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BHE: Barrera hemato-encefálica.

BRAID: Brain-associated immune deviation.

CD: Cluster of differentiation (moleculas CD o grupo de diferenciación)

CPA: Célula presentadora de antígenos.

DAMPS: Damage associated molecular patterns.

DC: Dendritic cell (célula dendrítica).

EAE: Encefalomielitis alérgica experimental.

FRC: Fibroblastic reticular cells.

GFAP: Glial fibrillar acidic protein (proteína acídica fibrilar glial).

GL: Ganglio linfático.

GLC: Ganglios linfáticos cervicales.

HEV: High endothelium venules (venas de endotelio alto).

HLA: Human leukocyte antigen (antígenos leucocíticos humanos).

Hsp-70: Heat shock protein 70 (proteína de estrés térmico).

LCR: Líquido cefalorraquídeo.

MALT: Mucose associated lymphoid tissue (tejido linfoide asociado a mucosas).

MAP-2: Microtubule associated protein (proteína asociada a los microtúbulos).

MBP: Myelin basic protein (proteína básica de la mielina).

mDC: Célula dendrítica mieloide.

MHC: Major histocompatibility complex (complejo principal de histocompatiblidad).

NR-2A: Subunidad 2A del receptor de glutamato.

NSE: Neural specific enolase (enolasa neural específica).

PAMPs: Pathogen associated molecular patterns.

RT-PCR: Real time polymerase chain reaction (Reacción en cadena de la polimerasa).

pDC: Célula dendrítica plasmocitoide.
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PLP: Myelin proteolipidic protein (proteína proteolipídica de la mielina).

MOG: Myelin oligodendrocite protein.

SNC: Sistema nervioso central.

TGF-β: Transforming growth factor (factor de crecimiento transformador β).

Th: Célula T helper.

TLR: Toll like receptor.

TLS: Tejido linfoide secundario.

TNF-α: Tumoral necrosis factor (factor de necrosis tumoral).
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1. Necesidad de nuevas estrategias terapéuticas en el ictus.

El ictus es una de las principales causas de mortalidad y dependencia en nuestro medio,

con una incidencia anual de 187 casos por 100.000 habitantes. El ictus es isquémico,

debido a una oclusión arterial, es el más frecuente y representa en torno a un 80% de

todos los ictus, siendo menos frecuentes la hemorragia intracerebral y otras formas

menos habituales de patología vascular cerebral como la hemorragia subaracnoidea (van

der Worp and van Gijn 2007; Roger, Go et al. 2011; Díaz-Guzman, Egido et al. 2012).

A pesar de la mayor disponibilidad de terapias recanalizadoras para el tratamiento del

ictus isquémico, sólo entre un 5 y un 7% de los pacientes ingresados por esta patología

son candidatos a recibir este tipo de terapias (Abilleira, Davalos et al. 2011), mientras

que aún no se dispone de ningún tratamiento específico que modifique la evolución

natural de la hemorragia intracerebral (Morgenstern, Hemphill et al. 2010). Por ello, es

necesario profundizar en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que puedan

modificar la evolución natural de esta patología. Cada vez se dispone de más

información sobre la importancia de la inmunidad en la fisiopatología del ictus agudo

(Iadecola and Anrather 2011; Chamorro, Meisel et al. 2012) y por ello, modular los

procesos inflamatorios e inmunológicos que tienen lugar durante la fase aguda del ictus

podría aportar opciones terapéuticas en el futuro (Macrez, Ali et al. 2011).

2. El sistema inmune y el ictus.

2.1. El síndrome de inmunodepresión asociado al ictus.

Los pacientes con ictus desarrollan un síndrome de inmunodepresión asociado como

consecuencia de las interacciones que se establecen entre el sistema nervioso central

(SNC) y el sistema inmune a varios niveles y cuyos mecanismos más íntimos están

pendientes de determinar (Urra, Obach et al. 2009). Este síndrome se caracteriza por

una reducción de los linfocitos circulantes y de la actividad inflamatoria de las células

mononucleares (Vogelgesang, Grunwald et al. 2007; Haeusler, Schmidt et al. 2008;

Urra, Cervera et al. 2009) y la magnitud de la respuesta del sistema inmune se ha

relacionado con el volumen del tejido cerebral infartado (Hug, Dalpke et al. 2009). El

incremento de los niveles circulantes de corticoides y de catecolaminas como

consecuencia del estrés que supone el ictus es probablemente la causa de la reducción

del número de linfocitos circulantes debido a un aumento de la apoptosis linfocitaria

19



INTRODUCCIÓN

(Urra, Cervera et al. 2009). Esta linfopenia e incremento de la apoptosis linfocitaria

también se extiende a los órganos linfoides (Liesz, Hagmann et al. 2009), ocasionando

la atrofia tímica y esplénica que se observa en diversos modelos experimentales de

isquemia cerebral (Prass, Meisel et al. 2003; Offner, Subramanian et al. 2006). La

reducción de la actividad inflamatoria de las células mononucleares se ve reflejada en

una reducción de la producción de TNF-α y de la expresión de moléculas HLA ( human

leukocyte antigen) por estas células (Vogelgesang, Grunwald et al. 2007; Hug, Dalpke

et al. 2009; Urra, Cervera et al. 2009). Este síndrome de inmunodepresión asociado al

ictus puede favorecer la aparición de complicaciones infecciosas (Haeusler, Schmidt et

al. 2008; Urra, Cervera et al. 2009), pero por otra parte no es descartable que pueda

constituir una respuesta adaptativa que contribuya a limitar el daño inflamatorio

cerebral (Chamorro, Urra et al. 2007; Dirnagl, Klehmet et al. 2007).

2.2. La respuesta inmune innata y el ictus.

La respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa pueden desempeñar un

papel relevante en la fisiopatología del ictus. La respuesta inmune innata es aquella que

se establece por el reconocimiento de ciertos patrones moleculares (pathogen associated

molecular patterns o PAMPs), presentes habitualmente en patógenos como virus y

bacterias, por receptores presentes en macrófagos y monocitos. Este reconocimiento se

lleva a cabo fundamentalmente por los receptores Toll like (toll like receptors o TLR),

lo cual conlleva la activación de células inflamatorias que destruyen el patógeno o las

células infectadas por él (Akira, Uematsu et al. 2006). En el ictus, el daño celular

ocasionado por la isquemia cerebral libera diferentes señales de alarma denominados

DAMPs (damage associated molecular patterns), en analogía a los PAMPs. Entre ellas

se encuentran las proteínas de estrés térmico (heat shock proteins), HMGB1 (high

mobility box group1), la proteína neuronal S100 y el ácido úrico, entre otras (Bianchi

2006; Kono and Rock 2008). Estos DAMPs pueden ser también reconocidos por

receptores presentes en macrófagos y monocitos y contribuir al desarrollo de respuestas

inflamatorias. A este respecto, se sabe que TLR4 puede funcionar como receptor de

diversos ligandos endógenos (Marshak-Rothstein 2006) y se ha implicado en el

desarrollo de la respuesta inflamatoria y en el daño tisular durante la isquemia cerebral

(Caso, Pradillo et al. 2007). En los pacientes con ictus, la expresión de TL4 en
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monocitos circulantes se ha correlacionado con la severidad del ictus (Yang, Li et al.

2008) y con un mal pronóstico funcional (Urra, Cervera et al. 2009).

2.3. La respuesta inmune adaptativa y el ictus.

La respuesta inmune adaptativa, que es aquella que se desarrolla de manera específica

frente a antígenos presentados a las células T mediante moléculas del complejo

principal de histocompatibilidad (major histocompatibility complex, MHC), también

podría tener importancia en la fisiopatología del ictus (Iadecola and Anrather 2011). La

presentación antigénica es llevada a cabo por células especializadas denominadas

células presentadoras de antígenos (CPA). Dentro de esta respuesta adaptativa, los

antígenos pueden ser presentados a través de moléculas MHC tipo I o tipo II. Las

moléculas MHC-I se encargan fundamentalmente de la presentación de antígenos

intracelulares, están presentes en todas las células y contribuyen a desarrollar respuestas

citolíticas a través de la estimulación de células CD8. Clásicamente, intervienen en la

respuesta frente a antígenos virales o tumorales. Mientras tanto, la respuesta mediada a

través de moléculas MHC-II es la utilizada para la respuesta frente a antígenos externos,

como pueden ser los antígenos bacterianos. Sólo las CPA expresan este tipo de

moléculas y los antígenos presentados a través de estas moléculas tienden a ser

presentados a células CD4 T helper (Th) (Neefjes, Jongsma et al. 2011).

Dependiendo de los estímulos recibidos por las CPA a través de sus receptores, estas

transmiten diferentes tipos de señales a las células Th que se pueden traducir en

diferentes tipos de respuesta inmune. Así, la activación de receptores intracelulares por

ácidos nucleicos virales promueve la producción de IFN-I y el desarrollo de respuestas

denominadas tipo Th1. Este tipo de respuesta se caracteriza por la producción de IFN-γ

y promover respuestas citolíticas frente a las células infectadas. Mientras, el estímulo de

receptores de superficie promueve el desarrollo de respuestas humorales Th2, las cuales

se caracterizan por producir IL-4, y favorecer la estimulación de células B y producción

de anticuerpos. En los últimos años se ha descrito el desarrollo de respuestas

denominadas Th17, caracterizadas por la producción de IL-17 y el desarrollo de

respuestas inflamatorias con predominio de neutrófilos (Diebold 2008).
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Se sabe que en pacientes con ictus se pueden encontrar niveles elevados en el suero de

proteínas de origen cerebral como por ejemplo la proteína básica de la mielina (myelin

basic protein, MBP), la proteína S100 y la enolasa neuronal específica (neuronal

specific enolase, NSE) (Jauch, Lindsell et al. 2006). Por ello, es argumentable que se

pudiera desarrollar en el ictus algún tipo de respuesta inmune de tipo adaptativo frente a

estos antígenos cerebrales. De este modo, se ha descrito un incremento de células T

reactivas frente a antígenos mielínicos como MBP y PLP (myelin proteolipidic protein)

en pacientes con ictus (Wang, Olsson et al. 1992), así como frente antígenos neurales

como la proteína acídica fibrilar glial (glial fibrillar acidic protein, GFAP) (Becker,

Kalil et al. 2011). Esta respuesta originada frente a antígenos mielínicos pudiera llegar a

tener una implicación pronóstica, ya que pacientes con ictus más severos presentan una

mayor respuesta Th1 frente a MBP y dicha respuesta se ha relacionado con un peor

pronóstico independientemente de la severidad clínica inicial (Becker, Kalil et al. 2011).

También se han observado respuestas de tipo Th2 caracterizadas por la producción de

anticuerpos frente a antígenos de origen cerebral como el receptor de glutamato, el

neurotransmisor más prevalente en el SNC, (Dambinova, Khounteev et al. 2003; Kalev-

Zylinska, Symes et al. 2013) o neurofilamentos(Bornstein, Aronovich et al. 2001).

Sin embargo, no siempre la respuesta frente a un antígeno es efectora, sino que puede

desarrollarse tolerancia o anergia frente al antígeno presentado mediante mecanismos

diversos e interrelacionados. Para que se desarrolle una respuesta efectora, además de la

interacción del antígeno con el receptor de célula T es necesaria la presencia de

moléculas coestimuladoras. Las más relevantes son las moléculas CD80 y CD86, las

cuales se encuentran presentes en las CPA e interaccionan con las moléculas CD28 y

CTLA-4 presentes en los linfocitos. Del balance entre CD28 y CTLA-4 dependerá que

se desarrolle una respuesta efectora o tolerancia frente a un determinado antígeno. En

aquellas circunstancias en que la expresión de CTLA-4 es mayor se tiende a producir

tolerancia, mientras que si predomina la interacción CD80/CD86 con CD28 se produce

una respuesta efectora frente al antígeno presentado (Walker and Sansom 2011).

