anti- 
genos por las LCs cutheas in- 
maduras; y, en 10s organos lin- 
foides regionales, la presenta- 
cion de antigenos por las LCs 
maduras derivadas de piel (fig. 

6 v 
Fig. 48: Cambios Fei~aiipicos y f.mciona!es en las 48) (2). 

poblaciones de LCs. Las LCs epidermicas, que 
constituyen el sistema inrnune de la piel, tienen un espectro de diferentes 
hnciones con implicaciones que se extienden mucho mas alla de la piel 
misma. Estas celulas tienen el potencial de capturar alergenos y agentes 
infecciosos, estimular vigorosas respuestas inmunes y mostrar propiedades 

. migratorias que las equipan como la imica posibilidad de comunicacion entre 
la piel y 10s ganglios linfaticos. Se considera a las LCs con un rol 
determinante en enfermedades infecciosas, alergias, enfermedades 
autoinmunes, reacciones inflamatorias cronicas, el rechazo a tumores y a 
transplantes, y en 10s efectos causados por radiation ultravioleta (12),  

Las DCs cutfineas, las cuales incluyen a las LCs de la epidermis, asi 
como su contraparte en dermis y la linfa cuthea, proveen un area sumamente 
rica para la investigation en dermatologia e inmunologia (12). 



Las DCs cutaneas no son solamente APCs, sino que cuentan 
literalmente, con multiples funciones accesorias para estimular a 10s LTs. Las 
DCs cutaneas, forman la barrera periferica del sistema de las DCs y han sido 
utilizadas para el estudio de muchisimas caracteristicas comunes de las DCs 

(12). 
El trabajo de aAos recientes ha establecido que las LCs son un modelo 

excelente para el estudio de la historia de vida de las DCs. Las DCs 
inmaduras, como las LCs in situ, capturan y procesan antigenos en la 
periferia. Es asi como estas cklulas suspenden el procesamiento y, maduran 
formando celulas inmunoestimuladoras muy potentes. A partir de ahi, migran 
a organos linfoides donde el inmunogeno tiene la oportunidad maxima de 
encontrar LTs "virgenes" (12). 

ARMADILLO DE NUEVE BANDAS 
(Dasypus novemcinctus Linn.) 

El armadillo de nueve bandas 
Subclase Eutheria, Superorden Edentata 
ypodidae (fig. 49). En su clasifica- 
cion original dentrc de 10s manife- 
ros, Linnaeus no reconocio a1 Orden 
Xenarthra' dentro de ninguna otra 
clasificacion, pero en 1780 Storr 
agrupo a 10s armadillos, 10s perezo- 
sos y 10s osos honnigueros dentro 
del Orden Mutici, kste despuks h e  
llamado como se le conoce actual- 
mente. El Orden Xenarthra incluye 

es un marnifero perteneciente a la 
I, Orden Xenarthra y a la Familia Das- 

3 1 especies vivas y cuenta con ocho 
[ ~ ~ ~ ~ i l F a m i l i a s  ya extintas. La mayoria de estas familias (corno Glyptodontidae 
[armadillos tortuga - ya extintos] y Dasypodidae) se originaron en la epoca 
del Eoceno, hace cerca de 54 millones de afios. Los armadillos han cambiado 
muy poco desde su aparicion. La Familia Dasypodidae comprende a 10s 
armadillos, y esta compuesta por seis Subfamilias; el armadillo de nueve 
bandas es miembro de la Subfamilia Dasypodinae, Genero Dasypus, que se 
subdivide en varias especies, pero solo tres de ellas desarrollan la lepra 
humana: novemcinctus, hybridus y sabanicola, llamados comunmente 
armadillos de nueve, ocho y siete bandas respectivamente (17, 18). 



Caracteristicas Fisiolbgicas y Morfol6gicas 

En general, la caracteristica 
morfologica mas llarnativa del ar- 
madillo de nueve bandas es la pre- 
sencia del caparazon, este se divi- 
de en tres secciones (fig. 50): la 
primera, llarnada coraza escapular 
cubre la cabeza y esta separada del 
cuerpo por una banda de piel; la 

segunda cubre la parte dorsal del torax, desde la zona de la cadera alta y la 
pelvis extendiendose hasta la base de la cola, la cual consta de nueve bandas 
moviles conectadas entre si por bandas de piel (el numero de las bandas, en 
este caso nueve, son caracteristicas de cada especie) cada banda se compone 
de 50 a 75 escudos que visualmente se asemejan a las escamas de 10s peces; 
las anomalias que aparecen con frecuencia en el caparazon y el patron de las 
bandas se Cree que son hereditarias. La tercera seccion cubre la parte posterior 
de cuerpo o cola, esta es larga y esta cubierta de 
bandas conectadas y sobrepuestas de tamaiio 
decreciente. Hay una banda de piel entre la ultima 
seccion del caparazon y la cola. El caparazon esta 
formado por pequeiias escamas o escudos dermicos 
modificados, 10s cuales son muy fuertes, y le 
proveen proteccion contra las uiias y ios dieiltes de 

10s depredadores (fig 5 1) (17,181. 

Este product0 singular de 
la naturaleza tiene una cabeza pequeiia, bastante 
alargada, y su cuello puede ser retraido hasta casi meter 
toda la cabeza en el caparazon. La cubierta de la cabeza 
puede compararse con una armadura, mientras que el 
resto del cuerpo, formado por partes ensambladas, forma 
una coraza de piel casi impenetrable. Su color se 
confunde con las rocas en su ambiente natural (fig. 52) 

Fig. 52: Cabeza (1 9). 

amladillo. 



Pie1 y epidermis 

Regularmente se ha considerado la piel como la puerta de entrada mas 
probable de M. leprae. Las vias respiratorias superiores tarnbien son una 
puerta de entrada probable (20), 

La piel de 10s armadillos tiene un pequeiio numero de foliculos pilosos; 
estos varian de grosor en las diferentes partes del 
cuerpo: en el abdomen son gruesos y rigidos mientras 
que en la cara interna de 10s muslos son delgados y 
suaves (fig. 53). La piel que cubre las bandas 
alrededor del cuello y al inicio de la cola, asi como la 
que se encuentra justo a la orilla del caparazon en la 

Fig. 53: Foliculos pilosos. parte central del animal, es suave y delgada. Estas - 

&reas son, en general, de la misma estructura histologica, aunque hay algunas 
diferencias microscopicas, como son el numero de foliculos pilosos, el 
espesor del estrato corneo y del tejido subcutilneo (17), 

La estructura general de la epidermis del armadillo es similar a la de la 
piel humana; es delgada y varia de 5 a 7 capas celulares; esta compuesta de la 
membrana epidermica; de una capa basal de celulas cubicas o cilindricas, so- 

bre las cuales se encuentra 
el estrato espinoso (capa 
escamosa), consistente de 
dos o tres capas de celulas 
a manera de puas; del es- 
trato granuloso que esta 
compuesto por celulas 
"huso" - algunas de las 
cuales tienen una forma 
extremadamente elongada - 
distribuidas de manera pa- 
ralela a la superficie de la 
piel y con abundantes gri- 
nulos basofilos; el estrato 
lucidum, que no es visible 
pero ya ha sido identifica- 
do, y por ultimo el estrato 
corneo, que es grueso, so- 

' . . ,  ..::- 
Fig. 54: Estructura general de la epidermis por capas. 
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bre todo en algunas fireas (como el abdomen), donde es tan grueso como todas 
las demas capas juntas. El pigmento melanina es escaso y se encuentra en la 
capa basal y en el estrato espinoso (fig. 54). El espesor de la epidermis en 10s 
armadillos es de aproximadamente 20 F, exceptuando el estrato corneo, que 
mide aproximadamente 100 p en malla abierta. La superficie del estrato 
granuloso es ondulada (,,, 2 , ,  22). 

La dermis esta compuesta de numerosos bultos de colagena que forman 
una rnasa'c~m~acta, dentro de la cual se encuentran fibroblastos, algunos 
mastocitos y delgados vasos linfaticos y sanguineos. Los foliculos pilosos en 
general escasean, per0 son mas abundantes en la zona del abdomen y en la 
region cervical (17). 

La hipodermis esth compuesta por tejido conectivo suelto que contiene 
vasos venosos, terminales nerviosas, y algunas fibras elasticas que se 
encuentran principalmente en la dermis, pero son observadas en menor grado 
en la hipodermis, &as se disponen con variable espesor y en diferentes 
direcciones 

La piel del armadillo muestra ciertas particularidades enzimaticas: en la 
epidermis, las DCs resultan dopa-negativas, pero son fuertemente positivas 
para ciertas enzimas, como la fosfatasa alcalina y el acetato alfa-nafiil 
esterasa; estas celulas se observan de gran tamaiio y se tiiien con la fosfatasa 
alcalina y con el acetato alfa-naftil esterasa, lo cual se ve claramente en las 
dendritas que se extienden fuera y a traves de las capas de la epidermis. Estas 
celulas se encuentran en todas las capas de la epidermis, en la union 
dermoepidermica, y aun en la parte alta de la dermis. La habilidad de estas 
celulas de.sintetizar el complejo enzimatico de tirosinasa en el armadillo es 
controvertida (23). 

Armadillo y Lepra (Antecedentes Histbricos) 

La lepra existe en Mexico 
desde el siglo XVI, cuando fue 
introducida por 10s conquistado- 
res espaiiojes debido al comercio 
de esclavos, y posteriormente a 
las actividades comerciales con 
10s pueblos del oriente de Asia, 
sobre todo con las Filipinas (fig. 
55). Aunque la endemia del pais 
se considera poco intensa en 

Fig. 55: Introduction de la lepra por 10s 
45 conquistadores espaiioles. 



relacion con el panorama mundial, sigue siendo un problema de salud 
publica; su distribution geografica es irregular. Sin embargo, hay una region 
que se identifica claramente como leprogena, ubicada en la costa del Oceano 
Pacifico, donde en 10 estados con continuidad geografica habitan el 78% de 

10s enfermos. La Organizacion Mundial de la Salud - estima que hay m b  de 10 millones de pacientes con 
lepra en el mundo (20, 24). 

La lepra es una de las enfermedades mas 
antiguas, y desde siempre motivo grandes 
preocupaciones en la sociedad, ya que se le 
relacionaba con el contagio, lo cual significaba un 
serio problema de salud publica; tambien se 
relacionaba con un castigo divino o con una 
maldicion, provocando el rechazo y la segregation 
de 10s enfermos (fig. 56) (20,. 

Fig. 56: La lepra. castigo divino. A principios del siglo XIX se inicia la 
blisqueda 'de las causas reales del padecimiento. El desarrollo de la 
microscopia y la histopatologia favoreci6 
enormemente la observacion y el analisis de 10s 
cambios estructurales a nivel celular asociados con 
esta enfermedad. Al mejorar 10s mktodos dc tincion, en 
1873 Gerhard Henrik Armaeur Hansen (fig. 57), 
mkdico noruego, obsewo cortes de lesiones de 
pacientes con lepra y propuso la teoria de que 10s 
bacilos encontrados por 61 eran 10s responsables del 
padecimiento, relacionando por primera vez a las 
bacterias con esta enfermedad; es por ello que se le 

considera el descubridor 
% ,  A*  .- 6 del agente causal de la .. lepra. Mas tarde, en 1879, Albert Neisser aplica 

e * )  *. ,C' -I 
-;t c r  nuevos mktodos de tincion e inicia una detallada 

- - k  4 i * t r obsewacion de cortes de tejidos de pacientes con 
. -* - #' lepra, encontrando la presencia de abundantes ,.. 4.' R" i"e 

"s * + bacilos en piel, higado, bazo, ganglios linfaticos, 
I', . Y ,  - .,.. . cornea, testiculos, ovarios y newios afectados 

Fig. 58: Leproma. (fig. 58) (20 ,  



La lepra es una enfermedad cronica granulomatosa que afecta 
principalmente a 10s nervios y a la piel en humanos (fig 59). La enfermedad 
exhibe un espectro con alta inmunidad en la forma tuberculoide y baja 
inmunidad en la forma lepromatosa, resultando dos tipos polares. Muchos 

estudios han indicado que tanto in vivo como 
in vitro la respuesta inmune celular se 
deprime en la lepra lepromatosa. 15 Asi, la 
lepra se manifiesta en formas variadas que 
solo pueden ser atribuidas a las 
caracteristicas del paciente y no a las del 
agente causal, ya que no hay evidencia de ' que distintas cepas de M leprae tengan dife- 
rente virulencia. La susceptibilidad de un 
individuo para desarrollar la lepra y presen- 
tar alguna forma particular de ksta enferme- 
dad depende de multiples factores, de 10s 

I : 8 ~ ~ f ~ ~ ' , : l . ~ ~  1 J cuales 10s geneticos y 10s inmunologicos pa- 
Fig. 59: Leprosario en Somalia. recen ser 10s m h  importantes (20). 

