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RESUMEN

La homeostasis fisiológica requiere de mecanismos de regulación de la respuesta inmune para
evitar  respuestas  contra antígenos propios  y  respuestas  exageradas contra antígenos extraños.
Estos  mecanismos  pueden  ser  manipulados  en  contextos  fisiopatológicos  como  el  cáncer  y
enfermedades infecciosas, para evitar la destrucción por el sistema inmune. 

Nuestro  laboratorio  se  ha  focalizado  en  la  caracterización  de  los  canales  ionicos  Tmem176b
(TORID-1) y Tmem176a (TORID-2) como moléculas inmunorreguladoras emergentes. Tmem176a y
Tmem176b son capaces de regular la presentación de antígenos por las células dendríticas (DCs) a
linfocitos  T  al  regular  el  pH  fagosomal  a  través  de  mecanismos  ionicos.  A  nivel  citosolico,  el
transporte ionico mediado por Tmem176 a y b inhibe la activación del inflamasoma NLRP3. 

En esta maestria nos propusimos aportar conocimientos que contribuyan a la caracterizacion de
los  canales  iónicos  Tmem176a  y  Tmem176b,  como  moléculas  inmunorreguladoras.  Para  esto
trabajamos en un modelo infeccioso, con el patógeno Leptospira, y en la leucemia linfoide crónica,
una de las oncologías hematológicas más comunes en adultos en nuestro país.

En la LLC demostramos que la expresión de TMEM176A por células  leucémicas se asocia  a  la
progresión  de  la  enfermedad.  En  linfocitos  B  leucémicos,  TMEM176A  inhibe  la  activación  de
caspasa-1,  evitando  la  muerte  piroptótica.  La  disminución  en  la  expresión  o  inhibición
farmacológica de TMEM176A en estas células induce su piroptosis, de una manera dependiente de
caspasa 1. La asociación del inhibidor de TMEM176A a un fármaco de uso común en la clínica de la
LLC, como es el venetoclax, induce la muerte de las células tumorales en niveles superiores a los
obtenidos con la monoterapia. En este modelo mostramos como TMEM176A regula la activación
de caspasa-1 y la piroptosis en células tumorales, siendo un posible blanco terapeútico en este tipo
de leucemias.

Con respecto a la infección por Leptospira, observamos que la infección de células dendríticas con
L. biflexa induce la activación de linfocitos T CD4+ específicos, mientras que esto no sucede con L.
interrrogans.  Dicha  capacidad  de  estimular los  linfocitos  T  se  pierde  si  se  utilizan  células
Tmem176b-/-  .  Esto  se  explicaría  porque  L.  interrogans es  capaz  de  inhibir  la  acidificación
fagosomal.  Estudios preliminares  in vivo, en un modelo de infección crónica de ratones por  L.
interrogans, sugieren que la deficiencia genética de Tmem176b se asocia a un daño tisular mayor
en los riñones, lo que se podría explicar por una respuesta de células T CD4+ disminuida y/o un
aumento de la respuesta inflamatoria. En este modelo mostramos nuevos indicios de Tmem176b
como  regulador  clave,  no  solo  la  respuesta  inflamatoria,  sino  también  del  procesamiento  y
presentación de antígenos, con consecuencias para la subsecuente respuesta inmune adaptativa. 
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CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN GENERAL 

1.1. REGULACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE

Además  de  su  papel  en  la  defensa  del  organismo,  el  sistema  inmunitario  tiene  una  función

fundamental en el mantenimiento del medio interno y el restablecimiento de la homeostasis luego

de  una  infección  o  daño.  Ejemplos  de  esto  son  el  rol  de  los  macrófagos  al  fagocitar  células

apoptóticas, o las funciones de limpieza llevadas a cabo por el sistema complemento (Wynn et al.

2013; Orsini et al. 2014). El sistema inmune tiene mecanismos efectores muy potentes que pueden

eliminar una gran variedad de patógenos. Temprano en el estudio de la inmunidad se vio que esto

podía, si se volvía en contra del hospedador, causar daño tisular severo (Abbas et al. 2018). La

regulación de la respuesta inmune es de extrema importancia para evitar  que se genere daño

contra  componentes  propios,  sin  comprometer  la  capacidad  del  individuo  de  responder  a  las

amenazas. Hoy en día, es ampliamente aceptado que la respuesta inmune esta formada tanto por

respuestas efectoras como reguladoras. 

La tolerancia puede ser definida como el estado de ausencia de respuesta inmune efectora frente a

un antígeno que es inducido por la exposición previa al mismo. Cabe destacar que los mecanismos

de  tolerancia  son  mecanismos  activos.  Cuando  linfocitos  específicos  encuentran  su  antígeno

pueden ser activados, desencadenando una respuesta inmune, o las células pueden ser eliminadas

o  inactivadas,  llevando  a  tolerancia.  El  mismo  antígeno  puede  inducir  respuesta  o  tolerancia

dependiendo de la condiciones en las que se de la exposición y la presencia o ausencia de otros

estímulos  concomitantes  (Abbas  et  al.  2018).  Cabe  destacar  que  la  tolerancia  es  antígeno

específica, al contrario de lo que ocurre con la inmunosupresión terapeútica, ya que depende del

reconocimiento por clones individuales de linfocitos (Schwartz 2012).
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Si bien el estudio de los fenómenos de inmunoregulación se ha focalizado durante mucho tiempo

en la tolerancia a componentes propios, la tolerancia frente a antígenos foráneos es también de

suma importancia. Los organismos se enfrentan todos los días a grandes cantidades de antígenos

inócuos contra los cuales desencadenar una respuesta inmune puede ser perjudicial, como por

ejemplo antígenos derivados de los alimentos o la microbiota. 

Además  de  la  tolerancia  a  la  propio  el  concepto  de  inmunoregulación  abarca  todos  aquellos

mecanismos cuya función es limitar y adaptar la respuesta, de manera que la misma sea efectiva

para eliminar la amenaza, con un daño mínimo a los tejidos del organismo. En el desarrollo de la

respuesta inmune existen una serie de puntos de control cuya función es limitar la magnitud de la

misma. El ejemplo más destacado de esto es, quizás, la regulación de la respuesta de células T por

receptores  inhibidores  como  CTLA-4  y  PD-1.  Individuos  con  mutaciones  en  el  gen  CTLA4

desarrollan lesiones inflamatorias que afectan múltiples órganos, destacando el  papel de estos

puntos de control en el mantenimiento de la homeostasis (Zhang et al. 2016; Walker et al. 2011).