Además, el sistema inmune ha desarrollado respuestas celulares que controlen la

respuesta frente a patógenos y evite que sea deletérea para el propio organismo. Además

de las células T reguladoras naturales CD25+, existen células reguladoras antígeno

especificas como las células Th3, que secretan TGF-β, y las células T1 reguladoras
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(TR1) que producen gran cantidad de IL-10 (Diebold 2008; Sakaguchi, Miyara et al.

2010).

En modelos animales de isquemia cerebral se ha observado que las respuestas de

tolerancia antigénica pueden tener un papel en la evolución del ictus. Se sabe que la

inducción de tolerancia frente a antígenos cerebrales como la MBP o MOG (myelin

oligodendrocyte glycoprotein) puede reducir el volumen de infarto y mejorar el

pronóstico final (Becker, McCarron et al. 1997; Becker, Kindrcik et al. 2003; Frenkel,

Huang et al. 2003; Gee, Kalil et al. 2008) o reducir respuestas inflamatorias en el SNC

(Harling-Berg, M. et al. 1991). También, al igual que ocurre con otros órganos

inmunoprivilegiados como el ojo, el organismo es capaz de “desviar” la respuesta

inmune para limitar el daño cerebral. Este “desvío de la respuesta inmune asociado al

cerebro” (brain-associated immune deviation, BRAID) es independiente de la integridad

de la barrera hemato-encefálica (BHE) y de la actividad del bazo y pudiera relacionarse

con la creación de células T reguladoras a nivel cervical (Wenkel and Streilein 2000).

3. El cerebro como órgano inmunoprivilegiado.

Si consideramos que la respuesta inmunes adaptativa puede tener relevancia en la

fisiopatología del ictus, para su desarrollo se necesita ineludiblemente la presentación de

los antígenos a las células T. Este proceso de presentación antigénica habitualmente se

lleva a cabo en el tejido linfoide secundario (TLS), fundamentalmente en los ganglios

linfáticos (GL) y en el tejido linfoide asociado a mucosas (mucose associated lymphoid

tissue, MALT)(Itano and Jenkins 2003).

El cerebro se ha considerado clásicamente como un órgano inmunoprivilegiado, idea

derivada de la observación de que células tumorales implantadas en el cerebro eran

capaces de sobrevivir más que aquellas implantadas en otros tejidos. Esto se

consideraba en parte debido a la ausencia de drenaje linfático en el SNC, y la presencia

de la BHE. La ausencia de drenaje linfático evitaría el reconocimiento de antígenos

cerebrales por las células del sistema inmune mientras que la presencia de la BHE

evitaría la entrada de células inmunes en el SNC. Este “inmunoprivilegio” se encuentra

reducido al parénquima cerebral, mientras que las meninges, plexos coroideos y órganos
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periventriculares se comportan de forma similar al resto de los órganos debido a la

ausencia de BHE (Galea, Bechmann et al. 2007).

La primera evidencia experimental de la existencia de la BHE se debe a Ehrlich, quien

observó que la inyección de tinciones hidrosolubles en el sistema circulatorio teñía

todos los órganos excepto el cerebro y la médula espinal (Hawkins and Davis 2005). La

baja permeabilidad de la BHE se atribuye a las uniones entre las células endoteliales y

la baja actividad pinocítica de las mismas. En el lado abluminal (o parte externa) de los

vasos del SNC se pueden encontrar macrófagos perivasculares, los cuales pueden captar

antígenos cerebrales y realizar vigilancia de las barreras del SNC (Muldoon, Alvarez et

al. 2012). Situados a intervalos irregulares en la cara abluminal del endotelio se

encuentran los pericitos, los cuales junto a las células endoteliales se encuentran

englobados por la lámina basal, la cual se encuentra compuesta principalmente de

colágeno tipo IV, laminina, fibronectina y proteoglicanos(Hawkins y Davis 2005).

(Figura 1)

Figura 1. Esquema de la estructural BHE (Adaptado de Guillemin et al., 2003).
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Sin embargo, el parénquima cerebral no se encuentra completamente aislado del sistema

inmune. En condiciones fisiológicas es posible la circulación de un reducido número

leucocitos a través de los diferentes compartimentos cerebrales dentro de un sistema de

inmunovigilancia. La gran mayoría de los leucocitos que entran al SNC en condiciones

fisiológicas son células T, y pueden pasar de la sangre al LCR a través de los plexos

coroideos, directamente al espacio subaracnoideo a través de vénulas postcapilares en la

superficie pial, o directamente al parénquima cerebral por medio de los espacios

perivasculares (Ransohoff, Kivisäkk et al. 2003). Se sabe que la BHE es más restrictiva

a nivel capilar mientras que a nivel precapilar y postcapilar es posible el tráfico celular

hacia los espacios perivasculares (Bechmann, Galea et al. 2007).

Por otra parte, es posible que tanto antígenos solubles como CPA cargadas con

antígenos cerebrales puedan abandonar el SNC y llegar a alcanzar el tejido linfoide,

donde pueda realizarse la presentación antigénica a las células T (Karman, Ling et al.

2004; Walter, Valera et al. 2006). Este drenaje de células y/o de solutos es posible que

se realice a través de tres rutas diferentes: 1) a lo largo de trayectos nerviosos, 2)

espacios perivasculares, y 3) vía sanguínea.

La vía que ha captado más atención es aquella que implica el drenaje del LCR, el cual

se produce principalmente en los plexos coroideos a partir de sangre arterial y en una

pequeña proporción a partir del líquido intersticial del SNC. Tras circular por los

ventrículos hacia el espacio subaracnoideo, el LCR es reabsorbido por las granulaciones

subaracnoideas y se mezcla con el retorno venoso (Ransohoff and Engelhardt 2012). Sin

embargo, una pequeña parte del LCR puede drenar como líquido intersticial a través de

canales linfáticos alrededor de los nervios craneales y espinales, habiendo sido

especialmente estudiado a nivel de los filetes olfatorios en la lámina cribiforme del

etmoides (Johnston, Zakharov et al. 2004; Johnston, Zakharov et al. 2005; Walter,

Valera et al. 2006). Por otra parte, cuando los vasos arteriales penetran el espacio

subaracnoideo para nutrir el parénquima cerebral, se forman unos espacios

perivasculares delimitados por piamadre y aracnoides que se mantienen conectados con

el espacio subaracnoideo. Son los denominados espacios de Virchow-Robin. A través

de estos espacios perivasculares es posible el drenaje de líquido intersticial del

parénquima cerebral, representando una fuente de salida de antígenos solubles y de
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productos del metabolismo cerebral (Harling-Berg, Park et al. 1999; Ball, Cruz et al.

2009; Ransohoff and Engelhardt 2012). El drenaje de fluido intersticial y solutos

procedentes del cerebro a través de estos espacios y a lo largo de la pared vascular

pudiera alcanzar los ganglios linfáticos cervicales (GLC) dada la intima relación entre

estos y la arteria carótida interna (Clapham, O'Sullivan et al. 2010). Tanto el drenaje a

lo largo de trayectos nerviosos como de los espacios perivasculares representan un

equivalente al drenaje linfático para el parénquima cerebral, el cual se dirige a los GLC

(Weller, Djuanda et al. 2008; Ransohoff and Engelhardt 2012)(Figura 2).

La funcionalidad de estas rutas se ha comprobado en trabajos como los de Hatterer y

colaboradores, los cuales mostraron que cuando se injertaban células dendríticas

(dendritic cells, DC) en el parénquima cerebral, estas no migraban a los GL, pero si lo

hacían cuando se inyectaban en el ventrículo lateral (Hatterer, Davoust et al. 2005).

Cuando estas células se inyectaban en animales con encefalomielitis alérgica

experimental (EAE), tendían a localizarse en las zonas del parénquima afectadas por la

inflamación, encontrándose posteriormente en espacios perivasculares y meninges, y

finalmente en las zonas B de los GLC (Hatterer, Touret et al. 2008). También se ha

descrito que las células T pueden ser capaces de drenar hacia los GLC a través de la

lamina cribiforme del etmoides y ser identificadas en estas estructuras (Goldmann,

Kwidzinski et al. 2006). Por otra parte, Carare y colaboradores sugieren que sólo los

antígenos solubles de pequeño tamaño pueden abandonar el SNC a través de los

espacios perivasculares pero que esta ruta no podría ser empleada por células (Carare,

Bernardes-Silva et al. 2008). A nivel de los GLC, estos antígenos solubles, son capaces

de desarrollar preferentemente respuestas humorales Th2 y en menor medida respuestas

Th1(Harling-Berg, Park et al. 1999).

Dado su proximidad anatómica es posible que la amígala palatina, la cual forma parte

del MALT, pueda recibir drenaje linfático del SNC. Las amígdalas palatinas reciben

irrigación de la arteria carótida externa, están inervadas por nervios procedentes del

ganglio esfenopalatino y su drenaje linfático se encuentra conectado con los GLC

(Jácomo, Akamatsu et al. 2010).

Respecto a la vía sanguínea, Hochmeister y colaboradores fueron capaces de seguir el

drenaje de DC inyectadas en parénquima cerebral a través del espacio perivascular,
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subendotelio y el lumen de los vasos sanguíneos. Estas células se encontraron

finalmente en los GL mesentéricos y en el bazo (Hochmeister, Zeitelhofer et al. 2010).

Figura 2. Esquema de vías de drenaje del LCR(adaptado de Ransohoff y Engelhardt,

2012).

A diferencia de los mecanismos de drenaje de antígenos y vigilancia inmune

fisiológicos, en situaciones patológicas, la rotura de la BHE podría permitir la entrada

de células inflamatorias dentro del SNC, y que antígenos cerebrales “secuestrados”

dentro del SNC puedieran entrar en contacto con células inmunes (Engelhardt and

Ransohoff 2005). La isquemia cerebral causa un daño directo a la unidad neurovascular

ocasionando un aumento de permeabilidad a moléculas y células (Muldoon, Alvarez et

al. 2012). Dentro de las células inflamatorias que infiltran el parénquima cerebral, los

neutrófilos son las primeras que acceden, seguidas de macrófagos, linfocitos y DC. Los

neutrófilos se pueden encontrar entre 30 minutos y unas pocas horas tras la isquemia y
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alcanzan su pico entre 1 y 3 días, mientras que los linfocitos infiltran los bordes del

infarto en torno al tercer día y aumentan progresivamente hasta el séptimo. Los

macrófagos procedentes de la sangre pueden comenzar a infiltrar el cerebro a las 48 h y

alcanzan su pico a los 7 días. (Jin, Yang et al. 2010). La máxima entrada de DC

periféricas ocurre en torno las 72 h, encontrándose estas células preferente en el centro

(core) del infarto, si bien se ha descrito una población de DC residentes cerebrales que

tienden a acumularse en la periferia del infarto próximas a células T infiltrantes, que

muestran una marcada expresión de moléculas presentadoras y coestimuladorass (Felger,

Abe et al. 2010).

