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CELULAS GAMMA-DELTA Y SU FUNCION

- ENLA RESPUESTA INMUNOLOGICA

Recientamente se ha descrito un nuevo receptor antigéni-
co &n los linfocitos T denominade TCR-1 o receptor gamma-
defta. Este receptor es totaimente distinto al receptor TCR-2 0

alfa-beta presente en los linfocitos T CD4 - positivos o CDB- po- '

sitivos.

Una de las principales funciones de los linfocites T gam-
ma-delia es la capacidad de llevar a cabo la citotoxidad de cé-
lulas blanco. Esta citolisis puede ser dividida en tres tipos, la ci-
totoxicidad celular dependiente de anticuerpos, la lisis tumoral y
la restringida por el complejo mayor de histocompatibilidad
{MHC). En la primera los linfocitos T gamma-delta reconocen
apitopos sobre el fragmento Fc de las igG que estén sobre las
células blanco tumorales como K562, no esta restringida por
moléculas de histocompatibilidad cldsicas. Se ha reportado que
los linfocitos T gemma -delta reconocen células blanco alogéni-
cas portadoras de moléculas de histocompatibilldad ¢lase |, no
clasicas y poco polimériicas, codificadas después de )a regién
H2-D murina. También se ha sugeridoe que astas células pue-
den reconocer moléculas de histocompatibilidad autblogas cla-
se | prasentes en las células blanco epiteliales dafadas. Otras
evidencias sugieren que las células gamma-deffa estan en ca-
pacidad de reconocer profe/nas de stress micobacteriales en
presencia de células presentadoras de antigeno autlogas, ta-
les como los linfocitos B.

Las células dendriticas epidérmicas y los linfocitos intesti-
nales intraepiteliales poseen el receptor gamma-delia, lo que
suglere que ambos tipos celulares estan involucrados en la in-
munovigilancia de las superficies celulares epiteliales. Estas cé-
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fulas reconocen antigenos como prote/nas da stress sobre la
superficie de las células dafiadas, junto con moléculas clase |
autdlogas y poco polimérficas.

Los linfocitos T gamma-delta son abundantes en diferen-
tes condiciones patolégicas tales como la lepra, la leishmania-
sis y cierlas enfermedades autoinmunes, lo gue suglere que es-
tas células 6 sus productos de secracion, jusgan un papel muy
importante en la resistencia a ciertos agentes patégenos y alte-
raciones tisulares.

GAMMA-DELTA CELLS AND THEIR FUNCTION
IN THE IMMUNOLOGIC RESPONSE

A new antigen receptor has recently been described in T
lymphocytes. This receptor known as TCR-1 or gamma-delta
receptor is quite different from the TCR -2 or aipha-bela present
In CD4 - posltive or CD8-positive T cells,

One of main features of gamma-delta T cells Is to cause cytoto-
xicity of target cells. This cytolysis can be divided into three ty-
pes, namely, antibody-dependent cytotoxicity, tumor lysis and
MHC - restricted cytotoxicity. In the first type the gamma-delfa T
cells recognize epltopes on the Fc region of Immunoglobuling
which are present on the target cells. The lysis of tumoral target
cells such as K562 cell line, In not restriced by classic MHC mo-
lecules. 1t has been suggested that gamma-delfa T cells recog-
nize allogensic target cells exprassing MHC class | molecules,
different from the classic ones being more polymorphic and co-
ded by a region located after the H2-D region in mice. Some
evidence shown that these celis recbgnize autclogous MHC
class | molecules present on altered apithelial target cells. In ad-
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Figura 1. Eslructura bloquimice del receptor de Hnfoclios T ata-beta (TCR-TH. Ceda molécula roceptora esld compuesia por dos cadenas, alfa
y befa, cada una con dominios extracelulares parscidos a las inmunoglobullnas, un dominio varable amino -terminal y un dominio constants carbo-
xi-terminal. Los dominios se eslabilizan a través de un puente disulfuro entre residuos de cisteina. Las cadenas se encuentran unidas por un puente
disulfuro intercatenario cercano a la superficie celular. El receptor se encusntra adherido a la membrana por dos porciones peptidicas transmembra-
na. Un pequefio péplido carboxl -terminal de cada cadena, se extiende dentro del citoplasma. Las cadenas befa se encuentran glicasitadas.
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dittion, gamma-delta T cells can recognize stress protains ot
mycobacteria in the presenca of autologous antigen-presenting
cells, such as B lymphocytes.

The dendritic epidermal cells and cells and the intestinal in-
traepithelial cells express the gamma-delta receptor, sugges-
ting that these cell types are involved in the immunosurveillance
of the epithelial cell surfaces. These cells can recognize stress
proteins on the surface of damage cells in association with MHC
class  molecules of low polymorphism.

Gamma-delta T cells are abundant in different pathologic
conditions such as lepra, leishmaniasis and some autpimmune
diseases. This suggests that these cells or their secretion pro-
ducts play an important role in the resistance to certain pathoge-
nic agents and tissue allerations.

1. INTRODUCCION:

El receptor alfa-beta (TCR-Ti}:

La caracteristica mas importante del sistema inmune es su

capacidad para responder a una cantidad enorme de antige-
nos. A nivel molecular esta capacidad est dirigida por diversas
moléculas sinletizadas por los linfocitos By T.

