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migratorias in vitro de células dendriticas
esplénicas de ratones BALB/c neonatos

y adultos.

Julie Versura!, Loida Ponce!, Monica Pernia?, Francisco Mendosza'!, Robert Tovar 1,
Sioly de Ortal y José Corado’.

Unidad de Investigacién en Inmunologia (UNIVENIN), Departamento de Ciencias
Fisioldgicas, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad de Carabobo. Barbula, Venezuela.
2Hospital “Miguel Perez Carreno”, IVSS. Caracas, Venezuela

Palabras clave: célula dendritica, respuesta inmunitaria, ratén neonato.

Resumen. Las células dendriticas (CDs) son esenciales en el desarrollo y
regulacion la respuesta inmunitaria (RI). Existen controversias en cuanto al
potencial de induccién de la RI por las CDs en el periodo neonatal. Se ha pro-
puesto que la RI especifica de un neonato depende de la relacién cuantitativa
CD/linfocito T, y del momento, etapa neonatal o adulta, del encuentro con el
antigeno, lo que parece influir sobre las propiedades fenotipicas y biol6gicas
de las CDs, modificando su comportamiento. Por tal motivo, nos planteamos
evaluar el efecto de un antigeno, Leishmania mexicana (L. mexicana) y de las
citoquinas TNFa y RANTES sobre las caracteristicas fenotipicas y propiedades
migratorias, in vitro, de las CDs esplénicas provenientes de ratones BALB/c
neonatos y adultos, usando citometria de flujo y la cdmara de Boyden. Las
CDs de ratones neonatos y adultos, en condiciones basales, expresan de mane-
ra similar, las moléculas CD40, CD86, CMHII y CD54. Este mismo fenémeno
se observé al incubar dichas células con el Ag (L. mexicana) a excepceion de la
molécula CD40 cuya intensidad de expresion se elevd significativamente
(P<0,05) en ambos grupos de estudio. El indice de migracion de las CDs en
presencia de medio de cultivo condicionado de L. mexicana, RANTES y TNFa
fue mayor en adultos que en neonatos. Estos resultados muestran que las CDs
neonatales son fenotipicamente similares a las adultas. Ante los mismos esti-
mulos se comportan de manera diferente, sugiriendo la existencia de otros
factores, que pudieran explicar la mayor susceptibilidad a infecciones en la
etapa neonatal.
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Abstract. Dendritic cells (DCs) are essential in the development and reg-
ulation of the immune response (IR). The inherent potential of DCs to induce
a specific immune response in the neonatal period is controversial. It has
been suggested that the specific IR in neonates depends on the quantitative
relation of DG/T lymphocytes, as well as on the neonatal or adult age at which
the interaction antigen/DC/T lymphocytes occurs. This suggests that this
contact has an influence on the phenotypic and/or biological properties of
DCs, which modifies its behavior. Therefore, the effects of Leishmania mexi-
cana (L. mexicana) and of TNFo and RANTES cytokines on immuno-
phenotypical characteristics were evaluated on spleen DCs, from neonate and
adult BALB/c¢ mice, by using flow cytometry and in vitro migratory properties
with a Boyden Chamber. In basal conditions, neonate and adult DCs express
the same molecules (CD40, CD86, MHCII and CD54). When the DCs interact
with the antigen L. mexicana, the expression of these molecules are similar in
adults and in neonates, with the exception of CD40 whose intensity of expres-
sion was raised (P<0,05) in both groups. The rate of migration of the DCs in
a culture medium conditioned of L. mexicana, RANTES and TNFa was higher
in adults than in newborn mice. These observations suggest that neconatal and
adult mice DCs have similar phenotypic characteristics. Under the effect of
the same stimulus they respond differently; suggesting that other factors are

involved in the higher susceptibility that newborns have to infections.
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INTRODUCCION

