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Ultraestructura del compartimiento clase Il en macréfagos humanos
en rosetas macrofago-linfocitarias autélogas

Natalia S. Infante ', Ivon T. C. Novak ™

Resumen - Introduccién: El procesamiento y presentacion de antigenos estd involucrado en el fenédmeno de multiples sinapsis
inmunolégicas de la Roseta Macréfago-Linfocitaria humana (RML) entre macréfagos derivados de monocitos y linfocitos T CD4+
de cultivos autdlogos leucocitarios totales extraidos de la sangre; aqui los antigenos autélogos de los neutréfilos apoptéticos son
presentados por la via endocitica o via Clase Il. El Compartimiento Clase Il (CCMII) ha sido caracterizado en células By células dendriticas
en modelos murinos. Objetivo: estudiar la evolucién ultraestructural de la organizacion espacial CCMIl en macréfagos en el fenédmeno
de RML humana. Métodos: Se utilizaron muestras de sangre humana sana, anticoagulada con heparina (n=10) donadas por Banco de
Sangre, UNC, en anonimato. Cultivos leucocitarios autélogos en medio TC199 (SIGMA, St. Louis, MO). Se tomaron muestras de cultivo
celulara: 1,2,3,20,48y 96 horas. Se aplicé la técnica de RML. Las citopreparaciones se sometieron a técnicas de procesamiento para
su estudio ultraestructural con el MET: Zeiss LEO-906E. Resultados: Observamos cuerpos multivesiculares, multilaminares y tubulares
en la organizacion espacial del CCMII a lo largo del tiempo de cultivo. Estructuras tubulares aparecieron a las 48 horas de cultivo. Se
concluye que organizacion espacial del CCMIl toma diversos aspectos en coincidencia con la ocurrencia de transformacion macrofagica
en cultivo y su rol como célula presentadora de antigenos (CPA) en RMLs. Dado el origen autélogo de los antigenos presentados
postulamos que el perfil de los macréfagos en RMLs podria corresponder al alternativo o M2.
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Abstract - Introduction: Processing and presentation of antigens is involved in the phenomenon of multiple immunological synapses
of human Macrophage-Lymphocyte Rosette (MLR) between monocyte-derived macrophages and CD4 + T cells of total leukocyte
cultures autologous extracted from blood; here autologous apoptotic neutrophil antigens are presented by the endocytic pathway or
via Class II. Class Il Compartment (MIIC) has been characterized by B cells and dendritic cells in murine models. Objective: To study the
ultrastructural evolution in the spatial organization MIIC in macrophages in the phenomenon of human MLR. Methods: healthy human
blood samples were used, anticoagulated with heparin (n = 10) donated by Blood Bank, UNC, anonymous. Autologous leukocyte
cultures in TC199 medium (SIGMA, St. Louis, MO). Cell culture samples were taken at 1, 2, 3, 20, 48 and 96 h. MLR technique was applied.
The citopreparations underwent processing techniques for ultrastructural study with MET: Zeiss LEO-906E. Results: We observed
multivesicular, multilamellar, and tubular bodies in the spatial organization of MIIC throughout the culture time. Tubular structures
appeared at 48 h of culture. We conclude that spatial organization of MIIC takes various aspects coinciding with the occurrence of
macrophage transformation in culture and its role as antigen-presenting cell (APC) in MLRs. Given the autologous antigens presented
we postulate that the profile of macrophages in MLRs could correspond to alternative or M2,
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Introduccion