Las moléculas producidas por los linfocitos B, lamadas
anticuerpos ¢ inmunoglobulinas, reconocen y enlazan antige-
nos especificos libres, y son las responsables de la inmunidad
humoral. Los linfocitos T a través de sus receplores de superfi-
cis, reconocen al antigeno asociado a productos del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC).

"~ La exqguisita especificidad de los linfocitos T estd determi-
nada por un Receptor de Superiicie Cetular (TCR) heterodiméri-
co de 90 kD, constituido por dos cadenas, una cadena a/fa de
45-55 kD y otra cadena beta de 40-50 kD, unidas por un puen-
te disuifuro cerca de la membrana celular externa del linfocito T.
Ambas cadenas son proteinas integrales de membrana, com-
puestas por un segmento extracelular, un segmento transmem-
brana y un segmento citoplasmatico. Cada cadena se divide en
dominios variables y constantes, estabilizados por puentes di-
sulfuros intercatenarios. Las regiones vanables reaccionan con
el antigeno y las moléculas de histocompatibilidad (Figura 1)
(Saito et al,, 1984).

EI TCR-Ti esta asociado a 1a glicoproteina CD3, la cuaI es
esencial para la funcion de los linfocitos T alfa-beta y esta invo-
lucrada en la traneduccion de las sefhales de activacion (Figura
2). Esta compuesta por 2 subunidacdes de 20 kD (delta y eps/-
fon}, una subunidad de 25 kD (garmma), un hamodimero zeta de
32 kD y.una quinta cadena ene, que aparece unida a un 10% de
las cadenas zeta (Mustelin y Aliman, 1989).

Los linfocitos T affa-beta maduros expresan otros marca-
dores de membrana de 62 kD (CD4) y de 76 kD (CD8). Estas
moléculas permiten caracterizar a los linfocilos como coopera-
dores/inductores 0 supresores/citotdxicos, e intervienen en el
reconocimiento de las secuencias constantes de los productos
deil MHC (Reinherz rt al., 1984).

En la busqueda de los genes que codifican las cadenas
alfay beta del TCR-Ti, se descubrié una tercera clase de genes
que codifican para una proteina dislinta, la cadena gamma (Sai-
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-to of al,, 1984; Brenner et al., 1986). Posteriormente, se Identifi-

C6 un cuarto gen que codifica la cadena defta de este nuevo re-
ceptor de linfocitos T, denominado TCR gamma-dalta o TCR-1
(Hata et a/, 1988). Los linfocitos T gamma - delta poseen el com-
plejo CD3, pero carecen de los marcadores CD4 y/o CDB, por
lo que 5e los denomina como “dobles negativos” {DN) (Brenner
et al., 1986).

El papel biol6gico de este receptor no esta bien definide.
Aun cuando existe evidencia que este receptor forma parle de
la superficie celular y es responsable de la transduccion de se-
nales de activacion y de la citotoxicidad celular, la naturaleza de
los antigenos y da los elementos de restriccion reconocidos por
esle receptor, son todavia materia de especulacion. Sin embar-
go, este nuevo grupo celular parece tener importancia en diver-
sas condiciones patolégicas y especialmente parecen estar in-
volucrados en la inmunovigilancia de las superficies epiteliales
(Janeway et al., 1988; Raulet, 1989).

2. EL RECEPTOR GAMMA-DELTA:
2.1 Bloquimlca:

En el hombre, el recaptor gamma -delta aparece en varias
formas moleculares que dependen del rearreglo que sufren los
genes durante la ontogenia timica. El receptor puede aparecer
unido o no, por un puente disulfurg intercatenaric (Figura 3)
(Brenner et af., 1986; Lanier ef a/, 1987; Botlino et al., 1988;
Hachstenbach et al., 1989). E! receptor gamma - defta murino se
encuentra siempre unido por un puente disulfuro intercatenario
(Pardoll et al,, 1987).

La primera forma del receptor humano es un heterodimero
de 90 kD compuesto por dos subunidades, la gamma (37-40
kD) y la deita (41-45 kD) asociadas por un puente disulfuro (La-
nier y Weiss, 1986, Brenner st al,, 1987). L.a segunda forma pre-
senta dos subunidades de 40-41 kD no enlazadas por un puen-
te disulfurc (Bottino et af., 1988; Hochstenbach et a/,, 1988). La
lercera lorma comprende una subunidad gamma de 55 kD, no
asociada covalentemente con el polipéptido delta de 40 kD
(Brenner et al, 1987). Los diferentes pesos moleculares repre-
senlan distintas formas de glicosllacién de cada proteina y nota-
ble heterogensidad de carga.

Cada subunidad posee dos dominios extracelulares {uno
variable amino-terminal y otro constante -carboxl terminal), un
segmanto transmambrana y otro citoplasmatico, parecidos a las
inmunoglobulinas y al receptor TCR-Ti. El puente disulfuro esta

codificado por genes constantes (Figura 3) (Hoschitenbach et
al, 1988).

2.2. Genética:

Adicionalmente a los genes alfay beta, se han descublerto
otros grupos de genes que codifican para las cadenas gamma
y delta del receptor TCR-1 de linfocitos T murinos {Saito ef al,
1984; Kranz et al., 1985; Chien et al., 1987) y humanos (Lefranc
y Rabbitts, 1985; Murre et al., 1985, Hata of al., 1987).