La presencia de antígenos cerebrales en el tejido linfoide secundario, especialmente en

los GLC ha sido demostrada en diversas condiciones patológicas. Así, en animales con

EAE y en pacientes con esclerosis múltiple se ha demostrado la presencia de antígenos

mielínicos en los GLC (deVos, van Meurs et al. 2002; Fabriek, Zwemmer et al. 2005).

También se han encontrado antígenos cerebrales como la MBP y la proteína asociada a

microtúbulos (microtubule associated protein, MAP-2) en GLC de diversos modelos

animales de isquemia cerebral (van Zwam, Huizinga et al. 2008). En ambos trabajos, los

antígenos cerebrales se encontraban en células que expresaban marcadores

característicos de CPA, como CD40 o moléculas MHC. Por otra parte, en el trabajo de

van Zwam y colaboradores se observó que el perfil de citocinas expresado por las CPA

variaba en función del antígeno presente (van Zwam, Huizinga et al. 2008) .

4. Presentación antigénica y estructura del tejido linfoide.

Una vez los antígenos han llegado al tejido linfoide para su presentación, describiremos

la estructura y el destino de los antígenos en el GL por ser más extensamente estudiado.

El GL tiene dos zonas principales: el córtex y la médula. Dentro del córtex se puede

diferenciar el paracortex o zona T, y la zona más periférica de células B formada por

folículos y centros germinales (figura 3). El paracortex se organiza en cordones

celulares rodeados por canales linfáticos organizados por una estructura fibrorreticular

(Angel, Chen et al. 2009), diferenciándose una zona con elevada densidad de células T

y zonas circundantes más difusas. El “esqueleto” fibroreticular del GL se encuentra

formado por una trama fibrilar en cuya composición intervienen fundamentalmente el

colágeno y otras proteínas constituyentes de la matriz extracelular como fibronectina y
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laminina. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en otras partes del organismo, los

componentes de la matriz extracelular se encuentran rodeados por los fibroblastos que

los producen (fibroblastic reticular cells, FRC )(Roozendaal, Mebius et al. 2008). De

esta manera se forma una estructura que además de constituir el “esqueleto” del ganglio,

establece un entramado de canales o sistema de conducción a través del cual la linfa

circula desde el espacio subcapsular hacia la médula del GL. Estos canales se

encuentran rodeados por CPA, que son capaces de captar y presentar los antígenos que

circulan a través de ellos. De este modo la linfa, que puede transportar antígenos

solubles o CPA cargadas con antígenos, entra al GL a través de vasos linfáticos

aferentes y se distribuye por el espacio subcapsular, circulando posteriormente a lo

largo del paracortex hasta la médula del ganglio y abandonándolo finalmente a través de

un vaso linfático eferente (Roozendaal, Mebius et al. 2008; Angel, Chen et al. 2009).

Figura 3. Esquema de la estructura del ganglio linfático (adaptado de von Andrian y

Memple, 2003).

La llegada de las CPA al GL y su encuentro con las células Th se encuentra regulado

por un complejo entramado de señales compuesto por citocinas y sus respectivos

receptores. Así, CCR7 (un receptor de las citocinas CCL19 y CCL21) es expresado por
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las CPA maduras y es necesario para la migración hacia el GL, la cual se realiza gracias

a un gradiente citoquínico presente en el vaso linfático (Randolph, Angeli et al. 2005).

Una vez dentro del GL, las CPA son dirigidas a la zona T donde pueden entrar en

contexto con células Th y desarrollar respuestas inmunes efectoras. Los linfocitos

pueden entrar en el GL a través de las vénulas de endotelio alto (high endothelium

venules, HEV) o vasos linfáticos aferentes. En las HEV la entrada de los linfocitos al

parénquima del GL se realiza a través de puntos determinados para posteriormente

migrar a lo largo de trayectos trazados por la estructura fibroreticular del GL (Bajénoff,

Egen et al. 2006).

La interacción entre CPA y los linfocitos Th se produce en el paracortex del GL, en la

frontera entre la zona T y la zona B (Katakai, Hara et al. 2004). La localización tanto de

las células linfoides como de las CPA en determinadas zonas del GL también viene

determinado por un equilibrio de interacciones receptor-citoquina en el cual intervienen

las células que constituyen la trama fibroreticular del ganglio (Katakai, Hara et al. 2004;

Bajénoff, Egen et al. 2006). A este respecto, la expresión del receptor CCR7 y el

reconocimiento de CCL19 favorece la localización de las células Th en la zona T,

mientras el binomio receptor-citoquina CXCR5/CXCL13 favorece la movilización

hacia zonas B, necesario para ayudar a las células B (Hardtke, Ohl et al. 2005).

En el proceso de presentación antigénica entre CPA y célula T se alternan diferentes

fases. En momentos iniciales las células Th interaccionan de forma breve con múltiples

CPA, si bien entre 8 a 12 h tras la entrada de la célula Th en el GL las interacciones

CPA-célula Th son más duraderas y se forman agregados. Posteriormente estos

agregados se disocian y las células Th presentan de nuevo una mayor movilidad a

medida que expresan marcadores de activación y comienzan a proliferar (Mempel,

Henrickson et al. 2003; Miller, Safrina et al. 2004). Si la activación de la célula Th no se

produce, el linfocito sale del GL a través de los vasos sanguíneos y circula hasta otro

GL (von Andrian and Memple 2003).

La activación de las células Th conlleva la expresión de diversos marcadores como

CD25, CD40L (CD154) o CD69 (Caruso, Licenziati et al. 1997). Dentro de los

marcadores de activación es importante la expresión de CD69, un marcador de

activación temprano que se expresa de forma transitoria tras la activación linfocitaria
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(Sancho, Gómez et al. 2005). CD69 contribuye a mantener a las células Th secuestradas

en los órganos linfoides (Shiow, Rosen et al. 2006), interviene también en el desarrollo

de linfocitos memoria Th (Shinoda, Tokoyoda et al. 2012) y su déficit favorece el

desarrollo de respuestas inflamatorias (Cruz-Adalia, Jimenez-Borreguero et al. 2010;

Martin, Gómez et al. 2010).

5. Las células presentadoras de antígenos.

Tres tipos celulares son capaces de expresar moléculas MHC-II y pueden actuar como

CPA: las DC, los macrófagos y los linfocitos B. Si bien los macrófagos y los linfocitos

B pueden actuar como CPA, estas lo hacen de manera menos eficiente que las DC,

auténticas células profesionales presentadoras de antígenos. Las principales CPA en el

GL son las DC, mientras que los macrófagos son más abundantes en órganos no

linfoides aunque también se pueden encontrar en el ganglio linfático.

Tanto las DC, como macrófagos y monocitos forman parte del sistema monofagocítico

y su capacidad fagocítica les permite la captación de antígenos externos, su

procesamiento y presentación por medio de moléculas MHC-II. En este proceso

encontramos una primera fase de fagocitosis en la que el antígeno acaba localizado en

un compartimento delimitado por membranas denominado fagosoma. Posteriormente

este fagosoma se une a lisosomas, formando el denominado fagolisosoma, donde tiene

lugar el procesamiento del antígeno y los péptidos resultantes son cargados en

moléculas MHC-II, para ser posteriormente presentados en superficie a células Th

(Vyas, Van der Veen et al. 2008).

En humanos, todas las DC se caracterizan por expresar niveles elevados de MHC-II

(HLA-DR) y carecer de marcadores de otros linajes celulares como CD3 (marcador de

célula T), CD19/20(célula B) y CD56 (células natural killer). Si bien hay autores que

sugieren que las DC son más un estado funcional que un linaje celular determinado

(Hume 2008), se han clasificado clásicamente en DC mieloides (mDC) o

plasmocitoides (pDC) atendiendo a la presencia de determinados marcadores celulares.

Las mDC expresan CD11c, CD13, CD33 y CD11b, mientras que las pDC se

caracterizan por la expresión de CD123, CD303 y CD304. Las mDC se dividen

principalmente en una fracción CD1c+ y otra CD141+. Las mDC CD1c+ son la mayor

31



INTRODUCCIÓN

población de mDC en sangre, tejidos y órganos linfoides y cuando se encuentran en el

tejido expresan marcadores de activación como CD86, CD80 y CD40. Estas DC

expresan CD11c al igual que los monocitos, pero carecen de los marcadores CD14 y

CD16, si bien se ha descrito una fracción CD14+ presente en tejidos y GL que pudieran

derivar de monocitos (Collin, McGovern et al. 2013).

De acuerdo a su localización y función las DC clásicamente se ha definido como

residentes o migratorias, aunque se puedan considerar algún otro tipo de DC como las

presentes en sangre y las DC inflamatorias (Itano and Jenkins 2003; Collin, McGovern

et al. 2013). Las DC residentes serían células “inmaduras” localizadas en el GL en

íntimo contacto con su entramado trabecular, y estarían encargadas de la captación de

antígenos solubles que acceden al GL a través de los vasos linfáticos aferentes. Mientras

tanto, las DC migratorias son aquellas que habiendo tenido contacto con un antígeno en

tejidos periféricos, migran al GL para presentarlo a células Th (Cavanagh and Weninger

2008). Estas células se localizan inicialmente en el seno subcapsular y posteriormente

penetran en el parénquima del GL a través de las zonas interfoliculares, para

posteriormente dirigirse hacia el límite del córtex, en la vecindad de las HEV, pero

menos unidas a la estructura fibroreticular del GL que las células residentes (Cavanagh

and Weninger 2008). Ambos tipos de DC podrían actuar de forma cooperativa, de

manera que las DC residentes serían encargadas de seleccionar y retener en el GL las

células Th específicas mientras que las DC migratorias inducirían la proliferación de las

mismas (Allenspach, Lemos et al. 2008).

En un estudio realizado en GL humano para caracterizar las células presentadoras de

antígenos de la piel se han descrito dos grandes poblaciones de CPA. Una población

estaba compuesta por células CD209+ que expresan además diferentes combinaciones

de otros marcadores: CD206, CD14 y CD68. Estas células se encontraron en el

paracortex y/o en los cordones medulares de todos los ganglios estudiados y

representarían fundamentalmente la población de CPA residentes. La mayoría de las

células CD209+ presentes en los cordones medulares expresaban también los

marcadores CD206, CD14 y CD68 perinuclear, encontrándose células similares

alineadas a lo largo de la cápsula del ganglio y de las trabéculas que irradian hacia el

interior del ganglio. En el paracortex, se encontraron células CD209low CD68+

alrededor del folículo linfoide, mientras que aquellas células que expresaban CD209 y
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CD14 se encontraban en íntimo contacto con estructuras de colágeno y HEV. Estas

CPA podrían corresponder tanto a DC como macrófagos dado que la expresión de

alguno de estos marcadores como CD209 o CD206 puede estar presente en ambos tipos

celulares (Soilleux, Morris et al. 2002; Wollenberg, Mommaas et al. 2002; Choi,

Kashyap et al. 2010). CD68 ha sido utilizado clásicamente como un marcador de

macrófagos, aunque puede estar presente en otros tipos celulares como fibroblastos y

células endoteliales (Gottfried, Kunz-Schughart et al. 2008) y en DC en un patrón

perinuclear (Pavli P, Maxwell L et al. 1996).

Otra población celular estaba compuesta por CPA que expresaban combinaciones de los

marcadores CD1a, CD207 y CD208; las cuales no se encontraban presentes en todos los

GL y representarían la población de CPA migratorias (Brand, Hunger et al. 1999). Estas

células se encontraban limitadas al paracortex del ganglio y de la combinación de

diferentes marcadores se definían 3 tipos de CPA: CD1a+ CD207- CD208+/-,

CD1a+CD207+CD208+/-, y CD208+CD1a-CD207-. Parte de estos subtipos de células

también expresan el marcador CD1b. Las células CD1a+ se encontraban en contacto

con estructuras que expresaban fibronectina, mientras que las mayoría de las CD208+ se

unían a fibras de colágeno, sin embargo raramente se observaba a ambas en la

proximidad de HEV (Angel, Chen et al. 2009).