El Agente Causal (Mycobacteruim leprae) 

El agente causal de la lepra h e  llamado . 
originalmente Bacillus leprae por Hansen en & * 
1879, y 'hasta 1896 Lehmann y Neumann P 

proponen denominarlo Mycobacteriurn leprae 
por su morfologia y afinidades tiilloiiales; 
siendo este el nombre con el que se le conoce Fig. 60: Mycobacterium 
actualmente (fig. 60) (20), leprae. 

El hecho de que M. leprae no haya podido ser cultivado en el 
laboratorio ha limitado mucho su estudio; sin embargo, con el tiempo se le ha 
podido considerar como una micobacteria por ser un bacilo acido-alcohol 
resistente, asociado a la formacion de granulomas (20). 

Cuando el bacilo de Hansen (M. leprae) 
/L- se tiiie por la tkcnica de Ziehl-Neelsen se 

I -.'. * 
I : 9 7  visualiza ligeramente como curvo un que germen mide de aproximadamente forma bacilar 
~, de 4 a 7 pm de largo por 0.3 a 0.4 pm de ancho 

Fig. 61 : Tamafio y forma del M. (fig. 6 1 ) (20). 

leprae. 



A p&ir de su descubrimiento, se ha tratado de cultivar al M. leprae in 
vitro. Los intentos de numerosos investigadores modificando las condiciones 
y tkcnicas de cultivo heron fallidos, 10s resultados que se supusieron acerta- 
dos heron de bacterias que esta- 

. ban secundariamente asociadas a 
las lesiones, pero en ninguno de 
10s casos se trat6 de M leprae 
(fig. 62). Asi, se lleg6 a la con- 
clusion de, que M. leprae es de 
vida intracelular, por lo que se 
intento hacerlos crecer en culti- 
vos de tejidos, pero 10s bacilos 
crecian limitadamente y por muy 

~ - 

poco tiempo (20). Fig. 62: Bacteria cultivadas asociadas 
secudriamente a lesiones de lepra. 

El Armadillo como Modelo Experimental 

Simultaneamente a 10s intentos de cultivar M. leprae en el laboratorio, 
se empezo a inocular la micobacteria obtenida de nbdulos leprosos humanos 

en diferentes animales con la finalidad de obtener 
un buen modelo experimental, (no solo para 
conocer la morfologia y la fisiologia del bacilo, 
sino tambien para utilizarlo en la obtencion de 
antigenos, el desarrollo de metodos de 
diagnostico, la busqueda de drogas anti-leprosas, 
el desarrollo de vacunas, ademis de contar con un 

Fig. 63: Micobacteria. buen abasto del agente causal), para ello se 
utilizaron diferentes vias de inoculacion: intramuscular, intracraneal, 
intravenosa, subcutanea, en el ojo, en el cojinete plantar, haciendo implantes 
de tejidos, etc.; todo ello sin lograr el principal objetivo, que era tener un 
modelo experimental en donde hubiera una diseminacion bacilar y asi poder 
reproducir la enfermedad (fig. 63) (20,. 

La larga busqueda de un modelo animal para el estudio de la lepra ha 
involucrado a mas de 30 especies animales, y casi tantos protocolos como 
investigadores para ello (25,. 



Se hizo en gran cantidad de animales distintos y con diferentes 
metodologias. En 1960 Shepard realizo el primer conteo sistematico de 
bacilos de M. leprae de un inoculo experimental en animales. Mas tarde, en 

1968. la Dra. Storrs inicia las inves- 

Fig. 64: Armadillo de nueve bandas. 

tigaciones en el armadillo tratando 
de reproducir la lepra humana por 
inoculacion de bacilos de Hansen. 
Pero la solucion para contar con un 
buen abasto de bacilos y tener un 
buen modelo animal para el estudio 
de la lepra, fue lograda en 197 1 por 
Kirchheimer y Storrs, al multiplicar 
M. leprae en armadillos de nueve 
bandas (D. novemcinctus), estos in- 

vestigadores inocularon suspensiones de M. leprae y despuks de 17 a 24 
meses 10s animales desarrollaron una infeccion generalizada con las 
caracteristicas clinicas, histologicas y bacteriologicas de la lepra lepromatosa 
llumana (fig. 64) (20.22) 

Las ' bacterias aisladas de le- rlC, UJy 
siones de lepra lepromatosa en ar- 
madillo fueron estudiadas en compa- b! ration con el M. leprae humano y se 
demostro que son identicos entre si. . 
Asi, la identificacion del M. leprae 
en el armadillo de nueve bandas al- 
gunos rneses despuks de su infeccion 
experimental ha sido satisfactoria- 
mente confirmada (fig. 65). La le- 
promina derivada del armadillo 
(lepromina-A) produjo el mismo pa- 
tron de respuesta que la lepromina Fig. 65: Bacteriasaisladas de armadillo. 

derivada de humanos (lepromina-H), esto puede posibilitar la distribucibn 
mundial de un antigen0 estandarizado para pruebas cutaneas. Todos estos 
hallazgos son de gran importancia, ya que permiten tener suficiente cantidad 
de bacilos para purificar sus antigenos y utilizarlos en la preparacion de 
lepromina; metodos de diagnostico, produccion de vacunas y drogas anti- 
leprosas (20.23.24. 26.27) 



Fig 

Estos y otros factores, segun se habia 
mencionado con anterioridad, hacen al 
armadillo de nueve bandas el mejor modelo 
experimental (y posiblemente el definitive) 
para las investigaciones epidemiologicas, 
inmunol6gicas y bioquimicas en las infecciones 
par lepra (23). 

Posteriormente, en 1975, Storrs y 
colaboradores consiguieron transmitir la lepra 
al armadillo de siete bandas; y en 1978, Convit 
y colaboradores describieron la infection en el 

, 66: Armadillo de siete bandas. armadillo de ocho bandas (fig. 66) (25,. 

Es obvio que historicamente se ha dado mucha importancia a1 hecho de 
encontrar un modelo animal experimental para el estudio de la lepra. Mas de 
ciento cuarenta a5os ha tomado el infectar a tres especies de armadillos, 
ratones gangliectomizados, ratas, y ardillas listadas coreanas; tambien han 
sido infectados cuatro primates (gibon, macaco de la India, gorila africano, y 
chimpance), pero son necesarios mas estudios para establecer a ciencia cierta 
su utilidad ( ? 5 )  

Factores optimos para la Infeccibn con 
Mycobacterium leprae 

La eleccion del armadillo de nueve bandas (D. novemcinctus) como un 
posible modelo experimental para el estudio de la lepra esti basada en 10s 
siguientes factores: 
1) Los armadillos tienen una temperatura (rectal) que varia entre 10s 30 y 10s 

36" C y la temperatura corporal o de sus tejidos cambia de acuerdo con la 
temperatura del medio arnbiente, lo cual es ventajoso, ya que para el 
estudio de la lepra in vivo, se requieren temperaturas corporales 
relativamente bajas, por que el M. leprae se multiplica mejor en las 
regiones mas frias del cuerpo humano (18,28). 

2) El armadillo es potencialmente unico como modelo de estudio para la lepra 
porque se reproduce regularmente en cuadruplos monocigoticos, haciendo 
posible la replicacion de un experiment0 con animales genkticamente 
identicos. Esto resulta particularmente relevante en la investigacion de la 
lepra, ya que 10s factores geneticos constituyen uno de 10s mecanismos 
principales de resistencia contra la lepra en 10s seres humanos, a1 igual que 
en el resto de 10s animales (zs). 



3) Los armadillos tienen una vida media relativamente larga. La longevidad 
del armadillo no esta bien establecida, per0 alcanzan la talla maxima y la 
madurez sexual en su segundo afio de edad, y resulta ventajosa para el 
estudio de aquellas enfermedades de desarrollo lento. Su larga gestacion 
sugiere que pueden vivir entre 12 y 15 aAos en ausencia de enfermedades y 
accidentes (17, 18.28). 

4) La debilidad de su respuesta inrnune 10s hace propensos a contraer una 
gran cantidad de enfermedades y procesos infecciosos. Ademas de la 
susceptibilidad a la lepra, el armadillo es susceptible a otras muchas 
enfermedades humanas, por lo cual el potencial de este animal para el 
estudio de la transmision y la quimioterapia de las enfermedades humanas 
es de gran significado (17, 18). 

El primer factor, que es la baja temperatura corporal, ocasiono que el 
armadillo se volviera interesante como modelo de 
investigacion por el hecho de que, como ya se menciono, 
el M. leprae se multiplica mejor en las regiones mas frias 
del cuerpo humano (fig. 67). La temperatura corporal 
(rectal) en el armadillo de nueve bandas. oscila, segun se - - 
vio, entre 10s 30 y 10s 36" C cuando la temperatura Fig. 67: *eprae. 

ambiental esta cercana a 10s 25" C. E s  por ello que se ha vuelto de gran inter& 
como modelo experimental, debido a lo cual no ha sido dificil percibir las 
ventajas inherentes en las demas caracteristicas arriba mencionadas (18). 

Adicional a la baja 
temperatura corporal, esta 
el hecho de que 10s cui- 
druplos monocigoticos son 
producidos reguiarmenie a 
partir de un solo ovulo 
fecundado, haciendo que 
este animal sea extrema- 
damente valioso como 
modelo de experimenta- 
cion para el estudio de la 
base genktica que da lugar 
a la susceptibilidad a la 
lepra (fig. 68) (18).  

Fig. 68: Cddmplos monocigoticos de armadillo. 



La hembra de armadillo produce casi invariablemente cuatro crias del 
mismo sexo en cada camada. Esto se produce como resultado de la division 
de un solo huevo. La reproduccion en 10s armadillos de nueve bandas esta 
marcada por dos fenomenos distintivos: el largo period0 que hay entre el 
desarrollo del blastocisto y la implantacion del huevo, y el fenomeno 
especifico. de poliembronia, en el cual, se da la formacion normal de 
cuadruplos identicos. En un aiio normal, cerca de la mitad de las hembras 
quedan prefiadas para finales de Julio, que es el principio de la epoca de 
crianza. A 10s 5-7 dias de que el ovulo es fecundado, este pasa al utero, aqui 
entra en una etapa donde el desarrollo cesa, y el huevo permanece libre y 
latente en el utero, donde esta constantemente baiiado por 10s fluidos de bte,  
secretados por una glandula especial, 
que le proporciona 10s suficientes nu- 
trientes y oxigeno para que sobreviva. 
La implantacion no ocurre sino hasta 
Noviembre, casi 14 semanas despues de 
la fertilization. Durante este proceso, el 
blastocisto se divide en centros de cre- 

. cimiento, cada uno de 10s cuales rapida- 
mente se divide otra vez formando cua- 
Lro centros de crecimiento embrionario 
anclados a una sola placenta dentro del 
utero. Cada feto se desarrolla en su pro- 
pio saco amniotic0 y con anclaje pla- 
centario independiente. Los cuatro an- 
clajes placentarios vienen de un gran - 
disco lobulado, pero no hay conexiones 
circulatorias entre 10s individuos. El desarrollo de cada uno de 10s embriones 
se da normalmente, y las cuatro crias nacen aproximadamente cuatro meses 
despues, en Marzo; aunque se ha observado que algunas hembras tienen 
camadas a principios de Febrero, o bien, a mediados de Mayo (fig. 69). El 
fenomeno.del retraso en la implantacion puede ser en parte responsable del 
exito del armadillo en algunas regiones. Sin esta caracteristica del ciclo 
reproductivo, las crias podrian nacer a principios del invierno, cuando las 
probabilidades de sobrevivir son mucho menores. Aparentemente el ciclo es 
afectado por condiciones medioambientales, por ello es tan dificil la 
reproduccion en cautiverio (,,, 29, 30). 