Figura 2. Subuntdades del Receptor TCR-Ti de linfocitos T humano. Las subunidades Ti alfa y Ti befa s encuentran unidas por un puente disulfuro
y ademas estan asociadas con la cadena de 25 kD (gamma) de la glicoproteina CD3. El compiejo CD3 consta de 2 cadenas {delfa y epsilon) adicio-
nales con pesos molecilares de 20 kD respeclivamenta. Adicionalmente, la glicoproteina CDA consta de un homodimero zefa y de una quinta subu-

nidad ene.
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Los genes gamma y delta son segmentos génicos pareci-
dos a los de las inmunoglobulinas, que sufren una serie de rea-
rreglos durante el desarrollo somalico de los linfocitos T, para
dar origen a la forma activa del gen.

Ambos sistemas génicos, tanto en humanos como en rato-
nes, disponen de una limitada diversidad de regiones variables
“V", de unién “J", constantes “C" y regionas de diversidad *D".
La diversidad de las regiones génicas gamma-delta es muy
baja si se compara con la alta variabilidad y diversidad encon-
trada en los loci alfa - beta (no se han encontrado segmentos de
diversidad en los genes gamma humanos y murinos). La varia-
bilidad puede ser incrementada mediante la adicién al azar de
nucleétidos adicionales “N” entre los segmentos génicos J y V,
durante el proceso de recombinacion, fendmeno conocido
como “diversidad de unién” (Hayday et a/, 1985; Eliiot et &/,
1988). Los genes humanos lienen un numero considerable-
mente mayor de segmentos "N" que los genes murinos. Esie fe-
nomeno ocuire con mayor frecuencia en las cadenas della por
lo que las distintas secuencias producidas durante la recombi-
nacion de estos segmentos génicos, aumenta considerable-
mente la variabilidad dentro del receptor {Hayday ef al., 1985;
Quertermous ef al., 1986; Elliot et al., 1988).

3. CELULAS GAMMA-DELTA Y LA RESPUESTA
INMUNOLOGICA:

3.1 Ontogenia:

El receplor gamma-della se expresa en los timocitos
CS3t durante la ontogenia fetal, enm los timocilos
cD3*tCD4~CD8 ™ antes de la aparicién de los linfocitos T
convencionales que porian el receptor antigénico alfa-beta, y
en un grupo de células CD3 * delos 6rganos linfoides y de san-
gre periférica, donde conslituyen una subpoblacién menor (1-
10%). En la epidermis murina, las células gamma-delta son
abundantes y se encuentran como células dendriticas epidérmi-
cas y linfocitos intestinales intraepileliales en las ¢élulas colum-
nares de las vellocidades intestinales (50%-100%) Bank et a/,,
1986; Brenner et al., 1987; Kuziel ef al,, 1987, Matis et al, 1987;
Pardoll et al., 1987; Goodman y Lefrancoise, 1988).

' Los precursores de linfocitos T gamma-delta murinos pro-
vienen de células madre hematopoyéticas que se encuentran
an el higado fetal 0 en la médula dsea del individuo adulto. Estos
pracursores se compromaeten a distintas lineas de linfocitos T
antes de migrar hacla el timo, tal es el caso de los finfocitos T
affa-beta y de los gamma - delta (Winoto y Baltimore, 1989). Los
precursores migran hacia el timo durante fos dias 11 y 12 de
gestacion, donde profiferan y se diferencian, dando tugar a linfo-
citos T funcionales, capaces de responder a antigenos extra-
fos. Los linfocitos inmunocompetentes generados alrededor
del dia 18, migran hacia los érganos linfoides periféricos {gan-
glios linfaticos y bazo) (Snodgrass et al, 1985; Haars et al,
1986). Otros precursores sufren diferenciacién extratimica y mi-
gran hacia los epltelios, donde se dilerencian en células dendri-

ticas epidérmicas y linfocitos intestinales intraepiteliales {Figura
4).
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Havran y Allison (1988), produjeron un AcMo que reaccio-
na contra un epitope del producto del gen Vgamma-3. Este
segmeanto génico sélo esta presente en estadios tempranos del
desarrollo. Para evaluar la expresiéon de Vgamma-3 en el timo
en desarrollo, se examinaron limocitos fetales, timocilos de ra-
tonesrecién nacidos y timocitos adultos.