En el GL también se encuentran presentes macrófagos que pueden actuar como CPA, y

que pudieran tener un papel relevante en la presentación de antígenos a las células B

(Carrasco and Batista 2007; Martinez-Pomares and Gordon 2007). Clásicamente se han

definido como células con elevada capacidad fagocítica presentes en todos los tejidos

del organismo que internalízan y degradan partículas y patógenos y liberan mediadores

que alertan a el sistema inmune (Gray and Cyster 2012). En estudios en ratón, los

macrófagos se encuentran distribuidos en tres localizaciones particulares dentro del GL.

De este modo, se puede diferenciar macrófagos del seno subcapsular, macrófagos de los

senos medulares y macrófagos de los cordones medulares. El mejor marcador para

definir a los macrófagos es la integrina Mac1, también conocida como receptor de

complemento CD3, un heterodímero formado por CD11b y CD18. Otros dos

marcadores importantes son CD169 o sialoadhesina, que es capaz de unir unas serie de

proteínas glicosiladas, y F4/80 o EMR1, cuya función no se encuentra completamente

definida.
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Los macrófagos asociados a los senos subcapsulares protruyen hacia el seno capsular

donde son capaces de captar partículas virales e inmunocomplejos y traslocarlos para

ser presentados a células B foliculares (Carrasco and Batista 2007). Los macrófagos

asociados a los senos medulares presentan una alta capacidad fagocítica y parece que

también son capaces de captar antígenos, mientras que los macrófagos de los cordones

medulares pudieran estar implicados en el aclarado de células plasmáticas apoptóticas y

en la provisión de sustancias tróficas a las células plasmáticas. En el humano, estas

diferentes características fenotípicas entre los macrófagos según su localización no se

han encontrado por ahora tan claramente definidas (Gray and Cyster 2012).

6. Señales de alarma y moléculas coadyuvantes: Heat shock protein 70.

Como mencionamos previamente, la destrucción celular puede liberar señales de alarma

o DAMPS que activan las vertientes innata y adaptativas del sistema inmune (Basu,

Binder et al. 2000; Bianchi 2006; Kono and Rock 2008). Entre estas moléculas se

encuentran las proteínas de estrés térmico (heat shock proteins o Hsp), un grupo de

proteínas altamente conservado entre especies que son sintetizadas como respuesta

celular frente a diversos estímulos nocivos, como altas temperaturas, estrés oxidativo o

tóxicos (Williams and Ireland 2007). Dentro de ellas se diferencian varios subtipos

dependiendo de su peso molecular, siendo Hsp-70 uno de los más estudiados.

Mientras que la expresión de Hsp-70 es prácticamente indetectable en el cerebro en

condiciones fisiológicas, su producción se encuentra aumentada de manera importante

en situación de isquemia (Nowak, J. et al. 1990; Kinouchi, Sharp et al. 1993; Planas,

Soriano et al. 1997; Sharp, Lu et al. 2000; de la Rosa, Santalucía et al. 2013). Durante la

isquemia cerebral Hsp-70 es inducida en gran cantidad por células viables y

morfológicamente intactas pero no en aquellas severamente dañadas. Ello ha llevado a

que la expresión de Hsp-70 se pudiera considerar el correlato molecular de la penumbra

isquémica (Li, Chopp et al. 1992; Hata, Maeda et al. 2000; Hata, Maeda et al. 2000),

siendo las neuronas las células más sensibles y las que antes producen Hsp-70, seguidas

de las células gliales, y las células endoteliales (Li, Chopp et al. 1992; Kinouchi, Sharp

et al. 1993; Planas, Soriano et al. 1997).
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Abundante evidencia experimental muestra que Hsp-70 tiene un papel neuroprotector en

la isquemia cerebral (Nowak and Jacewicz 1994; Yenari, Fink et al. 1998; Yenari,

Giffard et al. 1999; Yenari 2002) probablemente debido a sus funciones como

chaperona, ayudando en la estabilización y reparación de péptidos dañados (Yenari,

Giffard et al. 1999; Hartl and Hayer-Hartl 2002), y sus propiedades antiapoptóticas

(Yenari, Liu et al. 2005). De este modo, ratones knock-out para Hsp70.1 presentan

mayor volumen de infarto tras inducción transitoria de isquemia focal (Lee, Kim et al.

2001), mientras que ratones transgénicos expresando Hsp-70 se encuentran protegidos

frente al daño isquémico(Plumier, Krueger et al. 1997; Rajdev, Hara et al. 2000;

Tsuchiya, Hong et al. 2003; Xu, Emery et al. 2010). Además, la administración exógena

de Hsp-70 en modelos de isquemia/reperfusión ya sea a través de un vector viral o

dentro de una proteína de fusión también ha mostrado efectos neuroprotectores (Badin,

Lythgoe et al. 2005; Doeppner, Nagel et al. 2009; Zhan, Ander et al. 2010).

Por otra parte, debido a su papel como DAMP, Hsp-70 puede promover la secreción de

óxido nítrico (NO), citocinas inflamatorias y quimiocinas por las CPA, así como la

maduración de estas y su migración a los GL(Basu, Binder et al. 2000; Saito, Dai et al.

2005).

Debido a sus funciones de chaperona, Hsp-70 también puede unirse a péptidos

derivados de células necróticas y así facilitar su presentación por moléculas MHC; un

proceso llamado cross-presentation (Srivastava 2002; Binder and Srivastava 2005). Los

complejos péptido-Hsp-70 pueden modular la respuesta inmune mostrado propiedades

proinflamatorias y antiinflamatorias (Quintana and Cohen 2005). Este mecanismo de

presentación antigénica se ha considerado especialmente eficaz en la inducción de

respuestas CD8 y puede contribuir a desarrollar respuestas autoinmunes frente a

antígenos propios (Millar, Garza et al. 2003; Binder and Srivastava 2005). Sin embargo,

Hsp-70 ha mostrado que también puede reducir la estimulación de células T mediada

por la acción de DC (Stocki, Wang et al. 2012), inhibir la migración de células T

(Zanin-Zhorov, Tal et al. 2005) y ha sido implicada en la inducción de citocinas

antiinflamatorias como IL-10 por células T (Tanaka, Kimura et al. 1999). Por tanto,

además de un efecto anti-apoptótico (Yenari, Liu et al. 2005) y antiinflamatorio (Zheng,

Kim et al. 2008) en la isquemia cerebral, es posible que Hsp-70 también atenúe la

respuesta inmune.
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INTRODUCCIÓN

En este contexto, el objetivo principal de la presente doctoral es determinar si en el

tejido linfoide de los pacientes con ictus se encuentran todos los elementos necesarios

para el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa frente a los antígenos cerebrales y

su posible influencia en la evolución de la enfermedad.
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Identificación de la presencia de antígenos neurales en el tejido linfoide de los pacientes con ictus

Tanto modelos experimentales como diversos procesos patológicos del SNC han

mostrado que algunos antígenos cerebrales pueden alcanzar el tejido linfoide secundario.

Esta tesis pretende estudiar si este fenómeno se encuentra presente y desempeña algún

papel en el paciente con ictus. Para ello, planteamos las siguientes hipótesis:

1. Durante el ictus agudo se produce una llegada de antígenos cerebrales al tejido

linfoide secundario.

2. Esos antígenos son capturados y presentados por células presentadoras de

antígenos.

3. La presentación de antígenos neurales en el tejido linfoide secundario podría

tener un papel en la fisiopatología y pronóstico del ictus.
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1. Cuantificar diversos antígenos cerebrales (MBP, MAP-2, NR-2A) y moléculas

coadyuvantes (Hsp-70) en tejido linfoide secundario (amígdala palatina y ganglios

linfáticos cervicales) de pacientes con ictus y controles.

2. Describir la distribución de estos antígenos cerebrales y moléculas coadyuvantes

en el tejido linfoide secundario y su relación con células presentadoras de antígenos,

células linfoides y estructura fibroreticular.

3. Determinar la relación de antígenos cerebrales y moléculas coadyuvantes con la

severidad clínica, volumen de lesión y pronóstico del ictus.
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Identificación de la presencia de antígenos neurales en el tejido linfoide de los pacientes con ictus

Trabajo número 1

Brain-Derived Antigens in Lymphoid Tissue of Patients with Acute Stroke.

A M Planas, M Gomez-Choco, X Urra, R Gorina, M Caballero, Á Chamorro

The Journal of Immunology 2012;188, 2156-2163.

Objetivos

Describir la presencia y localización de antígenos cerebrales en la amígdala

palatina y ganglios linfáticos cervicales de pacientes con ictus y en sujetos controles.

Determinar la potencial relación de la presencia de antígenos cerebrales en el

tejido linfoide con el curso clínico y el pronóstico del ictus.

Resultados

Todos los antígenos cerebrales estudiados estuvieron presentes en mayor cantidad en

amígdala palatina y ganglios linfáticos cervicales de pacientes con ictus que en sujetos

control. Dentro del tejido linfoide, estos antígenos se encontraron preferentemente en

las zonas T, localizados dentro de células presentadoras de antígenos y en la vecindad

de estructuras ricas en fibronectina. Los pacientes que mostraban mayor

inmunoreactividad a antígenos neuronales como MAP-2 y NR-2a presentaron infartos

más pequeños y mejor pronóstico que aquellos pacientes que presentaban más

inmunoreactivdad a antígenos mielínicos. Los pacientes con ictus también mostraron un

mayor número de células T que expresaban el marcador de activación temprano CD69.
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   

       

 

        

     

                 

                

            

                 

                 

               

                

                

                    

                  

             


        

       

       

         

         

        

       

      

         

          

         

       

        

 

         

       

          

          

           

           

          

         

         

          

         

        

         

          

      

       

        

         

          

         

          

        

         

  


            
        
            
            
          
           
        
           
          
            

        
        
         
        
        
         

          


            
           
      
         

             
           

         
  

        

            
         
           
      

         




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Judith




         
    

        

            
           
           
         

           
        

            

           

             

            

          

          

                      

                     

                       

                     

                         

                           

         

                       

                              

                         

                             

                         

                      
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            
              
      

    

      
            
            
         
            
     
         
            
             
         
       




        
             
              
            
             
         
         

          
        
        
         
           
           
           
             
           
            
        
           

 

           
        
         
       
        
         
           
       
           
         
         
           

         

           

              

            

            

          

          

            

            

               

             

           

                

         

            

              

            

                    

              

         

             

            

            

          

         

            

        

         

          

              

               

          
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   

Identificación de la presencia de antígenos neurales en el tejido linfoide de los pacientes con ictus

Judith


Judith
Pencil



           
          
              
              
          

 

          
         
         
          
         
         
         
          
       
      
         
               
           

 

            
        
        
          
         
      


 

        

         

       

         

          

          

            

          

            

        

   

      

       

        

            

          

         

       

         

         

         

                      

                     

                               

                            

                
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         

            

        

         

         

         

         

         

  

         

 

       

           

          

           

       

          

     

           

        

          

           

          

        

        

           

       

         

         

        

           

     

       

      

         

         

          

         

        

         

             

        

         

       

         

         

        

          

         

            

           

            

       

           

                     

                       

                        

                     

                          

                                

                              

                    
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   

Identificación de la presencia de antígenos neurales en el tejido linfoide de los pacientes con ictus

Judith




            

        

        

          

       

          

           

         



        

           

         

        

         

        

         

        

          

           

         

          

           

        

        

 

        

         

         

               

              

         

        

               

         

        

         

           

          

           

             

        


         

           

        

           

       

          

          

        

          

          

         

         

       

        

            

      

     

      

      

       

     

       

      

      

     

       

      

      

         

        

      

          

        

        

     

       

       

        

        

       

      

      

        

          


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        

        

          



        

          

         

        

            

          

       

           

          

          

            

         

            

          

         

   

         

         

       

         

          

          

     

        

         

       

        

         

       

           

          

     

       

         

     

         

         

       

      

        

         

            

          

            

           

           

           

            

         

          

           

          

               

                

                

           

              

         

            

              

          

        

         

        

            

        

            

              

          

         

55

   

Identificación de la presencia de antígenos neurales en el tejido linfoide de los pacientes con ictus

Judith




         

       

        

       

           

          

         

        

 

          

           

         

       

          

          

      

           

  


         


       


              
   

              
          
  

            
      

             
            
        

            
              
       
       

              
          
  

             
        

           
         

             
         
  

              
            
         
            

               
          
  

               
             

                   
               
         
     

              
            
          
     

              
                
        
           

              
       
    

           
         
         
    

             
            
           


               
              
         
     

             
           
           
  

             
              
  

                
          
 

              
      

              
         

         
          
       
      

              
        
      

            
            
         
            
 

               
          
         

            
      

              
          
           
         


         
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Trabajo número 2

Presence of heat shock protein 70 in secondary lymphoid tissue correlates with

stroke prognosis.