Como último punto, una respuesta inmune apropiada es aquella que es eficaz para eliminar la

amenza. Cuando esto no sucede, por ejemplo en infecciones crónicas por patógenos como  M.

tuberculosis, es muchas veces la respuesta inmune exacerbada o inadecuada, y no el patógeno per

se, lo que genera patología (Behar et al. 2014). 

El  sistema inmune innato  tiene  un  rol  fundamental  en  dirigir  la  respuesta  inmune adaptativa

posterior,  colaborando en la adecuación de la misma al  tipo de patógeno o amenza que deba

enfrentar.  En este  sentido,  el  sistema inmune innato  es  un actor  clave de la  regulación  de la

respuesta inmune no solo en el mantenimiento de la tolerancia, sino también al limitar y adaptar la
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respuesta.  Las  células  dendríticas,  en particular,  son  centrales  para  articular  estos  fenómenos.

Ciertos patógenos, y algunos tumores, utilizan mecanismos de inmunoregulación que actúan sobre

la  inmunidad  innata  en  su  beneficio.  En  este  sentido,  el  estudio  de  los  fenómenos  de

inmunoregulación  aparece  como  clave,  ya  sea  en  el  sentido  de  utilizar  su  inducción  como

estrategia terapeútica, en el contexto de trasplantes de células o tejidos, o por situaciones en las

cuales es necesario contrarestarlos, como en ciertas infecciones o algunos tipos de cáncer. 
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1.2. TOLERANCIA CENTRAL Y PERIFÉRICA

La tolerancia a antígenos propios es un pilar fundamental del sistema inmune normal y fallas en la

auto-tolerancia  pueden llevar  a  patologías  como ser  las  enfermedades  autoinmunes.  La  auto-

tolerancia  puede  ser  inducida  en  linfocitos  autoreactivos  inmaduros  en  los  órganos  linfoides

centrales (tolerancia central) o en linfocitos maduros en sitios periféricos (tolerancia periférica)

(Figura 1.1.). El principio fundamental subyacente a estos mecanismos es la discriminación de lo

propio y lo  no propio,  pero esto no es fácil  de  conseguir.  Los  rearreglos  génicos  que ocurren

durante el desarrollo de los linfocitos en los órganos linfoides centrales son al azar, y por lo tanto,

inevitablemente resulta en la generación de algunos linfocitos con afinidad por antígenos propios.

Los mecanismos de tolerancia eliminan o inactivan linfocitos que expresan receptores con alta

afinidad para antígenos propios.
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Figura 1.1. Esquema de los mecanismos de tolerancia central y periférica que operan sobre las células T. Se puede 
notar el papel destacado de las células presentadoras de antígeno (APC) en el balance entre inmunidad y tolerancia. 
Extraido de Kumar et al. Robbins Basic Pathology 8th Ed.  



La tolerancia central asegura que el repertorio de linfocitos maduros vírgenes generado es incapaz

de responder a antígenos propios que se expresan en los órganos linfoides donde se desarrollaron.

El reconocimiento de antígenos por linfocitos inmaduros lleva a una señal negativa que causa la

muerte o inactivación del linfocito, o su diferenciación a linfocitos T reguladores, mientras que las

mismas señales llevarían a la activación en linfocitos maduros. Este es un mecanismo importante

de inducción de tolerancia en linfocitos en desarrollo en el timo y médula ósea. Para el caso de los

linfocitos T, los antígenos presentes en el timo incluyen proteínas circulantes y asociadas a células

ampliamente  distribuidas  en  los  tejidos,  así  como  antígenos  de  tejidos  periféricos  que  son

producidos por células epiteliales de la médula tímica bajo el control de la proteína reguladora de

autoinmunidad (AIRE) (Abbas et al. 2018).  

Los  mecanismos  de  tolerancia  central  eliminan  linfocitos  recién  formados  fuertemente  auto-

reactivos. En cambio, linfocitos auto-reactivos maduros que no detectan antígenos propios con

fuerza en los órganos linfoides centrales, pueden ser eliminados o inactivados en la periferia. Los

mecanismos principales de tolerancia periférica son anergia, supresión por células T reguladoras (T

regs), inducción del desarrollo de células T regs en vez de células T efectoras, y la eliminación de

linfocitos autoreactivos del repertorio mediante la inducción de muerte celular. Estos mecanismos

son los reponsables de inducir tolerancia a antígenos foráneos en determinados contextos.

Por ejemplo, el lumen intestinal aloja cerca de 100 trillones de bacterias comensales que ejercen

una función crucial para el mantenimiento de la salud del organismo. Un elaborado balance entre

respuesta inmune y tolerancia a la microbiota es crucial para mantener la homeostásis intestinal.

Alteraciones  en  este  proceso  han  sido  asociadas  al  desarrollo  de  enfermedades  intestinales

inflamatorias, así como otras patologías (Sun et al. 2015). Este balance depende de mecanismos
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regulatorios diversos que involucran tanto a la inmunidad innata como adaptativa, entre los que

podemos destacar a los mediados por: linfocitos T reguladores, células B reguladoras, macrófagos

activados alternativamente y células dendríticas (Sun et al. 2015). Además, es cada vez más claro el

rol  de  la  microbiota  en  la  regulación  y  el  mantenimiento  del  sistema  inmune  del  individuo,

estableciéndose como otro mecanismo de inmunoregulación (Surana et al.  2014,  Nishio et  al.

2012). La microbiota y el sistema inmune de las mucosas son claves también en la tolerancia a

antígenos inócuos ya sea dietarios o ambientales, alteraciones en procesos de inmunoregulación

en este sentido pueden llevar a patologías como alergias alimentarias o asma (Lambrecht et al.

2017).   

La decisión entre inmunidad y tolerancia cuenta con el sistema inmune innato, el cual provee de

señales que son cruciales para permitir la activación de una respuesta inmune adaptativa frente a

una noxa. En ausencia de infección, estas señales, que incluyen citoquinas pro-inflamatorias (como

IL-6  e  IL-12)  y  moléculas  co-estimuladoras,  expresadas  por  células  presentadoras  de  antígeno

activadas, no están presentes. En estas circunstancias, el encuentro de un linfocito vírgen con un

antígeno propio tiende a llevar a una señal negativa inactivadora, o puede promover el desarrollo

de linfocitos reguladores, que suprimen el desarrollo de respuestas efectoras que puedan dañar los

tejidos, así como la inducción de otras poblaciones de células inmunitarias con perfil regulador. 