La iniciacidon de respuestas inmunes adaptativas comprende el
procesamiento y presentacion de antigenos a los linfocitos T,
quienes requieren de Células Presentadoras de Antigenos (CPAs),
para que con sus moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(CMH) expresadas en la superficie celular les presenten los péptidos
antigénicos para ser reconocidos por su receptor de célula T (TCR).
El procesamiento antigénico involucra la accién de proteasas que
cortan a la proteina antigénica en pequefos péptidos, que se asocian
con moléculas Clase | y Clase Il del CMH sintetizadas por las CPAs
que luego se expresan en la superficie celular (Fainboim & Geffner,
2011; Neefjesetal., 2011; Murphy, 2012). Dichas moléculas del CMH
se expresan diferencialmente en los distintos tipos celulares. Los
macrofagos, las células dendriticas y los linfocitos B, denominados
CPAs"“profesionales’, expresan moléculas Clase |l ademas de Clase I.
Durante el reconocimiento del antigeno segun el tipo de célulaT,
las moléculas co-receptoras CD4 o CD8 se asocian con el TCRy se
unen a zonas invariantes de la molécula Clase Il o Clase |, respecti-
vamente. Existen varias vias de procesamiento y presentacion de
antigenos: la via Clase | o biosintética o enddgena, la via Clase
Il o endocitica o exdgena, las vias cruzadas, combinacién de las
anteriores y otra diferente, la via del CD1 para presentacion de
antigenos lipidicos (Fainboim & Geffner, 2011; Neefjes et al., 2011;
Murphy, 2012).

Microorganismos extracelulares y materiales propios del organis-
mo tales como células apoptoticas o macromoléculas de la matriz
extracelular, entre otros, pueden ser endocitados, procesados y
presentados por la via Clase Il (Abbas et al., 2012; Murphy, 2012).

Los macréfagos son las células encargadas del reconocimiento y
fagocitosis de células propias que sufren apoptosis naturalmente
en el organismo. Los neutréfilos apoptoéticos expresan en su
membrana la molécula fosfatidilserina la cual es reconocida por los
macrdfagos para su fagocitosis (Fainboim & Geffner, 2011). Ademas,
estas células actian como una bisagra en lainmunidad, ya que no
solo tienen como objetivo digerir el patégeno, sino que inducen a
que se produzca una respuesta adaptativa para generar efectores
y memoria inmunoldgica (Fainboim & Geffner, 2011). La molécula
Clase Il se sintetiza en el reticulo endopldsmico (RE) unida a una
cadena invariante (li) que tiene la funcion de bloquear la hendidura
de unién peptidica de la molécula Clase Il dentro del RE, y de dirigir a
esta hacia el compartimento endosémico. La cadena invariante sufre
sucesivas divisiones, a medida que la molécula Clase Il va migrando
en la célula. En el endosoma queda un fragmento peptidico corto,
el CLIP (Class ll-associated Invariant-chain Peptide, péptido de la
cadena invariante asociado a Clase Il) aun bloqueando el sitio de
union de la molécula Clase Il, que mds tarde se liberard quedando la

hendidura expuesta para unirse a los péptidos antigénicos gracias
a la molécula HLA-DM, propia de un compartimiento intracelular
especializado denominado CCMII (compartimiento del CMH clase
I) o MIIC (MHC class Il compartment) en la CPA. Una vez que se
carga el péptido el complejo viaja a la superficie celular para ser
reconocido por el linfocito Th CD4 (Abbas et al., 2012; Murphy, 2012).

Actualmente el drea de contacto entre una célula T y una célula
presentadora de antigenos es conocida, como “sinapsis inmu-
noldgica” (SI) (Grakoui et al., 1999; Dustin et al., 2001; Lee et al.,
2002) y las multiples interacciones que ocurren conducen a una
“senalizacion” eficiente y especifica para la activacion de la célula
T. Sin embargo, una Sl puede ocurrir en diferentes circunstancias,
para una variedad de funciones. Se ha propuesto que una de sus
funciones claves es generar un micro-ambiente que favorece las
interacciones de moléculas co-estimuladoras (Bromley et al., 2001).

En la organizacion de las proteinas en el drea de contacto entre
una célula Ty una CPA en experimentos in vitro se han descripto
dos regiones: una central denominada c-SMAC (central supra-
molecular activation complex): conteniendo el TCR y moléculas
de sefalizacién asociadas y una periférica denominada p-SMAC
(peripheral supramolecular activation complex), conteniendo
LFA-1y talina (Lin et al., 2005; Mitxitorena et al., 2015). En cuanto a
los organoides celulares, tempranos trabajos han reportado que
durante el contacto célula-célula, el TCRy otros co-receptores causan
la polarizacién de la célula T, remodelando el citoesqueleto de actina
y reposicionando el aparato de Golgi y el centro organizador de
microtubulos entre el nucleo y el drea de contacto (Kupfer et al.,
1983; Kupfer & Dennert, 1984).