Experimentacion y Crianza en Mkxico 

En Mexico se ha establecido una colonia de armadillos para la 
investigacion de lepra; el proyecto comenz6 en 1980 en la Escuela Nacional 
de Ciencias Biologicas del Instituto Politkcnico Nacional con un pequeiio 
grupo de animales, la actual colonia se  mantiene relativamente a bajo costo, y 
cumple con las normas de seguridad basicas tanto para 10s animales como 
para el personal que 10s manipula. Las instalaciones incluyen un crematorio y 
dos areas de trabajo independientes: una designada para recibir y acoger 
animales para su adaptation al cautiverio (section de cuarentena), y otra para 
la manutencion de armadillos que e s t h  bajo observation por algun estudio. 
En la seccion de cuarentena hay espacio suficiente para cerca de 18 animales, 
y en la seccion de manutencion para investigacion se pueden albergar 
satisfactoriamente a mas de 36 animales; a su arribo, cada animal es tatuado 
para ser identificado perrnanentemente (31,, 

Armadillo y Cklulas Dendriticas 
Antecedentes en Experimentacibn 

Debido a la importancia del armadillo de nueve bandas (D. 
novemcinctus) en las investigaciones sobre la lepra, se ha estudiado la 

ultraestructura de la epidermis normal en esta 
. .. 

B * *. 
especie. Los estudios histopatologicos e 

i . . inmunol6gicos de la lepra tanto experimental 
. *i; .. ,ib ,.I&*: como naturalmente adquirida en armadiiios 

b '+, . @, 9-ys. -*, sugieren un defect0 en la mediacion de la 
5 .,j . 2.- -.. .-& -. .- - ', inmunidad celular (CMI) similar al defecto 
1 

I .  
qZ', que se presenta en la lepra lepromatosa 

. . 1 
*- humana. Las LCs no han sido completa- 

Fig. 70: LCs en epidermis de armad. mente descritas en armadillos sanos o 
infectados; per0 hay estudios que describen la estructura de la epidermis en 
armadillos y proporcionan datos fundamentales de las LCs en pie1 de 
armadillo sano; estas estin involucradas en la presentacion de antigenos y la 
activacion de LTs (fig. 70).  El papel de las LCs en la inmunidad celular y la 
descripcion de 10s cambios en el numero y la estructura de estas celulas en la 
lepra humana, hace que el estudio de &as cklulas en el armadillo sea un 
aspect0 sumamente interesante (21). 



En 1988, Gimenez y colaboradores investigaron la presencia de LCs en 
epidermis de armadillos de nueve y de siete bandas, para lo cual utilizaron dos 
tecnicas: la separacion de l h i n a s  epidermicas 
con bromuro de sodio, para tefiirlas con el mB 
todo enzimatico de ATPasa; y 10s cortes histo- 
logicos transversales parafinados clasicos (fig. 
71), para tefiirlos de manera rutinaria con he- 
matoxilina y eosina (H&E). Por el primer meto- 
do observaron celulas con morfologia dendritica 
y distribucion irregular en la epidermis, mientras Fig. 71: Cartes histol6gicos. 

que por medio del segundo metodo (separacion de laminas epidermicas) no 
observaron ninguna cklula con morfologia dendritica. No hicieron conteos ni 

son necesarios para un mejor entendimiento de la depresion en la respuesta 
inmune. Los datos reportados en la piel de armadillo normal son muy utiles en 
este tipo de estudios (21). 

sacaron conclusiones por no estar seguros de que se tratara de LCs (22 )  

Casi diez afios mas tarde, en 1995, Liu Hui-Min y colaboradores 
hicieron estudios en piel de armadillos, e 

. -. - - - - 

e 

e 
% 

identificaron 10s tres tipos celulares ba- 
sicos de la epidermis humana: querati- 
nocitos, melanocitos y LCs. Observaron 
celulas con las caracteristicas ultraes- 
tn~cturales tipicas de las LCs en la epi- 
dermis normal del armadillo en todas las 
keas investigadas (abdomen, cachete, 
oreja y muslo) aunque su numero f ie  
menor que el correspondiente a la piel 
humana (fig. 72) ( 2 , )  

Fig. 72: LC tipica. Segun estos resultados, la propor- 
cion relativa de LCs y melanocitos es menor al 1%. El porcentaje de &as 
celulas en la epidermis de armadillo es, por lo tanto, menor que en la piel 
humana; aunque su numero en las diferentes ireas anatomicas es similar. 
Estas LCs 'contienen granulos de Birbeck que son morfologicamente identicos 
a 10s encontrados en LCs epidkrmicas de humanos. La evidencia sugiere, que, 
como en la piel humana, las LCs en la piel de armadillo pueden migrar a 
traves de la membrana epidermica. Estudios de 10s cambios celulares en 
armadillos con lepra naturalmente adquirida o experimentalmente inducida 



Asi, el estudio histoquimico de la pie1 de armadillo normal debe ser de 
gran interes como base para el posterior 
estudio comparativo de la alteration 
enzimatica en poblaciones celulares, 
con vista a dilucidar las interacciones de 
10s macrofagos y 10s linfocitos con el 
fenomeno de la inmunidad en la lepra, y 
desde luego, con el proceso de presen- 
tacion de antigenos (fig. 73) (23). 

Ya mencionamos que debido a que el armadillo de nueve bandas es un 
mamifero susceptible a la infeccion con M leprae, las caracteristicas 
inmunologicas de este animal son de gran interes. Aunque la respuesta 
mediada por anticuerpos en el armadillo, la capacidad proliferativa de 
linfocitos, y las caracteristicas histopatol6gicas de la respuesta a la 
inoculacion con M. leprae ya han sido documentadas, la caracterizacion de la 
participacion de las celulas linfoides en las respuestas inmunes se ha 
estancado por la falta de anticuerpos que reaccionen con antigenos de celulas 
inmunes de armadillo (32). 

Para estudiar la posibilidad de que el armadillo tenga un defect0 
anatomico que le genere una deficiencia inmunologica, 10s organos y tejidos 
del sistema inmune fueron examinados en busca de una anormalidad por 
Walsh y colaboradores en 1978. Ninguna h e  encontrada. Las glandulas del 
timo estaban bien desarrolladas, y las areas timo-dependientes de 10s ganglios 
linfaticos y el bazo contenian abundantes celulas linfoides. El examen de las 
placas de Peyer, la medula 6sea y las amigdalas no revelaron ninguna 
anormalidad. Se conciuyo pvi. tmto, qne la morfologia de 10s tejidos del 
sistema linforeticular estaban bien desarrollados e intactos (171, 

Primero se hicieron estudios de las caracteristicas anatomicas generales 
y el sistema inmune en el armadillo por Purtilo y colaboradores. Estos estu- 
dios demostraron la presencia de organos lin- - 
foides (timo, ganglios linfaticos, bazo, etc.) 
con la misma apariencia tipica histologica de 
organos similares en otros mamiferos. Los 
ganglios primarios y 10s centros germinales 
fueron observados en el bazo y en 10s gan- 
glios linfaticos. El conteo de leucocitos en 
sangre cardiaca tambien sugiere la distribu- 
cion normal de 10s mamiferos (fig. 74) 

Fig. 74: Leucocitos en sangre 
cardiaca. 



Mas tarde, tambikn Purtilo y colaboradores realizaron un estudio 
morfologico del sistema inmune, hecho con la finalidad de demostrar que un 
posible defect0 en la morfogenesis de sus organos linfoides pudiera ser el 
responsable de su susceptibilidad a la lepra. De una forma u otra, se concluyo 
que la susceptibilidad del armadillo a la lepra no puede ser explicada con una 
base morfologica. Basandose en este estudio morfologico y en 10s estudios 
previos se concluyo que la inusual susceptibilidad del armadillo a infectarse 
de lepra se debe a una condicion fisiologica de depresion de la respuesta 
inmune celular (33). 

METODOS HISTOQU~MICOS PARA CELULAS 
DENDR~TICAS 

Tincion Enzimatica de ATPasa 

Para determinar la naturaleza de las cdulas 
epidkrmicas, se examino su reactividad a ATP-asa, 
ksta enzima marca cklulas epidkrmicas citoquimi- 
camente. Las cklulas epidkrmicas positivas para 
ATP-asa son poblaciones virtualmente idknticas. 
La microscopia electronics revel6 que las cklulas 
con forma de roseta (fig. 75), asi como las cklulas 
positivas a ATP-asa en epidermis, exhiben la mis- 
ma morfologia ultraestructural clasica de las LCs, 

, incluyendo 10s tipicos BG (8,, 

. 
\ 

La ecto-ATPasa es una 
\ 
\ Couldehmnn enzima transmembranal que 

cataliza la hidrolisis del ATP 
extracelular (ATPe) a ADP y 

M&"m 
mdtocOnd~ fosfato inorginico, y se expre- 

sa durante la activacion celular 
MW (fig. 76). Las LCs contienen 

mbmnmW altas concentraciones de 
ATPasa (34,35)  

Las LCs en la epidermis 
rnFIATP." 1, 

\ 
de 10s mamiferos procesan la 

'a -),. 

Fig. 76: Ecto-ATPasa. ectoenzima dependiente de 



adenosin trifosfato (ATPasa) que ha servido en forma notoria como marcador 
histoquimico para las DCs en gran variedad de tejidos y preparaciones. Hay 
reportes en 10s que las LCs ya han sido observadas y cuantificadas en piel por 
demostracion histoquimica enzimatica de ATPasa en epidermis (36.37). 

Cortes Histolc5gicos 

Hoy en dia, es bien sabido que las LCs son c8ulas leucociticas 
dendriticas que se localizan en el epitelio escamoso estratificado y que 
constituyen aproximadamente del 2 a1 4% de todas las celulas epidemicas. 
En la epidermis, generalmente se localizan en posicion suprabasal y se anclan 
a 10s queratinocitos vecinos via E-caderina y ca2+. Las LCs no pueden ser 
facilmente identificadas en secciones rutinarias de H&E. Su visualization y 
cuantificacion in situ requiere el uso de tecnicas histoquimicas y/o 
inmunomarcadores apropiados. Usando la tecnica enzimatica de ATPasa, 
Chen y colaboradores determinaron el rango de la densidad de LCs en 
epidermis humana (2). 

Resultados y Observaciones Previas 
Morfologia Tipica de las Cklulas Dendriticas 

Las LCs son las DCs mejor caracterizadas; estas se localizan en las 
laminas basal y suprabasal de la epidermis. Las LCs son el unico tipo celular 
en la epidermis sana que expresa MHC clase 11. Estas celulas tambien han 
sido desc~itas cn otros epitelios estratificados, como boca, esofago, pulmon, 
etc (9). . 

Las LCs tienen un nucleo multilobulado y son caracteristicas por poseer 
una estructura citoplasmica trilaminar formada por una doble membrana 

llamada grinulo de Birbeck (BG) , que ayuda a su - 
identificaci~jn, usando estos organelos como 
marcadores (2,  4, 9). 

Las DCs en su estado natural continuamente 
expanden y retraen sus prolongaciones, mientras 
que, como consecuencia, su nucleo se encuentra en 
movimiento pulsatil (fig. 77). En contraste, la 
actividad de membrana fagocitica mantiene al 
nucleo sedentario y retraidas a las prolongaciones 

Fig. 77: Prolongaciones (4.15) 

de las DCs. 



La morfologia de las LCs observadas a" . . 
en armadillos difiere en cuanto a tamaiio y 

q 4 

forma de aquellas observadas en humanos. I"-h i . - 
Las dendritas son m B  finas y mas largas 
(fig. 78) (22,. 

Ninguna otra de las celulas 
sanguineas exhibe la forma y la movilidad 
que les ha ganado el nombre de celulas A .. , I .  

