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RESUMEN

Las células presentadoras de antigeno son aquellas células encargadas de cap-
turar, procesar y presentar antigenos con la finalidad de lograr una respuesta inmune
efectiva por parte del organismo. Su papel, como centinelas, es crucial durante el
transcurso de diversas enfermedades infecciosas. El estudio de estas células tras
la infeccién con el virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino nos da
informacién para abordar nuevas estrategias de control frente a esta enfermedad.
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ABSTRACT

Antigen presenting cells are able to capture, process and present antigens in
order to develop an effective immune response. The role of these cells during infec-
tious diseases is crucial to control the disease. Thus, the study of these cells after the
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infection with Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus gives us useful
information on how to control this disease.

Key words: antigen presenting cells, porcine reproductive and respiratory
syndrome

1. GENERALIDADES:

Durante varias décadas la inmunologia se centré en el estudio de los antigenos
y de los linfocitos, sin embargo, estos dos “sujetos” sin la presencia de las células
presentadoras de antigeno (del inglés antigen presenting cells, APCs) no llevarian a
ningun tipo de inmunidad (Banchereau y Steinman, 1998).

La respuesta inmune innata o inespecifica representa la primera linea de defensa
frente a una infeccién. El conjunto de mecanismos que se llevan a cabo durante la res-
puesta inmune innata no son especificos de un patégeno particular sino que incluyen
componentes celulares y moleculares, que reconocen clases de moléculas comunes a
los patégenos que se encuentran con frecuencia (Kindt et al., 2006; Tizard et al., 2009).
La respuesta inmune adaptativa o especifica es aquella capaz de reconocer y eliminar
de manera selectiva microorganismos y moléculas extrafias especificas, es decir, an-
tigenos ajenos o extrafios al organismo (Kindt et al., 2006; Tizard et al., 2009) y, para
que esto sea posible se necesita la presencia de las APCs. Las APCs, por tanto, son
las células encargadas de iniciar y modular la respuesta inmune adaptativa actuando
como puente entre ésta y la respuesta inmune innata. Su misién consiste en capturar,
procesar y presentar antigenos a los linfocitos T con la finalidad de instaurar una
respuesta inmune eficaz frente al antigeno en cuestién (Steinman, 1991; Hart, 1997;
Banchereau et al., 2000; Reid et al., 2000).

La APC por excelencia es la célula dendritica (del inglés Dendritic Cell, DC),
también referida como APC profesional. No obstante, y de forma general, bajo deter-
minadas condiciones, como por ejemplo el transcurso de algunas enfermedades, los
macréfagos y los linfocitos B también pueden presentar antigenos, aunque su habilidad
para ello es bastante inferior si lo comparamos con la de las DCs (Inaba et al., 1997;
Banchereau y Steinman, 1998; Tizard et al., 2009; Harding y Ramachandra, 2010).

El mecanismo por el cual los linfocitos B y T reconocen los diferentes antigenos
y, por tanto, desarrollan una respuesta inmune difiere entre ellos. Asf, mientras que
los linfocitos B pueden directamente reconocer los antigenos por medio de su receptor
de células B, los linfocitos T necesitan que el antigeno sea procesado y presentado
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mediante el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (del inglés Major Histocompati-
bility Complex, MHC) formando un complejo con el mismo (complejo péptido-MHC)
que, finalmente, serd expuesto en la superficie celular. Ademds, se requerird una
segunda sefial en la que participa la molécula co-estimuladora CD80/86 por parte
de la DC y la molécula CD28 por parte del linfocito T. El péptido antigénico puede ir
asociado al MHC de clase I (MHC-I) o de clase II (MHC-II) activando a los linfocitos
T citot6xicos o colaboradores (del inglés helper, Th), respectivamente (Banchereau y
Steinman, 1998; Kindt et al., 2006).

2. NATURALEZA DE LAS CELULAS DENDRITICAS:

Las DCs conforman un grupo muy heterogéneo de células. Todas ellas expre-
san diferentes familias de moléculas en su superficie celular, las cuales les permiten
llevar a cabo su funcién de presentacién antigénica. Algunas de estas moléculas son
los receptores de patrén de reconocimiento de patégenos especificos, los TLRs, los
receptores de lectinas del tipo C, los receptores Fc y los receptores del complemento,
entre otros (Lee y Iwasaki, 2007; Trinchieri, 2007; Kumar et al., 2010).