Si bien todos los mecanismos de regulación de la respuesta inmune que actúan en la periferia son

fundamentales,  como  lo  demuestran  fallas  en  los  mismos,  nos  centraremos  en  aquellos  cuya

acción central está dada por la regulación de la respuesta inmune innata y veremos como la misma

es capaz de modular la respuesta adaptativa posterior. En este punto no podemos pasar por alto la

función de las células dendríticas (DC), al actuar como directoras de la respuesta inmune.
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1.3. CÉLULAS DENDRÍTICAS E INMUNOREGULACIÓN

Las células dendríticas (DCs) son actores claves en el inicio y control de las respuestas inmunes,

regulando  el  balance  entre  tolerancia  e  inmunidad.  Actúan  como  centinelas  en  los  tejidos,

reaccionando  frente  a  patógenos  invasores  y  otras  señales  de  peligro,  para  luego  inducir  la

activación  y  diferenciación  de  linfocitos  T  vírgenes  (Katsnelson  2006).  Las  DCs  influencian  la

respuesta inmune al dirigir la diferenciación de las células T en distintos subtipos funcionales. Sin

embargo, también participan en la patogénesis de ciertas enfermedades, como la autoinmunidad y

el cáncer (Morel et al. 2015).  

Las  DCs  se  encuentran  en  prácticamente  todas  las  superficies  del  cuerpo  actuando  como

centinelas.  Expresan  receptores  mediante  los  cuales  son  capaces  de  reconocer  patógenos  y

responder a un amplio abanico de señales inflamatorias, como ser ligandos de receptores tipo toll

(TLRs),  tipo  NOD y  scavengers;  así  como mediadores  inflamatorios,  citoquinas  y  quimioquinas

(Zanoni et al. 2010). Las DCs no matan al patógeno directamente, sino que usan un enfoque aún

más sofisticado. Utilizan su maquinaria proteolítica (endolisosomal y proteosomal), para degradar

parcialmente los antígenos a péptidos que posteriormente serán presentados en complejos de

péptido/moléculas  del  complejo  mayor  de  histocompatibilidad  (MHC)  en  su  superficie  celular

(Wilson et al. 2004). Aunque otras células, como los macrófagos y las células B, también pueden

presentar antígenos a través del MHC, las DCs son las únicas capaces de activar células T vírgenes

(Wilson et al. 2004). Las DCs desempeñan un papel director de las respuestas inmunes ya que

interrogan,  interpretan y  transmiten la  naturaleza del  estímulo antigénico,  llevando a distintos

perfiles de polarización de las células T (Merad et al. 2013).

Las DCs inmaduras se encuentran predominantemente en los tejidos periféricos donde patrullan e
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incorporan grandes cantidades de antígenos,  ya sea ligados a membrana o solubles, mediante

fagocitosis y macropinocitosis. Sin embargo, en un estado inmaduro, las DCs son ineficientes para

mostrar complejos de MHC/péptido en su superficie ya que, por ejemplo, su actividad lisosómica

está  atenuada  (Zanoni  et  al.  2010).  La  capacidad  de  mostrar  complejos  MHC/péptido  en  la

superficie aumenta con el gatillamiento de receptores de reconocimiento de patógenos tales como

TLR o NLR, que dirigen la maduración de la DC (Drutman et al. 2010).  

Luego  de  activarse,  las  DCs  maduras  aumentan  su  maquinaria  de  presentación  de  antígenos,

incluida la expresión en superficie de MHC de clase II y moléculas coestimuladoras, así como de

receptores para quimioquinas presentes en linfonodo. A su vez, disminuyen su capacidad fagocítica

y pierden la expresión de receptores para señales de inflamación local.  Como células maduras

pierden la habilidad de procesar nuevos péptidos y migran a los nodos linfáticos drenantes. Una

vez  allí  presentarán  en  el  contexto  del  MHC  los  antígenos  procesados  a  células  T,  junto  con

moléculas coestimuladoras (CD40, CD80, CD86) y señales polarizantes, dadas por citoquinas como

la IL-12, induciendo a las células T a diferenciarse en células T efectoras antígeno específicas (Th1,

Th2, Th17, etc.) (Merad et al. 2013). 

DCs residentes de los tejidos que adquieren antígenos propios o antígenos inócuos ambientales,

en  ausencia  de  respuestas  inflamatorias  locales,  migran  de  manera  similar  a  los  linfonodos

drenantes. Al  tratarse de células no activadas, expresan niveles menores de MHC II,  moléculas

coestimuladoras e IL-12, y secretan mediadores con capacidad reguladora como la IL-10 y el ácido

retinóico, por lo que se las llama DCs tolerogénicas (Sun et al. 2007, Akbari et al. 2001). Las DCs

tolerogénicas son esenciales en el mantenimiento de la tolerancia central y periférica, al inducir la

deleción clonal  o  anergia  de células  T,  inhibir  respuestas  de células  T  efectoras  o memoria,  e
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inducir la generación y activación de células T regs (Domogalla et al. 2017). 

El  concepto  original  de  inducción  de  tolerancia  por  parte  de  las  DCs,  le  atribuía  a  las  DCs

inmaduras,  con  bajas  cantidades  de  MHC  y  moléculas  coestimuladoras  en  superficie,  esta

capacidad,  mientras  que,  por  el  contrario,  DCs  maduras  con  alta  expresión  de  CD80/CD86

activarían respuestas de células T efectoras (Shortman et al. 2001). Sin embargo, hoy en día se

sabe que la inducción de tolerancia por parte de las DCs no depende exclusivamente de esto sino

también  del  ambiente  de  citoquinas  y  factores  de  crecimiento  presentes.  Estudios  recientes

demostraron que DCs fenotípicamente maduras son capaces también de inducir el desarrollo de

células T regs, indicando que el fenotipo no necesariamente determina la función inmunogénica o

reguladora de estas células (Kryczanowsky et al. 2016). En este sentido, la maduración de las DCs

tiene un alto grado de plasticidad, y células maduras diferenciadas pueden convertirse fácilmente

en tolerogénicas (Munn et al. 2002). 

Las  DCs  tolerogénicas  explotan  varios  mecanismos  para  inducir  tolerancia  (Figura  1.2.).  La

presentación de niveles bajos de antígeno sin coestimulación conduce a la anergia de las células T

y a la promoción de la diferenciación de las células T regs in vitro e in vivo (Steinbrink et al. 2002;

Raker  et  al.  2015).  La  secreción de citoquinas  antiinflamatorias  como la  IL-10  y  el  TGF-β y  la

expresión reducida  de citoquinas  proinflamatorias  por  parte  de las  DCs contribuyen de forma

crítica a la inducción de tolerancia. La producción de IL-10 por DCs tolerogénicas es indispensable

para la función reguladora en múltiples entornos y el TGF-β liberado por DCs es importante para la

inducción de tolerancia, ya que se ha demostrado que la ablación específica en DCs de la integrina

activadora  de  TGF-β  (Itgb8)  produce  autoinmunidad  y  colitis  en  ratones  transgénicos  CD11c-

Cre/Itgb8fl/fl (Travis et al. 2007). 
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Varias funciones inmunosupresoras de las DCs tolerogénicas se basan en la inducción de  apoptosis

en células T respondedoras, incluyendo la interacción Fas/FasL y la interacción de TRAIL con su

receptor (Kurts et al.  1998; Izawa et al. 2012). Las DCs tolerogénicas también pueden expresar

diversos receptores inhibidores, como por ejemplo PDL-1, PDL-2, ILT y CTLA-4, que actúan sobre

las  células  T  amortiguando la  señalización  de  TCR o compitiendo con CD28 (Keir  et  al.  2007;

Nguyen et al. 2015; Wu et al. 2009; Laurent et al. 2010). 