En el caso de la presentacidn antigénica via Clase ll, como se men-
cioné antes, se ha observado a través de microscopia electrénica
el compartimiento intracelular especializado CCMII en la CPA con
una apariencia multilaminar caracteristica (Abbas et al., 2012;
Murphy, 2012).

Los monocitos circulantes, una vez que ingresan al tejido, sufren
un proceso de maduracién y transformacién macrofagica en el cual
aumentan de tamafo, adquieren un aparato de Golgi prominente y
numerosos lisosomas. Los monocitos tienen un nicleo arrifionado o
lobulado, que en general dobla en volumen al citoplasma. En cultivo
se diferencian en macréfagos con un ntcleo de bordes indentados
e irregulares, una membrana plasmética que emite proyecciones
digitiformes, y gran desarrollo del sistema de endomembranas (en
virtud de su actividad fagocitica), con un aparato de Golgi desarro-
llado y numerosos lisosomas primarios y fagolisosomas. El aspecto
vacuolado o “esponjoso” de su citoplasma es caracteristico. Las
caracteristicas de la membrana plasmética y las endomembranas
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son mas marcadas en los macréfagos activados. En la inflamacion,
los macréfagos aumentan también la cantidad de cuerpos lipidicos,
inclusiones citoplasmaticas electrodensas carentes de membrana.
En este trabajo de investigacion se plantea el estudio morfoldgico
ultraestructural del CCMII en macréfagos humanos derivados de
monocitos sanguineos en cultivo autélogo en un modelo de multi-
ples sinapsis inmunes que se basa en los resultados de un hallazgo
del fendmeno: “Rosetas Macréfago-Linfocitarias” (RMLs) (Cabral &
Novak, 1992; Cabral & Novak, 1999; Novak & Cabral, 2008, 2009).

Las RMLs implican un tipo particular de asociacién celular selectiva
entre linfocitos autélogos humanos y macréfagos derivados de
monocitos, a partir de cultivos de leucocitos totales extraidos de la
sangre. Se define una RML como tres o mas linfocitos unidos a un
unico macrofago central y corresponde a la interrelacién de células
T CD4+ con compromiso de suTCR con macroéfagos a través de sus
moléculas Clase Il para la presentacién antigénica. Su ocurrencia
es tiempo de cultivo y densidad celular dependiente, de modo
que leucocitos obtenidos recientemente de sangre periférica son
incapaces de formar RMLs, y su desarrollo inicia después de 15
horas de cultivo, coincidiendo con la transformaciéon macrofégica
y la ingestion del material autélogo a partir de la muerte de neu-
trofilos también presentes en el cultivo celular total, los cuales
tienen una vida media muy limitada in vitro (Cabral & Novak, 1992;
Cabral & Novak, 1999; Novak & Cabral, 2008, 2009). Inhibidores
del procesamiento y la presentacién antigénica y anticuerpos
monoclonales anti-CMH clase Il impiden el desarrollo de RMLs
(Novak & Cabral, 2008). En las RMLs se observé la redistribucion
de mitocondrias en linfocitos hacia la superficie de sinapsis inmune
(Novak & Orquera, 2011).

Es sabido que los macréfagos no siempre se activan hacia un perfil
inflamatorio o M1, en presencia de células apoptéticas y bajo la
influencia de ciertas citoquinas podran diferenciarse hacia un perfil
anti-inflamatorio o alternativo o M2, promoviendo ademas, la
diferenciacion de célulasT reguladoras importantes en la tolerancia
inmune (Mosser & Edwards, 2008; Fainboim & Geffner, 2011). Los
macroéfagos son las células encargadas del reconocimiento y fagoci-
tosis de células propias que sufren apoptosis naturalmente en el
organismo (Homburg & Roos, 1996; Brown et al., 2002; Reddy et al.,
2002). De esta manera se evita que el organismo reaccione, por
ejemplo, frente a células apoptéticas naturales como los neutréfilos
o eritrocitos senescentes o células de la mucosa en recambio, entre
otras. El macréfago cumple asi un rol fundamental en la generacién
de autotolerancia, ya que como CPA profesional esta constantemente
fagocitando elementos del medio ambiente del organismo y
presentando porciones antigénicas con sus moléculas Clase Il a
las células T, pero sin generar una respuesta inmune inflamatoria
(Meagheretal., 1992).