Las DCs, al ser las células involucradas en la presentacién antigénica, son de gran
interés como objeto de estudio frente a cualquier infeccién ya que una disminucién
en su nimero o alteracién de su funcién podria suponer una presentacién antigénica
ineficaz y, por tanto, un fallo en la instauracién de la respuesta inmune adaptativa.

Actualmente, son pocas las publicaciones en las que se ha conseguido un ais-
lamiento satisfactorio de DCs de tejidos porcinos (Makala et al., 1998; Haverson et
al., 2000), por ello, y asumiendo que el micro-ambiente de un experimento in vitro
en ocasiones puede resultar artefactual si lo comparamos con lo que sucederia in
vivo, en la dltima década se han desarrollado numerosos estudios in vitro en los que
participan las células dendriticas derivadas de monocitos (del inglés Monocyte derived
Dendritic Cells, MoDCs) y /o las células dendriticas derivadas de médula 6sea (del
inglés Bone-Marrow derived Dendritic Cells, BMDCs).

Estas dos subpoblaciones celulares, al igual que las DCs tisulares expresan tanto
MHC-II como CD80/86, por tanto, son potenciales APCs cuyo estudio nos puede
dar informacién de lo que podria ocurrir in vivo. Las MoDCs, asf como, las BMDCs
de humano, rata, ratén, mono y, mds recientemente de porcino y bovino, han sido
usadas para estudiar la interaccion DC-virus (Banchereau et al., 2000; Carrasco et al.,
2001; Paillot et al., 2001; Werling et al., 2002).
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Un elemento clave es la diferenciacién funcional y fenotipica entre las diferentes
subpoblaciones de DCs. En lineas generales podemos diferenciar entre la DC conven-
cional (del inglés conventional DC, cDC) y la DC plasmacitoide. El primer término eng-
loba a todas las DCs cuya funcién principal es la de presentar antigenos propiamente
dicha y cuyo origen es mieloide. El segundo representa a las células especializadas
en la produccién de interferones de tipo 1 (Fitzgerald-Bocarsly, 1993; 2002; Liu, 2005;
Summerfield y McCullough, 2009), su origen es linfoide y, en cierto modo, también
tienen la habilidad de presentar antigenos. Ademds, dentro de las cDC existe una gran
heterogeneidad dependiendo de su localizacién en los diferentes tejidos.

Por su parte, las células dendriticas foliculares (del inglés Follicular Dendritic Cells,
FDCs) son células residentes del foliculo linfoide de los érganos linfoides, parecen
tener un origen mesenquimal y su mecanismo de accién difiere completamente de las
DCs de origen mieloide (Liu et al., 1996; Tew et al., 1997; Gémez-Lucia et al., 2007).

2.1. Mecanismo de accién de las DCs (origen mieloide):

Desde su origen en la médula 6sea, y utilizando la sangre como medio de trans-
porte, las DCs colonizan la mayoria de los tejidos del organismo, principalmente las
mucosas, donde acttian como centinelas a la espera de cualquier antigeno extrafio al
organismo (Banchereau y Steinman, 1998; Kindt et al., 2006). En estos tejidos, la DC se
encuentra en su estado inmaduro, de forma que tras la captura de un antigeno, éste
es degradado y procesado formando los antes mencionados complejos péptido-MHC
que, finalmente, exhiben en su superficie. En este momento, las DCs se consideran
como “maduras”, aumentando la expresion de moléculas co-estimuladoras, como el
CD80/86, y de factores de adhesién (CD54 y CD58) y migran a los nédulos linfaticos y
bazo, donde ahora si, serdn capaces de activar a los linfocitos T y B de forma antigeno-
especifica (Banchereau y Steinman, 1998; Keller, 2001; Buckwalter y Albert, 2009).