Las DCs tolerogénicas también alteran las respuestas de células T a través de la modulación de

parámetros  metabólicos,  por  ejemplo,  mediante  la  liberación  de IDO y  la  inducción  de hemo

oxigenasa-1 (HO-1) para controlar los niveles de triptófano y monóxido de carbono. IDO facilita la
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Figura 1.2. Principales mecanismos de inmunorregulación que utilizan las células dendríticas tolerogénicas. Extraido 
de Domogalla et al. 2017.  



degradación de triptófano a kineurina que conduce a una reducción en la proliferación de células T,

mientras que la HO-1 inhibe la hemoglobina, dando como resultado la producción de monóxido de

carbono, que conduce a una inmunogenicidad reducida en la DC (Curti et al. 2009; Chora et al.

2007).  Además,  las  DCs  tolerogénicas  también  son  capaces  de  producir  ácido  retinoico  (RA),

induciendo la diferenciación de T regs (Raker et al. 2015). La eliminación de CD25 por las DCs y la

subsiguiente  privación  de  IL-2  se  ha  propuesto  recientemente  como  un  mecanismo  adicional

responsable de suprimir la proliferación de células T efectoras (Kryczanowsky et al. 2016). Si bien

las DCs son centrales en las respuestas de células T CD4+ y CD8+ también pueden inducir un perfil

regulador en otras poblaciones celulares como linfocitos T CD4-CD8-, linfocitos B y células NK.

Un gran número de reportes han descrito diferentes tipos y subtipos de DCs en diferentes órganos

y especies. Varias de esas subpoblaciones son, o pueden ser, tolerogénicas cuando se encuentran

en  estado  basal  y  convertirse  a  un  fenotipo  inmunoestimulador  en  presencia  de  señales

inflamatorias. En algunos tejidos se expresan constitutivamente señales tolerogénicas de manera

dominante (por ej. hígado, mucosas) mientras que en otros lugares, que no están tan expuestos al

ambiente externo, estas señales pueden ser mucho menos abundantes (Gordon et al. 2014). 

Las enfermedades inflamatorias crónicas humanas se caracterizan por cambios en las poblaciones

de monocitos y DCs circulantes. Se reconocen varios tipos de DCs inmunoreguladoras con roles

importantes  en  prevenir  condiciones  inflamatorias  como  la  autoinmunidad,  el  rechazo  a

trasplantes  y  la  atopía  (Merad et  al.  2013).  Hoy  en  dia  se  dispone  de  una vasta  variedad de

métodos para inducir la generación de DCs humanas con propiedades tolerogénicas  in vitro  y la

transferencia pasiva de DCs inmaduras pulsadas con antígenos ha mostrado ser capaz de inducir

tolerancia tanto in vitro como in vivo en numerosos modelos experimentales (Gordon et al. 2014). 
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Las DCs aparecen entonces como reguladores claves de las respuestas inmunes, proporcionando

un  vínculo  entre  la  respuesta  inmune  innata  y  adapatativa.  El  balance  entre  DCs  con  perfil

tolerogénico  o  estimulador  depende  de  la  presencia  o  ausencia  de  señales  inflamatorias.  A

continuación veremos como las respuestas inflamatorias son desencadenadas y reguladas.
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1.4. RESPUESTA INFLAMATORIA 

Podemos definir la inflamación como una respuesta inespecífica y autolimitada, durante la cual se

ponen  en  marcha  un  conjunto  de  mecanismos  que  coordinan  elementos  inmunológicos,

vasculares, neurales y metabólicos (Tabas & Glass 2013). Básicamente, la respuesta inflamatoria

aguda,  desencadenada  por  infección  o  injuria,  implica  el  envío  coordinado  de  componentes

sanguíneos (plasma y leucocitos)  y extravasación de estos al  tejido conectivo,  acompañado de

alteraciones sistémicas (a nivel del hígado e hipotálamo), que son funcionales a la eliminación de la

noxa y/o la reparación tisular.  

La inflamación generada como consecuencia de un trauma, isquemia o daño por un producto

químico  o  radiación,  generalmente  no  involucra  la  presencia  de  ningún  microorganismo  y  es

llamada inflamación estéril.  Tanto la inflamación estéril  como la inducida por infecciones, está

marcada por el reclutamiento de neutrófilos y monocitos (que se diferenciarán a macrófagos en el

tejido), así como la producción de mediadores como quimioquinas y citoquinas proinflamatorias.

Los mecanismos que desencadenan la inflamación se basan en el  reconocimiento de patrones

moleculares asociados a patógenos (PAMPs) o patrones moleculares asociados a daño (DAMPs),

por  receptores  de  reconocimiento  de  patrones  (PRRs)  presentes  en  células  inmunitarias

residentes. Cuando los PAMPs o DAMPs se unen a los PRRs, se desencadenan vías de señalización

intracelulares que confluyen en la activación de factores de transcripción como NFkB y AP-1. Estos

factores actúan en conjunto para inducir la expresión de mediadores inflamatorios como COX-2,

TNF-α e IL-1β.

Una respuesta  inflamatoria  aguda  exitosa  resulta  en  la  eliminación  del  agente  infeccioso  o  la

injuria,  a  la cual  le  sigue una fase de resolución y  reparación (Medzhitov 2008).  La respuesta

26



inflamatoria debe estar limitada y ser autorregulada. La respuesta aguda exacerbada y sistémica

frente a un patógeno puede conducir a la muerte rápida del individuo por sepsis. En otros casos, la

persistencia del agente causante de infección o injuria lleva a que la inflamación aguda no resuelta

derive en inflamación crónica. Esta respuesta persistente en el tiempo produce alteraciones y daño

en los tejidos,  terminando en enfermedad. Existen varios ejemplos de esto.  Desde infecciones

crónicas y enfermedades autoinmunes, hasta patologías como diabetes tipo 2, aterosclerosis, o

cáncer, presentan un componente inflamatorio (Scrivo et al. 2011). 