Los timocitos aparacen en una serie de 4 eventos durante
la ontogenia tetal (Havran y Allison, 1988). Las primeras células
CD3 " aparecen el dia 14 cuando es activado el gen gamma.
Estas células expresan los segmentos variables Vgamma-3 y
Vdelta-1, que caracterizan a los timocitos fetales, Estos timoci-
tos desaparecen el dia 17 del desarrolio timice, por lo que se
sugiere que son capaces de emigrar y establecerse en la epi-
dermis, donde se diferancian en células dendriticas epidérmi-
cas Thy-1 * DN, en el ratén adulto {Asarnow e! al., 1988; Ha-
vran y Allison, 1988). Seguidamente aparecen dos grupos de
células que expresan el receptor gamma -della, pero no contie-
nen la regién Vgamma-3J, por lo que se sugiers que son capa-
ces de migrar a otro tipo de superficle eplielial, como al epitelio
intestinal y constituyen la mayor{a de las células CD3 * dorante
los dias 17 y 18. Eslos investigadores sugleren la posibilidad
que las células gamma - delta ubicadas en los epitelios, provie-
nen de células precursores de la médula 6sea que sufren dife-
renciacion extratimica a partir de timocitos fetales Vgamma-3 y
Vdelta- 1, en el caso de las CDE Thy-1* . El analisis bioquimi-
co de distintos clones de linfocitos intestinales intraepiteliales,
sugiere que la mayoria de las cadenas gamma son produclos
del segmento génico Vgamma-5 {Asarnow at al, 1988). Estas
observaciones sugieren a posibilidad que los genes gamma y
delta influyen en la distribucion tisular de las células que expre-
san el receptor gamma-delta {Havran y Allison, 1988; Asarnow
el al, 1988). El tercer evento que ocurre en el timo, es la locali-
zacion de los linfocitos T DN gamma-delta ¥ en elbazoy en los
ganglios linfaticos del ratén adulto. Estos timocitos adultos son
codificados por los segmentos génicos Vgamma-2, Vgamma- 1
y Vdelta-5 (Chien ef al., 1987; Elliot et al., 1988). El dltimo even-
to es la aparicion de los linfocitos T alfa-beta, que forman la
gran mayoria de los linfocitos R coa*t antigeno especificos en
el timo, después del dfa 19 y en los drganas linfoldes del adulto.

Pardoll y col. (1987) encontraron que durante ei desarrollo
y en el timo adulto, el receptor gamma -delta se encuentra en la
forma DN, mientras que el receplor alfa-bela, se encuentra
camo “simple positivo™ (SP) o “dable positive” (DP).

Estos resultados indican que el receptor gamma-delta
esta asoclado con |as atapas tempranasg del crecimiento y desa-
rrolle de los linfocitos T, lo cual sucede antes que el receptor
alfa-bela sea expresado (Raulet e al.,, Snodgrass &t al., 1985).

Los linfocitos T de sangre periférica constituyen distintos
grupos generados en diferentes estadios de desarrolio. Los lin-
focitos T gamma-dalla de sangre peritérica, parecen ser pro-
ductos de células T pracursoras ¢irculantes con el fenotipo
cD3™ CDT'", que sufren diferenciacién extratimica a
cpatcort, ya que el marcador CD7 ha sido encontrado en
la médula 6sea, en timocitos fetales antes que éstos colonicen
el timo, y en los linfocitos T circulantes (Preffer ef al, 1989). Las
segmenios génicos predominantes son Vgamma-3 y Jdelta-1,
siendo éste ultimo distinto de los encontrados en el timo, lo que
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Figura 3. Estructura bioquimica del receptor de linfocitos T

della, cada una con dos dominios extracelulares (uno variable amino -terminal y otro constanta carboxi-
olro citoplasmatico, parecidos a las inmunoglogulinas y al receptor TCR-Ti

gamma-defla. Cada molécula receplora est compuasta por dos cadenas, gamma y
terminal), un segmento transmembrana y
. Dos tercios de los LSP posaen un heterodimero unido por un puente

disulfuro entra residuos de cisteina {a) y una tercera parta de los LSP poseen un heterodimero no unido por pusnte disulturo {b). Et puente disulfuro
esta codilicado por los genas constantes parecidos a inmunoglobulinas. Los pesos moleculares de cada cadena varian de acuerdo a los silios de

glicosilacién (—o).

93




sugiere que la especificidad y diversidad de los linfocitos T gain-
ma-delta de sangre periférica difieren de las del timo (Loh et &f.,
1989).

3.2 Antigenos para las células gamma-delta: El com-
plejo mayor de histocompatibitidad.

Los antigenos CD4 y CD8 son marcadores mutuamente
excluyentes para las dos grandes subpaoblaciones de linfocitos
T alfa-beta. Los linfocitos T alfa-beta CDa ™+
geno en asociaciéon con moléculas clase W del MHC presentes
en células presentadoras de antigeno como los macréfagos, y
actian como cooperadores/inductores. Los linfocitos T alfa-
beta CD8* 1o reconocen junto con moiéculas clase | presentes
on las células dafadas y funcionan come citotoxicos/supreso-
res. Dado que se han encontrado distintas subpoblaciones de
linfocitos T gamma - delta, es de suma importancia determinar si
éstas pertenecen a una de estas dos subpoblaciones, o si re-
presentan una subpoblacién distinta de linfocitos T antigeno es-
pecificos {Lanier y Weiss, 1986).

Borst y col. (1987) sugirieron que los linfacitos T gamma-
defta CO37CD4™ de sangre periférica desarrollan actividad
citotdxica no dependiente de moléculas de histocompatibilidad
al igual gque las células NK y que pueden mediar "citotoxicidad
celular dependiente da anticuerpos™ (CCDA), una caracteristica
de las células NK que expresan receptores Fc para las I1gG-
FcR.

Brenner y col. (1987) encontraron que linfocitos T gamma-
delta CD31CD4~CD8™ aislados de sangre perilérica y de
pacientes inmunudeficientes, preseniaron citotoxicidad espon-
tadnea frente a células blanco como K562, la cual es sensible al
ataque de células asesinas naturales (NK), y células tumorales
come MOLT -4, por lo que actian como células NK. La lisis de
ostas células fue independiente del reconocimiento de antige-
nos de histocompatibilidad. Sin embarge, Matis y col. (1987) en-
contraron que la citotoxicidad espontanea de estas lineas celu-
lares se debe a la adicién continua de IL -2 como factor de cre-
cimiento.