"dendriticas". In situ, como en piel, vias Fig. 78: Dendritas de las DCs. 

respiratorias y organos linfoides, las DCs son estrelladas, cuando se aislan y 
se colocan en una preparacion, estas cilulas muestran numerosas dendritas 
finas. Cuando se miran en un microscopio electronico, las prolongaciones son 
largas y delgadas, parecidas a espinas o ramificaciones (fig. 79); cuando son 

observadas con un microscopio de contraste 
de fases, las DCs se ven grandes, con 
delicadas prolongaciones o vellos en 
muchas direcciones desde el cuerpo celular. 
Estas prolongaciones se expanden y retraen 
varias veces por dia en movimientos no 
polarizados. La forma y la movilidad de las 
DCs establece y facilita su funcion, que es 
capturar y procesar antigenos para migrar a 
organos linfoides secundarios y activar a 
LTs (6) 

Las DCs, que son APCs especializadas para la activation de 10s LT, 
inician respuestas C D ~ '  y CD~', especialmente - 
in vivo. Las LCs epidermicas tienen 1 . J 

-e prolongaciones citoplasmicas que se extienden I. h 

para establecer contact0 fisico y mantener la ..k. * . comunicacion con multiples celulas adyacentes . 
f C . *  

(fig. 80). Las LCs CDla- contienen BG y se , I, 
encuentran en dermis, y representan, quiza, 
celulas en ,movimiento hacia el sistema linfatico 

.*- 
f-2 

-# 

aferente (,, 
Fig. 80: DCs en comunicaci6n 
con otras cilulas adyacentes. 



Densidad y Distribucibn de las Cklulas Dendriticas en 
Epidermis 

En epidermis humana se obsewan LCs cuyo nhmero varia entre 460 y 
1000 por mm2, encontrandose variaciones regionales en su distribucion. Los 
estudios de Liu son contrarios a estas obsewaciones, posiblemente por la 
tecnica de separacion de la epidermis. Otros autores reportan que la densidad 
varia de -200/mm2 (en palmas de las manos y plantas de 10s pies) hasta 
-970/mm2 (en cara y nuca) (4,9,38). 

El ni(mero de LCs (~lOOO/rnmz) cambia de acuerdo a su localizaci6n 
anatomica. Las LCs en la piel estin sujetas a un control neuroendocrino y 
estan asociadas intimamente con terminales newiosas (4). 

Para consultar las iniciales y abreviaturas utilizadas, ver el apendice no. 2. 
Para consultar el sumario de imagenes utilizadas, ver el apendice no. 3. 



I11 . OBJETIVOS 

Demostrar la eficiencia del uso de quelantes, como el EDTA, para la 
separacion de laminas epidermicas en pie1 de armadillo de nueve bandas. 

Cuantificar las celulas epidermicas con tipica morfologia dendritica en 
diferentes regiones anatomicas de la piel del armadillo sano (muslo, 
abdomen, axila, cuello y nuca) para determinar diferencias en su 
distribucion ( # ~ ~ / i r e a [ m m ~ ] ) .  

Obsewar la morfologia y el tarnaiio normal de las DCs epidkrmicas en las 
diferentes regiones anatomicas del armadillo de nueve bandas para 
determinar cambios morfol6gicos correlacionados a aspectos funcionales. 

Continuar con investigaciones inmunologicas basicas - nivel humoral y 
celular - en armadillos tanto infectados como sanos, ya que la 
caracterizacion de las respuestas inmunes en armadillos normales es 
necesaria para comprender 10s cambios inmunopatol6gicos que 
acompafian el desarrollo potencial de una infeccion diseminada de lepra en 
el armadillo. 



La separacion de epidermis y el empleo de una tkcnica enzimatica, como la 
ATPasa, son procesos que facilitan y optimizan la obsewacion y 
cuantificacion de las DCs, superando notablemente a 10s cortes 
histologicos convencionales. 

La diferencia en cuanto a1 numero y la forma de las DCs entre las 
distintass regiones anatomicas del armadillo, por analogia con el humano. 



TOMA DE MUESTRAS 
Biopsias de piel normal de armadillos sanos 

Material requerido: 
Ketamina (anestesico de uso veterinario) 
Isodine (como antiseptico) 
Solucion Salina Isotonica 
Jeringas para insulina (1 ml) 
Gasas esteriles 
Guantes esteriles 
Suturas dermalon 000 
Mango de bisturi 
Navajas para bisturi 
~ i n i a s  hemostaticas 
Pinzas porta agujas 
Cajas de Petri 
Armadillos (de la ENCB-IPN) 

Procedimiento: 
Bajo anestesia con Ketamina y previa antisepsis local con isodine espuma, 
se toma una muestra de piel en forma de huso de las diferentes zonas 
anatomicas planteadas del armadillo de nueve bandas.- muslo, abdomen, 
cuarto delantero, cuello y nuca; para despues suturar la piel del animal; las 
muestras son de aproximadamente 1.5-2.0 cm de largo por 0.5-1.0 cm de 
ancho. Estas muestras se desgrasan, se colocan en solucion salina isotonica 
dentro de diferentes cajas de Petri y se rotulan adecuadamente para su 
posterior procesamiento. 



SEPARACION DE CAPAS EPIDERMICAS 
Procesamiento de las biopsias de piel de armadillos sanos 

Material requerido: 
EDTA 0.5 M pH 7.4 
Solucion salina 0.85 % (con BSA 0.1 %) 

o PBS 
Navajas de bisturi (# 10) 
Pla& de acrilico 
Pinzas de diseccion finas 
Cajas de Petri 

Procedimiento: 
Tomar la biopsia de piel del armadillo. 
Colocarla en solucion salina, de preferencia esteril y libre de pirogenos 
para evitar que las celulas dendriticas emigren. 
Tomar .la biopsia y extenderla sobre el acrilico con la epidermis hacia 
arriba para cortarla en pedazos de aproximadamente 0.5 cm2 con una 
navaja de histuri. Regrcsar 10s cories a la soluci6n salina para evitar que se 
sequen. 
Ambientar el EDTA a 37 OC en las cajas de Petri (tantas como se necesiten 
dependiendo del numero de muestras que se van a trabajar). 
Con dos pinzas de diseccion (sin dientes) tomar la pie1 con la epidermis 
hacia arriba y extenderla con mucho cuidado en una caja de Petri con 
EDTA ya tibio, de mod0 que la piel quede flotando sobre el EDTA con la 
dermis hacia abajo y la epidermis hacia arriba. 
Incubar de 6 horas a 6 horas y media a 37 OC (puede seguirse hasta 7 u 8 
horas segun el caso y el protocolo original). 
Preparar cajas de Petri con solucion salina (las necesarias). 
Sacar las muestras de incubacion y pasarlas a solucion salina, dejandolas 
enjuagar durante 15 minutos minimo. 
Tomar una caja de Petri con solucion salina y pasar a ella uno de 10s cortes 
de piel teniendo cuidado de que la epidermis quede hacia arriba. 
Con uda pinza de diseccibn (con dientes), tomar firmemente la piel por 
una esquina o extremo, y con alguna superficie fina y completamente 
plana (como el dorso de una navaja de bisturi o unas pinzas planas sin 



dientes) deslizar presionando fuertemente para separar la epidermis (todo 
esto se hace dentro de la soluci6n salina). 
Cuando la epidermis ha sido separada, se extiende lenta y cuidadosamente 
sobre solucion salina o PBS dentro de otra caja de Petri limpia y se deja 
enjuagando, al menos por 10 minutos. 

TECNICA DE TINCION ENZIMATICA DE ATPasa 
Para la visualizacion de Celulas de Langerhans epidemicas 

Material requerido: 
Cajas de Petri (Grande - 100 mm; Chica - 60 mm) 
Muestras de tejido (en este caso piellepidermis de armadillo) 
Forceps de punto fino (cumado, angular y recto) 

" 

Marcadores de tinta indeleble para rotular 

Soluciones necesarias: 
Solucion salina normai (0.9 %j 
Solucion de Buffer EDTA 
Solucion Tris Mal 
Solucion Fijadora 
Mezcla de Incubacion 
Solucion reveladora de Sulhro de Amonio 
Solucion de Glicerina para el montaje 

~lmacenamiento de las Soluciones: 
Todas las soluciones se deben mantener en un pH constante, 

almacenadas en refrigeration por un lapso maximo de seis meses, 
revisando su pH periodicamente. 

Nota: La preparacion de las soluciones y su almacenamiento se refiere 
en el Apendice No. 2. 



Procedimiento: 
Despds de separar la epidermis de la dermis, lavar las lhminas 
epidermicas en solucion salina normal por 3 o 4 veces (cada una de 7 
minutos minimo), asegurarse de que las laminas esten extendidas en la 
solucion para un buen lavado. 
Colocar las laminas epidermicas en cajas de Petri con solucion fijadora y 
guardarlas en refrigeration a 4" C, de 20 minutos a 24 horas (OVN). 
Descartar todos 10s otros tejidos y restos orghnicos. 
En un baiio Maria a 37" C se calienta la mezcla de incubacion. Tener cajas 
de Petri pequeiias a temperatura ambiente. 
Sacar las laminas epidkrmicas del refrigerador y lavarlas tres veces en 
cajas de Petri pequeiias con solucion salina durante 20 minutos al menos, 
para eliminar la solucion fijadora. 
Previamente calentada a 37" C, colocar las l h i n a s  epidermicas en la 
mezcla' de incubacion e incubar durante 50 minutos a la misma 
temperatura. 
Al terminar la incubacion, sacar 10s cortes de la mezcla y lavar 
inmediatamente durante 7 minutos por 3 veces minimo con solucion 
salina. 
Bajo una campana de extraccion, colocar la epidermis en cajas de Petri que 
contengan la solucion de sulfuro de amonio para revelar. Los cortes deben 
tomarse obscuros (cafe / negro). Dejarlas ahi el tiempo necesario. 
(Generalmente con 1 minuto basta). 
Sacar 10s cortes del revelador y lavar con H20 destilada. 
Sacar 10s cortes del agua y colocarlos sobre un portaobjetos, una vez que 
esten bien extendidos, secar el agua excedente y agregar una gota de 
glicerol al 90% para montaje, cubrir con el cubreobjetos y presionar 
suavemente para remover el aire atrapado. Rotular. 
Sellar las orillas del cubreobjetos con esmalte para uiias; preferentemente 
transparente. Esto evita que se coma la preparacion, haciendola mas 
duradera. 
Observar la preparacion al microscopio, utilizando objetivo de lox para 
ver la posicion y objetivo de 40x para ver la morfologia y hacer conteos. 
Desechar el restante de la soluci6n de tijacion, la mezcla de incubacion y 
la solucion reveladora. Regresar el resto de las soluciones al refrigerador, 
revisando el pH critic0 para cada una de ellas. 



CUANTIFICACION DE CELULAS DENDR~TICAS CON 

Obtencion matematica de su densidad ( D C I ~ ~ ~ )  en las diferentes regiones 
anatomicas de la epidermis de la piel del armadillo 

Material requerido: 
Microscopio optico 
Calculadora 

Procedimiento: 
Contar las celulas con tipica morfologia dendritica en 12 campos por cada 
una de las preparaciones de las diferentes regiones anatomicas de 10s 
cuatro distintos animales bajo objetivo de 40x. 
Hacer la conversi6n del numero de DCs por carnpo a numero de DCs por 
mm2; para esto se utiliza la siguiente f6rmula: 

0 = Apertura del ocular 0 = Dihetro 
Aumento del objetivo 

0 =  18mm=0.45mrn 0.45 rnm = 450 pm 
40x 

A = x r 2  A = h e a  x = 3.141592654 
r = radio = 012 = 450 pml2 = 225 pn 

A = x (225 i i ~ ) ~  = 159043.1281 W r n  2 

Hacer la conversion del numero de DCs por pm2 a numero de celulas por 
mm2; para esto se utiliza una regla de tres, tomando en cuenta que 1 mm2 
equivale a 1 x 1 o6 pm2 (ver Apkndice No. 5). 
Una vez que se tiene el nbmero de DCs por mm2, se saca un promedio de 
10s resultados por area y por organismo, obteniendo la densidad de DCs 
por mm2 para las diferentes regiones anatomicas estudiadas. 
Hacer una tabla con 10s datos obtenidos, asi como las graficas pertinentes 
para la interpretacion y analisis de 10s resultados. 



OBSERVACION DE LA MORFOC~TOLOGIA DE LAS 
CELULAS DENDR~TICAS 

Diferencias citologicas (cambio de morfologia) en las distintas regiones 
anatomicas de la pie1 del armadillo 

Material requerido: 
Regla o vernier 
Fotografias para dimensionar 
Calculadora 

Procedimiento: 
Tomar las fotografias bajo el objetivo deseado. 
Tomar las medidas necesarias de las DCs, ya sea del soma celular, de sus 
dendritas, de la cklula completa o del espacio intercelular con un vernier. 
Hacer 10s calculos pertinentes: 

La fotografia mide 152.15 mm, el negativo mide 35.69 mm; la 
fotografia esta aumentada 4.26 veces del negativo, segun la division de 
sus hipotenusas. 