En este equilibrio entre respuesta beneficiosa y enfermedad son fundamentales los mecanismos

reguladores  que se  ponen en juego durante  la  respuesta  inflamatoria  para limitarla,  tanto en

magnitud como en duración. La deficiencia en cualquiera de los componentes reguladores puede

llevar a una sobre activación e inflamación crónica descontrolada (Headland et al. 2015). Ejemplo

de  esto  último  son  los  síndromes  periódicos  asociados  a  criopirinas  (CASPs)  que  constituyen

situaciones  patológicas  originadas  por  defectos  genéticos  en  mecanismos  reguladores  de  la

inflamación (Hoffman et al. 2001). 

Las enfermedades autoinflamatorias son desórdenes genéticos raros que incluyen a los CASPs, la

fiebre mediterránea familiar, síndrome de hiper IgD y síndrome periódico asociado al receptor de

TNF (Dinarello et al. 2012). En 2001, Hal Hoffman describió que el defecto genético primario de los

pacientes que sufren de CASPs se sitúa a nivel de mutaciones activadoras de la proteína NLRP3

(nucleotide-binding  domain  and  leucin-rich  repeat  containing  protein  3),  llamada en  un  inicio

criopirina (Hoffman et al. 2001). La IL-1β juega un papel central en este tipo de enfermedades, y

otras  patologías.  La  relación  causal  entre  las  mutaciones  de  NLRP3  y  enfermedades

autoinflamatorias mediadas por IL-1β fueron fundamentales para comprender el mecanismo de
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activación  post-traduccional  de  esta  citoquina,  abriendo  la  puerta  a  nuevos  actores  de  la

inflamación. 

 

La IL-1β no se encuentra en las células de individuos sanos sino que se requieren una serie de

eventos intracelulares antes de que pueda cumplir su función. La principal fuente de IL-1β son los

fagocitos mononucleares: macrófagos y DCs. La producción de IL-1β activa y su posterior secreción

al medio extracelular suele precisar dos señales distintas: una que activa la transcripción génica y

la producción de un precursor de 33 kDa, proIL-1β, y una segunda señal que activa a un complejo

intracelular de proteínas llamado inflamasoma, responsable de clivar la proIL-1β a su forma activa.

 

Hoy en día es ampliamente aceptado que los inflamasomas son actores centrales de las respuestas

inflamatorias,  siendo  su  regulación  clave  para  el  control  de  la  misma.  A  continuación  nos

centraremos en estos complejos multiproteicos. 
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1.5. LOS INFLAMASOMAS

El  termino inflamasoma fue acuñado por  Tschopp y  colaboradores  en  2002  para  describir  un

complejo macromolecular, presente en el citoplasma de células inmunes estimuladas, responsable

de mediar la activación de caspasas inflamatorias (Martinon et al. 2002). Desde este reporte inicial

múltiples inflamasomas han sido identificados, siendo el ensamblado de cada uno de ellos dictado

por un único PRR en respuesta a PAMPs, MAMPs o señales de alarma endógenas. 

El reconocimiento del ligando inflamatorio resulta en la activación del sensor, su oligomerización y

el reclutamiento de una proteína adaptadora conocida como ASC. ASC consiste en dos dominios:

un dominio pirina (PYD) y un dominio de reclutamiento de caspasa (CARD).  Estos dominios le

permiten a ASC ser un puente que une la proteína sensora y caspasa 1. La proximidad, dada por el

ensamblado de espículas de ASC en complejo con caspasa 1, lleva al autoprocesamiento de esta

última resultando en la forma activa de la proteasa. La caspasa 1 activa inicia respuestas corriente

abajo,  incluidas  el  procesamiento  y  la  liberación  de  la  forma  activa  de  las  citoquinas  pro

inflamatorias IL-1β e IL-18, así como la muerte celular por piroptosis (Figura 1.3.) (Broz et al. 2016).

Al  momento,  ha  sido  confirmado  que  cinco  proteínas  receptoras  son  capaces  de  ensamblar

inflamasomas,  incluidas  los  miembros  NLRP1,  NLRP3  y  NLRC4,  de  la  familia  de  proteínas

conteniendo repetidos  ricos  en leucina  y  dominios  de oligomerización de unión a nucleótidos

(NLR), así como las proteínas ausente en melanoma 2 (AIM2) y pirina. Este set de inflamasomas

llamados canónicos se complementan con vías no canónicas, cuyos blancos son caspasa 11 en

ratón y caspasa 4 y/o 5 en humanos. Pueden existir además otras vías menos caracterizadas, como

ser las mediadas por las proteínas NLRP6, NLRP7, NLRP2, NLRP9b y la proteína 16 inducible por

interferón γ (IFI16) (Broz et al. 2016; Place et al. 2018). A pesar de su localización citosólica, los
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inflamasomas  son  capaces  de  montar  una  respuesta  efectiva  contra  bacterias  extracelulares,

intravacuolares  o  intracelulares,  hongos  y  virus.  Además  son  capaces  de  sensar  sustancias

cristalinas como sílica y aluminio y señales endógenas de daño como el ATP. 

Los inflamasomas han sido reconocidos por su rol crucial en la defensa de los organismos contra

los patógenos, sin embargo, la desregulación en la activación de los inflamasomas se ha vinculado
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Figura 1.3.  Activación de los inflamasomas y piroptosis.  Las proteínas sensoras de los inflamasomas canónicos 
detectan diversas señales microbianas y activan a caspasa-1 a través del adaptador ASC, o de NLRC4. La caspasa-1 
activa puede clivar entonces la pro-IL-1β y la pro-IL-18, para generar la forma activa de estas ciotquinas. Las caspasas 
-4, 5 y 11 se activan mediante el reconocimiento directo de LPS en citosol celular. La caspasa-1 y la caspasa-11/4/5, en 
su forma activa, escinden GSDMD entre sus dominios N-terminal (verde) y C-terminal (rosa) rompiendo las 
interacciones autoinhibitorias entre los dos dominios. El dominio N-terminal liberado se une a los fosfoinositidos en la 
membrana plasmática y oligomeriza para generar poros de membrana de aproximadamente 12 a 14 nm de diámetro 
interno. La formación de poros interrumpe el potencial osmótico, lo que resulta en una hinchazón de las células y la 
lisis final. Los poros también pueden servir como una puerta para la liberación extracelular de IL-1β madura. La 
estructura cristalina de GSDMA3 y una imagen de microscopía electrónica de los poros formados por GSDMD se 
muestran en la parte superior e inferior derecha, respectivamente. Extraido de Shi et al. 2016.  



al  desarrollo  de  cáncer  y  autoinmunidad,  así  como  enfermedades  metabólicas  y

neurodegenerativas.  En  este  sentido,  el  control  estricto  del  ensamblado  y  señalización  de  los

inflamasomas  es  crucial  para  permitir  al  sistema  inmune  iniciar  respuestas  antimicrobianas  e

inflamatorias,  evitando  el  daño  tisular.  Se  han  descrito  numerosos  mecanismos  reguladores,

incluidos  el  control  a  nivel  transcripcional  y  post-transcripcional,  modificaciones  post-

traduccionales, y varias proteínas capaces de regular los inflamasomas al nivel de los receptores,

ASC o las caspasas (Broz et al. 2016).  Puntos claves de regulación se encuentran tanto a nivel del

ensamblado del inflamasoma, interacción entre las proteínas sensoras y ASC o ASC y caspasa 1, así

como a nivel del reconocimiento y activación de las proteínas sensoras frente a distintos estímulos.