Aqui se propone el estudio ultraestructural de la organizacion del
CCMII en monocito-macréfagos humanos en cultivo durante el
procesamiento y presentacion de antigenos autélogos.

Metodologia

Autorizacién ética: este trabajo fue aprobado por el Comité de Etica
del Hospital Nacional de Clinicas de la Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional de Cérdoba, Registro: 107/12. Se utilizaron
muestras de sangre humana obtenidas con consentimiento informado,
anticoagulada con heparina, de personas sanas (n=10, 6 varonesy
4 mujeres, rango de edad: 21-58 aflos) donadas en anonimato por
el Banco de Sangre, Instituto de Hematologia y Hemoterapia (IHH)
de la UNC. Las muestras de sangre fueron sometidas a las siguientes
pruebas en el IHH, UNC: Hudleson (Wiener), VDRL (Wiener), Chagas
HAI (Wiener), Chagas EIE (Biomerieux), HBs EIE (Biomerieux), HBc
(Biomerieux), HCV EIE (Murex), HIV Ac EIE (Biomerieux), HIV Ag EIE
(Biomerieux), HTLV EIE (Murex).

Cultivos autdlogos de leucocitos totales

Las células fueron cultivadas en suspension a 37 °C en medio TC199
(con sales de Earle y L-glutamina) (SIGMA, St. Louis, MO) adiciona-
do con suero del mismo dador. La densidad final de siembra fue
ajustada a 300.000 células/ ml. Se utilizé el test cldsico de exclusion
Azul Tripan al 0,5 % para viabilidad celular. Se tomaron muestras a
los siguientes tiempos de cultivo: Th, 2hs. 3hs, 20 hs, 48 hs y 96 hs.

Técnica de preparacion de Rosetas Macrofago-Linfocitarias
(RMLs)

En todas las experiencias se utilizé la técnica de preparacion de
RMLs desarrollada en trabajos previos (Cabral & Novak, 1992; Cabral
& Novak, 1999). La descripcion original del fenémeno RML implica
la participacién de células T CD4 interactuando con un macréfago
central, segun nuestros trabajos previos publicados (Cabral &
Novak, 1999; Novak & Cabral, 2008, 2009; Novak & Orquera, 2011).
Se define una RML cuando tres o mas linfocitos establecen sinapsis
inmune con un macréfago central quien con sus moléculas Clase
Il presenta antigenos a células T CD4 (Cabral & Novak, 1999; Novak
& Cabral, 2008, 2009; Novak & Orquera, 2011).

Citopreparaciones para Microscopia Electronica de
Transmision (MET)

Las citopreparaciones fueron fijadas en glutaraldehido al 1 %
en tampdn cacodilato 0,1 M durante una hora y post fijados en
0sO, al 1 % en el mismo tampon, durante una hora. Luego
los materiales fueron deshidratados en acetonas de graduaciéon
creciente e incluidos en resina epoxi (Araldita) a 60 ° C, durante
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24-48 hs. Posteriormente, se efectuaron cortes ultrafinos de 60
a 80 nm de espesor (color de interferencia plateado/dorado) que
fueron recogidos en grillas de cobre de 250 barras por pulgada,
contrastados con acetato de uranilo Yy citrato de Plomo y estudiados
con microscopio electrénico de transmision Zeiss LEO-906E en el
Centro de Microscopia Electréonica, FCM, UNC.

Registro de resultados

A través de ultramicrofotografias tomadas por MET, se eligieron
las imagenes mas representativas de las muestras segun el tiempo
de cultivo. Representan al menos tres experimentos repetidos de
donantes independientes.

Resultados

Observaciones ultraestructurales

El cultivo parte de la presencia de todos los tipos celulares leu-
cocitarios, en ese tiempo los monocitos no se han diferenciado
en macréfagos aun. No hubo ocurrencia de RMLs en las muestras
obtenidas.