El aumento del tubo fotografico es de 2 . 8 ~ .  
Si el objetivo utilizado es de 40x, el aumento final de la foto es de 

477.12~. Asi, un objetivo de 40x equivale a 477.12~ en la foto; y 1 cm de 
fotografia equivale a 21.10 p; asi, 50 p equivalen a 2.4 cm y 100p a 4.7 
cm. 

Si el objetivo utilizado es de 20x, el aumento final de la foto es de 
238.56~. Asi, un objetivo de 20x equivale a 238.56~ en la foto; y 1 cm de 
fotografia equivale a 42.23 p; asi, 50 p equivalen a 1.8 cm y 100p a 2.4 
cm (ver Apkndice No.6). 
Con base en estos c8lculos, por regla de tres se puede sacar la dimension 
aproximada de las DCs, el tamaiio del soma celular, la longitud de las 
dendritas y el espacio intercelular a partir de una fotografia. 



VI . RESULTADOS 

Obtenci6n de la densidad de Cblulas Dendriticas (DCs)/ rum2 
en Armadillo de Nueve Bandas (Dasypus novemcinchrs Linn.) 

Densidad Animal Animal Animal Animal Total de 
de C61 Den 1 Hembra 2 Hembra 3 Macho 4 Macho ~ ~ / m m *  

Muslo 497 230 334 40 1 366 
Abdomen 672 268 323 392 414 

Axila 680 613 504 607 60 1 
Cuello 843 553 268 639 576 
Nuca 83 1 494 625 777 682 

Promedio 705 432 41 1 563 528 
Tabla No. 1 

Muestra 10s valores obtenidos del niunero de ~ ~ s / m m ~  en 10s 
cuatro animales diferentes, estudiados en cinco distintas regiones 
anatomicas. 

ATPasa No. de Animal 
A n i m a l  1H I 

1 Animal 2H I 
563 - 5 7 c -  

A n i m a l  3M 

A n i m a l  4M 

Promedio 

I I 

Grafica No. 1 
Muestra la diferencia en el niunero de DCs entre 10s diferentes 

armadillos estudiados, usando el promedio de las cinco regiones 
anatomicas en cada uno. (H=hembra, M-acho) . 



ATPasa Regi6n Anat6mica 
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W Abdomen 
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Cuello 
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Promedio 

Grafica No. 2 
Muestra la diferencia en la distribucion de DCs @c/mm2) en las 

cinco distintas regiones anatomicas promediando a 10s cuatro animales. 

ATPasa No. de Animal 

-- - 

Grafica No. 3 
Muestra la distribucih de DCs @clrnm2) en la epidermis normal 

de 10s cuatro armadillos con las cinco distintas regiones anatomicas por 
separado. l=Animal lH, 2=Animal 2H, 3=Animal 3M, 4=Animal 4M, 
5=Promedio @=hembra, M=macho). 



ATPasa Regi6n Anat6mica 

I 2 3 4 5 6 

Grafica No. 4 
Muestra la distribution de DCs @ ~ / m m ~ )  en las cinco distintas 

regiones anatomicas de 10s cuatro diferentes armadillos. l=Muslo, 
2=Abdomen, 3=Axila, 4=Cuello, 5=Nuca, 6=Promedio. 

Obtenci6n de parlimetros morfom6tricos de las C6lulas cL= Dendriticas 

Micras Soma Dendrita Celula Ramifica Ramifica Espacio 
(PI Celular Ceiuiar Entcza lma No. 2 d ~ a  No. Intercelu - 

Nuca 13.145 43.108 56.253 4.0 4.11 44.120 
Cuello 17.787 67.816 85.603 4.5 5.44 59.312 
Axila 21.564 32.768 54.332 6.3 4.50 63.068 

Abdomen 22.1 13 40.427 62.540 5.2 4.44 76.213 
Muslo 23.692 77.034 100.654 4.7 5.11 116.155 

Promedios 19.660 52.231 71.876 4.94 4.72 71.774 
Tabla No. 2 

Muestra 10s valores obtenidos al dimensionar fotografias en 
aumentos de 20x y 40x del tamafio en micras (p) de diferentes 
pariunetros (diiunetro soma celular, longitud dendritas, niunero de 
ramificaciones primarias y secundarias, espacio intercelular [de soma a 
soma]) de las DCs en las cinco distintas regiones anatbmicas estudiadas. 



ATPasa Soma Celular DCs 
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Grafica No. 5 
Muestra el tarnaiio del soma de las DCs en las cinco distintas 

regiones anatomicas de 10s cuatro armadillos en promedio. 

ATPasa Dendritas DCs 
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GrUica No. 6 
Muestra la longitud de las dendritas o prolongaciones de las DCs 

en las cinco distintas regiones anatomicas en promedio de 10s cuatro 
armadillos. 



ATPasa DCs Enteras 
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GrAfica No. 7 
Muestra la longitud de las celulas enteras, es decir, el soma celular 

con las prolongaciones de las DCs en las cinco distintas regiones 
anatomicas en promedio de 10s cuatro armadillos. 

ATPasa Ramificaciones Primarias DCs 

Grafica No. 8 
Muestra el niunero de ramificaciones primarias de las DCs en las 

cinco distintas regiones anatomicas en promedio de 10s cuatro 
armadillos. 



ATPasa Ramificaciones Secundarias DCs 
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tirafica NO. Y 
Muestra el niunero de ramificaciones secundarias de las DCs en 

las cinco distintas regiones anatomicas en promedio de 10s cuatro 
armadillos. 

ATPasa Espacio Intercelular DCs 1 
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Grhfica No. 10 
Muestra el espaclo mtercelular que hay en las UCs de las cinco 

distintas regiones anatomicas en promedio de 10s cuatro armadillos. 



Figura No. 1 
Diferencias morfol6gicas en las dendritas, el soma, las 

ramificaciones y el espacio intercelular de las DCs en las cinco distintas 
regiones anatomicas estudiadas (Todas las fotos se tomaron a 40x). 



Figura No. 2 
Muestra las diferencias morfologicas de las DCs mhs 

detalladamente en las cinco distintas regiones anatomicas (Todas las 
fotos se tomaron a 40 x, pero el aumento de las cklulas se hizo 
arbitrariamente para mostrar detalle). 

Figura No. 3 
Muestra la tecnica de dimensionar fotografias para medir la 

longitud de las dendritas y el tamafio del soma celular. A) Fotografia 
normal a 40x; B) Calcado de las dendritas y el soma sobre acetato; C) 
Calcado y medicion [con vernier digital] del dihetro del soma y la 
longitud de las dendritas. 



Figura No. 4 
Muestra la tecnica de dimensionar fotografias para medir la 

distancia intercelular (de soma a soma de las DCs). A) Fotografia normal 
a 40x; B) Calcado de las dendritas, el soma y el espacio intercelular de' 
soma a soma sobre acetato; C) Calcado y medicion [con vernier digital] 
del d ihet ro  del soma, la longitud de las dendritas y el espacio 
intercelular. 



Con 10s datos obtenidos matematicamente se elaboraron varias graficas; 
para la densidad de Celulas Dendriticas encontradas en epidermis normal de 
armadillo de nueve bandas sano ( ~ ~ / m m ' )  se hicieron dos tipos de graficas, 
la primera dependiendo del numero de animal trabajado (cuatro en total, dos 
hembras y dos machos), y la segunda dependiendo de la region anatomica 
estudiada (nuca, cuello, axila, abdomen y muslo); para la diferencia 
morfologica de las celulas entre las distintas regiones anatomicas tambien se 
presentan varias graficas; se muestra la diferencia entre las distintas regiones 
anatomicas del tamafio del soma celuiar, las dendritas o prolongaciones 
celulares, la celula entera (tanto soma como dendritas), el espacio intercelular 
y la cuantificacion del numero de dendritas o prolongaciones presentes en las 
celulas (esto se hizo tanto de las ramificaciones primarias, es decir, de 
aquellas que salen directamente del soma celular, como para las secundarias, 
que son aquellas que se derivan de las primeras). 

~ u i z a  convenga mencionar la razon por la cual solo se trabajo con 
cuatro armadillos: por que estos son animales muy susceptibles al cautiverio 
(son raros 10s que se adaptan y sobreviven), por que son de dificil captura 
(son de habitos nocturnos), y lo m h  importante, por que son animales 
prctegldos ya que se les cazaba masivamente por su came y su caparazon, 
aunque aun no estan en peligro de extincion ni amenazados (C!TES). 

La tabla numero uno muestra 10s valores obtenidos matemiticamente de 
la densidad de Celulas Dendriticas por area ( ~ ~ / r n m ' ) ,  tanto para 10s 
diferentes armadillos como para las distintas regiones anatomicas estudiadas. 
(Ver apendice no. 5). 

En la grafica numero uno, que muestra la diferencia en el numero de 
Celulas Dendriticas entre 10s diferentes armadillos estudiados, no se observan 
diferencias en cuanto al sexo (10s primeros dos organismos son hembras y 10s 
ultimos dos machos), per0 si se observan diferencias en cuanto a la edad, ya 
que en 10s organismos mas jovenes el numero de Celulas Dendriticas por area 
es mayor, como es el caso de la primera hembra y el ultimo macho, ademas de 



que la separacion de las laminas epidermicas tambien result6 mas sencilla en 
animales jovenes. 

En la grafica numero dos, que muestra la densidad de Celulas 
Dendriticas por region anatomica, se observa un incremento de celulas hacia 
la region cefalica, y un consecuente decremento hacia la region caudal. En la 
region posterior de 10s muslos la media aritmetica fue de 366 celulas/mm2; en 
la region abdominal cercana al caparazon fue de 414; en la cara externa del 
cuarto delantero a nivel del hombro fue de 601; en la region ventral del cuello 
h e  de 576; y por ultimo, en la region dorsal del cuello o nuca la media 
aritmetica fue de 682 cilulas/mm2. 

En las graficas numero tres y cuatro, que muestran la diferencia en la 
distribucikn de Cilulas Dendriticas ( D C / ~ ~ )  tanto para 10s diferentes 
animales como para las distintas regiones anatomicas estudiadas, se puede 
observar el conjunto de 10s resuitados obtenidos, comparandolos ya sea entre 
organismos o entre regiones anatomicas. En estas graticas se observa lo 
mismo que en las dos primeras, solo que mas detalladamente, ya que se 
conjuntan 10s datos de 10s diferentes animales y de las regiones anatomicas 
analizadas. 

La tabla numero dos muestra 10s valores obtenidos matematicamente 
por el analisis de las dimensiones de las fotografias de 20x y 40x, obteniendo 
el tamaiio en micras (p) de ciertas caracteristicas de las Celulas Dendriticas de 
las cinco distintas regiones anatomicas estudiadas (nuca, cuello, cuarto 
delantero, abdomen y muslo); como serian las dimensiones del soma celular, 
de las dendritas celulares, de la celula completa y del espacio intercelular 
existente entre estas cilulas en la epidermis de diferentes regiones 
anatomicas. Ademas, se realizo un conteo del numero de ramificaciones 
primarias y secundarias presentes en dichas celulas. (Ver apendice no. 6). 

En la grafica numero cinco, que muestra la diferencia en el tamaiio del 
soma de las Cklulas Dendriticas entre las cinco distintas regiones anatomicas 
de la epidermis del armadillo, se observa un claro incremento en el tamaiio 

. del soma celular hacia la regi6n caudal, y un consecuente decremento hacia la 
region cefalica, lo cual es inverso a la densidad de celulas. Asi, pareciera que 
mientras mayor es la densidad de celulas, menor es el tamaiio de su soma, y 
mientras menor es la densidad, mayor es el tamaiio del mismo. En la region 
posterior de 10s muslos la media aritmetica fue de 23.692 p; en la region 



abdominal cercana al caparazon h e  de 22.1 13; en la cara externa del cuarto 
delantero fue de 21.564; en la region ventral del cuello h e  de 17.787; y por 
ultimo, en la region dorsal del cuello o nuca la media aritmetica fue de 13.145 
p; habiendo una diferencia promedio entre una region y otra de 2.643 p en el 
tamafio del soma celular, aunque tambikn se observa que hacia la region 
cefalica la diferencia en el tamafio del soma celular es mas marcada que hacia 
la region caudal. 

