Este trabajo esta bajo licencia CC BY-NC-SA 4.0© 2 de Zacca, Estefania Raquel



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/?ref=chooser-v1

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
DEPARTAMENTO DE BIOGQUIMICA CLINICA
CIBICI — CONICET

Trabajo de Tesis de Doctorado en Ciencias Quimicas

EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO SOBRE LA
FUNCION DE LAS CELULAS DENDRITICAS

Lic. Estefania Raquel Zacca

Director: Prof. Dr. Victor Gabriel Morén
Cordoba, Argentina

2014






Director de tesis:

Prof. Dr. Victor Gabriel Morén

Comisidgn evaluadora:

Prof. Dr. German A. Roth
Prof. Dra. Carolina L. Montes

Prof, Or. Alfredo G. Lorenzo

Evaluador Externo;

Y
W Prof. Dr. Martin Rumbo



El presente trabajo de tesis fue desarrollado en el Centro de Investigaciones en Bioguimica
Clinica e Inmunologia (CIBICI-CONICET), Departamento de Bioquimica Clinica, Facultad de
Ciencias Quimicas, Universidad MNacional de Cdrdoba. Fue realizado gracias al apovo
econdmico del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET),
Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion Productiva de la Macion (FONCyT), Secretaria
de Ciencia y Tecnologia de la Universidad Macional de Cordoba (SECyT), Agencia Cordoba
Ciencia y Fundacion Florencio Fiorini.



A mi mama y mi papa,
Cristina y Miguel,

Por ser mis pilares

A la memaoria de mis abuelos,
Lidia, Gustavo, lsmael y Raquel,

Por su amor incondicional

A mi amaor,
Francisco,

Por confiar en mi



AGRADECIMIENTOS

iCudnios afos de rabajo, ¥ cuedntas personas a las gue agradecer!! En este caming conté con la
presencia de muchos, que siento tan esenciales, personas que pariciparan desde lo cotidiang
hasta de lo inusual, desde lo clentifico hasta lo personal, Ha sido un large camino.. esta tesis
representa para mi un enngueciments en lo prateswonal v tambien en o personal, en la vida, Mo
hubigra sido posible sin ustedes:

En primer lugar, agradecer a quien dirigid esta tesis y me dic la posibilidad de wabajar en el
laboratono, gracias Gabnel par darme esta oportunidad tan enriquecedora. Muchas gracias por tu
comprensidn en los momentas dificiles. Hemos sido un gran equipo, muy importante para llevar a
cabo el rabajo de varios afos. Por supuesto este equipo no hubiera sido posible sin Inés, mi gran
maestra, companera v ejemplo de estos afos. Gracias por W ayuda desde 2l principio hasta hoy
Gracias Ine por ransmitirme s conooimientos con anta paciencia, una cualidad gue valoro
muchisimo y realmente estoy orgullosa de que vos hayas sido esa persona Tu sencillez y
smphcidad me han ayudado tanto, hiciste mas simple lo complicado, infinitas gracias!

Gracias a Cnsting, tamben por brindarme un lugar en el laboratorio para realizar mi rabago,
gracias Cristina por tus aportes, por tu ayuda, por representarnos y estar alenta a nuesiro trabajo
cofidiana. Gracias a Belkys, fuiste como una cedirectora en mi tesis, Siempre a la par de Gabriel
dirigiendome ¥ aportando v experiencia, Gracias por ensefarme a hilar mas fino en el rabajo, por
incitarme & las preguntas v a la discusion de resultados

A mis compateras con las que comparti esta tesis desde el comienzo, Fer y Flor, Gracias por
haberle aportado siempre a nuestro trabajo diario momenios de rnisas v distension, donde pudimos
divertirnos y pasar dias preciosos juntas. Mo me es sencillo agradecer a una sin la oira, las dos me
transmitkeron  su  dulzura, amabilidad, comprension y seguridad Gracias por habemnos
camplementado, por lo aprendida juntas, Gracias por wodo el aguante!!!

¥ el lab 108 siguid creciendo! ¥ vinieron nuevos awes, Queé momentos interesantes, donde uno se
reacomoda y fransmite su experiencia, Rachel, mi sister, la ofra pare de este equipa, gracias porla
gran ayuda ¥ colaboracidn de este ultime tiempe. Realmente me puse muy contenta i legada al
laboratorio. Vos representas para mi, mi experiencia, o aprendido. Te deseo o mejor de o mejor
@n este caming. Gracias Ana y Sofi por ser parte de asta nuave grupo. ¥ a nuestra compafiera mas
reciente Vicky, les deseo a todas los mejoras axitos

Mo gquiero abvidarme de mis primeras compaferas, Romi v Caro, Gracias por haberme ayudado en
al comianzo, pod la responsabilidad de haberme ensafiado. Por todo lo compartido,



Gracias a wdo al equipo docente de Patologia ¥ tamiién al de Anatomia e Histologia. Gracias por
81 Mis companeras docentes Gracias Caro Lugue, por ser quien me ayudd a dar los primeros
pasos, habigndome transmitido s conoomientos de la matena y como docente, Admire tu forma
de ensefar, agradezco haber tenido w ejemplo. Me has hecho reir tanto!