Matis y col. (1987} seleccionaron células alfa-beta

~CD3' DN de ganglios lintaticos periféricos de ratones
BALB/c atimicos. Las lineas celulares mastraron un amplio

patron de reactividad cruzada con un gran numero de células
blanco alogénicas, que comparten determinantes antigénicos
relativamente no polimoérficos. Las lineas celulares reconocie-
ron el antigeno junto con moléculas clase 1B dal MHC codifi-
cadas entre ias reglones murinas H-2D y Qa 6 TLa.
Biuestone y col. (1988), también sugirieron que los linfo-
citos T gamma-deita CD37 CD4~CD8™ aislados de gan-
glios linfaticos periféricos de ratones atimicos, renonocen mo-
iéculas clase | relativamente no polimérficas mapeadas entre
{a regién TL o hacia su derecha, en el complejo génico muri-
no. Segun estos resultados se pude sugerir que los linfocitos
T gamma-dsita evolucionaron para reconocer antigenos de
histocompatibllidad 'codificados por las regiones H-2Q, y H-
27TL, expresados en céiulas presentadoras de antigeno perifé-
ricas, y éste podria ser el caso del tipo de reconocimiento

ejercido por las células gamma-delta ubicadas en los epite-
lios.

reconocen el antl-~
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Sin embargo, Janeway (1988) expone que @i reconoci-
miento de moléculas clase | alogénicas por parte de clertos clo-
nes de células gamma-deita, estimutados con células presen-
tadoras de antigeno alorteactivas, parece no ser representativo
del ligando real, ya que este estimulo parece crear reacciones
cruzadas no especilficas.

Los resultados de ambos grupos de investigacion de-
muestran, sin embargo, que los receptoras gamma-delta pue-
den reconocer antigenos en conjunclén con moléculas clase.|
ne polimérficas y no convencionales del MHC.

Haregewoin y col. (1989) aislaron una linea celular de
sangre periférica humana con el fenotlipo gamma-
deita* CD3* DN (linea GD). Esta linea celutar fue cultivada
junto con células presentadoras de antigeno de varios Indivi-
duos con diferentes antigenos de histocompatibilidad, en pre-
sencla de prolelnas de stress y antigenos de Candida albi-
cans. La linea GD mostrd una respuesta proliferativa alta a las
protelnas de stress en presencia de células presentadoras au-
tblogas, pero una respuesta mucho menos a alogénicas, re-
sultados contradictorios a los de Matis y col. (1987} y a los
Bluestone y col (1988) realizados en ratones. Estos resultados
revelaron que los linfocitos T reactivos o protelnas de stress
estan restringidos por moléculas propias en e! reconocimiento
antigénico. )

O'Brien y col. (1989) aislaron un hibridoma gamma-
delta* delta, el cual se incubd con o sin PPD y con asplenoci-
tos de distintas cepas murinas (Figura 4.6). La reactividad del
anti-C03 se usd como control. Estos Investigadores sugire-
ron que los esplenocitos, i.e. los linfocitos B, pueden actuar
como células presentadoras de antigeno para los linfocitos T
gamma-deita, ya que la estimulacién con PPD incrementé-a

unos valores iguales o por encima de los encontrados en la

estimulacién con PPD sin células presentadoras. Se probaron
numerosos asplenacitos con todos los tipos de MHC vy el efec-
to estimulatorio fue practicamente el mismo, lo que sugirié que
el receplor gamma-delfa puede reconocer una regién no poli-
maortica prasente en todas las moléculas de h|slocompat|b|h
dad o antigenos Qa 6 TL.

. Todos estos estudios sugirieron que los linfocitos T gam-
ma-dsita son especificos para moléculas no poliméricas de
clase IB (TL y Qa) en el raién, y autdlogas en el hombre, De
asta manera, las moléculas clase | son las que coactian junto
a las protelnas_de sirass en la presentacldn a los linfocitos'T
gamma-della.

Janeway y col. (1988) y Goodman y Lefrancoise (1988)
ancontraron que las células dendriticas epidérmicas muﬂnas y
los linfocitos intestinales intraepiteliales murinos, ambos porta-
dores del receptor gamma-delfa, estaban asociados al reco-
nocimiento del antfgeno junto con moléculas clase | del MHC,
autélogas y muy poco polimérficas en el caso de las células
dendriticas epidérmicas, algo mas polimdriicas en el caso de
los linfocitos intestinales intraepiteliales (Takagaki et al,
1989), y distintas en ambos grupos a las reconocldas por los
linfocitos T alfa-beta. Los genes que codifican para estas mo-
léculas son activados cuando las células epitellales son trans-
formadas o infectadas por agentes extemos y su reconoci-
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Figuta 4. Desarrollo de los linfocitos T gamma - doita. En las mamiferos, las células madre hematopoydticas de la médula dsea y del higado, migran
por la sangre hacia el time, donde se diferencian a timocitos. Mientras que algunos de los timocitos mueren en el time, otros migran hacia los tejldos
linfoides periféricos y a la sangre periférica, conviriéndose en linfocltos T gamma -delta maduros, y otros migran hacia las superficies epiteliales.
Se cree que estos Ultimos tienen un origen tima -independiente y pueden derivarse directamente de precursores de la médula 6sea.

95




miento implica la destruccion de las células dafadas que las
portan.