Dentro  de los  NLRs,  el  NLRP3 es  el  mejor  caracterizado y  más  ampliamente estudiado de los

inflamasomas,  probablemente  por  su  capacidad  de  ser  activado  por  una  vasta  variedad  de

estímulos asociados a infección e inflamación estéril. De manera similar a la propia IL-1β, el NLRP3

requiere  de  dos  pasos  de  activación.  Primero  debe  ser  transcrito  y  traducido  para  luego  ser

activado (Gurung et al. 2015). El mecanismo exacto por el cual varios estímulos son capaces de

activar el inflamasoma NLRP3 permanece poco claro, sin embargo, estudios recientes indicarían

que podrían estar involucradas vías canónicas y no canónicas de activación. 

De  forma canónica,  el  inflamasoma NLRP3  es  activado  por  bacterias  Gram-positivas  como  S.

aureus,  virus  como  influenza,  tóxinas  formadoras  de  poros,  así  como  ligandos  endógenos  y

sustancias  cristalinas  como el  ATP,  la  sílica  y  el  aluminio.  Se  cree que en lugar  de interactuar

directamente  con la  proteína  sensora  estos  activadores  inducen uno o más  eventos  corriente

abajo, o perturbaciones dentro de la célula, que llevan a su activación. Los eventos generalmente

aceptados que activarían al inflamasoma NLRP3 incluyen: el eflujo de   K+, la generación de ROS
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mitocondriales, la liberación de catepsina como resultado de desestabilización de la membrana

fagosomal,  la  liberación de ADN mitocondrial  o  cardiolipina,  y  la  translocación  de  NLRP3  a  la

mitocondria a través de la molécula adaptadora MAVS (Vanaja et al. 2015). Otras señales están

descritas pero permanecen aún controversiales. Nuestro interés se centra particularmente en la

relación entre el flujo iónico intracelular y la regulación del inflamasoma NLRP3. 

La alteración de la homeostasis iónica intracelular en respuesta a los activadores de inflamasomas

ha ido tomando un peso considerable en la literatura. En estudios pioneros en la década de los 90'

han mostrado que el eflujo de K+ es responsable de la maduración de la pro-IL-1β (Perregaux et al.

1998).  Se  ha  propuesto  que  la  reducción  de  los  niveles  intracelulares  de  K+  es  la  condición

necesaria  y  suficiente  para  activar  al  inflamasoma  NLRP3  ante  estímulos  tan  variados  como

tratamiento con ATP, fagocitosis de material particulado o aún exposición a un medio hipotónico

(Munoz-Planillo et al. 2013). A pesar de la importancia reconocida del eflujo de K+ en la activación

del  inflamasoma  NLRP3,  la  identidad  molecular  del/los  canal/es  que  median  ese  transporte

permanecen aún desconocidas (Latz et al. 2013). Además, la relación del flujo de otros cationes, en

particular del calcio, con el eflujo de K+ es un tema mal comprendido y de intensa investigación.

Quedan entonces aún muchas preguntas sin responder en relación al impacto de la homeostasis

iónica en la activación de inflamasomas y en cuanto a que moléculas estarían participando en este

proceso. 
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1.6. MUERTE CELULAR POR PIROPTOSIS

Como  mencionamos  antes,  la  activación  de  los  distintos  inflamasomas  puede  conducir  a  la

generación y secreción de la forma activa de potentes citoquinas proinflamatorias y a la muerte de

la célula por piroptosis. La piroptosis se define actualmente como una forma de muerte celular

programada necrótica, mediada por gasdermina (Shi et al. 2017). Se caracteriza por un aumento

del  tamaño  celular,  condensación  nuclear,  disrupción  de  la  membrana  celular  y  liberación  de

citoquinas  inflamatorias  y  DAMPs,  por  lo  que  se  la  considera  un  tipo  de  muerte  celular

inmunogénica (Man et al. 2017; Jorgensen et al. 2015). 

En los últimos años se ha establecido como un mecanismo efector general de la respuesta inmune

innata, alejándose de la visión inicial de ser un mecanismo auxiliar a la liberación de IL-1β (Shi et al.

2017). Durante mucho tiempo se refirió a la piroptosis como un tipo de muerte celular mediada

por caspasa-1 que ocurría en los monocitos. El descubrimiento de que la caspasa-11 en ratón y las

caspasas-4/5 en humano podían inducir piroptosis, de manera independiente de caspasa-1, en

respuesta al sensado de LPS en el citoplasma celular, expandió los mediadores de esta forma de

muerte de caspasa-1 a las caspasas inflamatorias en general (Shi et al. 2014). La identificación de

Gasdermina D (GSDMD), como el sustrato de las caspasas inflamatorias responsable de ejecutar la

muerte  por  piroptosis,  expandió  notablemente  este  campo  de  investigación  (Shi  et  al.  2015;

Kayagaki et al. 2015). 

Estudios  bioquímicos  y  funcionales  revelaron  el  mecanismo  de  acción  de  GSDMD,  el  sustrato

compartido de caspasa-1 y caspasa-4/5/11, para conducir a la piroptosis (Ding et al. 2016; Aglietti

et al. 2016; Liu et al. 2016; Sborgi et al. 2016). GSDMD es una proteína altamente conservada en

mamíferos de 480 aminoácidos que se divide en dos dominios, un dominio C-terminal inhibitorio y
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uno N-terminal efector, unidos entre si por un largo bucle (Shi et al. 2015). Luego de la activación

canónica del  inflamasoma o el  estímulo por LPS citosólico, GSDMD es clivada por las caspasas

inflamatorias en un sitio consenso de reconocimiento por estas proteínas, presente en la región de

unión. El clivado separa los dos dominios eliminando la autoinhibición y permitiendo al dominio N-

terminal unirse a membranas lipídicas donde oligomeriza formando poros de un diámetro interno

de 14-16 nm aproximadamente (Figura 1.3.) (Ding et al. 2016; Aglietti et al. 2016; Liu et al. 2016;

Sborgi et al. 2016). A través de estos poros puede salir contenido intracelular al exterior, siendo el

principal mecanismo de liberación de IL-1β (Evavold et al. 2018). 