El periodo neonatal se caracteriza por
una mayor susceptibilidad frente a agentes
infecciosos. Esta se ha asociado, parcial-
mente, a la ausencia de memoria inmunita-
ria y a un predominio de la respuesta efec-
tora tipo Th2 (1-3). Otro factor importante
puede ser el bajo niimero de células acceso-
rias del sistema inmunitario (SI) presentes
en los tejidos linfoides periféricos, en eta-
pas tempranas de la vida, especialmente en
ratones (1).Sin embargo, diferentes estu-
dios, tanto en humanos como en ratones,
han demostrado que los neonatos son com-

petentes y, bajo ciertas circunstancias in
vivo, pueden desarrollar una respuesta in-
munitaria (RI) especifica, dependiente de
linfocitos T, similar a la de un adulto (4-6)
lo que ha permitido sugerir que la capaci-
dad de respuesta de los neonatos puede ser
mas bien dependiente de la relacién cuanti-
tativa CDs/linfocito T, que de otros facto-
res. Asi mismo, se ha reportado que la RI
especifica, en dichos neonatos, puede variar
desde una respuesta muy pobre hasta una
muy eficiente (1, 3, 7). Las CDs son células
accesorias del SI, presentadoras profesiona-
les de antigenos (Ag), fundamentales en el
desarrollo y regulacion de la RI, y en el
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mantenimiento de la tolerancia (8, 9).
Estas células tienen propiedades de captu-
ra, procesamiento, migraciéon y presenta-
cion del antigeno (Ag), y durante estas dos
altimas propiedades experimenta un proce-
so de “maduracion”, mediante el cual modi-
fica sus caracteristicas fenotipicas (10-12).
Existen controversias en cuanto al poten-
cial intrinseco que tienen dichas células
para inducir una RI especifica en el periodo
neonatal. Estudios efectuados por nuestro
grupo de trabajo en ratones BALB/c, en un
modelo de susceptibilidad a la infeccion por
Leishmania, han demostrado, mediante la
transferencia adoptiva de CDs, que, efecti-
vamente, la RI especifica de un neonato de-
pende tanto de la relacion cuantitativa
CD/linfocito T como del momento, etapa
neonatal o adulta, en que dichas células en-
cuentran el antigeno. Esto sugiere que la
cantidad de CDs transferidas y el momento
del contacto tienen una influencia diferen-
cial sobre las propiedades fenotipicas y bio-
l6gicas de dichas células en ratones neona-
tos y adultos, modificando de manera fun-
damental su comportamiento (13).

Con base en esos resultados, y toman-
do en consideracién la estrecha relacion
que existe entre fenotipo, propiedades bio-
l6gicas y funcion, nos planteamos evaluar el
efecto de un Ag, en este caso, L. mexicana
y la influencia de citoquinas como TNFa y
RANTES sobre las caracteristicas inmunofe-
notipicas y propiedades migratorias, in vi-
tro, de las CDs esplénicas de ratones
BALB/¢ neonatos y adultos.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Un grupo de 50 ratones BALB/c neo-
natos (circa 3 dias) y 10 hembras adultas (6
semanas), facilitado por el Instituto de Bio-
medicina (Caracas, Venezuela), mantenido
bajo condiciones apropiadas de ilumina-
cién, temperatura, agua y alimentacion,

fueron manejados de acuerdo con las nor-
mas para el uso de animales en docencia e
investigacion del Fonacit (14).

Protocolo experimental

Cultivo de parasitos y obtencion de
medio de cultivo condicionado de promas-
tigotas L. mexicana. Los amastigotas de L.
mexicana, cepa MHOM/BZ/82/BEL21, ob-
tenidos a partir de una lesion leishmanica,
en hamster de un mes de evolucion, fueron
sembrados en cultivos de Agar-sangre (Sig-
ma, U.S.A.) a temperatura ambiente, y al
séptimo dia (fase estacionaria de crecimien-
to), se obtuvieron los promastigotas, repre-
sentativos de la fase infectiva del parasito.
Para este trabajo dichos promastigotas de
L. mexicana fueron donados por el labora-
torio de Biologia Molecular del Instituto de
Biomedicina. La poblacion enriquecida de
promastigotas, libre de eritrocitos y detri-
tos celular, se obtuvo mediante el cultivo
200 wl. de la muestra en 5 mL de medio
Schneider’s Drosophila (Invitrogen, Carl-
sbad, CA), suplementado con 20% SFB (Sig-
ma, St. Louis, MO), 2 mM L-glutamina, 100
U/mL de penicilina/streptomicina por una
semana a temperatura ambiente (15). El
medio de cultivo condicionado de L. mexi-
cana, sobrenadante del cultivo, obtenido
mediante centrifugacion a 1000g, a tempe-
ratura ambiente, por 15 minutos fue usado
en los ensayos de migracién in vitro.