Es importante mencionar que las DCs tienen una doble pero limitada funcién.
Las DCs inmaduras son potentes células fagociticas, su funcién es capturar y procesar
antigenos, mientras que, la funcién principal de las DCs maduras es presentar esos
antigenos procesados en forma de péptidos unidos al MHC (Banchereau y Steinman,
1998). Este intercambio de funciones dentro de una misma célula se corresponde con
el proceso de maduracién de las DCs. En este sentido, Romani et al. (1989) eviden-
ciaron como las DCs inmaduras capturan antigenos y las maduras son inefectivas.
En contraste, las DCs maduras son potentes estimuladoras de la respuesta T especi-
fica frente a los antigenos capturados, y las inmaduras, totalmente ineficientes. Este
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hallazgo fue el que hizo que la comunidad cientifica reconociera que existen dos
pasos diferentes y totalmente necesarios, la captura del antigeno y la presentacién,
la cual va ligada con otras funciones accesorias (Steinman, 2012). Ademds, hay que
puntualizar que la maduracién fenotipica de las DCs es un proceso diferente a la
maduracién funcional de las mismas (Steinman, 2012). En la bibliografia se cita que,
tras la presentacion antigénica a los linfocitos T en las dreas T de los 6rganos linfoides
secundarios, la mayorfa de las DCs desaparecen, probablemente debido a fenémenos
de apoptosis (Keller, 2001).

2.2. Mecanismo de accién de las FDCs, linfocitos B y macréfagos:

Las FDCs pueden ser consideradas como una potente fuente de activacién de
linfocitos B. Estas células carecen del marcador de leucocitos CD45, pero en contraste,
exhiben en su superficie gran cantidad de receptores para el complemento, receptores
Fc, CD11b, y CD35, entre otros (Liu et al., 1996; Liu y Arpin, 1997).

La FDC atrapa complejos antigeno-anticuerpo, mediante su receptor Fc y del
complemento, y exponen el complejo completo en su superficie durante largos pe-
riodos de tiempo. Los linfocitos B reconocen estos complejos inmunes y procesan
el antigeno, presentdndolo en forma de péptido-MHC, al igual que hacen las DCs a
los linfocitos T de las inmediaciones (Tew et al., 1997; Banchereau y Steinman, 1998).

El mecanismo de accién que lleva a cabo el macréfago es similar al visto para la
DC de origen mieloide y los linfocitos B.

Aungque los macréfagos y los linfocitos B actian como APCs, la expresién de
complejos péptido-MHC es entre 10-100 veces mayor en las DCs (Inaba et al., 1997).
Ademads, las DCs maduras sintetizan grandes cantidades de IL-12 que aumentan tanto
la respuesta inmune innata mediada por células asesinas naturales (del inglés natural
killer, NK) como la respuesta inmune adaptativa, mediada por linfocitos T y B (Cella
etal., 1996; Koch et al., 1996; Reis e Sousa et al., 1997; Degli-Esposti y Smyth, 2005).

3. INTERACCION ENTRE LAS APCS Y LOS LINFOCITOS T:

Tradicionalmente se ha considerado que las DCs eran las tnicas células con la
capacidad de activar a los linfocitos T CD4" y a los linfocitos T CD8"naive, o virgenes,
tanto in vitro como in vivo (Reid et al., 2000; Tizard et al., 2009). No obstante, si los
macréfagos estdn activos, también pueden actuar activando a los linfocitos T CD8*
virgenes (Pozzi et al., 2005).
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Para que la activacién del linfocito T se complete se requieren diferentes sefales,
la primera de ellas es la unién entre el complejo péptido-MHC y el receptor del lin-
focito T (del inglés T cell receptor, TCR). Esta interaccién entre el linfocito T y la APC
estd facilitada por la liberacion de diferentes quemoquinas por las APCs maduras. Las
quemoquinas liberadas atraen a linfocitos T que expresan los receptores CCR7 y CCR4
(Tang y Cyster, 1999; Sallusto et al., 2000), y facilitan una serie de interacciones secun-
darias entre el linfocito T y la APC a través de moléculas de adhesién como ICAM-3,
DC-SIGN (Geitjtenbeek et al., 2000) expresadas por las DCs, y las moléculas CD2, CD11
y CD49 expresadas por los linfocitos T. En este sentido destaca por su importancia la
unién entre las moléculas co-estimuladoras CD80/ 86 por parte de la DC y del CD28 por
parte del linfocito T. Esta interaccién junto con la unién del complejo péptido-MHC y
el TCR son requeridas para la activacién adecuada del linfocito T, de forma que si s6lo
una de las sefiales estd presente, el linfocito T no serd activado y permanecerd en estado
de anergia (Banchereau y Steinman, 1998; Buckwalter y Albert, 2009).