A todos los integrantes del CIBICHy del Departamento de Bioguimica Clinica. Somos tantog, que
no guero alvidarme de nadie. Agradezoo v tengo mucho orgullo de ser o haber sido parte de esta
gran insiitucion, de esta universidad, Que crece gracias a la participacion de tanias personas que
creen en la ciencia, en la ensefanza, en la institucidn pablica. Gracias a los investigadores v
becarios de los distintos laboratorios que fueron pare de esta tesis Gracias Cecl Ramello por
haberte conogide, por todo lo gue me ayudaste, gracias Vani Alaming por haberme acercado ala
ciencia, por iodos los momenios companidos yva desde mucho antes gue la Inmunologla Gracias
Caro Montes, Mariana Maccioni. MNico Nubez David Mocera. Ale Garcia, Cecilia Alvarez, Nico
Ponce, Fabio Cerban, Cinthia Stempin. Gracias a Pauta Abaddie, Pilar Crespo, Alejandra Romero,
Adriana Berreta, Laura Santamaria, Fabricio v Luis Mavarro

Gracias a los miembros de mi comision de tesis. Carolinag montes, alfredo Lorenzo, German Roth.
Han sido una gran ayuda para mi estos anos. Me incitaron a las preguntas, a mejorar mi tesis.
Gracias por haber leids tan comprometidamente o frabajo, me ayudaron mucho sus
SUGErancias, aponeas, dscusion,

Ahora si es el momeno de la familia v de los afectos. Quierna agradecer en primer lugar a mis
padres. Gracias por estar siempre, por acompafiarme en la vida Gracias por su preacupacion, por
sus estuerzos v todo el amor que me han dado. Por haber compartida conmigo los triunfos v las
derrotas. Gracias al resto de mi familia, mis tios, pnmaos y sobris, gracias por confiar en mi y estar
siempre presentes A pesar de la distancia. Gracias a Fran por el amor gue me das, por ser mi
companero v haber emprendido esta wvida juntos. Gracias por todo el aguante, por tu ayuda, por
poner humor a nuestras vidas Gracias a mis amigas hermanas gue la vida me regald, Geor, Ale,
Maia, Tanla Gracias a mis amigas y colegas Lan amadas "i"l':l":].". Mane, Mate Gracias Jirme, Nag Lo,
Luisi, Juli, Lola, Jor, Tefi, Lala, Pame, Cle, Todas usiedes hacen multiphicar mis alegrias y atenuas
mis decepoiones.

& todos, infinitas gracias por haber sido pare de esta gran etapa. Gracias Laura Seppi, imposible
no-agradecerte, han sido tantos afos de rabajo juntas!!! Genia, idola,

A los gue no nomibré también gracias! de wdos recibl una mano v me siento muy agradecida.

Cardoba, 27 de Mayo de 2014
ii



Mis srrugas

{Un poema antiguo como mi tiempo
... para todos y para nadie... )

Todo en la vida es transitario,
Pero sienta bien aqui delante de mi,
Vamos a tener una conversacion simple,

L Como guien caming junto hasta el fin,
Mira en mis ojos,
Mirate a mi...

e impaortan las anmugas
i el alma adn es de querubin...

iAdilson 5. Silva)







LISTADO DE FIGURAS ¥ TABLAS ©.0ooiciioiimiomiiiniiimmmsmsisnsinsis

INTRODUCOON

1. Sistema inmune; caracteristicas generales ...

B, DN ET LTIEE ] FEITIEEE ©ovreessernsssrmersrenrsensrmmrssnsesmrs smmesmmes mes smer mmr ams ssmmr saam s ar e Amer 1o s 1amn samn s ar rearersemeranes

b. Respuesta adaplativa primania ... e ee e e

¢. Respuesta adaptativa secundaria y Memoria immunoloEita e

2. SANEOrES el SISt RITIE EMTINTME .. coroarivierimnrivmrins sraterran bixeeis s msiss p A s e S oA oo it e i
a. Reconocimiento de Aeilos AUCTEICOS ... oo e e s s st s s s
B, TR REREIOE .. v s rvrnrrinsinnsn srrimsrmser ey rsmsnsms v ssims o spies bibd nivmei bl gmib s blaws b d bl 4 b idnid s b bl e ns

TR I R g R RO s e R o o e b v S P an v

T i A N e s e S
G U [T] 0 T 1 [ o A R PE e

a. Heterogeneidad y [0caliZacion . s

b BT B T T s i o i s e i b i

g e B N T s e B i G e A e

Procesamiento v presentacion del antigens ..o

Presentacion CriZata g0 Al BB mS . oo v rmorrmmeemmsimss nt s omia o smin o mem et o b4k kR e
4, Sietema inmune ¥ enve]ECIMIBATD . ... iasis s snrim s st s drbr rmbs smep1mss see 1 Somsemsinms anss e
a. Células madre hematopoyeticas ¥ enVEJECIMIBEITD o e et i simes o visfsaissns s sesianin
by, Inmunkdad adaptativa y emveBCIMBEILG. (e crimsiineiiiiimmenms v ok sems brieii ciasaiasnsd i i md badermss o6

I T M T i i e e i o i BB A R R R

Wi

v

rere 20

e dl

viv
25

R .

i &

il 29

. 30



E. irimurifdad Innata Y @nveRCIMIEIITD . .. uuceirrrarrmers s ey et mies ese st st oo i e st st st pest s e o ok
TR Ao S G4 TSN e SR AR 5 10 B W P L 1 e PR T o,
L TR A e (e e R B S AR e i A L e Pt
0 LT o T ] P s S NSRSt LRy A S UL T TS E SO MR P P E ey o PR PN 1

Células dendritlcas ....ocoiievvimes s SR NC S P ST FOr PR OU ST PN - |

HIPOTESIS ¥ OBJETIVOS

e s L R R e e e b S T e R s e e e T
T T TIPS U

R et T T EO0MES vt s b N i o e o i R o O R A PR P

RESULTADOS

Capitulo 1; Efecta del envejecimientn sobre la capacidad de las DCs de inducir una respuesta
inmune efectora.