M. Gómez-Choco, C. Doucerain, X. Urra, A. M. Planas, A. Chamorro

Journal of Neuroimmunology. 2014;270(1-2):67-74.

Objetivos

Describir la presencia y distribución de Hsp-70 en el tejido linfoide secundario

de pacientes con ictus frente a sujetos control.

Determinar la potencial relación entre la presencia de Hsp-70 en el tejido

linfoide secundario con la evolución y pronóstico del ictus.

Resultados

Hsp-70 se encontró presente en mayor cantidad en el tejido linfoide secundario de

pacientes con ictus que en controles. La distribución de Hsp-70 siguió un patrón similar

a la descrita para los antígenos cerebrales y Hsp-70 se encontraba presente en células

con características de célula presentadora de antígenos. Una mayor cantidad de Hsp-70

en el tejido linfoide se correlacionó con menores volúmenes de infarto y mejor

pronóstico funcional independientemente de la edad y de la severidad clínica inicial.
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Heat shock protein 70 (Hsp-70) can act as a danger signal and activate immune responses. We studied the pres-
ence of Hsp-70 in lymphoid tissue and plasma of acute stroke patients and asymptomatic controls free of neuro-
logical disease. Immunofluorescence, Western blotting, qRT-PCR and flow cytometry studies were performed.
Plasma Hsp-70 concentration at day 7 was similar in patients and controls, whereas patients disclosed stronger
immunoreactivity to Hsp-70 in lymphoid tissue than controls. Most Hsp-70+ cells were antigen presenting cells
located in T cell zones. Stronger immunoreactivity to Hsp-70 was associated with smaller infarctions and better
functional outcome.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Dead cells can behave like damage-associated molecular patterns
(DAMPs) and activate the innate and adaptive arms of the immune sys-
tem (Kono and Rock, 2008). Moreover, DAMPs are produced after brain
ischemia and may affect the clinical course and outcome of patients
with acute stroke (Iadecola and Anrather, 2011; Chamorro et al.,
2012). Brain-derived antigens may leave the central nervous system
(CNS) via the blood stream (Hochmeister et al., 2010) or via the bulk
flow of intracranial fluids along cranial nerves and perivascular spaces
of brain cortical arteries and arterioles (Bradbury et al., 1981; Weller
et al., 2008). After stroke, brain-derived antigens and antigenpresenting
cells (APCs) can reach the brain-draining secondary lymph nodes, such
as the cervical lymph nodes (CLN) (Harling-Berg et al., 1999; deVos
et al., 2002; van Zwam et al., 2008) and the palatine tonsils (PT)
(Planas et al., 2012). At these lymph nodes, brain derived-antigens load-
ed onto MHCmolecules could be presented to T cells, and subsequently
activate them (von Andrian and Memple, 2003). Interestingly, it has
been argued that immune responses originating in the CLN have a Th2

phenotype to facilitate tolerogenic mechanisms against further inflam-
mation and brain injury (Harling-Berg et al., 1999).

Heat shock protein 70 (Hsp-70) is a molecular chaperone that may
behave as a danger signal under certain conditions (Basu et al., 2000).
While Hsp-70 expression is virtually undetectable in the brain under
physiological conditions, it is strongly induced in neurons following
brain ischemia (Nowak et al., 1990; Kinouchi et al., 1993; Sharp et al.,
1993; Planas et al., 1997; de la Rosa et al., 2013). Robust experimental
evidence supports the hypothesis that Hsp-70 induction is protective
in brain ischemia (Nowak and Jacewicz, 1994; Yenari et al., 1998,
1999; Yenari, 2002), and that these neuroprotective effects may be
due to variousmechanisms including amore efficient formation, folding
and assembly of nascent proteins, a better refolding and stabilization of
damaged peptides, and some anti-apoptotic effects (Yenari et al., 1999;
Hartl and Hayer-Hartl, 2002; Yenari et al., 2005). Likewise, Hsp70.1
knockout mice show larger infarct volumes after transient focal ische-
mia (Lee et al., 2001a), while transgenic mice constitutively expressing
the human (Plumier et al., 1997; Rajdev et al., 2000) or rat (Tsuchiya
et al., 2003) inducibleHsp-70, andmice overexpressingHsp-70 in astro-
cytes (Xu et al., 2010), are protected against ischemic brain damage.
Hsp-70 overexpression, however, was not protective in certain models
of permanent focal (Lee et al., 2001b) or global (Olsson et al., 2004) is-
chemia. In ischemia/reperfusion, virally delivered Hsp-70 (Badin et al.,
2006) or intravenous administration of cell penetrating recombinant
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Hsp-70 (Doeppner et al., 2009; Zhan et al., 2010) exerts neuroprotective
actions mediated, at least in part, by anti-apoptotic effects. Recently,
anti-inflammatory effects of TAT-Hsp70 involving downregulation of
nuclear factor kappa B (NF-κB) activation have been reported after is-
chemia/reperfusion (Doeppner et al., 2013).

In contrast to these findings, stimulation of macrophages with Hsp-
70 increased the secretion of nitric oxide, proinflammatory cytokines
and chemokines, and enhanced the maturation and migration of APCs
to the draining lymph nodes (Basu et al., 2000; Saito et al., 2005). In-
deed, Hsp-70 has important immunoregulatory functions that include
binding to peptides derived from necrotic cells to facilitate their uptake
and presentation to lymphocytes, and the activation of antigen-specific
T cells (Binder and Srivastava, 2005). Recently, Hsp-70 purified from a
non-bacterial origin to exclude the possibility of microbial contamina-
tion, was shown to reduce the stimulatory capacity of dendritic cells
and T cell responses in vitro, indicating that Hsp-70moderated immune
mediated inflammatory reactions (Stocki et al., 2012). Therefore, in ad-
dition to anti-apoptotic (Yenari et al., 2005) and anti-inflammatory
(Zheng et al., 2008) actions on brain cells after ischemia, Hsp-70 may
also attenuate immune responses.

In this study, we sought to identify the presence of Hsp-70 in brain
draining lymph nodes of patients with acute stroke, as well as to assess
whether the expression levels of Hsp-70were associated with themain
clinical outcomes in these patients.

2. Materials and methods

2.1. Patients

Forty-six patients with acute stroke were enrolled in this study after
excluding patients with a history of infection, and an intake of antibi-
otics, steroids, or immunosuppressants within the preceding 3 months.
Neurological impairment was assessed with the National Institutes of
Health Stroke Scale (NIHSS), and functional outcome was measured at
3 months with the modified Rankin Scale (mRS). The volume of brain
infarction was measured at day 7 ± 2 (mean ± SD) after stroke, using
diffusion-weighted imaging (DWI) MRI (MRIcro software, Chris
Roden, University of Nottingham, Nottingham, UK). Controls free of
neurological symptoms (n = 16) were recruited from patients' rela-
tives, or from obstructive sleep apnea syndrome clinics. The study was
approved by the local ethics committee and participants or their rela-
tives gave their written informed consent.

2.2. Blood and tissue samples

Blood samples were collected in 46 patients at day 7 of stroke and in
11 controls to measure the plasmatic levels of Hsp-70 protein using a
commercial ELISA kit (#ADI-EKS-715, ENZO Life Sciences). PT biopsies
were obtained without complications in 12 stroke patients at 85 ± 36
(mean±SD) hours from stroke onset, and in 7 controls. Biopsy samples
were divided into 1, 2 or 3 parts depending on the size of the specimens
obtained; that on average were approximately 5 × 3 × 2 mm3 in size.
Post mortem CLN and/or PT samples of 15 additional patients with ma-
lignant brain infarction were obtained from the Tumour Bank, Hospital
Clínic-IDIBAPS Biobank at amedian of 7 days after stroke onset (ranging
from 1 to 21 days).

2.3. Flow cytometry

Lymphocyte subsets were analyzed in fresh tissue from PT biopsies
of patients (n= 7) and controls (n= 6) using flow cytometry immedi-
ately after tissue extraction by investigators blinded to the clinical data.
A cellular suspension of the PT was obtained after repetitive squirting
with RPMI culture medium using a fine needle, obtaining a total of
around 10 to 15 × 105 cells. A volume of 100 μL of the cell suspension,
containing at least 2 × 105 cells, was used for each test, which allowed

for the quantification of different lymphocyte subtypes and the use of
appropriate isotype controls. The following monoclonal antibodies
were used to identify T lymphocytes, T helper lymphocytes, cytotoxic
T lymphocytes, natural killer cells and B lymphocytes using flow cytom-
etry: CD25 and CD19 conjugated to fluorescein isothiocyanate, CD3,
CD4andCD56 conjugated to phycoeritrin, CD45, CD8 andCD4 conjugat-
ed to peridinin chlorophyll, and CD3 conjugated to allophycocyanin (BD
Biosciences). Apoptotic lymphocytes were identified using the Annexin
V FITC kit (Bender MedSystems, Vienna, Austria). Each lymphocyte
subset was recognized using CD3, CD4, CD8, CD19 and CD56 antibodies
conjugated to PE (all from BD Biosciences). The proportion of Annexin-
V positive cells was calculated for each lymphocyte subset.

2.4. Immunofluorescence

Immunofluorescence forHsp-70was performed in the PTbiopsies of 6
patients and 7 controls. PT biopsies and postmortem PT and CLN samples
were snapped frozen in optimum cutting temperature (OCT) compound
and stored at −80 °C. Cryostat sections were fixed in acetone, blocked
with corresponding goat or rabbit serum and incubated overnight at
4 °C with primary antibodies followed by corresponding fluorescent sec-
ondary antibodies (Table 1). Immunofluorescence controls were carried
out by omission of the primary antibody to verify the absence of non-
specific staining. Sampleswere counterstainedwithHoechst. The number
ofHsp-70positive cells in PT sampleswas countedunder thefluorescence
microscope by an investigator blinded to the clinical data. Themean value
obtained in three areas per sample was taken as representative of the
sample value. Double immunohistochemistry was carried out to identify
the location and nature of the Hsp-70 immunoreactive cells within the
lymphoid tissue. The two primary antibodies were obtained in different
species to avoid cross-reactions (see Table 1).