3.3. Antigenos para las células gamma-delita: Las pro-
leinas de stress o proteinas "heat-shock’™.

Las primeras invesligaciones indicaron que los linfocitos
T gamma-della reconocen antigenos convencionalgs, como
los de micobacterias. Una traccidn significativa de linfocitos T
gamma-delta estd especializada en reconocer epitopes de
una clase de proteinas de stress filogenéticamente conserva-
das, que son los mayores constituyentes de las células bajo
condiciones normales de crecimiento. Estas proteinas de es-
trés pueden ser inducidas en muchaos tipos celulares por gran
cantidad de presiones ambientales tales como calor, solventes
organicos, irradiacién, infeccidon con DNA viral y transforma-
cion maligna. (Young et al., 1988, Haregewoin et a/, 1989).

Las proteinas de estrés parecen ejercer un efecto estabi-
lizante en ciertas proteinas celulares y virales durante la exposi-
cién a condiciones adversas (Young ef a/, 1988). Las células
fagociticas producen una reacciéon hostil a organismos extra-
fios. Dichos organismos tienen la capacidad de producir pro-
teinas de estrés como producto de la presion selectiva del sis-
tema inmune del hospedador. Por lo tanto, estas proteinas
son los antigenos perfeclos para ser reconocidos por los linfo-
citos T gamma-delta y constituyen los blancos inmunes en
enfermedades como la lepra y la tuberculosis.

Young y col. (1988), encontraron que tres de las protei-
nas anligénicas del M. lepras y dos del M. tuberculosis pre-
sentan secuencias similares a proteinas de estrés. Las protei-
nas de 71 y 70 kD de ambas microbacterias son homélogas
(40%) a una del mismo peso molecular en E. coli. Las protel-
nas de 65 kD también pertenecen at grupo de proteinas de
stress y presentan un 95% de homologla entre ellas y con res-
pecto a la proteina GroEl de E. coli.

Haregewoin y col. (1989) continuando los experimentos
reportados anteriormente, cullivaron a la linea celular GD con
células presentadoras de antigeno autblogas, en presencia de
PPD, antigenos de Candida albicans y medio de cultivo. Los re-
sultados mostraron una respuesta proliterativa muy marcada
frente al PPD y ausente frente a antigenos de Candida aibicans,
reflejando la especificidad de estos lintocitos a! PPD, ef cual es
un extracto crudo que contiene numerosas tuberculoproteinas.

Estos investigadores, también utilizaron un antigeno mico-
bacterial purificado para determinar mas eficientemente la espe-
clficidad antigénica de los linfocitos T gamma - delta. La proteina
purificada fue la HSP-85, la cual es el mayor componente del
PPD. La linea GD mostré también una vigorosa respuesta a
este antigeno, indicando que la HSP-65 micobacterial es una
proteina inductora de los linfocitos T gamma - delta.

En base a lo visto anteriormente, Born y col, (1990} sugi-
rieron varias posibles funciones para las células gamma -delta.
Cada subpoblacion de células gamma-delta podria reconocer
especificamente prote/nas de estrés autblogas. Estas células
gamma-delta parecen requerir moléculas presentadoras de an-
tigeno clase |, diferentes y poco polimorficas. Este reconoci-
miento puede conllgvar a la activacion de las células gamma-
delta y concomitante destruccién de células blanco o produc-
cion de sefales primarias para la activacién de otros compo-
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nentes del sistema inmune, y puede ser la base para la vigilan-
cia inmunoldgica de los epitelios.

Born y col. (1990) también sugirieron que las células gam-
ma-della pueden reconocer proteinas de eslrés beterdlogas, ya
que estos antigenos se encuentran allamente conservados
evolutivamente. Las secuencias conservadas de estas protei-
nas no pueden ser alleradas sin consecuencias fatales para las
células que las producen, por lo tanto, tas bacterias estaran in-
capacitadas para escapar a una respuesta inmune contra sus
protelnas de estrés, por medio de mutacion somatica.

El hecho de conseguir células gamma-della reactivas a la
HSP-65 en el timo murino durante el nacimiento, donde la plel,
los intestinos, los pulmones y otras superficles corporales estan
expuestas por primera vez a los antigenos micobacteriales, su-
giere que estas células posiblemente proporcionan respuestas
rapidas a estos antigenos criticos, sin la necesidad de expandir-
se previamente, por lo que actian como una primera linea de
defensa que complementa la respuesta de los linfocitos T alfa-
beta linfocitos B, los cuales toman mas tiempo en desarrollarse
{Born et al, 1990).

El reconocimiento antigénico por parte de las moléculas de
histocompatibilidad requiere la localizacién citoplasmatica del
antigeno. Ambos tipos de prote/nas de estrés penetran en el
compartimiento intracelular y son procesadas en cierla regién
especializada de! aparato de Golgi y posteriormente presenta-
das en la superficie celular. Tal es el caso de la estimulacién por
PPD, el cual contiene la HSP -85, pero quizas en forma desna-
turalizada y probablemente degradada. Las profeinas de estrés
exdgenas que no han sido procesadas, seran reconocidas por
los linfocitos T alfa-beta restringidos por moléculas clase
(Born et al., 1990).