Aislamiento y purificacion de las cé-
lulas dendriticas. Las CDs, de ratones neo-
natos y adultos BALB/c¢, fueron aisladas del
bazo, tal como ha sido descrito (13, 16).
Bajo condiciones estériles, los bazos fueron
macerados sobre una malla metdlica con
RPMI-1640 (SIGMA. U.S.A.) suplementado
con 10% suero fetal bovino (SFB) descom-
plementado (INTERNEGOCIOS S.A. Argen-
tina), 2 mM L-glutamina (U.S.A.), 10 mM
HEPES (SIGMA.U.S.A.), 1 mM piruvato de
sodio (SIGMA. U.S.A)), 50 uM 2-mercap-
tocthanol (GIBCO SRL.U.S.A.) y 100 U/mL
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de penicilina/streptomicina (SIGMA.
U.S.A.) (RPMI completo). La suspensién ce-
lular obtenida fue filtrada en un tamiz de
nylon, y centrifugada a 250 g, 4°C por 10
minutos. Se verific6 la viabilidad celular
con azul tripano (SIGMA.U.S.A.) para ajus-
tar su concentracion a 107cells/mL en
RPMI suplementado. Posteriormente, fue-
ron colocadas en frascos de cultivo de 75
cem? (Corning, Acton, U.S.A.) para incubar-
las durante 2 horas a 37°C y CO, al 5%
(NAPCO, U.S.A.), con el propésito de per-
mitir la adherencia de las CDs y macrofa-
gos. Al finalizar la incubacion, el sobrena-
dante, que contiene células no adherentes,
fue retirado y a continuacion se agregaron
10 mL de medio RPMI suplementado a los
frascos de cultivo con las células adheren-
tes, ¢ incubadas por 16-18 horas, en las
condiciones anteriormente descritas. Al fi-
nalizar la incubacion, el sobrenadante se so-
metié a un gradiente de separacion celular
utilizando Nycomed (Pharma COMO, Tors-
hov, Noruega), obteniéndose células mono-
nucleares, las cuales fueron resuspendidas
en 10 mL RPMI suplementado y centrifuga-
das a 400 g, 20°C por 15 minutos, tres ve-
ces. El precipitado celular obtenido del ulti-
mo lavado, fue resuspendido a 4°C en 1 mL
de soluciéon Hank’s balanceado (SIGMA.
U.S.A.), suplementado con 10% SFB des-
complementado y 2 mM de HEPES. Se veri-
ficé la viabilidad celular con azul tripano y
se ajusté la concentracion celular a 105 ¢é-
lulas/mL. La poblacién celular obtenida fue
sometida a un proceso de seleccion negati-
va utilizando esferas inmunomagnéticas.
Jon este fin, esta poblacién celular se incu-
b6 durante 1 hora a 4°C, bajo agitacion len-
ta y continua,con una mezcla de anticuer-
pos monoclonales de rata (1.5 pug/mL de
anticuerpo por 1 X 10¢ c¢élulas) dirigidos
contra antigenos de ratéon expresados en
linfocitos B (CD19, clon K-562, Santa Cruz
Biotechnology U.S.A), linfocitos T (CD3,
clon KT3, Serotec E.E.U.U), células NK

(CD2, clon AT-37, Serotec E.E.U.U), y mo-
nocitos/macréfagos (clon MOMA-2, Serotec
E.E.U.U). Después de la incubacion, las cé-
lulas fueron lavadas tres veces con medio
Hank’s balanceado a 250g, 4°C por 10 mi-
nutos. El precipitado celular fue resuspen-
dido en 1 mL del mismo medio e incubado
con las esferas magnéticas cubiertas con un
anticuerpo secundario IgG de ovejo (Dyna-
beads® M-450, Dynal Biotech Inc., U.S.A),
en una relacion esfera/célula 7:1, siguiendo
las instrucciones de la casa comercial. Se
sometio luego a la poblacion celular a la ac-
cion del campo magnético, usando un iman
(Dynal MPC® Dynal Biotech Inc., U.S.A.)
por 6 minutos. Las CDs, no unidas a las mi-
croesferas magnéticas, fueron retiradas del
sobrenadante, muy cuidadosamente, con
una pipeta Pasteur. Este procedimiento se
realiz6 3 veces. Posteriormente se contd el
nimero de CDs obtenidas y se ajust6 a una
concentracion delO5 células/mL. Las CDs
fueron resuspendidas en PBS (1% SFB) para
la verificacion de la pureza y el estudio fe-
notipico y en RPMI al 1% de SFB para el en-
sayo de quimiotaxis.