1. Maodelo experimental de envejetimientn s s S8
2. Induccidn de |3 respuesta Inmune cHobRICa 0 BD e eseres
3. Capacidad para activar linfocitos T CD8” VIrgenes i WilrD .......ocicvmriecriemesees e seresesniees 2
4. Evaluacion del contenida de DCS en ratones jovenes v VIBJOS s 80

5. El envejecimiento afecta la capacidad de las cDC CDBa” para activar linfocitos T CDB' virgenes in

0 TR IR I L v K e i o ma e W P e o AR F B VLS Voo P B et - B et S R

Capitulo 2: La magquinaria de procesamiento antigénico en DCs se altera con el envejecimiento.

1, Determinacidn de la presentacion antigénica en MHC elase | .o 31
2. Comparacién de la capacidad para capturar entigenos ... B3
3. El envejecimiento afecta la capacidad degradativa de OVA mediada por DCS e, 30

& e s oned BRI i o e e e B S e e L R e L



Capitulo 3: El envejecimiento disminuye la activacion de DCs frente a ligandos TLR.

1. Maduracian DCs i vitro e in vivo frente a polvU/DO. s
2. Estudio de [os niveles de ARMm de TLRT ..

3. Senalizacion TLRF ..ot

4. Evaluacign de la activacidn por TLRA

5, Conclusiones capituld 3 ...

NI Lo N o i b L L

MATERLALES ¥ METODOS

RS oooenssiienisaimans
Medio de cubtivio ...
Lineas celulares ............
T ghia =TT TR =] e | o e SO N S

Aponistas v antagonistas de TLR

AREICUEFPOS (i

MEtodos e BNSayo o i

L. Obtencldn de suspensiones CEMIBAIES ... ... st sdass s bbb s abims et s
Células de BB2O ..o iiimiiininsianin
Purificaclon de DCs (CD11c™) de Ba20 v
Purificacion de subpoblaciones de DCS 08 BAT0 ...c.vvcriireees i svs s s seers sa e sernre e resenenrnes

P IO T e TR T CDIB ek b e suns a4 birm ot s 4 e e bR 8 i v sl il b s

2. Estimulacion de DCs ..o .

3. Evaluacion de la endocitosis de antigenos en DCS .o,
4, Evaluacidn de la presentacidn cruzada de antigenos @ DS i i s iiess semiassiae

5. Activacian de Hnfocitns T OO wimBBTIES .o rere i msr s rone mnsinis b e sammissssssssesiadnsts s 1sssisss sas

T R T R T R e T P N BT e T R TS P T PR TT P e

Wi

59

o B

S

]
e 1B

L

.74

.. 80
.8
2d

e |
.81
rinee B2
- B3

e B3



6. Citotoxicidad especifica 3 antiEanO I WD oo in e i sss s sid st am b essa s et am pi s imn e B
Reestimalacion e BnfOEROS T M WEFD: i ciirbrm i rom sesss srrss s e sespis sefsinr s e s o s e i ns s g
7. Determinacidn di citoquinas mediante wn ELISA SARWICH oo iiaieis i crresecrs e seees B9

8. Reaccion de transcripcion reversa de ARNm y reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real

B TR T BN e 0 K 0 A A A il S D R Lyt SR
Ty g d T L T OO |
L R T N B B R i e s e T e e e i B
A T e T e L i i A i B
LTI o 1 s i e e A R G e p b e b e b s a2
R T MM et o B 0 0 o 1 e 5 5 i o 5 9 s o
2. 5oluciones utilizadas para contar RIUTAS ... e emss s b st s asmiena s DL
3. Soluciones madres utilizadas en CHEometra e FIUJo o e ssmrm et mrm sesress v mesaisrassmias s bin d

4, Soluciones utilizadas para mediciones de cibogquinas por ELISA s 92

5. Soluciones utilizadas en SDS-PAGE y Wastarn Blot .ot s eieres D



RESUMEN

El envejecimiento es un proceso complejo gue afecta distintas funciones del organismo como la
funcian del sistema inmune. Numerasas evidencias indican que tanto células de la inmunidad innata
como de la inmunidad adaptativa se encuentran afectadas por el envejecimiento. Las células dendriticas
(D) son bas celulas presentadoras de antigeno por excelencia y juegan un rol clave como enlace entre
la respuesta inmune innata y adaptativa, 5in embargo, no se conoce con claridad como el
envejecimiento puede afectar la funcidn de las DCs, Es por ello que el propasito de este trabajo de tesis
fue estudiar ta funcidn de las DCs en ratones viejos, focalizédndonos en su habilidad para realizar
presentacion cruzada de antigenos a linfocitos T COB', Utilizandao acido polivridilico (polyU}, un andlogo
simtético de ARMsh, v albdmina de huevo de gallina (OVA} como modelo de antigeno, en este trabajo de
tesis se demostrd gue DCs de ratones viejos tienen una capacidad reducida para realizar presenfacion
cruzada de antigenos a linfocitos T CDE", 5e vio que este defecto podria deberse a cambios intrinsecos
gue sufre la DC con el envejecimiento, ya sea en el mecanismo de procesamiento y presentacidn
antigénica como en la capacidad de las mismas para ser activadas, Cabe destacar, que se observd en los
ratones viejos una alteracion en el pomero ¥ en la activacidn de la subpoblacion cDCs COBa”, la principal

respansable de activar linfocitos T CD8" a través de |a presentacidn cruzada de antigenos.,