En la grafica numero seis, que muestra la diferencia en la longitud de 
las dendritas o prolongaciones de las Celulas Dendriticas entre las distintas 
regiones anatomicas del armadillo, se observa que, yendo de la region cefalica 
hacia la caudal, el tamafio aumenta notoriamente entre la nuca y el cuello, 
para disminuir abruptamente a la altura del cuarto delantero y de ahi aumenta 
de nuevo, aunque mas paulatinamente hasta alcanzar su maxima longitud en 
10s muslos. 

En ia grafica numero siete, que muestra la diferencia en el tamafio de 
las Celulas Dendriticas entre las distintas regiones anatomicas del armadillo, 
se observa practicamente lo mismo que en la grafica anterior debido a que la 
longitud de las dendritas predomina sobre el tamaiio del soma celular. 

En la grafica numero ocho, que muestra la diferencia en cuanto al 
numero de ramificaciones primarias o principales (aquellas que salen 
directamente del soma celular) presentes en las Celulas Dendriticas en las 
distintas regiones anatomicas del armadillo, yendo de la region cefalica hacia 
la caudal, se obser~.a ur, pm!atinn aumento y un posterior decremento, 
formando una especie de campana de Gauss, donde el mayor numero de 
ramificaciones se presentan en la region media del animal, y disminuyen hacia 
10s extremos, tanto cefalico como caudal. Es de notar que estos resultados 
concuerdan con 10s datos obtenidos para la longitud de las dendritas, ya que 
resulta inverso: mientras mayor es la longitud de las dendritas, menor es el 
numero de ramificaciones, y a menor longitud, mayor rarnificacion hay. 

En la grafica numero nueve, que muestra la diferencia en el numero de 
ramificaciones secundarias (que en este caso son aquellas que salen de las 
ramificaciones primarias) presentes entre las DCs en las distintas regiones 
anatomicas del armadillo, se observa que aumenta de la nuca al cuello, y 
decrece en el cuarto delantero, aumentando de nuevo hasta el muslo, siendo 
semejante a lo que pasa con la longitud de las dendritas. Es decir, pareciera 



proporciorial: a mayor longitud, mayor numero de ramificaciones secundarias, 
y viceversa, a menor longitud, menor numero. 

En la grafica numero diez, que muestra la diferencia en el espacio 
intercelular que existe entre las DCs de las cinco distintas regiones 
anatomicas del armadillo (tomando el espacio que hay entre 10s somas 
celulares), se observa que este aumenta hacia la region caudal y disminuye 
hacia la cefalica, lo cual es Iogico, porque independientemente del tamafio del 
soma celular, que concuerda con estos resultados, la distribucion de las 
cklulas tambien concuerda, ya que a mayor numero hay menor distancia, y a 
menor numero esta aumenta. 

En las figuras numero uno y dos se muestran fotografias (40x) de las 
DCs en las cinco diferentes regiones anatomicas. En ellas se pueden apreciar 
las diferencias morfocitologicas mas aparentes, como son: la longitud de las 
dendritas, el tamafio del soma celular, el espacio intercelular y el numero de 
dendritas, tanto primarias como secundarias. 

En las figuras numero tres y cuatro se muestran fotografias de las DCs y 
de dibujos hechos sobre ellas para la tecnica de dimensionar folografias. Cada 
medicion se tom6 tres veces y se sac6 un promedio, &to con la finalidad de 
minimizar el rango de error. 



La irnportancia de la respuesta inmune adquirida ha sido determinante 
para la supewivencia de las especies. En mamiferos hay notables avances en la 
comprensibn de 10s procesos biologicos involucrados, pero existen aim 
numerosas heas de investigacion que tratan de precisar paso por paso la 
respuesta inmune adquirida. 

El presente estudio de las DCs en armadillo de nueve bandas tiene gran 
utilidad, ya que hasta la fecha, resulta ser el mejor modelo experimental para la 
lepra humana que, como ya se ha mencionado, continua siendo un problema de 
salud publica a nivel mundial. 

El papel de las Celulas de Langerhans (LCs) en la inmunidad celular y la 
description de 10s cambios en el nhnero y la estructura de estas celulas en 10s 
humanos, hace que el estudio de estas cdulas en el armadillo sea un Area 
sumamente relevante. 

Estos hallazgos basales podr6n ser de gran valor cuando se estudie el 
papel de estas celulas en la pie1 de 10s armadillos con lepra adquirida natural o 
experimentalmente. 

Utilizando la tecnica de tincion enzirnatica de ATPasa, el uso de 
c;nelmtes como el EDTA resulta una herramienta de gran utilidad para la 
observation y cuantificacion de DCs medianie :a scpzzci0n de epidermis, ya 
que al obtener la capa epidermica completa, se 0bsewan las DCs tambien 
completas, apreciando por ejemplo la ramification o la longitud de las 
dendritas, y mejorando asi a 10s cortes histologicos convencionales en 10s 
cuales solo se aprecia una pequefia parte de la DC sobre la cud se hizo el corte, 
sin ver a toda la cklula. 

La separacion de la epidermis se estandarizo a travb del uso del 
quelante EDTA, ya que con el uso de Colagenasa-Dispasa las Ib inas  
epidemicas presentaban fragmentation y era dificil trabajar con ellas puesto 
que 10s pedazos eran muy pequeiios e irregulares. Tambien result0 m b  facil la 
separacion en 10s organismos jovenes ya que en 10s adultos se "endurece", y al 
realizar la separacion de la epidermis ksta se fragments. AdemSls, no se 



obtienen completas las capas epidermicas, lo cud modifica la cuantificacion 
de las cdulas. 

Aunque es dificil establecer la edad exacta de 10s armadillos, si se 
puede saber si son crias, juveniles o adultos por las variaciones en cuanto a 
tamaiio y morfologia caracteristicos que presentan en 10s diferentes estadios. 

Ya se ha utilizado la separacibn de capas epidemicas con anterioridad. 
En 1988 Gimenez y colaboradores utilizaron bromuro de sodio a 37" C por 
90 minutos para separar l h inas  epidermicas de pie1 de armadillo, per0 
aparentemente no consiguieron estandarizar el mdtodo, ya que aunque 
afirman que observaron DCs, no pudieron cuantificarlas por presentar una 
distribucion sumamente irregular y no realizaron ningim estudio sobre su 
morfologia (22) 

En este estudio la cuantificacion de las DCs se hizo tanto para el 
nhmero de animales (cuatro en total: dos hembras y dos machos) como para 
la region anatomica (cinco en total: nuca, cuello, axila, abdomen y muslo). No 
se observaron diferencias en cuanto d sexo, es decir, las diferencias entre 
machos y hembras son poco significativas, per0 si la hubo en cuanto a las 
edades: 10s animales jovenes presentan m b  dlulas por mm2 que 10s animales 
adultos; aunque esto pudiera debersc a la dificultad que hubo en la separacion 
de las l h i n a s  epidermicas. 

Existe muy poca investigacion sobre de la densidad de DCs en las 
diferentes especies animales, incluso entre grupos etnicos humanos; per0 se 
ha reportado que no hay diferencia significativa en el niunero de LCs entre 
sexos, y que asi rnismo, se observa un decrement0 en la densidad de cdulas 
conforme aumenta la edad de 10s sujetos. (39) Por otro lado, es bien sabido 
que hay una intima relacion entre el sistema n e ~ o s o  y el inmune, 10s 
neuropeptidos y las neurohormonas son capaces de regular varias funciones 
de muchas c8ulas cutbeas de linaje lmfoide, incluidas las LCs, donde 10s 
axones y las dendritas de las celulas nerviosas perifericas que e s t b  en intima 
relacion con estas cdulas liberan gran cantidad de neurotransmisores. (40, 

Ultraestructuralmente, 10s axones de las celulas nerviosas son prominentes en 
dermis y epidermis superficiales de la pie1 de neonatos, mientras que en 
adultos se vuelven inconspicuos, (41) lo cual significa que se liberan menos 
neurotransmisores en pie1 adulta que en pie1 juvenil, y si estos 
neurotransmisores modulan la densidad de las DCs, pudiera pensarse que la 
cantidad liberada de 10s rnismos marcaria una cierta diferencia en la densidad 



de estas celulas en piel, dependiendo de la inervacion existente de acuerdo a 
la edad de 10s sujetos. 

Los.resultados de la cuantificacion de DCs en las diferentes regiones 
anatomicas muestran que la densidad aumenta hacia la region cefalica y 
disminuye hacia la region caudal. En estas zonas se observa un pequeiio 
decrement0 en el cuello (axila: 601 ~ ~ l m m ' ,  cuello: 576 ~ ~ l m m ' ,  nuca: 682 
~ ~ l m m ' ) ,  esto posiblemente sea debido a la tecnica de separacion de laminas 
epidermicas, ya que por razones tecnicas, las muestras se tomaron por 
separado; en una s e s i h  se tomaba muslo, abdomen y axila, y en otra cuello y 
nuca, lo cual podria haber alterado 10s resultados. 

Pero en general 10s datos obtenidos concuerdan con la literatura, donde 
se dice qbe si hay variacion de la densidad dependiendo de la region 
anatomica, y que las celulas se disponen mas abundantemente hacia la region 
cefalica que hacia la caudal. (2, 38) Lamentablemente no se encontro literatura 
que justifique esta distribucion anatomica. 

Las DCs en la epidermis de  armadillo de nueve bandas (Dasypus 
novemcinctus Linn.) se encuentran en una densidad promedio de 528 celulas 
por mm2, mientras que en el humano la mayor densidad (independientemente 
de la region anatomica) es de alrededor de 1000 celulas por mm2, (2,4,9,  38) lo 
cual indica clue la densidad de estas cklulas en el armadillo es 
comparativamehte menor a la reportada en humanos, constituyendo una 
poblacion menor de celulas en la epidermis (aproximadamente del 0.5 al 1% 
de la poblacion total). 

La poca literatura que existe de DCs en armadillos reporta que la 
. densidad es menor a la rcportada en humanos, y que su numero en las 

diferentes regiones anatomicas es similar, (21) per0 es posible que esto se deba 
a que en este estudio por primera vez se utiliza un metodo estandarizado para 
la separacion de epidermis, tanto para conteo como para observacion de DCs 
en armadil.10. 

Se han reportado datos opuestos debido a la tecnica utilizada con 
anterioridad (cortes histologicos convencionales v/s separacion de epidermis) 
en conteos de DCs, (38) de lo cual se puede deducir que no seria la primera vez 
que esta variacion ocurriera. 

Es bien sabido que en biologia, a toda forma corresponde una funcion, 
y viceversa. La caracteristica mas com~in de las DCs es su morfologia 
irregular, misma que esta directarnente ligada a su funcion inmunol6gica 
(captura y procesamiento de antigenos [celulas inmaduras] migracion a 



organos linfoides secundarios [maduracion y cambios fenotipicos] y 
presentacion de antigenos a celulas T [celulas ya maduras]). 

La morfologia dendritiforme no puede ser correctamente medida por 
metodos convencionales de geometria euclidiana, la cual se limita a 
estructuras regulares. Pero la forma naturalmente irregular de estas celulas 
puede ser medida por sus dimensiones, las cuales estan representadas por el 
espacio fisico que ocupan en su lugar de residencia, (42) en este caso la 
epidermis. 

Con base en este principio se hicieron estimaciones morfometricas por 
un analisis de imagenes (tecnica para dimensionar fotografias) de varias 

. caracteristicas morfocitologicas que diferencian a estas celulas. 
Estos analisis morfom6tricos proporcionan datos que sugieren que el 

desarrollo de la caracteristica morfologia dendritiforme irregular de estas 
celulas refleja grandes ventajas en sus propiedades inmunologicas (captura de 
antigenos y migracion a organos linfoides secundarios). 

Asi, se hicieron mediciones de varios parametros morfometricos de 
estas celulas dependiendo de su localizacion anatomica. 

Aquellos que estan relacionados con la densidad de DCs, son 10s 
espacios intercelulares que existen entre el!as (de soma a soma); y el tamafio 
dei soma celular. 