Determinacion de la pureza de las
CDs por citometria de flujo. Se determiné
la pureza de las CDs obtenidas mediante
citometria de flujo, usando un anticuerpo
monoclonal primario CD11c¢ (clon N418,
Pierce U.S.A), el cual reconoce molécula
de adhesidn, especifica de células dendriti-
cas presentes en los Organos linfoides se-
cundarios, y un anticuerpo secundario,
hamster anti-rata [gG1 conjugado a Isotio-
cianato de Fluoresceina (FITC) (clon
MARG1-2, Serotec Ltd., Oxford, United
Kingdom). Asimismo, se incubaron las CDs
con anticuerpos monoclonales anti linfoi-
tos T, B, NK y macréfagos con el fin de ve-
rificar el grado de contaminacién. El con-
trol negativo consistié en un anticuerpo de
especificidad irrelevante conjugado a FITC.
El grado de pureza constatado en 3 experi-
mentos fue =295%.
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Fenotipaje de células dendriticas por
citometria de flujo. La caracterizacion fe-
notipica de las CDs se efectu6 con los si-
guientes anticuerpos de la casa comercial:
Serotec, U.S.A.: CD86 conjugado a Ficoeri-
trina (PE) (B7-2, clon RMMP-2), Chemicon
® U.S.A.: CD40 conjugado a PE (clon
1C10) y CD54 conjugado a FITC (ICAM-1,
clon LTF653) y Southern Biotech, U.S.A.:
MHC clase II conjugado a PE (clon
NIMR-4).

La expresion de CD40, CD86, CMHII y
CD54 sobre la superficie de las CDs de rato-
nes neonatos y adultos BALB/c¢, se determi-
né mediante citometria de flujo antes y des-
pués de la incubacién, in vitro, de las CDs
con promastigotas de L. mexicana en una
relacion 1:10 (5x10*CDs: 5X10° promasti-
gotas vivos), en placas de cultivo a 37°C y
CO,al 5% (NAPCO, U.S.A.), durante 12 ho-
ras. Luego de la incubacion se realizaron 3
lavados de las células con PBS centrifugan-
do a 250g, 25°C por 10 min, con la finali-
dad de eliminar los parasitos libres. Poste-
riormente, las CDs, a una concentracién
de105 ¢élulas/mlL, fueron resuspendidas en
PBS (1% SFB) ¢ incubadas, con los anti-
cuerpos anteriormente mencionados, en la
oscuridad, a 4°C durante 30 min, seguido
de tres lavados con PBS (1% SFB) centrifu-
gado a 250, 4°C por 10 min. El precipitado
celular fue resuspendido en 500 uL de PBS
(1% SFB) y se determiné el porcentaje de
CDs marcadas con CD40, CD86, CMHII y
CD54 en el citometro de flujo (FACScali-
bur, BectonDickinson, U.S.A.). Se hicieron
grupos controles negativos utilizando anti-
cuerpos de especificidad irrelevante.

Migracion in vitro de las CDs de rato-
nes BALB/c neonatos y adultos. El ensayo
de migracion de las CDs fue realizado con
dos concentraciones 1/2 y puro, las cuales
fueron seleccionadas después de haber efec-
tuado curva de diluciones (datos no mostra-
dos) del medio de cultivo condicionado de
L. mexicana (Ag), RANTES (10 y 100