Los resultados obtenidos, permiten evidenciar el impacto que tiene el envejecimienta en la DC,
afectando su funcidnm v por lo tanto disminuyvendo la activacidn de linfocitos T CD&* virgenes v |a

generacion de una eficiente respuests citotdsxica,

PALABRAS CLAVE

Envejecimiento

Celula dendritica convencional CD8ex
Presentacion cruzada de antigenos
Respusesta citotoxica

TLRY
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INTRODUCCION

1. SISTEMA INMUNE: CARACTERISTICAS GENERALES

El sisterna inmune constituye un notable mecanismo de defensa, que permite una respuesta
protectora rapida y especifica contra la gran cantidad de microorganismos potencialmente patdgenos

gue habitan el mundo en que vivimos. También tiene un rol fundamental en la defensa contra tumores.

La tarea del sistema inmune s extremadaments compleja y las amenazas deben ser detectadas con
absoluta especificidad distingulendo los agentes patagenos de |as células y tejidos sanos del organismo.
Cuandg el sistema inmune no funciona correctamente puede dar lugar a una serie de enfermedades, ya
sea inmunodeficiencias, reacciones de hipersensibilidad o enfermedades autoinmunes coma son
Diabetes Mellitus tipo 1, Esclerosis Maltiple, Artritis Reumatoidea, Lupus Eritematoso Sistémico, entre

oiras

g INMUNIDAD INNATA

La mayoria de los microorganismos patdgenos que Infectan a un individuo, se encuentran primerg
con una poderosa defensa no especifica. El epitelio provee una barrera flsica contra la entrada de
micrabios y también produce una variedad de factores antimicrobianos, Los microbios que penetran el
epitelio se enfrentan ademds con macrofagos v otras células relacionadas, las cuales poseen “sensores
microbianos” que reconocan moléculas caracteristicas de muchos agentes patdgenos. Estos sensores se
denominan receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, del inglés Pattern recognition receplors) e
incluyen warias familias de mobéculas, que se encuentran codificadas en la linea germinal. Los mds
extensamente estudiados son [os receptores tipo toll (TLRs, del Inglés Toll-iike receptors) v los
receptores tipo nod (MLREs, del inglés NOD-like receptors: the nuclectide-binding and oligorrerization
domain-fike receptors], Cuando un TLR interactda con su lipando induce wuna serie de eventos de
senalizacidn intracelular, de los cuales la activacion del sistema del factor nuclear kB [NF-xB, del inglés
Nuclear foctor xB) es particularments importante. La activacidn de los macrdfagos incramenta su
actividad fagocitica v la Induccldn de sistemas antimicroblanos guee ayudan a destruir el agente
patdogeno. La induccion de una respuoesta inflamatonia como resultado de la activacidn del sistema
inmune innato, recluta otros tipes celulares al sitio, incluyendo neutrdfilos. De esta manera, el sistema

inmune innato puede proveer un medio efective para controlar o eliminar patdgenos.
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El sistema Inmune innato también actda reclutando respuestas inmunes antigena (Ag)-especificas,
no solamente atrayendo células del sistema inmune al sitio de infeccidn, sino también a través de la
captura de Ags por células dendriticas |DCs, del inglés Dendritic cells| y su transporte a traves de estas
células hacia tejidos linfoldes donde se inicia |3 respuesta inmune primaria. Las DCs activadas expresan
moléculas coestimulatorias en su superficie v producen citoquinas gque pueden regular la catidad de la
respuesta inmune v combatir de manera mas eficiente los distintos agentes patogenos, ya sean

bacterias, virus o parasitos.

b. RESPUESTA ADAPTATIVA PRIMARIA

La respuesta primaria se inicia cuande una sustancia antigénica extrafia interactia con linfocitos
virgenes especificos para el Ag bajo circunstancias apropladas. La respuesta consiste en la expansion y
diferenciacidn de finfocitos T colaboradores v efectores, y en la produccién de moléculas de anticuerpo
especificas para el inmundgeno. La primera incluye células productoras de citoquinas y células T
citotdnicas, capaces de lisar células infectadas. Generalmente, 1a combinacion de la respuesta inmune
innata y la respuesta inmune adaptativa primaria, son suficientes para erradicar o controlar los
patdgenos. En efecto, [a funcion mas efectiva del sistema inmunoldgico es la de montar una respuesta

gue elimine el agente infeccioso del cuerpa, lo que se denomina inmunidad esterilizante,

£, RESPUESTA ADAPTATIVA SECUNDARIA Y MEMORIA INMUNOLOGICA

Comp consecuencia del encuentro inicial con el microgrganismao, el individuo Inmunizado puede
desarrollar un estado de memaria inmunoldgica. 5i el individuo se infecta nuevamente con el mismao
microorganisma (o uno intimamente relacionado), se produce una respuesta secundaria. Esto
ganeralmente consiste en una respuesta de anticuerpos mas rapida, de mayor magnitud, ¥ compuesta
por anticuerpos que unen los Ags con mayor afinidad por lo tanto son mas efectivos en eliminar el
microorganismo del cuerpo. También, sobreviene una respuesta T celular mas rapida y efectiva.
Entonces, la infeccion inicial con un microorganismo, a3 menudo inicia un estado de inmunidad en el que
el individuo esté protegido contra una segunda infeccion. En la mayoria de las situaciones, la proteccion
la praveen las maléculas de anticuerpo de alta afinidad que rapidamente eliminan el microorganismao re

introducido. Esta es la base de la mayoria de las vacunas licenciadas actualmente.
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2. SENSORES DEL SISTEMA INMUNE