Por otro lado, la unién del CD40 y su ligando (CD40L) también se produce du-
rante esta interaccién, la cual favorece la secrecién de ciertas citoquinas como IL-1,
IL-6 e IL-12, que parecen tener un papel en la supervivencia de las DCs (Keller, 2001).

4. INTERACCION DEL VIRUS DEL SINDROME REPRODUCTIVO Y RESPIRA-
TORIO PORCINO CON LAS APCS:

El Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (del inglés Porcine Reproductive
and Respiratory Syndrome, PRRS) es una de las enfermedades infecciosas mds impor-
tantes del sector porcino mundial (Neumann et al., 2005). E1 PRRS estd causado por
un virus, conocido con el mismo nombre que la enfermedad, en el que actualmente
se distinguen dos genotipos, el tipo 1 o genotipo Europeo y el tipo 2 o genotipo Ame-
ricano (Fauquet et al., 2005).

Actualmente, existe cierta controversia sobre el papel de las APCs en la patogenia
de esta enfermedad.

4.1. Susceptibilidad y viabilidad de las APCs tras la infeccién con el virus del PRRS:

El virus del PRRS puede replicarse en macréfagos, MoDCs y BMDCs (Cha-
rerntantanakul et al., 2006; Wang et al., 2007; Chang et al., 2008; Flores-Mendoza et
al., 2008; Park et al., 2008; Silva-Campa et al., 2009; 2010). Pero qué ocurre durante y
después de la infeccién con el virus del PRRS.
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Numerosos estudios apuntan que tanto las células infectadas por el virus como
las células colindantes mueren por apoptosis, por necrosis o por ambas vias, como a
continuacién detallaremos.

La muerte celular puede suceder por dos mecanismos muy diferentes entre sf,
la apoptosis y la necrosis (Wyllie et al., 1980). Mientras que la apoptosis es la muerte
celular programada, en la que la célula per se participa de forma activa en su autodes-
truccién, la necrosis es la muerte prematura de forma pasiva de una célula (Logue y
Martin, 2008). No obstante, al respecto, se han mencionado algunas discrepancias,
ya que algunos autores sefialan que el término necrosis engloba los cambios que la
célula sufre con motivo de su muerte (Majno y Joris, 1995).

Sudrez et al. (1996) describieron por primera vez la relacién entre el virus del
PRRS y la induccién de apoptosis, en la cual la proteina p25 (producto proteico de la
ORF5) estaba involucrada. Desde ese momento han sido numerosos los estudios que
se estdn llevando a cabo sobre este virus, la muerte celular y las vias por las cuales
ésta podria tener lugar.

Durante el transcurso de la infeccién por el virus del PRRS se ha detectado la
presencia de células en apoptosis tanto en el testiculo (Sur et al., 1997), como en el
pulmén y érganos linfoides (Sirinarumitr et al., 1998; Sur et al., 1998; Labarque et
al., 2003; Gémez-Laguna et al., 2012). Sin embargo, en estos estudios no habia co-
localizacion entre las células positivas a los fendmenos de apoptosis y la expresion
de virus, lo cual manifestaba una via indirecta de induccién de apoptosis, que Choi
y Chae. (2002) relacionaron con la secrecién de TNF-q, citoquina con propiedades
pro-apoptoticas.

Estudios in vitro han demostrado la presencia de apoptosis en células de la linea
ATCC CRL11171 inoculadas pero no infectadas por el virus del PRRS (Sirinarumitr et
al., 1998), y macroéfagos y células de la linea MARC-145 en las que el antigeno virico
fue co-localizado al mismo tiempo (Costers et al., 2008). En este dltimo estudio se
observé como el virus inducfa a la célula a un estado de anti-apoptosis temprano y
una vez que la replicacién habia tenido lugar, la conducia a apoptosis.