En cuanto al espacio intercelular, se observo que hay una relacion 
inversamente proporcional entre el numero de chlulas y la distancia que las 
separa, es decir: a mayor densidad, menor espacio, y a menor densidad, mayor 
espacio; esto es logico, ya que mientras mas celulas hay, mas cerca se 
encuentran unas de otras, y mientras menos hay, mas lejos estan; la medicion 
del soma celular muestra que tambien existe una relacion inversamente 
proporcional con la densidad, y consecuentemente otra que es directamente 
proporcional con el espacio intercelular, es decir, a mayor densidad, menor 
tamafio y menor espacio, y a menor densidad, mayor tamafio y mayor espacio. 

Ademas, se observo que hacia la region cefalica, el soma celular es 
redondeado, y segun se aproxima a la region caudal, este va tomando una 
forma irregular, casi estrellada. 

Los demas parametros morfom6tricos que se tomaron en cuenta de las 
DCs, dependiendo de su localizacion anatomica, fueron: la longitud de las 
dendritas, el numero de dendritas primarias (que son aquellas que salen 
directamente del soma celular), y el numero de dendritas secundarias (que son 
aquellas que se ramifican a partir de las dendritas primarias). 



Entre estos tres grupos de datos tambien hay una correlaci6n logica; la 
longitud de las dendritas aumenta de la nuca al cuello, luego decrece en la 
&la, y aumenta de nuevo para alcanzar la mayor longitud en el muslo. El 
numero de dendritas primarias aumenta desde la region de la nuca hasta la 
axila, y luego decrece de ahi hasta el muslo, formando una especie de 
campana de Gauss. Los datos que reportan el numero de dendritas 
secundarias, tienen semejanza con 10s datos de la longitud de las dendritas; 
aumentan de la nuca al cuello, decrecen hasta el abdomen y aumentan de 
nuevo en el muslo. 

Asi, hay una correlacibn entre 10s tres grupos de datos: en primer lugar, 
hay una relacion inversamente proporcional entre la longitud de las dendritas 
y el n h e r o  de dendritas primarias, es decir: a menor longitud, mayor numero 
de dendritas primarias, y a mayor longitud, menor n h e r o ;  en segundo lugar, 
entre el numero de dendritas primarias y secundarias tambikn hay una relacibn 
inversamente proporcional, y consecuentemente una relacibn directamente 
proporcional con la longitud, es decir: a menor longitud, mayor numero de 
dendritas primarias y menor niunero de secundarias, y a mayor longitud, 
menor numero de dendritas primarias y mayor numero de secundarias. 

Esto es logico hcionalmente hablando, ya que si las dendritas son 
largas, aunque sean menos, e s t h  m k  ramificadas, y si son cortas, hay m h ,  
per0 esthn menos rarmf~cadas. Asi, cubren mayor espacio, de manera que 
maximizan el Area para la captura de antigenos en su lugar de residencia y, 
subsecuentemente su movilizacion. 

Las DCs pueden ser encontradas en tejidos linfoides y no linfoides asi 
como en sangre perifkrica y circuiaci6n liifkticq &to posiblemente estk yo 
eliminaria este relacionado con las vias de migracibn de esta poblaci6n 
celular hacia 6rganos linfoides secundarios, donde se realiza la presentation 
de antigenos a LTs. 

Las LCs capturan y procesan antigenos cutiineos, iniciando la respuesta 
inmune a1 migrar desde la pie1 hacia 10s nodulos linfhticos. (43, d4, 45) 

Las dendritas son prolongaciones citoplkmicas que se extienden para 
establecer contact0 fisico con mliltiples celulas adyacentes, manteniendo una 
"comunicacion" constante. (4, 

Las DCs en su estado natural, continuamente expanden y retraen sus 
prolongaciones, mientras que su nucleo se encuentra en movimiento pulshtil 
como consecuencia; en contraste, la actividad de membrana fagocitica 
mantiene sedentario a1 nucleo, y retraidas a las prolongaciones. 



La forma y la movilidad de estas celulas facilita su funcion, (6) y 
trathndose de la captura de antigenos, seria logic0 pensar que a menor 
densidad, mayor seria la longitud de las dendritas, ya que asi cubririan mhs 
espacio, encontrando mhs fiicilmente a cualquier antigen0 en la epidermis; 
per0 no es asi, por lo cual quiz& la migraci6n in situ de esths cdlulas esth 
relacionada con la longitud de sus dendritas; Bsto seria logic0 si pensamos en 
el espacio epidermico que estas cdulas tienen que cubrir como centinelas 
mbviles del sistema inmune. 

Desgraciadamente no se encontrb literatura al respecto, per0 
suponemos que hay una intima relacion entre la distibucion y la morfologia 
de las DCs y el sistema nervioso, tanto central como periferico, y aunque la 
relacion entre el sistema nervioso y el inmune ya esta documentada 
ampliarnente, no hay datos en cuanto a la densidad, la distribution o las 
caracteristicas morfol6gicas de estas cdulas. 

Se menciona que las LCs en pie1 e s t h  sujetas a un control 
neuroendocrino, y que e s th  asociadas intimamente con terminales nerviosas, 
(4) que 10s neuropeptidos y las neurohormonas son capaces de regular las 
reacciones inmunes cutheas, modulando la secrecion de ciertas citocinas y 
regulando asi muchas de las hc iones  de estas c6lulas. (40,46) 

Los neuropeptidos son liberados por nervios sensoriales que innervan la 
pie1 y se encuentran en contact0 o sobreposicion anatomica con cklulas 
epidermicas y dermicas pudiendo modular directamente su funcibn; dentro de 
estos neuropdptidos se encuentran la substancia P (SP), la neuroquinina A y B 
(NKA, NKB), la somatostanina (SOM), el neuropeptido Y my), el peptido 
de histidina-isoleucina (PHI), el peptido de calcitonina relacionado al gen 
(CGRP), el peptido liberador de gastrina (GRP), el peptido vasoactivo 
intestinal (VIP), la neurotensina, la bradiquinina, la acetilcolina, varias 
catecolaminas, endorfinas, y encefalinas. Dentro de las neurohormonas se 
encuentran la prolactina, la hormona estimuladora de melanina (MSH) y la 
hormona adrenocorticotr6pica (ACTH), que modulan efectivamente las 
funciones inmunes de las cdulas en la piel, como la proliferacion celular, la 
produccibn de citocinas (IL-lb, TNFa, IL-8, IL-10, IL-12), la produccibn y 
expresion de molkculas de adhesion vascular (VCAM-1) y la presentacih de 
antigenos (B7-2) bajo condiciones fisiologicas o patofisiol6gicas. Las c6lulas 
inmunes son capaces de producir neuromediadores, como neuroproteinas y 
neurohonnonas, ademhs de expresar sus receptores en membrana. Los 



neurotransmisores tambien afectan la funcion de 10s 6rganos linfoides que 
e s th  innervados por terminales nerviosas. (13,47-56) 

Las citocinas, asi como otras moleculas coestimuladoras y de adhesion 
regulan gran cantidad de las funciones de las DCs, como son la captura de 
antigenos, la rnigraci6n, la maduracibn y la presentacibn de antigenos; por lo 
cud pueden tambien estimular o inhibir dichas bciones .  Aquellas citocinas 
que podrian tener relacion con la morfologia de las DCs son: 

TNFa: modula la b c i 6 n  de APCs, la migraci6n de DCs, el crecimiento y 
diferenciacion de DCs, y finalmente, interviene en la diferenciacion y 
activacion tardia de DCs. 

IL-lb: promueve la migration de DCs a gimglios linfhticos, induce la 
maduracibn de DCs, y activa a DCs epidermicas. 

IL-10: inhibe la expresion de B7-2, e inhibe la fhcion de DCs. 
IL-12: inhibe la expresi6n de TNF-R. (4,121 

Tomando en cuenta estas funciones, cualquiera de ellas puede modular 
o alterar la morfologia de las DCs en epidermis; como el tamz3io del soma 
celular, la longitud de las dendritas y su ramification (tanto primaria como 
secundaria). Esto podria depender no so10 de la innervaci6n 
(cuantitativarnente), sino tambien de la liberaci6n diferencial de citocinas 
(cualitativamente), pero serian necesarios mhs estudios para aceptar 
defkitivarnente esths hipotesis. 



IX . CONCLUSIONES 

Utilizando la tecnica de tinci6n enzimhtica de ATPasa, el uso de 
quelantes como el EDTA resulta una herramienta de gran utilidad para la 
observation y cuantificacibn de las DCs mediante el metodo de separacibn de 
la epidermis, mejorando notablemente a 10s cortes histologicos 
convencionales. 

Las DCs en la epidermis del armadillo de nueve bandas (Dasypus 
novemcinctus Linn.) se encuentran en una densidad promedio de 528 celulas 
por rnm2, comparativamente menor a la reportada en humanos; y se disponen 
m b  abundantemente hacia la region cefidica que hacia la caudal. 

Ademh de cambiar la densidad, tambidn cambia el tamaflo y la 
morfologia de estas cdulas dependiendo de la region anatomica; el soma 
celular aumenta de tmafio hacia la region caudal, volvihdose de forma m h  
irregular; la longitud de las dendritas es variable dependiendo de la region 
matomica, per0 parece ser que son m h  largas en las regiones que e s t h  mAs 
cercanas a 10s ganglios linfhticos, (por ejemplo en el cuello), donde se alargan 
notablemente; en cuanto al nhnero de ramificaciones presentes en las DCs, es 
de gran inter& que conforme mAs largas son las dendritas mhs ramificadas 
esthn y menos son. 
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CELULAS DE LINAJE LINFOIDE 
Celulas involucradas en la respuesta inmune (origen, desarrollo y 

factores que intervienen en su maduracion y diferenciacion). 



INICIALES Y ABREVIATURAS UTILIZADAS 











SUMARIO DE IMAGENES UTILIZADAS 





TECNICA DE TINCION E N Z I ~ T I C A  DE ATPasa 
Para la visualization de celulas de Langerhans epidermicas. 

lo Solucion Buffer EDTA.- 
Usando Sal Disodica Usando Acido EDTA* 
6.83 g NaC1 6.83 g NaC1 
0.20 g KC1 0.20 g KC1 
1.15 g Na2HP04 1.15 g Na2HP04 
0.20 g KH2P04 0.20 g KH2P04 
7.60 g Na2(EDTA) 5.83 g Acid0 EDTA 



De preferencia, en un frasco volurnetrico de 1 1, (*adicionar 10 ml de 
NaOH 10 N a la Soluci6n de Acid0 EDTA para disolver 10s quimicos secos), 
ajustar el pH a 7.4 usando HCl o NaOH, aforar a 1 1, refrigerar (maxim0 por 
seis meses) manteniendo el pH en 7.4. 

2" Soluci6n Tris Mal.- 
23.7 g Trima Maleato 
34.0 g Sacarosa 
En un fiasco volurnetrico de 500 ml, adicionar 350-400 ml de H20 

destilada para el Trizma Maleato; agitar para disolver, entonces adicionar la 
Sacarosa, dejar disolver por varios minutos, ajustar el pH a 7.3 y aforar a 500 
ml, refrigerar (miurimo por seis meses) manteniendo el pH en 7.3. 

3" Soluci6n Salina Normal (0.9 %).- 
1000 ml de H20 destilada 
9.0 g NaCl 
En un fiasco volumBtrico de 1 1, adicionar el NaCl al agua destilada y 

agitar para disolver. Refrigerar (mhximo por seis meses). [0.1 % BSA : 0.1 g 
BSA x 100 ml agua destilada] 

4" Solucibn Cacodilato 0.5 M.- 
t@ Cuidado: Compuesto Arsenico. 
26.75 g Sal S6dica Acido Cacodilato 
250 ml H20 destilada 
Adicionar 10s quimicos secos en un fiasco volum~trico de 250 ml, 

adicionar 50 ml de agua y revolver para disolver, aforar a 250 ml y disolver 
completamente. Refrigerar (mkimo seis meses). 