Los sensores micrgbianos del sisterma inmuns innato son los receptores de reconocimiento de
patrones [PRARs) codificados en la linea germinal que detectan patrones maoleculares relativamente
conservados en la mayoria de los microorganismos de una especie determinada (1). Estas estructuras se
denominan Patrones moleculares asoclados a patdgenos (PAMPs, del inglés Pothogen-ossociated
molecular potterns). En principio esta estrategia permite que un grupo finito de receptores reconoica
una enorme diversidad de patdgenos potenciales. La mayoria de los PAMPS reconocidos por PRRS son
comunes a una amplia clase de microbios patdgenos, ¥ son moléculas que no se encueentran en el
huésped. 5in embargo, wna clara excepcidn a esta generalizacion es el reconccimiento de dcidos
nucleicos. Debido a gque estas macromoléculas son comunes tanto para el hudsped comao para el posible
patogeno, sus receptores tienen el potencial de responder a ligandos propios con ¢l riesgo que eso
implica. Por otro lado, kB evidencia reciente indica que los PRRs son también responsables del
reconocimients de moléculas enddgenas liberadas por células dafiadas, lo gue se conoce como patrones

moleculares asociados & dafio (DAMPs, del inglés Damage-ossocioted molecular potterns) (2],

Los patdgenos microblanos son reconocidos a traves de midltiples PRRs especdificos (Tabla 1) que
pueden ser clasificados por su ubicacidn en receptores secretados, transmembrana o citosalicos (3). Los
PRRs secretados, por ejemplo colectinas, ficolinas y pentraxinas, se unen a lz superficie celular
micrabiana, activan las vias cldzica y de lectinas del sistema del complemento vy opsonizan kos patdgenos
para gue sean fagocitados por macrdfagos v neutrdfilos (3], Los PRAs de transmembrana incluyen ka
familia de receptores tipo Toll {TLRS) v las lectinas de tipo C (CLRs, del inglés C-type lectin receptors). Los
TLRs son una tamilia de receptores transmembrana tipo 1 gue contlengn un dominio extracelular con
multiples repeticiones ricas en leucina (LRRS, del inglés leucine-rich repeats) unidas mediants una regidn
transmembrana a un dominio conservado de sefalizacién llamado receptor TollfIL-1 (TIR) (4). 5on
expresados en la membrana plasmatica o en la membrana de organelas endosomales/lisosomales y su
expresidn depende del tipo celular Los TLRs ubicados en la superficie celular reconocen patrones
micrablanos. conservados que son accesibles & la misma, mientras gue los TLRs endosomales
principalmente detectan acidos nucleicos micrabianos, Por oltimo, kos PRRs citosdlicos incluyen los
receptores tipe gen | inducble por dcido retinoloo (RLAS, del inglés Retinolc acid-inducible gene | [RIG-1)
like receptors) y receptores gue contienen un dominio de unidn a nucledtidos y repeticiones de leucinas
{ MLRS).
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TABLA 1. PRAs v sus ligandos [2).

Ubicacidn

Ligando

INTRODUCCION

Origen del ligando

TLRs

TLRA

TLR:

TLR3
TLRA
TLRS
TLRE

TLR7'E

TLR%

TLRID

TLRI

RLRs

Membrana phasmatica

Muambrana pfasmatica

Endalsosoma
Membrana plasmarica
Membrana plasmdncs

Membrana plasimdtica

RiG-]
FMDAS

LGP2

MLRs

MO

MNOD2

CLRs

Triacil lipaproteimna

Lipaprotedna

AR kb
LP3
Flagelina

Dhiacil lipoprovaing

Bacterias

Bacterias, virtes, parasinos,
endogeno

Wirus
Bacterias, virus, =|1|.1|53«|:1:b:|
Bacrerias

Bacrerias, virus

Dectin- |

Drectin-1

MIMCLE

Endolisoscma ARMsh Wirus, bacterias, enddgena
= 1 Yirus, bactarias, proiozoos,
Endolisosoma CpG-ADM i
Endolisosama Desconecida Desconocde
Membrana plasmatica Mobiculas similares a profiling Protozoos
Clroplasma AR MNdh corios Wirus
Citoplazma ARMdh largos Virus
Citoplasma Desteanacido Virus
Citaplasma A:id:.g' ;"EI “.L-"-.nil i Bacteras
I:I!'I'IIHQPII'I'IElll:CI
Cieaplazma Dipépride muramito Bacterias
Membrana plasriitica fi-glucanos Hongos
Membrana plasmatica f-glucanos Homgas

Membrrana plasmitca

Proreina asociada a espliceasoma 130

Enddgenc, hongas
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Los RLRs detectan virus v a diferencia de los TLRs endosomales son expresados por la mayoria de las
células del orgamismo. NLRs representan wna gran familia de mas de 20 sensores intracelulares que
pueden detectar no solo patdgenos sino también sefiales de estrés. Por ejemplo detectan la degradacion

de productos de peptidoglicanos, productos microbiales ¥ particulas cristalinas no infecciosas (5).