2.5. Western blotting

Western blotting was carried out in PT biopsy tissue (weighing
around 30 mg) from stroke patients (n = 9) and controls (n = 5).
After extraction, tissue was immediately frozen and kept at −80 °C.
Protein extraction was carried out using radioimmunoprecipitation
(RIPA) buffer. Ten μg of protein was loaded in 10% polyacrilamide gels,
run under denaturing conditions and proteins were transferred to a
PVDC membrane. Primary antibodies used for Western blotting were a
mousemonoclonal antibody against Hsp-70 (#HSP01Millipore, diluted
1:1,000) and a rabbit polyclonal antibody against N-methyl-D-aspartate
(NMDA) receptor subunit NR-2A (#AB155, Chemicon; 1:100). Mouse
monoclonal Abs against GAPDH (#CSA-335, Stressgen; 1:500), or β-
tubulin (#T4020, Sigma; 1:5000), were used as protein gel loading con-
trols. Control and patient samples were run in parallel in the gels. The
optical density of the bands was measured in a densitometer. After
correcting for protein loading with the density of the reference band,
relative band intensity was expressed as percentage of control.

2.6. RT-PCR

PT biopsy tissue from patients (n = 12) and controls (n = 5) was
immediately frozen, RNA was extracted, and gene expression analysis
was carried out. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was performed
using FAM-labeled Taqman® Gene Expression Assay probes for Hsp72
(Hs00358147_s1) and β-actin (Hs03023943_g1) (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). The amplification conditions were: 10 min at
95 °C followed by 40 cycles of 15 s at 95 °C, and 1min at 60 °C. CT values
were analyzed using the 2−ΔΔCT method.

2.7. Statistical analysis

The Kolmogorov–Smirnov test was used to assess the normal distri-
bution of the data, and the Fisher's exact test, Student's t test, Mann–
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Whitney U test and Kruskal–Wallis test were used as appropriate for
group comparisons of continuous data. Correlations were calculated
with Spearman's Rank correlation coefficient andmultiple linear regres-
sion analysis was used to adjust for the effects of potential confounders
on stroke outcome, such as age and stroke admission NIHSS score. Sta-
tistical analyses were performed with the SPSS 17.0 statistical package
(SSPS Inc., Chicago, IL, USA).

3. Results

3.1. Study population

Themean±SD age of the strokepatientswas 72.4±12.3 years, 60%
were males, and the most prevalent risk factors were hypertension
(68%), dyslipidemia (34%), diabetes (32%), coronary artery disease (17%),
or smoking (15%). The mean ± SD age of the controls was 58.8 ±
18.6 years, 57% were males, and prevalent risk factors included hyper-
tension (57%), dyslipidemia (19%), diabetes (10%), coronary artery dis-
ease (10%), or smoking (5%). Most stroke subtypes were classified into
cardioembolic (28%) or of an undetermined cause (34%), and themedi-
an (IQR) NIHSS score on stroke admission was 11 (6–17). The median
(IQR) volume of infarction at day 7 was 19 (7–47) cc, and 19% of the
patients had an infection within the first 7 days of stroke. At 3 months
36% of the patients had a good outcome (mRS 0–2), and 53% had a
poor outcome, including 11% of patients who had died.

3.2. Measurement of Hsp-70 in blood

Mean ± SD Hsp-70 plasma concentration at day 7 was 0.40 ±
0.45 ng/mL in patients (n = 46) and 0.38 ± 0.41 ng/mL in controls
(n = 11), Mann–Whitney U test, p = 0.87. Hsp-70 plasma levels
were associated neither with the demographic factors, vascular risk fac-
tors, stroke subtypes nor infections (data not shown).

3.3. Hsp-70 in lymphoid tissue

Western blotting of Hsp-70 protein in PT biopsy samples (relative
optical density expressed as the percentage of one control sample;
Fig. 1A) showed higher amounts of Hsp-70 in stroke patients
(1072.02 ± 1211.77%) than in controls (85.67 ± 39.09%) (Mann–
Whitney U test, p = 0.04). Hsp-70 relative optical density in the PT was
also higher in patients with good outcome than in patients with a poor
outcome at 3 months, or controls (Kruskal–Wallis test, p = 0.01,
Fig. 1B). However, Hsp-70 mRNA expression in the PT was similar in pa-
tients than in controls (Fig. 1C), suggesting that Hsp-70 protein in the PT
of stroke patients was not locally produced at the lymph nodes but had
reached the lymphoid tissue from external sources.

A previous study from our group identified the presence of the neu-
ronal antigen NMDA glutamate receptor subunit NR-2A in the PT of pa-
tientswith acute stroke and reported that itwas associatedwith a better
outcome (Planas et al., 2012). Therefore, in the present study, we fur-
ther assessed whether the levels of Hsp-70 and NR-2A were correlated

Table 1
List of antibodies used for immunofluorescence studies.

Primary antibodies Supplier Species Type Dilution Reference

CD1a Serotec (Kidlington, Oxford, UK) Mouse Monoclonal 1/100 MCA80
CD3 ABCAM (Cambridge, UK) Rabbit Polyclonal 1/100 ab5690
CD68 Santa Cruz Biotech. Inc. (St. Cruz, CA, USA) Goat Polyclonal 1/10 SC-7083
CD21 Serotec Mouse Monoclonal 1/100 MCA1195
CD206 BD Bioscience (Franklin Lakes, NJ, USA) Mouse Monoclonal 1/100 555953
Fibronectin BD Bioscience Mouse Monoclonal 1/50 555867
HLA-DR-DR ABCAM (Cambridge, UK) Rat Monoclonal 1/100 ab6340
Hsp-70 Calbiochem Mouse Monoclonal 1/50 HSP01
Hsp-70 Calbiochem Rabbit Polyclonal 1/100 386035

Secondary antibodies (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) Species Type Dilution Reference

Alexa Fluor 546 F(ab') 2 fragment of goat anti-rabbit IgG (H + L) Rabbit Polyclonal 1/500 A11071
Alexa Fluor 546 F(ab') 2 fragment of goat anti-Mouse IgG (H + L) Mouse Polyclonal 1/500 A11018
Alexa Fluor 488 F(ab') 2 fragment of goat anti-rabbit IgG (H + L) Rabbit Polyclonal 1/500 A11070
Alexa Fluor 488 F(ab') 2 fragment of goat anti-mouse IgG (H + L) Mouse Polyclonal 1/500 A11017
Alexa Fluor 488 donkey anti-goat Goat Polyclonal 1/500 A11055

Fig. 1.Hsp-70 expression in lymphoid tissue. A)Western blotting showing Hsp-70 ex-
pression in the PT of stroke patients (lanes 1–6), and a control subject (lane 7).
GAPDH illustrates the amount of protein loaded in each lane. B) Quantification of Hsp-70 re-
vealed a significantly higher band intensity from the blots in stroke patientswith a good out-
come (mRS 0 to 2, n=4) than in patientswith a poor outcome (mRS N 2, n=5), or controls
(n=5) (Kruskal–Wallis test, p= 0.01). The differenceswere also significantwhen compar-
ing goodoutcomepatientswithpoor outcomepatients (Mann–WhitneyU test, p= 0.02). C)
Hsp-70mRNA expression (qRT-PCR)was not significantly different in patients (n=12) ver-
sus controls (n = 5) (ANOVA test, p = 0.48). Values are mean ± SD.
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sion of Hsp-70 and the neuronal-derived antigenNR-2A in the PT, as pa-
tients with a greater expression of the chaperone protein also had a
greater expression of the neuronal derived antigen [Spearman's correla-
tion r = 0.764, p = 0.002] (Fig. 2A).

The reactivity to Hsp-70 in the PT of the patientswas highly inversely
correlated with the severity of stroke on admission (NIHSS score). Thus,
patientswith amore severe neurological impairment on admission had a
lower reactivity to Hsp-70 in the PT (Fig. 2B). In correspondence with
this finding, the volume of brain infarction at day 7 was also inversely
correlatedwith the reactivity to Hsp-70, since we confirmed that the pa-
tients with the larger brain infarctions had lower reactivity to Hsp-70 in
the PT [Spearman's correlation r =−0.683, p = 0.04] (Fig. 2C). The re-
activity to Hsp-70 in the PT was also inversely correlated with the mRS
score at day 90 [Spearman's correlation r = −0.653, p = 0.05]
(Fig. 2D). Since the mRS is a functional scale that increases the score ac-
cording to the severity of the residual symptoms, this result highlighted a
better functional outcome at follow up in patients with greater reactivity
toHsp-70 in the PT. Tominimize the effect ofmajor factors that influence
the outcome of patientswith strokewe confirmed the validity of the cor-
relation between Hsp-70 expression and functional outcome in multi-
variate models adjusted for the confounding effect of age and clinical
severity. Accordingly, we confirmed that a greater reactivity to Hsp-70
at the PT was independently correlated with a better mRS score at day
90 [β =−0.531, p = 0.01].

There were no differences between patients and controls regarding
the proportions of T lymphocytes, T helper lymphocytes, cytotoxic T
lymphocytes, natural killer cells and B lymphocytes in the PT assessed
by flow cytometry, nor in the proportions of apoptotic cells in any of

the lymphocyte subtypes. The reactivity to Hsp-70 in the PT shown
above was not correlated with the lymphocyte subpopulations or with
the proportion of apoptotic cells in any of the lymphocyte subtypes
(data not shown).

3.4. Cellular localization of Hsp-70 in lymphoid tissue

Immunofluorescence was carried out to study the lymphoid tissue
from biopsies and necropsies. The PT contains lymph nodules with fol-
licles rich in B cells, a surrounding diffuse lymphoid tissue rich in T
cells, and reticular fibers (Fig. 3A–B). Hsp-70 immunoreactive cells
were detected in the PT (Fig. 3C). The number (mean ± SD) of Hsp-70
immunoreactive cells in PT biopsies was significantly higher (Mann–
Whitney U test, p = 0.02) in stroke patients (10.52 ± 7.20 cell number
per area; n=6) than in controls (3.74±2.68 cell number per area; n=
7) (Fig. 3C).

Hsp-70 immunoreactive cells were localized in T cell rich zones of
lymphoid tissue (CD3+), but Hsp-70 did not co-localize with CD3+
cells (Fig. 3 D–F and G–H), confirming that the Hsp-70+ cells were
not T cells. Interestingly, Hsp-70+ cells were not observed in CD21+
B cell areas (Fig. 3I); however, they were nearby the fibroreticular net-
work that was stained with fibronectin (Fig. 3J–K). Hsp-70 immunore-
activity was not observed in zones rich in resident dendritic cells
expressing the pattern recognition mannose receptor C type 1 CD206
(Fig. 3L), although, Hsp-70 often co-localized, but not always, with
APCs expressing the MHC class II cell surface receptor HLA-DR (Fig. 4).
Furthermore, co-localizationwith the APCmarker ofmigratory dendrit-
ic cells CD1a was observed (Fig. 5A–C and D–F), and isolated Hsp-70+

Fig. 2. Correlations between the degree of reactivity to Hsp-70 (Western blotting) in the PT and other parameters. (A) Expression of neuronal-derived antigenNR-2A (Western blotting) in
the PTwas higher in the PT of patientswith greater reactivity toHsp-70. (B) BaselineNIHSS score (ranging from0 to 42,with higher scores indicating amore severe neurologic deficit)was
inversely correlated to Hsp-70 immunoreactivity. The figure illustrates that patientswith aworse neurological deficit at baseline had lower reactivity to Hsp-70 in the PT. (C) Patientswith
large infarct volumes at day 7 had lower reactivity toHsp-70 comparedwith patientswith small infarct volumes. (D) A greater reactivity toHsp-70was also found in the PT of patientswith
lower modified Rankin Score at 3 months. Since the mRS ranges from 0, indicating no residual symptoms, to 6, indicating death, this finding indicated that reactivity to Hsp-70 was in-
creased in the PT of patients with better functional outcome. For graphical representation data were fit to a curve with non-linear regression using GraphPad software.