ng/mL) y TNFa (1 y 10 ng/mL), confor-
mandose 6 grupos experimentales. Como
control negativo de migracion se utilizo
RPMI con 1% de SFB. La migracién celular
fue evaluada utilizando una cdmara de qui-
miotaxis (Microcamara de Boyden de 48 po-
zos; Neuroprobe U.S.A.), siguiendo las ins-
trucciones establecidas en el manual (17-
19). En los pozos del plato inferior de la ca-
mara fueron colocados 30 uL. de Ag, TNFa o
RANTES y de RPMI, y en los pozos superio-
res se colocaron 5 X 10* células en 50 uL
de RPMI al 1% de SFB. Ambos platos fueron
separados por un filtro estandar de policar-
bonato, con poros de 5 um de didmetro
(Neuroprobe) y se procedio a incubar la ca-
mara durante 3 horas, a 37°C y CO, al 5%.
Después de la incubacion, el lado inferior
del filtro (cara brillante) donde se encuen-
tran las células que migraron, se lavé con
PBS para remover ¢l exceso de CDs. Poste-
riormente, el filtro fue fijado con metanol,
deshidratado con concentraciones progresi-
vas de etanol y tenido con violeta de gencia-
na. Las CDs que migraron se contaron en
un microscopio 6ptico (Leica CME, U.S.A.)
a 400X en 10 campos, seleccionados al
azar. El valor promedio de los 10 campos
fue multiplicado por un factor que se obtu-
vo dividiendo el 4rea total de cada pozo en-
tre el 4rea de un campo, dando como resul-
tado ¢l valor absoluto de células que migra-
ron. Cada grupo experimental fue hecho
por triplicado (3 pozos) y cada ensayo de
quimiotaxis fue realizado 3 veces.

Anilisis estadistico. Se calculd el pro-
medio y desviacion estandar (DE) de la in-
tensidad de expresion y el porcentaje de ex-
presion de las moléculas estudiadas en tres
(n: 3) experimentos independientes. Se
aplicé la t de Student para comparar los pro-
medios de las intensidades, después de
comprobar que los datos seguian una distri-
buciéon normal con el test Kolmogorov
Smirnov. Cualquier valor de P <0,05 fue
considerado significativo. Se muestra, en
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resultados, un histograma representativo de
los tres experimentos efectuados. El indice
de migracion de cada grupo experimental
se obtuvo dividiendo el promedio del ntime-
ro de células de cada grupo experimental
entre el promedio del niimero de células de
la migracién basal, en cada grupo de rato-
nes. El indice de migracion fue representa-
do como la media = desviacion estandar
(DE) de tres experimentos independientes
(n: 3) y se aplicé la t de Student para com-
parar la media de dichos indices. Cualquier
valor de P <0,05 fue considerado significa-
tivo. Todas las pruebas fueron realizadas
usando STATISTICA Trial versién). 8 (Stat-
Soft Inc., U.S.A.

RESULTADOS

Expresion de CD40, CD86, MHCII y CD54
en CDs de ratones BALB/¢ neonatos
y adultos

En la Fig. 1 se muestran histogramas
en los que se observa la expresion, en condi-
ciones basales, de CD40, CD86, MHCII y
CD54 en las CDs de ratones neonatos y adul-
tos BALB/c. El porcentaje de CDs que expre-
s6 CD40 (71% vs 49%), CD86 (52% vs 23%) y
MHCIT (98% vs 58%) fue mayor en ratones
adultos que en neonatos; mientras que la ex-
presion de CD54 (97% vs 94%) fue similar en
ambos grupos. La intensidad de expresion
basal de las moléculas CD40 (283 vs 192),
CD86 (122 vs 48) y CD54 (763 vs 615) fue
mayor en ratones neonatos que en adultos,
mientras que la intensidad de expresion de
MHCII (3.326 vs 2.138) fue mayor en adul-
tos. Sin embargo, estas diferencias no fue-
ron estadisticamente significativas (Tabla I).

Efecto de L. mexicana sobre la expresion
de CD40, CD86, MHCII y CD54 en CDs
de ratones BALB/c neonatos y adultos

En la Fig. 2 se muestran histogramas
representativos de la expresion, de CD40,
CD86, MHCII y CD54 en las CDs de ratones

neonatos y adultos BALB/c antes y después
de la incubacién, in vitro, con L. mexicanc.
En las CDs de ratones neonatos el porcenta-
je que expresé CD40 (49 vs 57%) y CD86
(23 vs 31%) se elevé mientras que la expre-
sion de CD54 (94 vs 95%) y MHCII (58 vs
59%) no se modificé. Se observa que a pesar
de que existe una elevacion de la intensidad
de expresion de CD40 (283 vs 505), CD86
(122 vs 131), MHCII (2138 wvs 3874) y
CD54 (763 vs 974) después de la incuba-
cion con el Ag, solo la expresion de CD40
fue estadisticamente significativa (P<0,05)
En las CDs de ratones adultos el porcentaje
que expres6 CD40 (71% vs 71%), MHCII
(98% vs 97%) y CD54 (97% vs 98%) no se
modificé mientras que la de CD86 se elevd
(52% vs 71%). Se muestra que a pesar de
que existe una elevacion de la intensidad de
expresion de todas las moléculas en estudio
CD40 (192 wvs 572), CD86 (48 wvs 495),
MHCII (3326 vs 3950) y CD54 (615 ws
1152), solo la expresion de CD40 mostrd un
incremento estadisticamente  significativo
(P<0,05) después de la incubacion con el
Ag (Tabla I).Al comparar adultos con neona-
tos después de la incubacién con el Ag. Se
muestra que a pesar de que la intensidad y
el porcentaje de expresion de todas las molé-
culas estudiadas fueron mayores en adultos,
no hubo diferencias significativas desde el
punto de vista estadistico (Tabla I).