La gran mayoria de los PRRs son capaces de inducir una respuesta inmune adaptativa mediada por
linfocitos T o B mediante la activacion de factores de transcripcion NF-«B, factor regulador de interferdn
{IRF, del inglés interferon reguiatory factor] o factor nuclear de células T activadas {NFAT, del inglés
nuclear foctor of activoted T cells). 5in embargo aguellos PRRs que son secrefados v algunos
transmembrana que son endocitados (por ejemplo el receptor de mangsa y receptor basurerg] no son

capaces de inducir una respuesta Inmune adaptativa por si solos (6],

a, RECONOCIMIENTO DE ACIDDS NUCLERCOS

Algunos PRRs transmermbrana como otros citostlicos estan mvolucradas en el reconocimiento de
acidos nucleicos. Mientras varios miembros de la familia de TLRs monitorean el contenido de
compartimentos endolisosomales, otros PRRs citosdlicos detectan dcidos nucleicos en el citoplasma. En
conjunto estos receptores pueden reconocer multiples formas de acidos nucleicos: ARN v ADMN, simple
hebra (sh) o doble hebra (dh). En algunos de estos casos, todawvia no estan totalments definidas las
caracteristicas moleculares precisas de los ligandes. Conceptualmente, estos dos grupos de receptores
som a menudoe vistos coma sistemas paralelos que sdlo difieren en su localizacion, sin embarge ahara hay
avidencla considerable de que la expresién, la sefializacion y la regulacion de los dos grupos son muy
diferentes [7).

Cuatro miembros de la familia de TLRs han sido implicados en el reconocimiento de dcidos nucleicos:
TLR3, 7, 8 v 9 (Tablal). Mientras que TLR7, B v 9 reconocen dcidos nucleicos con un clerts grado de
selectividad en la secuencia, la deteccidn de ARNdh por TLR3 es independiente de la secuencia utilizada
{7). Como ya se ha mencionado, estos receptores se localizan en endosomas v lisosomas donde
maonitorean el lumen de dichos compartimentos. Esta localizacidn parece ser un punto clave en la
regulacién de la discriminacion entre kos ligandes del huésped o ajenos ya que en condiciones normales
el ADN proplo mo llega & estas ofganelas. Estos receptores se expresan -en varias celulas
inmunokigicamente relevantes como DCs, macrofagos v linfocitos B, En el caso de las DCs, s observa
una expresion diferencial de estos TLRs entre las diferentes subpoblacones, las DCs convencionales

[cDCs) v las DCs plasmacitoideas [pDCs), ver mas adelante. La unidgn del TLR con su ligando lleva a la

12
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produccion de citoquinas, efectores antimicrobianos, aumento en la expresidn de moaléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad [MHC) v coestimulatorias. Uma respuesta caracteristica de
reconocimients de acidos nucleicos es la produccion de interferones [IFMs] tipo |, gue activan el sistema

inmune innato modulando de esta manera la respuesta inmune adaptativa.

Los PRRs citosdlicos son mas variados en su compasicion asi como en su senalizacidn. Ademas se
expresan en una mayor variedad de células que Ios TLRs. Los RLRs reconocen ARM, v una familia de
receptores andlogos, adn sin identificar, responden a ADN citosdlico (7). Ambas familias de receptores
activan al factor de transcripcian IRF3 y potencialmente inducen la producciton de IFNs tipo 1 en todos
los tipos celulares. Ademas el ADM citosdélico activa un complejo multipreteico llamado inflamasoma,

integrado por NLRs,

Uno de los grandes desafios para los investigadores en el estudio individual de los receptores
implicados en el reconocimiento de un acido nucleico, es ef hecho de que cualquier agente patdgeno
probablemente sea reconocido por maltiples receptores, A pesar del saolapamiento en el reconccimiento
de ciertos ligandos por TLR v PREs citosdlicos, s Importante reconocer que algunos aspectos de estas
familias de receptores son concepiualmente muy distintos, Por ejemplo, el reconocimiento mediado por
TLR no requiere la infeccion de la célula, lo que permite a una célula del sistema inmune responder a
patdgenos en ausencia de las modificaciones que a menudo se producen en células infectadas. Por el
contrario, PRRs citosdlicos detectan los dcidos nucleicos que llegan al citoplasma lo gue nommalmente
indica que ka célula ha sido infectada (7). En concordancia con la diferencial expresion encontrada de
PRAs citosolicos ¥ TLRs intracelulares, se ha observado en muchos casos gue DCs no infectadas pueden
presentar Ags derivados de cdlulas infectadas (B), Es por eso gue muchos investigadores postulan que
una célula no inmune infectada, puede reconocer los acidos nucleicos dentro del citoplasma a traves de
RBLAs, llevando a la secrecién de IFNs tipo 1 v otros factores que activan a DCs. La célula infectada muere
y es fagocitada por DCs, que en un contexto inflamatario, se activa a través del reconocimiento de los

acidos nucleicos por TLRs intracefulares (3]

En conjunto, estos dos grupos de receptores facilitan el reconocimiento de los dcidos nucleicos

derivados de agentes patdgenos en los miltiples contextos asociados con la infeccidn.