5" Solucion 20% Paraformaldehido.- 
@ Utilizar mhcara y preparar bajo una campana de extraction. 
20.0 g Polvo Paraformaldehido 
100 mi H20 destilada 
1 ml NaOH 2N 
Cdentar el agua a 60-65" C (casi a que suelte el hewor) en un frasco 

tapado de 250 ml, adicionar el polvo de paraformaldehido y agitar para 
humedecer el polvo, adicionar una mosca (agitador) y revolver por varios 
minutos en una platina a 65" C, adicionar el NaOH y continua agitando hasta 
que la soluci6n quede clara; enfriar hasta la temperatura ambiente (debajo de 
la campana de extraccibn). Refrigerar (maxim0 por seis meses). 



@ Soluciones de Trabajo: 
Deben hacerse justo antes de usar y desechar el sobrante, 

6" Soluci6n fijadora.- 
10 ml Solucion Cacodilato 
10 ml Solucion Paraformaldehido 
90 rnl H20 destilada 
Adicionar las soluciones a una probeta graduada de 125 ml y mezclar 

completamente. Ajustar el pH a 7.3-7.4 y descartar el sobrante al terminar. 

7" Mezcla de Incubaci6n.- 
a) Hemir 50 ml de H20 destilada 

Calentar 42 ml de Solucion Tris Mal en bail0 Maria a 37" C. 
b) Solucion de Magnesio 

0.5 g MgS04 
10 rnl H20 hirviendo 

Adicionar el polvo de sulfato de magnesio a un frasco de vidrio 
esmerilado, agregar el agua himiendo y revolver para disolver 
completamente. 

c) Solucibn Guia 
0.1 g Pb(N03)z 
5 rnl H20 hirviendo 

Adicionar el polvo de nitrato de plomo, o polvo guia, a un frasco de 
victrio esmerilado, agregar el agua himiendo y revolver para disolver 
completamente. 

d) Mezcla Final 
0.01 / 0.005 g Polvo ADN (Adenosin 5' Trifosfato) 
42 / 21 ml Tris Mal Caliente 
5 / 2.5 ml Solucion de Magnesio 
3 / 1.5 ml Soluci6n Guia 

Adicionar 10s ingredientes al Tris Mal caliente, revolviendo para 
disolver completamente despuks de cada adicion, si la soluci6n se empieza a 
poner turbia, checar el pH de la solucion de Tris Mal, esta debe de estar en 
7.3-7.4, o de lo contrario la soluci6n guia se precipitarh. Descartar el sobrante 
a1 terrninar. 

8" Solucion de Glicerina para el Montaje.- 
Glicero1:PBS en relacion de 9: 1 con 0.1% de N-Propil Gallato. 



No hace fdta descartar el sobrante ni refrigerarlo, solamente taparlo 
bien en un h c o  cerrado a temperatura ambiente. 

DENSIDAD DE CELULAS DENDR~ICAS POR mm2 
Cuantificaci6n de celulas dendriticas con microscopia 6ptica y obtenci6n 

matemtttica de su densidad ( ~ ~ / m m ~ )  en las diferentes regiones anatomicas 
de la epiddrmis de la pie1 del armadillo. 

Los valores obtenidos en el conteo microsc6pico heron: 

ArmadilloEDTA 107 122 68 51 
ATPasalHembral 118 66 23 91 - 40x 
Muslo/09Ago99 53 64 16 64 

ArmadilloEDTA 93 56 55 49 
ATPasaIHembral 63 108 67 66 -- 40x 
Muslo/l7Ago99 112 96 110 97 

ArmadilloiEDTA 62 102 83 93 
ATPasalHembral 85 92 87 85 - 40x 
Muslo/l7Ago99 80 91 83 94 

ArmadilloEDTA 122 113 73 112 
ATPasalHembral 102 86 72 123 - 40x 
Abdomenl07Sep99 89 85 158 148 

ArmadilloEDTA 100 85 125 108 
ATPasalHembral 128 135 109 52 - 40x 
Axild23Ago99 120 84 177 86 

ArmadilloiEDTA 94 68 142 127 
ATPasalHembral 93 97 112 152 40x 
Axild3OAgo99 92 94 137 76 



ArmadilloEDTA 
ATPasalHembral 
Cuello/3OAgo99 

ArmadilloEDTA 
ATPasalHembra2 
Muslo/27Sep99 

ArmadilloEDTA 
ATPasalHembra2 
Axild27Sep99 

ArmadilloEDTA 
ATPasalHembra2 
Nuca/050ct99 

ArmadilloEDTA 
ATPasa~Macho3 
Muslo/l ONov99 

ArmadilloEDTA 
ATPasdMacho3 
Abdomedl ONov99 



ArmadilloEDTA 
ATPasdMacho3 
Axildl O N O V ~ ~  

ArmadilloEDTA 
ATPasaIMacho3 
Cuello/l6Nov99 

ArmadilloEDTA 
ATPasalMacho3 
Nucdl GNov99 

ArmadilloEDTA 
ATPasdMacho4 
Muslo/29Nov99 
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Con estos valores se realizd el cilculo matemhtico del niunero de DCs 
por mm2 con la formula correspondiente (ver material y mbtodo pp 69): 

Mhs tarde se hizo un cdculo total donde se juntaron todos 10s datos y 
se obtuvo valores de DCs / mrn2 para el niunero de animal, la regidn 
anatbmica y 10s promedios conespondientes: 
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APENDICE No. 6 

DENDUTICAS 
Diferencias citologicas (cambio de morfologia) de las DCs en las distintas 

regiones anatomicas de la pie1 del armadillo. 

Con la tkcnica de dimensionar fotografias (ver material y mktodo pp 
70) se obtuvieron valores de diferentes parhmetros morfomktricos de las DCs 
en las diferentes regiones anatomicas sin importar el niunero de animal al cud 
pertenecian las muestras. Los valores obtenidos heron: 

5: Dihmetro Soma Celular en milesimas de cm (se tom0 la parte mhs 
ancha del soma para hacer la medicion): 

Nuca 40x 
0.635 
0.669 
0.569 
0.508 
0.623 
0.782 
0.716 
0.643 
0.559 
0.682 
0.539 
0.575 
0.603 
0.644 

Cuello 40x 
0.623 
0.714 
0.692 
0.837 
1.097 



Axila 40x 
1.109 1.157 0.972 1.063 0.906 0.908 
1.068 1.132 0.872 1.100 0.962 1.173 
0.967 0.606 0.786 0.854 1.034 1.285 
0.634 0.609 0.912 1.363 1.547 1.379 
0.932 1.959 1.105 0.808 1.081 0.736 
0.716 0.646 0.929 1.086 1.156 1.030 
0.709 1.128 1.290 1.164 

Abdomen 40x 
0.951 0.706 0.862 0.872 1.301 0.808 
1.191 1.469 1.000 1.143 1.21 1 0.990 
0.795 0.924 1.153 0.980 1.619 0.887 

Muslo 40x 
1.347 0.932 1.798 0.648 1.205 1.184 
0.792 1.009 1.696 

Muslo 20x 
0.413 0.660 0.635 0.525 0.617 0.549 
0.508 0.621 0.527 0.491 0.464 0.510 
0.452 0.497 

% i:oxgi$~??r! Dendritas en milesimas de cm (se tomaron las dendritas 
mhs largas para hacer la medici6n): 

Nuca 40x 
2.301 2.423 
1.873 3.269 
2.605 3.488 
2.648 2.529 
3.382 2.159 
2.158 2.261 
2.468 1.882 
1.472 2.483 
2.526 3.366 
3.161 5.875 
1.701 3.437 



Cuello 40x 
3.644 
3.905 
4.922 
4.556 
4.922 

Abdomen 40x 
4.916 
1.494 
4.844 
2.448 

Muslo 40x 
6.459 
3.068 

Muslo 20x 
2.183 
2.837 
1.626 



Con 10s valores obtenidos se hizo la conversi6n de cm a p por regla de 
tres (ver material y metodo pp 70) para cada una de las regiones anatomicas 
estudiadas; sumando ambos valores se obtuvo el tamafio total de la DC: 

. , . . 

13.145 

- .- Dendritas 
I Nuca 56.253 

17.787 

-- 67.816 
85.603 
21.564 

1 32.768 
Celula 54.332 

Abdomen Dendritas I 1.916 40.427 -- 

I Abdomen I CBlula 2.964 62.540 1 bh"vf&/, Soma 
1.179 I 2 3 . 6 9 2 4  

Dendritas I 3.073 - 77.034 
I Muslo Celula 4.252 100.654 - -1 

% Espacio Intercelular en centecimas de cm (se tom0 la medicion de 
soma a soma para cada regi6n anatomic$: 

Cuello 
32.66 37.11 30.15 40.07 19.35 29.06 
28.50 23.59 52.79 12.19 23.64 35.09 
34.80 20.66 31.86 15.81 30.97 6.94 
35.71 19.27 52.39 15.68 18.31 



Abdomen 
58.41 49.38 45.07 30.92 13.30 3.44 
30.87 35.80 18.77 5.68 8.03 93.57 
41.68 54.75 65.10 24.82 35.90 32.97 
41.94 30.39 48.50 36.66 24.71 

Muslo 
59.99 42.73 37.93 63.61 53.79 38.32 

Con 10s valores obtenidos se hizo la conversi6n de cm a p por regla de 
tres (ver material y mktodo pp 70) para cada una de las regiones anat6micas 
estudiadas: 

* NNiunero de Ramificaciones Primarias (se contaron las ramificaciones 
que salen directamente del cuerpo celular o soma de la DC): 



6 5 5 2 5 4 5  
Habiendo un promedio de 4.0 ramificaciones primarias en la regi6n de 
la nuca en armadillos. 

Cue110 
7 2 6 4 4 6 6 3 5 6 3 5 4 4 5  
6 4 4 4 2 5 5 6 3 5 4 3 6 4  

Habiendo un promedio de 4.5 ramificaciones primarias en la regi6n del 
cue110 en armadillos. 

m a  
4 4 4 7 6 8 1 1 7 6 7 6 9 5 4 9  
9 9 6 7 2 1 0 7 8 4 8 4 3 1 1 3 6  
6 7 6 3 3 6 7 6 7  

Habiendo un promedio de 6.3 ramificaciones primarias en la regi6n de 
la axila en armadillos. 

Abdomen 
4 3 s 7 5 3 4 6 3 9 8 4 7 5 5 3  
3 8 7  

Habiendo un promedio de 5.2 ramificaciones primarias en la regi6n del 
abdomen en armadillos. 

w 
7 4 3 6 3 4 4 4 3 3 4 4 2 3 3  
5 4 3 2 9 6 8 6 1 2  

Habiendo un promedio de 4.7 ramificaciones primarias en la region del 
muslo en armadillos. 

Niunero de Ramificaciones Secundarias (se contaron las 
ramificaciones que salen o brotan de las ramificaciones primarias de las DCs): 

4 8 5 4 8 4 7 2 7 3 3 1 2 4 5  
2 3 3 3 7 2  

Habiendo un promedio de 4.11 ramificaciones secundarias en la regi6n 
de la nuca en armadillos. 



Cuello 
8 3 1 1 5 2 2 2 1 1 3 6 1 2 2 3 8 6  
3 1 0 1 1 1 2 6 3 2 2 2 1 2 5 1 1 8 3  
3 8 3 6 1 1 0  

Habiendo un promedio de 5.44 ramificaciones secundarias en la regibn 
del cue110 en armaddlos. 

&a 
2 6 2 1 1 1 3 6 4 1 2 1 1 4 7 3 4  
2 4 8 1 1 2 4 1  6 4 3 7 3 1 1 2 4  
1 2 8 4 6 2  

Habiendo un promedio de 4.50 ramificaciones secundarias en la regibn 
de la axila en armadillos. 

Abdomen 
4 3 1 8 4 2 2 2 4 4 4 5 6 3 3 2  
2 1 1 1 4 5 6 4 4 2 2 3 3 2 2 2  
11  3 11  4  1 1 1  

Habiendo un promedio de 4.44 ramificaciones secundarias en la regibn 
dei abdomen en armadillos. 

Muslo 
4 8 2 3 3 1 3 2 4 1 3 5 4 5 3 4 2  
5 3 9 5 5 5 1 2 4 2 . 4 3 1 3 3 3 2  
2 5 3 9 4 8  

Habienda un promedio de 5.11 ramificaciones secundarias en la regibn 
del muslo en armadillos. 



% Caracteres morfocitologicos medidos en las DCs de epidermis de 
armadillo de nueve bandas: 
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