Efecto del medio de cultivo condicionado
de L. mexicana sobre la migracion
de las CDs en ratones BALB/¢ neonatos
y adultos

En la Fig. 3 se muestra la migracion
basal de las CDs de ratones neonatos y adul-
tos. Se observa que la misma fue significati-
vamente mayor (P<0,05) en ratones neona-
tos (887 = 36 células/pozo), que en rato-
nes adultos (106 = 39 células/pozo).

La Fig. 4 muestra el efecto de L. mexi-
cana sobre la migracion de las CDs de rato-
nes BALB/c neonatos y adultos. Se observa
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Fig. 1. Inmunofenotipo de CDs en ratones BALB/c neonatos y adultos. Los histogramas muestran el
porcentaje de CDs que expresa CD40, CD86, MHCII y CD54 (histograma oscuro) y la autofluo-
rescencia (histograma claro). En cada cuadrante se observa el porcentaje y la intensidad de
fluorescencia basal de cada molécula.
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TABLA I
EFECTO DE L. mexicana SOBRE LA EXPRESION DE CD40, CD86, MHCII Y CD54 EN CDs
DE RATONES BALB/C NEONATOS Y ADULTOS

Basal Incubacién con L. mexicana
X +DE % X =*DE %
CDh40 #*206,66 = 27,15 68,33 543,33 = 47,93 68,33
CD86 53 +9,5 54,66 361,33 = 230,65 69,66
Adultos
MHCII 2986,66 = 585,14 98 3493 + 788,95 95,33
CD54 530,33 = 142,33 96,33 918,33 + 402,99 98
CD40 *243 *+ 66,70 51 474 = 51,11 54,33
CD86 101 = 34,65 31,33 117 = 23,38 35,66
Neonatos
MHCII 2082,66 = 93,25 69,66 3429,66 + 767,87 70
CD54 619,33 = 246,24 94 754,33 = 377,87 96

Los resultados son expresados como la Intensidad *+ la desviacion estdndar y porcentaje de expresion de CD40,
CD86, MHCII y CD54 de tres experimentos (n: 3) independientes. *(P<0,05 intensidad de expresién basal CD40
adultos vs intensidad de expresion después de la incubacién con el Ag. adultos). *(P<0,05 intensidad de expre-
sién basal CD40 neonatos vs intensidad de expresion después de la incubacion con el Ag. neonatos).

que, en ratones adultos, el indice de migra-
cion en presencia de medio de cultivo con-
dicionado de L. mexicana puro, fue signifi-
cativamente mayor (P<0,05) que el obser-
vado en presencia de medio de cultivo con-
dicionado de L. mexicana 1/2 (7,4 vs 1,7).
En ratones neonatos el indice de migracién
de CDs fue similar (P>0,05) en presencia
de ambas concentraciones de medio de cul-
tivo condicionado de L. mexicana (2,1 vs
1,3). Al comparar el indice de migracion de
ratones adultos versus neonatos se observa
que, el mismo, fue significativamente ma-
yor (P<0,05) en ratones adultos que en
neonatos en presencia de medio de cultivo
condicionado de L. mexicana puro (7,1 vs
2,1), mientras que en presencia de medio
de cultivo condicionado de L. mexicana 1/2
el indice de migracién en ambos ratones
fue similar (P>0,05).