b. TLRY: LIGANDOS

13
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Originaimente el TLRY fue identificado comao receptor de derivados de imidazoquinalinas comao
imiguimcd v resiguimod (R-848) v de andlogos de guanina como loxoribing; actualmente se reconoce al
ARMsh como su ligando fisioldgico {9-12). E| ARNsh puede ser derivado de virus cuyo genoma estd
formado por ARN como el virus de la estomatitis vesicular, virus de influenza & y el virus de la
inmuncdeficiencia humana (HIV) {13). En particular, TLR7 reconoce ARNH ricos en guanosing y uridinag, y
cadenas sintéticas de poliuridinas. Por dltimo, TLR7 puede reconocer algunos ARN de interferencia (14},
En humanos comparte su especificidad por ARNsh ricos en guanosinas (G) y uridinas (U], y par
imidazoguinolinas con el receptor TLRB. 5in embargo todavia no esta claro s el gen tirg codifica a un

receptor funcional en ratones,

£, TLR7: LOCALIZACION ¥ TRAMSPORTE

Utilizandg inmunoflugrescencia varios grupos de investigacion pudieron demaostrar que en células no
estimuladas, el TLR? v el TLRY, se encuentran en el reticulo endoplasmico ¥ no en endosomas o
lisosomas como se esperaba. Sin embargo la activacion sdlo ocurre dentro de endolisosomas con pH
acido, ya gue la respuesta es claramente inhibida con la wtilimmcion de drogas como cloroquina,

bafilamicina AL o cloruro de amonia (15),

Ahara se conoce que TLRT se encuentra en el reticulo endoplasmico y luego del ingreso del ligando a
la célula, es movilizado rapidamente hacia endolisosomas (16}, Este desplazamiento estd regulado por
UNCI3B1, una proteing transmembrana residente del reticulo endoplasmico. UNCI3B1 se une
especificamente a las reglones transmembrana de TLR3, 7 y 8 en el reticulo endoplasmico, y favorece su
maovilizacion desde el reticulo hacia los endolispsomas (16), requisito indispensable para la induccidn de
wrra respuesta inmune (17}, TLRT v TLRS comipiten por la asociacion con UNCS3B1, mientras que TLR3
parece no estar afectado (18). El trafico de TLR también estd regulado por otras dos proteinas gue
residen en el reticulo endoplasmico: PRAT4A y gp96 (15],

Como ya s& ha mencionado, la maduracién de los endosomas es requerida para la activacion de TLR
intracelulares por sus respectivos ligandos. Esta maduracion podria en algunos casos facilitar la
destructitn de microblos para la posterior liberacion de los ligandos contenidos, pero tambidn podria
contribuir a un procesamiento de los TLRs. Por efemplo, una vez que TLR ha alcanzado un endolisosoma
su ectodominio es cortada por proteasas (19, 20), Aungue se han reportado cortes simifares en TLRY

(18-21), todavia no hay evidencias concluyentes.
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d. TLR7: SENALIZACION

Cada TLR individual desencadena una respuesta bioldgica especifica. Estas diferencias son explicadas
gracias al descubrimiento de las moléculas adaptadoras que se unen al dominio TIR de un TLR. MyDa8,
TIRAP, TRIF v TRAM sonm maleculas adaptadoras que son reclutadas por kos diferentes TLRs activando
diferentes vias de sefalizacion. Por ejemplo, MyDEE [del inglés Myeloid differentiotion primary response
gene B8] es utilizada por todos los TLRS a excepcldn de TLR2, activa el factor de transcripcidn NF-kB v las

MAPKS (del inglés Mitogen-activared profein kinoses) llevando a la induccidn de citoguinas inflamatarias,

Despuds de la unidn del ARNsh en la regidn LRRS sobre TLRY (Figura 1), se produce una modificacidn
conformacional del receptor o gue leva a la unidn de MyDBE hacia el dominio TIR en la porcidn
citoplasmatica del TLR. Luego, MyDBEE interactia con IRAK (del inglés IL-1 receptor assoolofed kinasa) 4,
guien fosforila a suvez a IRAK 1y 2. Luepo estas moléculas ya fosforiladas activan TRAF & {del inglés ThNF
receptor-gssocioted foctor &), una ubiguitina ligasa E3. TRAFE se une a TAKL [del inglés TGF-8 octivated
kinase 1) quien se asocia a dos proteinas adaptadaras: TABL [del inglés TAKI-hinding proteins) y TABZL.
Esta ultima sirve come receptor de las cadenas de poliubiguitinas entre TRAFG v NEMOD [del inglés NF-kE
essentiol modwlotor). Finalmente TAK fosforlla IKKR v activa la cascada de MAPEs comenzando con
MAPKES v & lo que lleva a la fosforilacidn de JNKs, p38 v CREB. IKK fosforila IxBs [Inhibidor de kB} lo que
induce su degradacidn con la resultante translocacion de NF-kB al ndcleo celular [15). La familia de
factores de transcripcion IRF también es activada. IRFL se asocia directamente con MyDBE (22} e IRFS
con MyD2S y TRAFG {23). En ditima instancia, la activacion de los factores de transcripeidn IRFs, NF-uB y
AP-1 {del inglés activating proteln-1}, induce la transcripcion de genes de citoguinas inflamatorias, como
THF & IL-12 {15, 22, Z3).