Se cree que la acumulación de poros en la membrana llevaría a la muerte de la célula por lisis

osmótica y se ha demostrado que la expresión del dominio N-terminal de GSDMD en células de

mamífero  es  suficiente  para  inducir  piroptosis,  presentando  una  unión  robusta  y  específica  a

lípidos fosfoinositidos, presentes en la membrana celular (Kagayaki et al. 2015; Shi et al. 2015; Ding

et al. 2016; Chen et al. 2016).  

Es importante destacar que en algunos tipos celulares como macrófagos derivados de médula ósea

(BMDMs),  células  dendríticas  derivadas  de  médula  ósea  (BMDCs)  y  neutrófilos  puede  existir

activación del inflamasoma y liberación de IL-1β, con clivado de GSDMD, sin una muerte inmediata

de la célula (Chen et al. 2014; Evavold et al. 2018; Zanoni et al. 2016). A su vez, puede existir

muerte  celular  por  piroptosis  sin  producción  de IL-1β.  Como ejemplo,  las  caspasas-11/4/5 no

procesan IL-1β e IL-18, sin embargo, la activación de caspasa-11 es capaz de inducir piroptosis, y la

liberación de niveles bajos de IL-1β de manera dependiente del  inflamasoma NLRP3 (Shi  et al.

2014). En células que no presentan NLRP3 la muerte por piroptosis puede ser el resultado principal

del reconocimiento de LPS. Esto destaca que la producción de IL-1β y la muerte por piroptosis no
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son dos eventos que tengan que necesariamente ocurrir al mismo tiempo en la misma célula.   

Hoy en día se sabe que la piroptosis no se restringe a un tipo celular específico como se creía en un

principio. De hecho, GSDMD se expresa abundantemente en diferentes tejidos y tipos celulares,

con altos niveles de expresión en el epitelio gastrointestinal y la piel (Tamura et al. 2007).  El rol

crítico de GSDMD en la inmunidad innata y el shock séptico es sólo un inicio para comenzar a

apreciar las funciones biológicas de la piroptosis. De hecho, las gasderminas están asociadas a un

amplio  espectro  de  patologías,  incluidas  la  alopecia,  el  asma,  el  cáncer  de  mama,  el  cáncer

gástrico, el cáncer colorectal y la pérdida de audición, por lo que comprender su regulación es de

suma importancia (Feng et al. 2018).
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1.7. TMEM176A Y TMEM176B

Tmem176b se describió por primera vez como un transcripto específicamente sobreexpresado en

trasplantes  de  corazón  tolerados  en  rata,  al  cual  llamaron  incialmente  TORID,  por  transcripto

inducido relacionado a tolerancia (TOlerance Related and Induced transcript). Este transcripto de

rata muestra homología con los transcriptos LR8/Clast1 en ratón y LR8 en humano (Louvet et al.

2005). Previamente, TORID/LR8 humano había sido identificado como un transcripto de expresión

diferencial  entre dos poblaciones de fibroblastos en cultivo, mientras que el  ortólogo de ratón

(Clast1/LR8)  fue  identificado  como  un  transcripto  sobrexpresado  en  células  B  luego  de  la

estimulación con CD40 ligando (Lurton et al. 1999; Maeda et al. 2006). 

TMEM176B comparte una estructura similar con TMEM176A (o HCA 112), con quien presenta un

28.5% de identidad en rata y  32% en ratón  (Louvet  et  al.  2005).  TMEM176A fue identificado

inicialmente como un autoantígeno tumoral presente en pacientes con carcinoma hepatocelular,

atribuyéndosele  un  posible  rol  en  la  inmunoevasión  por  parte  del  tumor  (Wang et  al.  2002).

Además, se lo encontró como un transcripto sobreexpresado en los túbulos proximales del riñón

de  ratones  que  presentaban  proteinuria,  apareciendo  junto  con  genes  involucrados  en  el

metabolismo, vías de degradación o en la regulación de la inflamación (Nakajima et al. 2002). Es

interesante que estos dos genes se encuentran adyacentes en el mismo cromosoma, comparten

un patrón de expresión y regulación similar y existe evidencia de que interactúan físicamente entre

si  formando  multímeros  (Louvet  et  al.  2005;  Condamine  et  al.  2010).  Imágenes  de

inmunofluorescencia han revelado una co-localización intracelular de ambas proteínas, y  se ha

demostrado la sobreexpresión de TMEM176A en células deficientes en TMEM176B, sugiriéndose

un mecanismo de compensación funcional (Drujont et al. 2016). 
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TMEM176A y B son miembros distantes de la familia de proteínas MS4A (membrane-spanning 4-

domain family, subfamily A), la cual tiene 18 miembros hasta el momento, destacándose a CD20 y

FcεRIβ. Si bien algunos de sus miembros tienen funciones ampliamentes descritas, la función de

muchas proteínas de la familia MS4A es pobremente conocida, sugiriéndose que comprenden un

conjunto de proteínas adaptadoras y reguladores del  transporte iónico  (Eon Kuek et al.  2015).

TMEM176A  y  B comparten  características  con  el  resto  de  las  proteínas  de  la  familia  MS4A,

atraviesan la membrana cuatro veces, tienen un tamaño similar, y una organización intrón-exón de

sus genes también parecida (Figura 1.4.) (Eon Kuek et al. 2015). Un análisis de secuencia predice

que TMEM176B presentaría un motivo ITIM (dominio de inhibición basado en tirosinas) en una de

sus colas citoplasmáticas, estos motivos clásicamente se asocian a la propagación intracelular de

señales inhibidoras, sin embargo la relevancia biológica en este caso resta ser explorada (Eon Kuek

et al. 2015). Los genes MS4A se encuentran en la mayoría de los grupos de vertebrados, mientras

que los Tmem176 solo en mamíferos y peces óseos (Zuccolo et al. 2010). 

A-                                                                                                            B-

37

Figura 1.4. Estructura de TMEM176A y B. A- Se muestra un diagrama de la topología consenso de la familia de 
proteínas MS4A, destacándose las características más relevantes B- Se representa un esquema de la disposición de 
TMEM176A y B en la membrana citoplasmática, nótese que TMEM176B presentaría un dominio ITIM (dominio de 
inhibición basado en tirosinas) en una de sus colas citoplasmáticas. Imágenes adaptadas de Eon Kuek et al. 2015. 