Efecto de RANTES sobre la migracion
de las CDs en ratones BALB/c¢ neonatos
y adultos

En la Fig. 5 se evidencia el efecto de
RANTES sobre la migracién de las CDs de

ratones BALB/c¢ neonatos y adultos. Se ob-
serva que, en ratones adultos, el efecto de
RANTES no depende de las concentraciones
utilizadas (P>0,05), siendo de 3,3en pre-
sencia de 100 ng/mL y de 4,8 en presencia
de 10ng/mL. El indice de migracion de las
CDs de ratones neonatos fue significativa-
mente mayor (P<0,05) en presencia de
RANTES 100 ng/mL que en presencia de
10ng/mL (1,8 vs 1,3). Al comparar ambos
grupos se observa que en presencia de las
dos concentraciones de RANTES utilizadas,
el indice de migracién fue significativamen-
te mayor (P<0,05) en adultos que en neo-
natos.

Efecto deTNFa sobre la migracion
de las CDs en ratones BALB/c neonatos
y adultos

La Fig. 6 muestra el efecto de TNFa
sobre la migraciéon de las CDs de ratones
BALB/¢ neonatos y adultos. Se evidencia
que, en ratones adultos, el efecto de TNFa
depende de las concentraciones utilizadas
(P<0,05), siendo significativamente mayor
en presencia de 10 ng/mL que en presencia
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Fig. 2. Efecto de L. mexicana sobre la expresion de moléculas CD40, CD86, MHCII y CD54 en las
CDs de ratones BALB/¢ neonatos y adultos. Los histogramas muestran el porcentaje y la in-
tensidad de expresion de cada molécula antes (histograma oscuro) y después (histograma
claro) de la incubacion con L. mexicana. En cada cuadrante se observa el porcentaje y la in-
tensidad de fluorescencia de cada molécula antes y después de la incubacion con L. mexica-
na. Se aplico t de Student, *(P< 0,05 intensidad de expresion basal CD40 neonatos vs intensi-
dad de expresion después de la incubacion con L. mexicana neonatos) *(P< 0,05 intensidad
de expresion basal CD40 adultos vs intensidad de expresion después de la incubacion con L.
mexicana adultos).
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Fig. 6. Efecto de TNFa sobre la migracion de las CDs de ratones BALB/c neonatos y adultos. Valores
expresados como la media del indice de migracién = la desviacion estandar de tres experi-
mentos (n:3) independientes *(P<0,05 adultos vs neonatos 10 ng/mL). ** (P<0,05 adultos

vs neonatos 1 ng/mL).

de 1 ng/mL (7,9 vs 5,1) El indice de migra-
cion de las CDs de ratones neonatos fue sig-
nificativamente mayor (P<0,05) en presen-
cia de TNFa 10 ng/mL que en presencia de
Ing/mL (2,4 vs 1,6). Al comparar ambos
grupos se observa que en presencia de las
dos concentraciones de TNFa utilizadas, el
indice de migracion fue significativamente
mayor (P<0,05) en adultos que en neona-
tos.

DISCUSION

Las CDs juegan un papel crucial en el
inicio y regulacion de la RI especifica (20) y
son capaces de inducir inmunidad o tole-
rancia (8). Para ello, poseen propiedades de
captura, procesamiento, migraciéon y pre-
sentacion del Ag (8). Cuando las CDs son
estimuladas por Ags. u otras moléculas ma-
duran y modifican sus caracteristicas feno-
tipicas (11). A pesar de la intensa investiga-
cion sobre las CDs se debate acerca de su
potencial intrinseco para inducir una RI es-
pecifica en el periodo neonatal. Asi, por
ejemplo, diferentes grupos de trabajo repor-
tan que las células del SI de ratones neona-
tos son cualitativamente diferentes a las cé-
lulas de los adultos (1, 7) mientras que,

otros grupos, muestran que los ratones neo-
natos son capaces de desarrollar una RI es-
pecifica similar a la de los adultos (46, 21,
22), sugiriendo que la RI de los neonatos
depende mads de la relacidon cuantitativa
CD/linfocito T que de su propia capacidad
funcional.

Asimismo, nuestro grupo de trabajo,
en el modelo de susceptibilidad frente a la
infeccion por Leishamania, usando ratones
BALB/¢c, mostr6, mediante la transferencia
adoptiva de CDs, que la RI especifica de un
neonato, depende no sélo de la relacion
cuantitativa CD/linfocito T, sino también
del momento, etapa neonatal o adulta, en
que las CDs interacttian con el Ag, plan-
teandose la hipétesis que este contacto tie-
ne una influencia diferencial sobre las pro-
piedades fenotipicas y bioldgicas de las CDs
de neonatos y adultos, modificando de ma-
nera fundamental el comportamiento de di-
chas células (13).