66

in the PT. Thus,we confirmed a positive correlation between the expres-

M. Gómez-Choco et al. / Journal of Neuroimmunology 270 (2014) 67–74

image of Fig.�2


cells were found to co-localizewith CD68+macrophages (Fig. 5G–I, J–L
and M–O).

4. Discussion

We report the first study identifying an increased presence of Hsp-
70 in brain draining lymph nodes of patients with acute stroke com-
pared with control subjects free of symptomatic neurological disease,
and show that Hsp-70 was not locally generated in the PT but was de-
rived from non-lymphoid cellular sources. Previously, it was known

that expression of Hsp-70 was induced in the brain after ischemia
(Nowak and Jacewicz, 1994; Planas et al., 1997), particularly in penum-
bral neurons as a marker of cell viability (Li et al., 1992; Planas et al.,
1997; Hata et al., 2000a,b; Yenari, 2002). We further illustrate that the
amount of Hsp-70 at the brain-draining lymph nodes was correlated
in crude and adjusted analyses with a better outcome and smaller in-
farctions at follow up in the stroke patients, but not with the plasma
levels of the chaperone protein.While these results do not prove a caus-
al relationship between the presence of Hsp-70 at the brain draining
lymph nodes and the outcome of the patients we cannot exclude the

Fig. 3. Localization of Hsp-70 immunoreactivity. A) The structure of the palatine tonsil (PT) biopsies is illustrated showing lymph nodules surrounded by CD3+ (red) diffuse lymphoid
tissue, and fibronectin+ (blue) reticular fibers of the fibroreticular network. B) CD3+ (red) T cell zones surround CD21+ (green) B cell zones. C) Higher numbers of Hsp-70 immuno-
reactive cells (green) are present in the PTbiopsies of strokepatients (n=6) versus controls (n=7) (Mann–Whitney test, *pb 0.05). D–F) Hsp-70+cells (green, D) are seenwithin T-cell
rich zones (CD3+, red, E) as shown in the merged image (F) where nuclei are stained with Hoechst (blue). G–H) Highermagnification illustration of the location of Hsp-70 (green, G) in
CD3 (red) zones, as shown in themerged image (H) (blue is Hoechst). I) Hsp-70 (green) is not seen in B-cell rich areas stained for CD21 (red) (blue is Hoechst). J–K) Hsp-70 (green, J) is
seen within the fibroreticular network (fibronectin, red) in the merged image (K) (blue is Hoechst). L) Hsp-70 (green) does not co-localize with the marker of resident dendritic cells
(CD206, red) (blue is Hoechst). Lymphoid tissue (A–C) was obtained from PT biopsies of stroke patients and (D–L) from necropsies of patients with fatal stroke (CLN). Arrows point
to Hsp-70 immunoreactive cells. Images were obtained with a fluorescence microscope. Bar scale: A–B = 200 μm, C = 10 μm. D–F = 50 μm, G–H = 15 μm; I = 200 μm, J–L = 30 μm.
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possibility that Hsp-70 conveyed some clinical benefits in relation with
its immunoregulatory properties (Quintana and Cohen, 2005).

Clinical (Planas et al., 2012) and experimental (Harling-Berg et al.,
1999; deVos et al., 2002; van Zwam et al., 2008) studies previously
showed an increased presence of brain-derived antigens in brain-
draining lymph nodes of subjects with several neurological conditions
including acute stroke. In the present study, we found a positive corre-
lation between the presence of Hsp-70 at the PT and an increased
amount of theNMDAglutamate receptor subunit NR-2A, a neuronal de-
rived brain antigen that in previous studies by our group was shown to
be associated with a better prognosis in human stroke (Planas et al.,
2012). Collectively, these results highlighted that an increased transfer
of specific brain antigens and chaperones to the draining lymph nodes
of stroke patientsmight be of clinical significance although the causality
of this association awaits confirmation in further studies and larger
stroke cohorts.

Brain components present in the extracellular milieu might reach
the draining lymphoid tissue either through direct fluid drainage by
bulk flow (Harling-Berg et al., 1999; deVos et al., 2002; van Zwam
et al., 2008), or after their capture by migrating cells. Previous studies
showed that neuronal and myelin-derived brain antigens increased in
lymphoid tissue located within the draining territory of the CNS of
stroked mice and humans (van Zwam et al., 2008; Planas et al., 2012),
although it remains unclear as to whether this process is antigen specif-
ic. In this study, we extended these observations and described that

Hsp-70 was found in cells in contact with the fibroreticular network of
the lymph node, in an anatomical distribution similar to that previously
described for the presence of brain-derived antigens (Planas et al.,
2012). We also showed that Hsp-70+ cells were equipped to induce T
cell activation since these cells co-localized with APC expressing MHC
class II molecules and prevailed in T-cell rich areas. Overall, these find-
ings suggest that the transfer of Hsp-70 to brain-draining lymph
nodes may represent a previously unrecognized mechanism linking in-
nate and adaptive responses in human stroke.

The presence of Hsp-70 at the lymphoid tissue might facilitate the
presentation of brain antigens to T cells (Binder and Srivastava, 2005).
Indeed, previous studies showed that Hsp-70 reduced the amount of
antigen necessary to trigger an adaptive immune response (Binder
and Srivastava, 2005), and Hsp-70 was implicated in the development
of tolerogenic responses against self-antigens (Millar et al., 2003;
Schildknecht et al., 2009; Stocki et al., 2012). Furthermore, Hsp-70
may activate regulatory T cells that control pathogenic T cells specific
for self-antigens, and anti-inflammatory activities in human T cells
(Zanin-Zhorov et al., 2005). Our findings may suggest that Hsp-70 facil-
itates the identification of self-brain antigens, such as the NMDA gluta-
mate receptor subunit NR-2A, and this facilitation might promote
tolerogenic immune responses or tone down inflammatory responses,
as previously described in certain autoimmune disorders, such as type
1 diabetes, and some forms of arthritis (Quintana and Cohen, 2005).
Quantification of Hsp-70+ cells in lymph nodes that do not drain the

Fig. 4.Hsp-70was found in antigen presenting cells immunoreactive for HLA-DR. Hsp-70 immunoreactive cells (red) are seen in areas immunoreactive for theMHCII HLA-DR (green). A–
C)HLA-DR is shown in the green channel (A), correspondingHsp-70 in the samefield is shown in the red channel (B), and themerged image (C) illustrates both immunostainings together
with cell nuclei stainedwithHoechst (blue). D–F)HLA-DR is illustrated in thegreen channel (D), Hsp70 (E) in the red channel, and themerged image (F) illustrates thenuclei afterHoechst
staining (blue). Insets in C and F correspond to highermagnifications of the areasmarkedwith squares. Inset in C highlights an Hsp-70 negativeHLA-DR positive cell, while inset in F high-
lights two HLA-DR positive cells that are immunoreactive for Hsp-70 as well. Samples were CLN necropsies of fatal stroke cases and images were obtained in a confocal microscope. Bar
scale: A–B = 40 μm; C–F = 20 μm; insets in C and F = 10 μm.
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intracranial fluids of the brainmight also help to clarify the specificity of
the interaction between the central nervous system and the lymphoid
system in subjects with acute stroke.

In summary, the current results highlight the presence of Hsp-70 in
brain draining lymph nodes in human stroke and stress the rich inter-
play between the CNS and the immune system in this condition

Fig. 5. Co-localization of Hsp-70 immunoreactivity withmigrating dendritic cells and CD68 positivemacrophages in cervical ganglion of stroke patients. A–C)Hsp-70 immunoreactivity is
shown in the green channel (A); CD1a, a marker of migratory dendritic cells, is shown in the red channel (B); and co-localization is illustrated in the merged image (C) where nuclei are
stained with Hoechst (blue). D–F) Hsp-70 (green, D) and CD1a (red, E) co-localize in the same cells as illustrated in the merged image (F). G–O) Illustration of Hsp-70 immunoreactivity
(green inG, J, and red inM) that occasionally co-localizeswith themacrophagemarker CD68 (red inH and K, and green inN). I, L, O)Merged images of the corresponding Hsp-70 (G, J,M)
and CD68 (H, K, N) immunoreactions counterstained with Hoechst (blue) to show the cell nuclei. Insets in I and L are magnifications of the cells pointed with arrowheads. Images were
obtained fromnecropsies of patients with fatal stroke (CLN). Imageswere obtainedwith either a fluorescencemicroscope (A–L) or a confocal microscope (M–O). Bar scale: A–C=30 μm,
D–F = 10 μm; G–I = 30 μm; J–L = 20 μm; insets in I, L: 10 μm.
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tissue viability after ischemia (Li et al., 1992; Planas et al., 1997), the im-
munoregulatory and anti-inflammatory effects of Hsp-70 are also being
increasingly recognized, and the current clinical findings may indicate
that Hsp-70 contributes to keeping autoimmunity more effectively at
bay after acute stroke. Altogether, the findings of this study contribute
to make this molecule an attractive target for future study in acute
stroke.
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En conjunto, los trabajos presentados muestran que en el tejido linfoide del paciente con

ictus se encuentran los elementos necesarios para desarrollar una respuesta específica

frente a antígenos cerebrales, lo cual podría influir en la fisiopatología y evolución de la

enfermedad.

Estructura del tejido linfoide en el paciente con ictus.

El primer trabajo ofrece por primera vez una descripción del TLS en pacientes con ictus

agudo. En estos pacientes el TLS presentó su habitual estructura, consistente en centros

germinales con linfocitos B maduros (CD21+), rodeados un área interfolicular rica en

linfocitos T (CD3+). El marcaje para fibronectina mostró que ambos tipos de células se

encontraban englobados por una estructura reticular dispuesta alrededor de los folículos

linfoides, en los espacios interfoliculares, y rodeando al endotelio de los vasos

sanguíneos. Se observó también la presencia de unas células CD206+, localizadas

preferentemente en los espacios interfoliculares ricos en células T y unas células CD1a+

localizadas cerca de estructuras ricas en fibronectina en la periferia de la zona T. Estos

datos son compatibles con la distribución de CPA en ganglios linfáticos humanos

descrita por Angel y colaboradores, correspondiendo las células CD206+ a la

subpoblación de CPA residentes y las CD1a+ a las células migratorias(Angel, Chen et

al. 2009).

Presencia de antígenos cerebrales en el tejido linfoide de pacientes con ictus.