3.4. Células gamma-delta en los epitellos:

El sistema inmune de la mucosa es una de las primeras -
neas de defensa contra antigenos bacteriales e invasién viral.
La epidermis murina contiene una poblacién minoritaria (1%) de
células dendriticas derivadas de la médula 6sea con el tenotipo
Thy-1 tcpa~cos T, lo que ha permitido que no sean consi-
deradas como linfocitos. El Thy-1 * es un antigeno murino,
presente en los limocitos maduros, en los linfocitos T y también
en cglulas cerebrales, epiteliales y fibroblastos (Koning et al.,
1987; Kuziel et al,, 1987). :

Los lintocitos T alfa-beta y los linfocitos T gamma- delta de
los tejidos linfoides, recirculan a través de los rganos linfoides
y tienen la oportunidad de encontrarse con una diversa conste-
laciéon de antigenos. Las células dendriticas epldérmicas, sin
embargo, son inmoéviles, por lo gue estan Incapacitadas para
migrar extensivamente a través de las capas epiteliales. Cada
una de ellas se ancuentra con los pocos queratinocitos que la
rodean y la inmunovigilancia ejercida por estas células implica el
reconocimiento de antigenos comunes que fueron inducidos
por una gran variadad de condiciones amblentales y patolégi-
cas (Asarnow ef al, 1988). Como ya se ha mencionado, un
blanco para estas células podrian ser las proleinas de estrds y
el reconocimiento de estas proteinas en los queratinocitos por
parte de las células dendriticas epldérrmcas, puede resuitar en
su activacion y subsiguiente destruccrén de los queratmocutos
‘dafiados y/o liberacién de IL-2 y otras lintocinas.
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i Figura 5. Divisién de lunciones entre los linfocitos T gamma-delita y los linfocitos T alfa-beta en la perileria. Los finfocilos T alla- beta recirculan
continuamente desde la sangre hacia las vénulas endoteliales de los ganglios linfatices, hasta encontrarse can un antigeno en la supericie de una
célula presentadora. El sistema de vigilancia involucra muchas Interacciones celulares por dia, dado el alio grado de especificidad de estos linfoci-
tos. Los linfocitos T gamma-de/ta migran al epitelio donde se asientan en los espacios entte las células epiteliales. Se propone que la infeccidn
de una célula epitelial conlleva a la expresion de productos clase | del MHC, que interaccionan con el receplor gamma -delta, conllevande a la acti-
vacion celular y citélisis de la célula epitelial anormal. El sistema de vigilancia involucra pocas interacciones celulares por dia, dada la limitada espe-

. cificidad de estos linfocitos.
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En el intestinc delgado existen tres dreas linfoides anat6-
micamente diferenciadas: Las placas de Peyer, lalamina propia
de las vellocidades y los linfocitos intraepiteliales que residen
en las células columnares de las vellocidades. Estos linfocitos
tamblén expresan el receptor gamma -delta y son de fenotipo
Thy-1 1 CcD8*. Aparentemente la actividad Iitica de estos finfo-
citos reside en la molécula Thy-1 (Kuziel et al, 1987; Kening et
al., 1987, Googman y Lefrancoise y Goodman, 1989).

Aparentemente, los linfocitos intestinales intraepiteliales
reaccionan principalmente frente a grandes cantidades de anti-
genos bacterianos en el intestino delgado, mas que antigenos
virales, los cuales serian reconocidos por los linfocitos T affa-
beta. ! sistema inmune de ejercer cierta proteccion al tracto di-
gestivo desarrolla un sistema de inmunovigilancia en el me-
dio interno, siendo los linfocitos intestinales gamma -della las
células que efectian dicha funcidén (Lefrancoise y Goodman,
1989).

Por lo tanto, la funcién de las células gamrma-delta en los
epitelios as la de reconocer y destruir células epiteliales altera-
das, detectando pequedos cambios en la expresion de un pro-
ducto génico dada su baja variabilidad y proporcionando un me-
canismo de inmunovigilancia que mantiene la integridad de las
capas celulares que separan el medio interno del externo. La in-
feccidn o la transformacion de las célutas epiteliales incrementa
la expresion de moléculas clase | del MHC, que seran reconaci-
das por las células gamma -deita, |las cuales destruiran las célu-
las que las poseen, logrando reconstituir al epitelio original, ya
que nuevas células epiteliales llenaran los espacios dejados por
la pérdida celular. El reconocimiento y destruccién de estas cé-
lulas epiteliales danadas debe ocurrir antes de cruzar la mem-
brana basal, donde la vigilancia esta a cargo de los linfocitos T
alfa-beta (Figura 5} {Janeway ef af, 1988).

4, CELULAS GAMMA-DELTA y PATOLOGIA: Lepra,
Lelshmaniasls y enfermedades autolnmunes.

Ei Micobacterium laprae es un parésito intracelular obliga-
do que se multiplica muy lentamente dentro de los fagocitas
mononucleados, especialmente los macréfagos de ta piel y las
células de Schwann del tejido nervioso {Convit ef al., 1983).
Esta micobacteria produce la lepra, una enfermedad inflamato-
ria crénica que aparece'en el hombre y estd caracterizada por
notables variaciones clinicas, histopatoldgicas e inmunolégicas,
que se extienden desde la lepra tuberculolde hasta la lepra le-
promatosa.