Por tal motivo, decidimos evaluar el
efecto del Ag, L. mexicana, y la influencia
de las citoquinas TNFa y RANTES sobre las
caracteristicas inmunofenotipicas y propie-
dades migratorias, in vitro, de las CDs es-
plénicas de ratones BALB/c¢ neonatos y
adultos.
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En este estudio se demuestra que tan-
to las CDs de ratones neonatos como las de
los adultos, en condiciones basales, expre-
san de manera similar, las moléculas CD40,
CD86, CMHII y CD54. Este mismo fenéme-
no se observé al incubar dichas células con
el Ag (L. mexicana) a excepciéon de la molé-
cula CD40 cuya intensidad de expresion se
elevé significativamente (P<0,05) en am-
bos grupos de estudio. Ambos resultados
demuestran que las CDs de neonatos son fe-
notipicamente similares, al menos en lo
que respecta a las moléculas estudiadas, a
las CDs de los adultos (4-5-6-21-22). Estos
resultados sugieren, contrariamente a la hi-
pOtesis previamente planteada, que el con-
tacto con el Ag tiene un impacto similar so-
bre las CDs adultas y neonatales.

Existe poca informacion en la literatu-
ra sobre el estudio de las propiedades biolé-
gicas, in vitro ¢ in vivo, de las CDs neonata-
les. Los grupos de Dadaglio (21) vy
Cheng-Ming Sun (22) mostraron, al igual
que en este trabajo, que la expresion basal
de las moléculas CD40, CD86 y CMHII, es
similar en las CDs de ratones BALB/¢ nco-
natos y adultos, y que en presencia de esti-
mulos, no antigénicos, como Lipopolisacari-
do (LPS) y oligonucleétido citosina fosfato
guanina (CpQG) no se modifican, sugiriendo
que el microambiente neonatal no afecta la
activaciéon/ maduracion de la CDs neonata-
les. Cabe destacar que los disefnos experi-
mentales, en ambos casos, son diferentes al
de este trabajo, puesto que no usaron esti-
mulos antigénicos y la edad de los ratones
neonatos fue de 7 dias. En ratones, se infie-
re que el impacto de la edad, en dias, sobre
el establecimiento de la madurez biol6gica
e inmunitaria es significativo, sin embargo
a pesar de esta diferencia en los disefios ex-
perimentales nuestros se confirman esos
reportes previos.

En cuanto a la propiedad biolégica de
migracion, en presencia de medio de culti-
vo condicionado de promastigotas de L. me-

xicana, ambos grupos de CDs migran, aun-
que el indice de migracion es significativa-
mente (P<0,05) mayor en ratones adultos
que en neonatos. La puesta en evidencia de
esta propiedad biolégica, en ausencia del
parasito, sugiere que los promastigotas, en
este cultivo, secretan moléculas con activi-
dad quimiotictica. Seria interesante deter-
minar cudles son las moléculas que se en-
cuentran en este medio de cultivo, tal como
lo sefialan Ilg y Dieter (23, 24). Un hallazgo
paraddjico es que la migracion de las CDs,
en condiciones basales, es significativamen-
te mayor que la de los adultos, sin que haya
explicacion plausible de dicha observacion,
maxime cuando se constata que, en presen-
cia de diferentes concentraciones de TNFa
(1 ng/mL vs 10 ng/mL), citoquina inducto-
ra de la maduracién de estas células y po-
tenciadora de la acciéon de otras quimioci-
nas, y RANTES (10 ng/mL vs 100 ng/mL),
molécula quimiotdctica fundamental en la
migracion de las mismas, las CDs de los ra-
tones adultos mostraron una movilizacion
significativamente mayor que la observada
en los ratones neonatos.

Este trabajo muestra que las CDs neo-
natales son fenotipicamente similares a las
CDs de adultos pero se comportan de ma-
nera diferente en cuanto a su propiedad mi-
gratoria en las que los estimulos antigéni-
cos 0 quimiotacticos, permiten una mayor
movilizacion de las CDs de ratones adultos
sugiriendo la existencia de otros factores,
sea la expresion de otras moléculas o ele-
mentos del microambiente de citoquinas e
interaccion celular local que pudieran expli-
car la falta de eficiencia de la RI especifica
en las etapas mas tempranas de la vida y la
mayor susceptibilidad a las infecciones.
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