En las muestras de cultivo de una hora se observaron los diferentes
tipos celulares. Solo algunos monocitos expresaron signos de inicio
de diferenciacién macrofdgica y la mayoria tienen su tamafo y
morfologia habitual. Los neutrdfilos son numerosos y presentan
sus tipicos granulos, algunos se observan en asociacién con otras
células (Figura 1).

Figura 1. Interaccion celular entre un monocito en transformacion
macrofagica y un neutrdfilo.

1 h de cultivo autélogo de leucocitos totales de sangre humana de
persona sana. Se observan los granulos en el granulocito. MET, 7750x.

A las dos horas de cultivo autélogo de leucocitos totales, se apre-
cian signos de transformacion macrofdgica en los monocitos. Se
observaron cuerpos multivesiculares en la organizacién espacial

del CCMII y el aparato de Golgi bien desarrollado. Se observé un
cuerpo multilaminar a nivel de membrana plasmatica (Figura 2).

|

Figura 2. 2 horas de cultivo autélogo de leucocitos totales de sangre

humana de persona sana. a. Monocitos. A la izquierda se observa una
célula en transformaciéon macrofagica. MET, 7750x. b. Porciéon del monocito
en transformacion macrofégica. Se observa gran desarrollo de aparato de
Golgi y cuerpos multivesiculares abajo a la izquierda, MET, 21500x. c. Se

observan cuerpos multivesiculares en la organizacion espacial del CCMII.
MET, 36000x. d. Porcion de monocito en transformacion macrofagica.
Se observa un cuerpo multilaminar compatible con CCMII a nivel de la
membrana plasmatica. MET, 10000x, e: 21000x.

Comenzd a apreciarse claramente, a las 3 horas de cultivo, la
trasformacién macrofagica en los monocitos. El citoplasma se
observé cargado de lisosomas, y vesiculas, algunas como cuerpos
multivesiculares compatibles con CCMII (Figura 3).

Figura 3. 3 horas de cultivo autélogo de leucocitos totales de sangre

humana de persona sana. a. Porcion de macréfago. Se observan
vesiculas de diferentes tamafos con contenido denso, y extensiones
membranosas. MET, 36000x. b. Porcién de monocito en transformacion
macrofagica, Se observan

electrodensos compatibles con CCMII. MET, 7750x.

lisosomas y cuerpos multivesiculares

Alas 20 horas de cultivo en la mayoria de los neutréfilos se observaron
evidentes signos de apoptosis, tales como la degradacién nuclear
y la desorganizacién y ruptura de los granulos citoplasmaticos.
Se los pudo apreciar en la vecindad de monocitos en avanzada
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transformacién macrofégica. Se observé transformacién macrofagica
evidente con gran desarrollo de vesiculas, lisosomas y el aparato
de Golgi Ademas se pudieron apreciar cuerpos multivesiculares,

algunos conectados con vesiculas y elementos tubulares (Figura 4).

Figura 4. 20 horas de cultivo autélogo de leucocitos totales de sangre
humana de persona sana. a. Neutrofilo con signos de apoptosis. MET,
10000x. b. Neutréfilo en aparente apoptosis a la derecha y monocito
en transformacion macrofégica a la izquierda. MET, 7550x. c. Se observa
un monocito en transformacién macrofagica avanzada, presenta
prolongaciones irregulares y en su citoplasma abundantes lisosomas. El
nucleo presenta abundante cromatina laxa. MET, 13000x.

Alas 48 horas de cultivo en los macréfagos se observé la formacion
de cuerpos multilaminares y numerosas estructuras con aspecto
tubular,ademas exhibieron grandes prolongaciones digitiformes. Las
imagenes de fagocitosis de células apoptoticas fueron abundantes,
observandose pseudépodos rodeando a las células (Figura 5). Este
proceso indicaria que los macréfagos estén ejerciendo, en el cultivo
autologo, la funcion de”limpieza” de células apoptéticasy desechos
celulares del ambiente intersticial tal como la que ejercen normal-
mente en los tejidos del cuerpo, para lograr mantener la homeostasis.