Tanto los antígenos mielínicos (MBP y MOG) como neuronales (MAP-2,NR-2A)

estaban presentes en el TLS de pacientes con ictus y sujetos control. Los primeros

mostraron más células inmunoreactivas frente a MAP-2 y MBP que los controles tanto

en la amígdala palatina como en el GL, si bien la diferencia no fue estadísticamente

significativa tras ajustar por la edad. El antígeno neuronal NR-2A estaba

significativamente incrementado respecto a controles cuando fue determinado de forma

semicuantitativa mediante Western blot. Si bien en modelos animales de isquemia o

EAE, y en pacientes con esclerosis múltiple ya se había descrito la presencia de

antígenos cerebrales en el TLS (deVos, van Meurs et al. 2002; van Zwam, Huizinga et

al. 2008), ésta es la primera vez que se describe en pacientes con ictus.
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La expresión de RNA de los antígenos MAP-2 y NR-2A mediante RT-PCR cuantitativa

fue mínima tanto para los ictus como para los controles. Este dato, junto al incremento

observado para ciertos antígenos en pacientes con ictus respecto a controles, creemos

que nos permite sugerir que el origen de los antígenos encontrados en el TLS no se debe

a una síntesis local y posiblemente provengan del SNC.

Las células inmunoreactivas para antígenos cerebrales se localizaron preferentemente en

zonas T, próximas a estructuras teñidas para fibronectina correspondientes a la

estructura fibroreticular del GL. La mayoría de estas células fueron identificadas

principalmente como macrófagos, dada su morfología y la expresión del marcador

CD68. En menor medida se trató de DC migratorias, dada su expresión de otros

marcadores como CD1a, CD1b, CD1c o CD303, pero no de células CD206+ o CD209+,

correspondientes a DC residentes. Sin embargo, muchas de las células inmunoreactivas

para antígenos cerebrales se encontraban en la vecindad de células CD209+. Al estudiar

de forma cuantitativa las células portadoras de antígenos, sólo los macrófagos fueron

significativamente más abundantes en pacientes con ictus que en controles, mientras las

células dendríticas estuvieron presentes en cantidades similares en ambos grupos.

Cuando se realizó Western blot para los antígenos neuronales MAP-2 y NR-2A a partir

de extractos proteicos de amígdala palatina se observaron bandas con un peso molecular

similar al de las proteínas nativas, pero también fragmentos de menor peso molecular.

En conjunto, estos datos muestran que algunos antígenos cerebrales pueden alcanzar el

TLS tanto en pacientes con ictus como en controles y probablemente ser procesados por

células con capacidad de presentar antígenos. Se ha descrito que tanto moléculas como

células pueden dejar el SNC y alcanzar el TLS a través del torrente sanguíneo

(Hochmeister, Zeitelhofer et al. 2010) o del drenaje de linfa y líquidos intersticiales

(Bradbury MW, Cserr HF et al. 1981). Aunque en nuestro trabajo no podemos

determinar la vía de llegada de los antígenos cerebrales encontrados, la localización de

las células cargadas con antígenos cerebrales en proximidad de estructuras ricas en

fibronectina apoyaría que el drenaje de líquidos intersticiales tendría un papel

importante en la llegada de los antígenos. No podemos determinar si la fagocitosis de

los antígenos tuvo lugar en el parénquima cerebral lesionado o en el GL si bien las

células portadoras de estos antígenos presentan características de CPA. Por otra parte, la

presencia de fragmentos de menor peso molecular que la proteínas nativas al realizar los
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estudios de Western blot es compatible con la fagocitosis y procesamiento de estas

proteínas por las CPA previo a su presentación a través de moléculas MHC-II (Vyas,

Van der Veen et al. 2008).

Presencia de moléculas coadyuvantes (Hsp-70) en el tejido linfoide de pacientes con

ictus.

En el segundo trabajo mostramos que la proteína Hsp-70 se encuentra también presente

en mayor cantidad en el TLS de pacientes con ictus. Hsp-70 tiene funciones de

chaperona, encargándose del ensamblaje de péptidos nacientes y de la estabilización de

péptidos dañados, y debido a estas propiedades se le ha atribuido un papel

neuroprotector en la isquemia cerebral. Pero Hsp-70 también puede funcional como una

señal de alarma o DAMP (Bianchi 2006; Kono and Rock 2008) y favorecer la

presentación antigénica (Binder and Srivastava 2005).

En nuestro trabajo observamos que Hsp-70 se encontraba en mayores cantidades en el

TLS de pacientes con ictus que en controles tanto en los estudios de

inmunofluorescencia como en el estudio semicuantitativo mediante Western blot. Sin

embargo, no se observaron diferencias significativas entre ictus y controles cuando Hsp-

70 fue determinado en plasma. Por otra parte, la expresión de RNA para Hsp-70 en TLS

de ictus y controles determinada mediante RT-PCR fue prácticamente insignificante.

Ello nos sugiere que la mayor cantidad de proteína Hsp-70 presente en el TLS de

pacientes con ictus no parece deberse a una síntesis local en el tejido linfoide.

Hsp-70 se encontró localizada en el TLS siguiendo un patrón similar al descrito

previamente para los antígenos cerebrales. Gran parte de las células inmunoreactivas

para Hsp-70 expresaron también el marcador CD1a+, pero ninguna expresó CD206+.

Como mencionamos previamente las células CD1a+ se consideran DC migratorias

mientras que las CD206+ se corresponderían principalmente con las DC residentes.

Además, gran parte de las células Hsp-70+ se encontraron en zonas T y en la vecindad

de estructuras ricas en fibronectina. En nuestra opinión estos datos sugieren en su

conjunto que probablemente la proteína Hsp-70 detectada en el TLS de pacientes con

ictus pudo haber sido producida en el SNC durante la situación de isquemia y llegar al

TLS a través de las vías descritas previamente. Hsp-70 es inducida en gran cantidad
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durante la isquemia cerebral (Nowak and Jacewicz 1994; Planas, Soriano et al. 1997) y

es por tanto factible que se encuentre en mayores cantidades en pacientes que en

controles. Por otra parte, Hsp-70 presentó una estrecha correlación con el antígeno

neural NR-2ª (subunidad 2A del receptor de glutamato) determinado mediante Western

blot. Ello apoya un posible origen neural para la presencia de Hsp-70 en el TLS.

Presentación de los antígenos cerebrales.

Hasta ahora hemos mostrado que algunos antígenos cerebrales pueden encontrarse en

CPA presentes en el TLS, en el cual disponemos también de la presencia de la molécula

coadyuvante Hsp-70 y que tanto antígenos como Hsp-70 se encuentran en mayor

cantidad en los pacientes con ictus, pero desconocemos si ello tiene un papel en la

fisiopatología del ictus o se trata de un mero epifenómeno.

Hemos observado que las células inmunoreactivas para antígenos cerebrales y para Hsp-

70 expresaron con más frecuencia moléculas HLA-DR del MHC en pacientes con ictus

que en controles, lo cual sugiere que estas células tienen capacidad para presentar

antígenos. Por otra parte, las células inmunoreactivas para antígenos cerebrales se

encontraban habitualmente en la proximidad de células residentes DC-SIGN

positivas(CD209+), lo cual podría sugerir mecanismos de cooperación en la

presentación antigénica por ambos tipos de células como ha sido descrito para las

células migratorias y residentes (Allenspach, Lemos et al. 2008).

Cuando estudiamos el marcador de activación linfocitaria CD69, pudimos ver que en

los pacientes con ictus se encontraron con más frecuencia células CD69+ en contacto o

próximas a células MAP-2+ que en controles. En escasas ocasiones una misma célula

fue simultáneamente MAP-2+ y CD69+. La mayoría de las células CD69+ fueron

linfocitos T(CD3+) y ocasionalmente se trató de macrófagos (CD68+). Aunque no

pudimos determinar otras medidas de activación linfocitaria, creemos que la presencia

de CPA reactivas para antígenos neurales puede ejercer algún tipo de activación sobre

las células T adyacentes.
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Potenciales implicaciones clínicas.

Respecto a las potenciales implicaciones clínicas de la llegada de antígenos cerebrales al

TLS, se observó que la gravedad del ictus, el volumen de infarto y el pronóstico final de

los pacientes estaban en relación con la presencia de antígenos neuronales o mielínicos.

De este modo, la gravedad inicial del ictus y el volumen de infarto se correlacionaron

positivamente con la inmunoreactividad frente a MBP, mientras que la

inmunoreactividad frente a MAP-2 y NR-2A se correlacionó inversamente al volumen

del infarto pero no con la gravedad clínica inicial. Los pacientes con buen pronóstico

funcional presentaron más inmunoreactividad frente a los antígenos neuronales MAP-2

y NR-2A y menos células MBP+ que los pacientes con peor pronóstico.

CD69 contribuye a mantener a las células Th secuestradas en los órganos linfoides

(Shiow, Rosen et al. 2006) y su déficit favorece el desarrollo de respuestas inflamatorias

(Cruz-Adalia, Jimenez-Borreguero et al. 2010; Martin, Gómez et al. 2010). La íntima

relación espacial entre las células MAP-2+ y CD69+, y el efecto inmunomodulador

relacionado con la expresión de este marcador podría ser unos de los potenciales

mecanismos que explicaran el mejor pronóstico de aquellos pacientes que presentaban

en mayor cantidad células inmunoreactivas para antígenos neurales.

Por otra parte, en nuestro segundo trabajo describimos como la cantidad de Hsp-70 en

TLS se encontró inversamente relacionada con la gravedad inicial del ictus, la extensión

de la lesión y el pronóstico a los 3 meses. Dado que Hsp-70 se sintetiza en las zonas de

penumbra isquémica (Hata, Maeda et al. 2000; Hata, Maeda et al. 2000), se podría

especular que aquellos pacientes con más tejido potencialmente “en riesgo” o “salvable”

serían aquellos con mayor capacidad para producir Hsp-70 y de ello se derivaría la

relación encontrada. Sin embargo la relación de HSP70 con un mejor pronóstico

funcional a los 3 meses se mantuvo tras ajustar por la severidad clínica inicial, lo cual

podría sugerir algún otro papel fisiopatológico para Hsp-70.

Dado que Hsp-70 puede actuar como molécula coadyuvante y se encuentra

preferentemente localizada en células presentadoras CD1a+ en próximo contacto con

células T, se podría especular que Hsp-70 podría facilitar la presentación de antígenos
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neurales como NR-2A y favorecer el desarrollo de respuestas inmunomoduladoras

(Millar, Garza et al. 2003; Schildknecht, Probst et al. 2009; Stocki, Wang et al. 2012).
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1. En el tejido linfoide secundario del paciente con ictus se encuentran antígenos

cerebrales y la molécula coestimuladora Hsp-70 en mayor cantidad que en

sujetos controles. Ello pudiera deberse a su mayor llegada a través de las vías de

drenaje del líquido intersticial del SNC.

2. Los antígenos cerebrales y la Hsp-70 se localizan preferentemente en la zona T

del tejido linfoide, en células que presentan características de célula

presentadora de antígeno.

3. La mayoría de las células portadoras de antígenos cerebrales tienen

características de macrófagos y en menor medida de células dendríticas. Estas

células se encuentran adyacentes al entramado fibroreticular del tejido linfoide a

través del cual circula la linfa.

4. La presencia de antígenos cerebrales en células presentadoras de antígenos

puede derivar en algún tipo de activación linfocitaria, dada la expresión del

marcador de activación temprano CD69 en células T próximas a células

portadoras del antígeno MAP-2.

5. El pronóstico del paciente con ictus pudiera estar determinado por la respuesta

frente a determinados antígenos cerebrales y el desarrollo de respuestas

inmunomoduladoras, presentado mejor pronóstico aquellos pacientes con una

mayor inmunoreactividad frente a los antígenos neurales MAP-2 y NR-2a, y una

mayor inmunoreactividad frente a Hsp-70.
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