La cascada de sefalizacion descripta en el parrafo anterior tiene lugar en macrofagos, cDCs, linfocitos
By pDCs, ¥ lleva a la produccion de citoguinas inflamatorias como IL-6, 1L-12 ¥ THF-a pero no induce IFNs
tipe 1. Las pDCs son Gnicas en su habilidad de inducir la produccidn de grandes cantidades de IFNs tipo 1
luego de la activacion de TLRT v 9, Es por eso gque @5 importante destacar gque en pDCs existe una via de
sefializacion adicional [Figura 1). La aclivacion de TLR7 vy de TLRZ lleva al redlutamiento de MyDES &
IRAK4, que luego interactuan con TRAFS, TRAF3, IRAKL, IKKa, osteopontina e IRFT (24, 25). Finalmente
IRAE]L e IKEo fosforilan a IRF7 o gue indiece su translocacion al ndcieo induciendo la produccion de
grandes cantidades de IFNs tipo 1 [26). Al presente no esta clarg si ambas vias de sefalizacion en las

pOCs acurren de manera simultdnea o secuencial |15).
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FIGURA 1. Vias de sefializacion de TLRs intracelular, La activacion de TLR3, 7 o 9 inicia cascadas de
sefializacion distintas v superpusstas en DCs convencionabes {cDCs), macrofagos y pDCs. En oDCs
macraofagos, la sefializacidn de TLR3 (izquierda) induce IFN-[ a traveés de TRIF, TRAFG v RIPL, un complejo que
se asocia con TRAF3 para activar TBEL e IKKe, gue a su vez, fosforilan IRF3. TRAFG y RIP1 activan NF-kB y
MAPKs para inducr citoquinas inflamatorias {no representado). pDCs utilizan una via diferente para inducir
grandes cantidades de IFNs tipo | (derecha). La activacicn de TLRT o TLRS en pDCs recluta MyD3E ¢ |RAKS,
queé a su veg interactian con TRAFE, TRAFZ, IRAK]L, IKKa, esteaponting [OPN) & IRFT. IRAK] & IKKa fosforilan
activan IRF7, dando lugar a la transcripcidn de genes inducibles por IFM y Iz produccion de IFNs tipo I
[Modificado de Blasius y colaboradores, 2010 {15])
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3. LA CELULA DENDRITICA

En 1868, Paul Longerhans describid por primera vez a las DCs, asumiendo que eran células nerviosas
de ta piel, pero el papel de fas DCs como células presentadoras de Ags (CPAs) no fue apreciado hasta
1973, despues de mas de 100 afos, cuando A, Steinman y £. Cohn identificaron en el bazo de ratones
DCs capaces de estimular una respuesta inmuneg primaria (27). Actualmente, las DCs constituyen un
sistema integrado de celulas presentadoras que contrelan tanto la inmunidad como la tolerancia

inmmunaldgica,

Las DCs se generan a partir de precursores de médula d5ea vy tienen la capacidad tanto de iniciar
como de modular las repuestas inmunes dependiendo de las sehales recibidas por parte de los
microorganismos coma del microambiente ¢ ambiente celular que las rodea (27, 28}, Debido a su
morfologia particular, gracias a la presencia de unas largas prolongaciones citoplasmaticas, poseen una
gran capacidad de movimiento asi como también la capacidad de interaccionar con los efectores tanto
de la respuesta inmung innata: células NEK y NKT |253), como tambien con las células de la respuesta

inmune adaptativa; linfocitos Ty linfocitos B (30, 31).

Las DCs, junto a macrdfagos v linfocitos B, son CPAs. Las DCs son las CPAs mas poderocsas, ya que son
capaces de activar linfocitos T wirgenes e inducir una respuesta inmune adaptativa, incluida 13 respuesta
citotdwica. Ello es debido a una combinacidn de diversas propiedades: capacidad de tomar Ags, de
procesarios en una forma adecuada y de presentarios asociados a MHC clase | o MHC clase I, junto con

la expresion de moléculas coestimulatorias v la capacidad de secretar citoquinas,

Distintas ctogquinas estdn implicadas en el desarrollo de las DCs in vivo. Entre otras, la citoguina
ligando de tirosin-quinasa 3 tipo Fms (FIL3L, del inglés Frs-like tprosine kinase 3 ligand) es suficiente y
esencial para el desarrolle de DS in wivo, En confraste a FE3-L, e citogquing factor estimulants de
colonias de granulocitos v macrdfagos (GM-CSF, del Inglés Gronulocyte-maocrophage colany-stimulating
foctor] no g5 indispensable en condiciones homeaostaticas pero juega un papel importante en situaciones

de inflamacian,

a HETEROGENEIDAD ¥ LOCALIZACION

Las DCs constituyen una poblacidn muy heteropénea de células que pueden dividirse en dos
poblaciones principales: 1) DCs migratorias provenientes de tejidos no linfoides ¥ DCs convencionales

(cDCs) residentes en el tejido linfoide v 2) pDCs. El término "convencional” en las cDCs se ha utilizado
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licenciante.

@ NoComercial — Usted no puede hacer uso del material con propdsitos comerciales .

@ Compartirlgual — Si remezcla, transforma o crea a partir del material, debe distribuir su
contribucion bajo la misma licencia del original.

No hay restricciones adicionales — No puede aplicar términos legales ni medidas
tecnoldgicas que restrinjan legalmente a otras a hacer cualquier uso permitido por la
licencia.

Avisos:

No tiene que cumplir con la licencia para elementos del material en el dominio publico o
cuando su uso esté permitido por una excepcion o limitacion aplicable .
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No se dan garantias. La licencia podria no darle todos los permisos que necesita para el
uso que tenga previsto. Por ejemplo, otros derechos como publicidad, privacidad o
derechos morales pueden limitar la forma en que utilizan el material.
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