Figura 5. 48 horas de cultivo autélogo de leucocitos totales de sangre
humana de persona sana. a. Se observan complejos con estructuras tubulares,
multilaminares y vesiculas compatibles con vesiculas intermedias y tardias del
CCMII. MET, 21000x. b. Se observan macréfagos fagocitando células apoptéticas.
Se aprecia cdmo los pseuddpodos rodean a las células. MET, 3500x. ¢. 6600x.

Alas 96 horas de cultivo se observaron numerosas asociaciones
en RML en concordancia con trabajos previos descriptos (Cabral
& Novak, 1999; Novak & Cabral, 2008, 2009; Novak & Orquera,
2011). Los macréfagos se observaron con el citoplasma alta-
mente vacuolado y sus prolongaciones membranosas tipicas.
Se aprecid en la ultraestructura de los macréfagos maduros,
el nucleo eucromatico, el citoplasma cargado de vesiculas y
estructuras compatibles con CCMII multilaminares y multive-
siculares, coincidiendo con el tiempo en que los macrofagos
estan presentando los antigenos que han procesado luego de
la fagocitosis de los neutrofilos senescentes. Las estructuras
multilaminares se encuentran en mayor proporcién en este
tiempo de cultivo. Se observaron también inclusiones lipidi-
cas. A nivel de la membrana plasmatica de los macrofagos se
aprecian las proyecciones digitiformes y exosomas. (Figura 6).
Estos resultados indicarian que los macréfagos estarian en una
etapa final hacia la presentacion antigénica, con sus moléculas
Clase Il cargadas con los péptidos para la ulterior presentacién

en la superficie celular.

Figura 6. 96 horas de cultivo autélogo de leucocitos totales de
sangre humana de persona sana. a. Porcion de un macréfago con
nucléolo evidente y cuerpos multivesiculares y multilaminares. MET,
3500x. b. Roseta macréfago-linfocitaria autéloga humana (RML). MET,
4600x. ¢. Macrofago con abundantes cuerpos multilaminares. d. Porcion
de macréfago con numerosos cuerpos multilaminares concéntricos y una
estructura compatible con vesiculas intermedias, que poseen cuerpos
vesiculares y laminares en su interior abajo a la derecha. MET, 16700x. e.
Porcion de macréfago. Se observa una vesicula intermedia en el centro,
numerosos cuerpos multilaminares, pequefas mitocondrias y vesiculas a
la altura de la membrana plasmatica. MET, 16700x.

Discusion y conclusiones

Aqui se planted el estudio morfolégico ultraestructural del CCMII
en macroéfagos humanos derivados de monocitos sanguineos en
cultivo autélogo en un modelo de multiples sinapsis inmunes. En la
literatura cientifica se han reportado estudios sobre la organizacion
espacial del CCMII en células dendriticas y linfocitos B en modelos

ARS MEDICA Revista de Ciencias Médicas Volumen 40 niimero 1ano 2015

ISSN: 0719-1855 © Direccion de Extensién y Educaciéon Continua, Escuela de Medicina, Pontificia Universidad Catélica de Chile. http://arsmedica.cl 15



Infante et al.

murinos como se mencioné anteriormente. En dichos modelos
murinos se ha descripto su organizacion espacial en la maduracién
de las células dendriticas, con aspectos multivesiculares interme-
dios y multilaminares, tardios respectivamente (van Nispen tot
Pannerden et al., 2010). Estudios en células dendriticas de ratones
indicarian que las vesiculas internas de los cuerpos multivesicu-
lares o endosomas tardios multivesiculares serian la fuente princi-
pal de las moléculas Clase Il hacia la membrana plasmatica por un
mecanismo de fusién retrograda (Murk et al., 2004).