Kim et al. (2002) observaron la induccién de apoptosis, aunque ésta rdpidamente
culminaba en necrosis de células MARC-145 tras la infeccién con el virus del PRRS,
hallazgo que también ha sido descrito por otros autores (Miller y Fox, 2004; Lee y
Kleiboeker, 2007).
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El estudio de los fenémenos de muerte celular ha sido estudiado también, pero
de manera poco profunda, en MoDCs infectadas con diferentes cepas del virus del
PRRS. En estos estudios se han visto tanto fenémenos de apoptosis (Wang et al., 2007;
Flores-Mendoza et al., 2008) como de necrosis (Wang et al., 2007). Sin embargo, en
ninguno de los estudios se realizé una co-localizacién de la expresién de antigeno
virico y los fenémenos de muerte celular.

Todo ello nos hace pensar que dependiendo del aislado en cuestién los resultados
podrian ser diferentes, y que la frecuencia en los porcentajes de apoptosis/necrosis
podria variar segtn la estirpe celular estudiada.

4.2. Cambios en la expresion de marcadores de activacion de las APCs tras la in-
feccién con el virus del PRRS:

En el transcurso de la infeccién de MoDC se ha detectado que tanto cepas del
tipo 1 como cepas del tipo 2 del virus del PRRS, son capaces de disminuir la expresién
del MHC-I (Wang et al., 2007; Park et al., 2008; Silva-Campa et al., 2010) (resumen
tabla 1). En el caso del MHC-II, la expresion del mismo o bien disminuye (Wang et
al., 2007; Flores-Mendoza et al., 2008; Park et al., 2008), o bien su expresién permanece
sin cambios (Silva-Campa et al., 2010). Por otro lado, Chang et al. (2008) observaron
una disminucién del MHC-I en BMDCs infectadas con una cepa del tipo 2 del virus,
sin embargo, no identificaron ningtin cambio en la expresién de MHC-II. Reciente-
mente se ha descrito que algunas cepas del tipo 1 del virus del PRRS son capaces de
aumentar la expresién de antigeno leucocitario porcino de clase II, mientras que otras
no inducen ningun tipo de variacién (Gimeno et al., 2011). Lo que es mds llamativo
de este mismo estudio es que, dependiendo de si se trata de una cepa inductora de
IL-10 y/o TNF-a, o bien de ninguna de estas citoquinas, el comportamiento de las
BMDC:s es diferente.

En el caso del estudio de moléculas co-estimuladoras, como el CD80/ 86, los re-
sultados también muestran cierta controversia, ya que mientras que algunos autores
sefialan un aumento en la expresién de CD80/86 tanto en MoDC como en BMDCs
(Chang et al., 2008; Park et al., 2008), otros trabajos describen una disminucién de la
expresion de esta molécula (Flores-Mendoza et al., 2008).

198



LAS CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO Y SU PAPEL EN EL SINDROME REPRODUCTIVO Y RESPIRATORIO PORCINO

Autores Tipode Cepa MHC-I MHC-1I CD80/86
DCs
Gimeno et al., 2011 BMDCs EU J/sc 1/sC 11T
Silva-Campa et al., 2010 MoDCs  EU i | SC -
Silva-Campa et al., 2009 MoDCs  US - - -
Park et al., 2008 MoDCs UsS l l 1
Flores-Mendoza et al., 2008 MoDCs UsS - l l
Chang et al., 2008 BMDCs  US i | SC 1
Wang et al., 2007 MoDCs  US '} i | -
Tabla 1.

Resumen de los diferentes estudios in vitro entre la interaccién del virus del PRRS y diferen-
tes subpoblaciones de APCs (EU: Europeo; US: Americano; SC: Sin Cambios).

La amplia diversidad de resultados obtenidos sobre el comportamiento de las
APC:s frente a la infeccién con el virus del PRRS conduce a que los futuros estudios a
realizar abarquen grupos de cepas de caracteristicas similares con la idea de encontrar
un nexo de unién entre ellas. Ademads de realizar estudios de co-localizacién virus-
molécula y extrapolar estudios in vitro a nivel in vivo.
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