La lepra tuberculoide as la forma “benigna” de |la enferme
dad, es de tipo locallzade con formaciones granulomatosas en
la dermis, compuestas por células epitelioides e infitrade més o
menos extenso de linfocitos. Se observan muy pocos organis-
mos en 1as lasiones, debido a 1a fuerte reaccidn inmune que ge-
nera el hospedador (Convit ef a/., 1983).

La lepra lepromatosa es mas generalizada, con mayor nu-
maero de lesiones cutdneas y los linfocitos son escasos y de dis-
tribucidn difusa. €l infiltrado inflamatorio consiste principalmen-
te de macréfagos con gran nimerc de bacilos en su interior y
dentro de las células de Schwann, ya que se desarrclla poca o
ningun tipo de inmunidad (Convit et af., 1983). ’

Debido a la complejidad de la enfermedad, a los distintos
tipos de manilestaciones clinicas y a la influencia de la inmuni-

98

dad celular, ha sido de suma importancia estudiar la participa-
cion de las células gamma-delta en los procesos inmunol6gi-
cos que involucran la enfermedad.

Modilin y col. {1988) encontraron que los linfocitos T gam-
ma-della aumentan de 5 a 8 veces en las reacciones leproma-
tosas y comprenden entre 25-35% de los linfocitos cb3”t en
distintas lesiones, tales como la prueba de lepromina de piel,
reaccion de reversion {reaccién aguda de hipersensibilidad tar-
dia que se caracteriza por ia formacién de granulomas), mien-
tras que en tejidos linfoides normales, en la lepra tuberculoide,
lepra lepromatosa, eritema nodoso leproso y PPD, comprenden
el 5% aproximadamente.

Estos investigadores también encontraron que los linfoci-
tos T gamma-deita provenientes de pacientes con lepra tuber-
culoide en reacci6n reversible y de sangre periférica, prolifera-
ban especificamente frente a antigenos de pared celular del M.
leprae y al PPD {purificado protéico derivado de M. Tuberculo-
sis). Si se suprimia el antigeno no habla proliferacion celular.
Eslos linfocitos T gamma-delta no reaccionaron frente a las
HSP-65y HSP- 18 del M. tuberculosis, ni a la toxina del tétano.

La respuesta linfoproliterativa a antigenos de M. tuberculo:
sis (PPD) obluvo valores maximos solo en presencla de células
presentadoras de antigeno autélogas. La no reactividad frente a
la HSP-65 pudo deberse a la ausencia de células presentado-
ras de antigeno. Dado que esta proleina de estrés del M. tuber-
culosis es homologa a ta de 65 kD del M. feprae, deberia ser re-
conacida por los linfocitos T gamma-delta provenientes de pa-
cientes leprosos. La proteina de 18 kD de M. leprae, sin embar-
go no presenta homologla con la de 19 kD de M. tuberculosis,
por lo que na debe ser recanacida por los linfocitos T gamma-
deita, ya que no es considerada una proteina de estrés (Young
etal., 1988; Modlin et al., 1989).

La leishmaniasis americana es un tipo de enfermedad cau-
sada por especies relacionadas de parésitos intracelulares y
también caracterizada por notables variaciones patoldgico-cli-
nicas como respuestas del hospedador. La enfermedad se ex-
tiende desde la lelshmanlasls culdnea locallzada, la forma
"benigna” de ia enfermedad, hasta la leishmaniasis mucocu-
tanea, la forma crénica y destructiva de la enfermedad. Las ma-
nifestaciones histopatolégicas e inmunoldgicas, son paracidas
alas e lalepra.

Modlin y col. (1989) también encontraron que los linfocitos
T gamma - delta estan presentes en grandes niumeros en las le-
siones granulomatosas de la leishmaniasis cuténea locslizada,
corrgspondisndo a un aumento de 7 veces (20%) sabre &l nu-
maero de los linfocitos T en sangre periférica de los mismos pa-
cientes, en las reacciones de Montenegro {respuesta de hiper-
sensibilidad tardia de 48 horas a los antigenos de Leishmania
sp.) o en la leishmaniasis mucocutinea, donde soélo el 5% de
los linfocitos T CD3 * aon gamma-delta*

La formacién de los granulomas, en enfermedades como
tuberculosis, lepra y leishmaniasis, parace ser importante para
restringir la difusion o expansitn de los agentes patégenos. Ei
hecho que los linfocitos T gamma -della se acumulen en eslas
lesiones, sugiere la posibilidad que estas células o sus produc-
los de secrecién juegan un papel importdnta en su desarrollo
{Modlin et al,, 1989). Los resultados de Modlin y col. (1989) tam-
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bién indican que los linfocitos T gamma - delta pueden recono-
cer antigenos micobacteriates en presencia de células presen-
tadoras de antigeno autdlogas, lo que concuerda con los expe-
rimentos de Haregewoin y col. (1989).

Los finfocitos T gamma -defta se encuentran incremenia-
dos en otros tipos de enfermedades autoinmunes, tales como la
artritis reumatoidea y el Sindrome de $jégren, en comparacién
con los linfocitos de sangre periférica, por lo que deben estar in-
volucrados en el reconocimiento antigénico y/o inflamacién
(Brennan ef al.,, 1989).

Van Eden y col. (1988) reportaron que la proteina HSP - 65
puede ser el antigeno blanco reconocido por los linfocitos T
gamma-deita en individuos ¢on artritis reumatoidea, ta que indi-
ca que éslos pueden responder especificamente a ciertos anti-
genos micobacteriales.
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