El camino exacto por el cual el complejo péptido-molécula Clase lI
es transportado hacia la superficie celular no estd completamente
entendido aun. Estudios en modelos con ratones han mostrado que
durante la activacidon y en la interaccion de células dendriticas con
célulasT, el CCMIl sufre grandes cambios estructurales y se transforma
en compartimientos tubulares. Se cree que estos tubulos se forman
en un camino dependiente de microtubulos y contienen grandes
cantidades de moléculas Clase Il en sus membranas limitantes. Se
sugirié que la fusion de la membrana interna del CCMII con la mem-
brana limitante facilitaria la carga del péptido y el transporte del
complejo péptido-CMH Il hacia la membrana plasmatica (Kleijmeer
etal., 2001). La fusion podria promover la asociacién del CMH Il con
la chaperona HLA-DM, que reside principalmente en la membrana
limitante del CCMII. Esto podria facilitar la liberacion del CLIP de la
hendidura peptidica del CMH Il, permitiendo asi la carga del péptido.
La fusion genera asi mismo el suministro necesario de membrana para
la tubulacion del CCMIl'y el camino hacia la membrana plasmatica
(van Nispen tot Pannerden et al., 2010).

El paso final para el transporte del CMH Il seria entonces la fusion
de los tubulos con la membrana plasmatica y/o la gemacién y
subsecuente fusion de las vesiculas de transporte con la membrana
plasmaética. Se han descripto exosomas, vesiculas membranosas
entre 30 y 100 nm de didmetro, de CPAs desplegando moléculas
Clase |y Clase Il asi como moléculas coestimuladoras (Johansson et
al., 2008). Parte de las membranas luminares del CCMII son también
secretadas como exosomas cuando este CCMII se fusiona con la
membrana plasmatica, descripto como un proceso constitutivo
en las células dendriticas y las células B en modelos murinos (van
Nispen tot Pannerden et al., 2010).

Cabe aclarar que la descripcién original del fendmeno RML implica
la participacion de células T CD4 interactuando con un macréfago
central, segun nuestros trabajos previos publicados (Cabral & No-
vak, 1992; Cabral & Novak, 1999; Novak & Cabral, 2008, 2009; Novak
& Orquera, 2011). Aqui en este estudio ultraestructural del CCMII
en macréfagos humanos observamos cuerpos multivesiculares,

multilaminares y tubulares a lo largo del tiempo de cultivo, en
coincidencia con las estructuras intermedias y tardias descriptas
en experimentos en ratones con otras CPAs (Kleijmeer et al., 2001;
Murk et al., 2004; van Nispen tot Pannerden et al., 2010).

Postulamos que el perfil de los macréfagos que se generaron en
el cultivo autdélogo podria corresponderse al perfil alternativo o
M2 involucrados en la generacién de autotolerancia, dado que
los antigenos presentados en el modelo de RML son autélogos
derivados de la natural apoptosis de los neutréfilos que ocurre en
el transcurso del tiempo de cultivo. Esta organizacién del CCMIl en
macroéfagos en el modelo RML a lo largo del tiempo de cultivo sufre
profundos cambios estructurales, esto coincide con la ocurrencia de
transformacidn macrofagica y su rol como CPA, que se evidencia
en la presentacion antigénica en RMLs por ingestion del material
autdlogo a partir de la muerte de neutrdéfilos de vida breve en el
cultivo celular total. Esto recuerda la fagocitosis de células propias
que sufren apoptosis naturalmente en el organismo (Homburg &
Roos, 1996; Brown et al., 2002; Reddy et al., 2002). Es sabido ademds
gue macrofagos maduros reconocen y fagocitan neutréfilos hu-
manos senescentes apoptadticos sin induccion de la liberacion de
mediadores de inflamacién (Meagher et al., 1992).

Se estima de interés en estudios ulteriores el andlisis de la organi-
zacién del CCMII con el agregado de diversos antigenos exégenos,
y su correlacion con los perfiles fenotipicos de macréfagos, asicomo
también el estudio de la expresién de moléculas co-estimu-
ladoras y citoquinas en diferentes condiciones experimentales.
Los macroéfagos son importantes células inmunes que continua-
mente procesan y presentan antigenos por la via endocitica con
sus moléculas clase Il del CMH a los linfocitos T CD4+. Surol en la
manutencion de la autotolerancia es destacado. Se considera que
este estudio ultraestructural de la organizacién espacial del CCMII
en macréfagos humanos aporta nuevos datos de interés para la
comunidad médica cientifica.
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