Tanto TMEM176A como TMEM176B pueden ser consideradas proteínas de expresión ubicua en

mamíferos,  no estando restrigidas a  ningún tejido en particular  en las especies estudiadas.  La

expresión de TMEM176A estaría regulada, al menos en parte, a nivel epigenético, mostrándose

una  asociación  entre  la  hipermetilación  del  promotor  y  una  disminución  de  transcriptos  de

Tmem176a en algunas lineas y tejidos tumorales (Wang et al. 2017; Gao et al. 2017). La expresión

de transcriptos de Tmem176a y  b en tejidos de rata y ratón fue analizada en diferentes trabajos

utilizando PCR cuantitativa, encontrándose que, en lineas generales, se expresa preferencialmente

en tejidos linfoides (Louvet et al. 2005; Condamine et al. 2010). La expresión del ARN mensajero de

Tmem176a en ratón sigue exactamente el mismo patrón que para  Tmem176b (Condamine et al.

2010). En humano existe una expresión alta del ARN mensajero para ambas proteínas en riñón,

hígado,  colon,  intestino  delgado  y  ovario,  además,  los  transcriptos  de  Tmem176b también  se

encontraron presentes en gran cantidad en pulmón, cerebro y timo (Cuajungco et al. 2012). 

A nivel de leucocitos, en el trabajo de Louvet et al. (2005) la mayor expresión de TMEM176B en

rata fue encontrada en células dendríticas, particularmente en la subpoblación CD4+, y macrófagos

peritoneales. En contraste, se encontraron niveles bajos de expresión en monocitos y células B y

no se pudo detectar expresión en otras células de la línea linfoide como linfocitos NK y diferentes

subtipos de células T (Louvet et al. 2005). 

En  ratón  se  mostró  un  patrón  de  expresión  similar,  encontrándose  una  expresión  mayor  de

TMEM176A y B en células dendríticas derivadas de médula ósea (BMDC) y células dendríticas

convencionales CD11b/c+ (Condamine et al. 2010). En un trabajo reciente se ha evidenciado una

expresión preferencial de los transcriptos para Tmem176a y b en células que presentan el factor de

transcripción RORγt: células Tγδ e ILC3 de ratón, y células Th17 de ratón y humanas (Drujont et al.
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2016).  Esto es coherente con un estudio que señala a  Tmem176a y  b como parte de un grupo

restringido de 11 genes cuya expresión depende del factor de transcripción RORγt en células Th17

(Ciofani  et  al.  2012).  En concordancia con esto,  una sobreexpresión de ambos homólogos fue

encontrada en muestras de sangre total de pacientes con esclerosis múltiple, una enfermedad con

un fuerte componente inflamatorio y en la cual se sospecha el rol patogénico de las células Th17

(Nickles et al. 2013). Hasta donde se tiene conocimiento, el patrón de expresión de TMEM176A y B

no fue analizado en otras células del sistema inmunitario en humanos.  

En lo que refiere a su localización intracelular, en una primera instancia se describió la presencia de

TMEM176B en el endofagolisosoma de células dendríticas y en el área perinuclear de las mismas

(Louvet et al. 2005; Segovia et al. 2014). Recientemente se mostró la colocalización de TMEM176B,

presente en el área perinuclear, con proteínas del aparato de Golgi en células Th17, DCs derivadas

de monocitos humanos y células HeLa. Actualmente se postula que TMEM176B se concentraría en

vesículas asociadas a la red trans Golgi de donde pueden emanar al (o ser recicladas del) sistema

endosomal. Estudios de inmunofluorescencia mostraron una fuerte colocalización de TMEM176A y

B en el área perinuclear, reminiscente al aparato de Golgi, así como en un marcado puntiforme,

que podría corresponder a estructuras tipo vesículas, dispersas en el citoplasma  (Drujont et al.

2016). 

Tomado en conjunto, parece claro que TMEM176A y B presentan un patrón idéntico de expresión

en los tejidos y células estudiadas, tanto en roedores como en humanos, así como una misma

localización  intracelular.  Además,  se  ha  evidenciado  que  la  expresión  de  TMEM176A  está

significativamente aumentada en células Th17 TMEM176B-/-, pudiendo ser este un mecanismo

para compensar la pérdida de una de ellas y preservar su función compartida (Drujont et al. 2016).
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Alteraciones en estos patrones de expresión parecen estar relacionadas con patologías como el

cáncer (Cuajungco et al. 2012).    

En  cuanto  a  su  función,  TMEM176B  fue  identificado  por  estar  sobreexpresado  en  células

infiltrantes en transplantes tolerados, lo que sugiere que puede estar involucrada en mecanismos

activos de tolerancia, siendo una molécula asociada a inmunoregulación (Louvet et al. 2005). La

expresión de TMEM176A y B en BMDC disminuye luego de un estímulo inflamatorio, y la inhibición

de la  expresión  de  estas  proteínas  en células  dendríticas  inmaduras  aumenta  la  expresión  de

moléculas coestimuladoras y su capacidad de inducir proliferación, estando vinculada entonces a

mantener el estado inmaduro de células dendríticas (Condamine et al. 2010). En relación con esto,

Tmem176a y b han sido descritos como genes expresados diferencialmente en células dendríticas

migratorias  capaces  de  disminuir  la  respuesta  a  vacunas,  reforzando  su  papel  en  evitar  la

activación de células dendríticas (Anandasabapathy et al. 2014). Cabe destacar que TMEM176A y B

se expresan también en células no inmunes, por lo que deben tener otra función más allá de esta.  

Recientemente, nuestro grupo ha caracterizado la función molecular de esta proteína. En estudios

electrofisológicos realizados en oocitos de Xenopus la sobreexpresión de TMEM176B se asoció a

una corriente de cationes monovalentes en respuesta a una disminución del pH, actuando como

un canal de cationes no selectivo (Segovia et al. 2014).  La co-sobreexpresión de TMEM176A y B

provocaría una corriente mayor que la encontrada para TMEM176B individualemente (Drujont et

al. 2016). Como se mencionó antes, TMEM176B se localiza a nivel de la membrana de endosomas

y fagosomas en DCs, donde tiene función en la regulación del pH fagosomal, DCs TMEM176B -/-

muestran un pH fagosomal alcalino mientras que las salvajes presentan un pH fagosomal neutro

(Segovia  et  al.  2014).  Estos  resultados  serían  compatibles  con  un  rol  de  TMEM176B  como
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responsable del flujo de cationes desde la luz del fagosoma hacia el citosol, favoreciendo entonces

la actividad de la ATPasa vacuolar y la acidificación de la luz fagosomal. En un modelo de trasplante

en rata, se demostró que TMEM176B promueve el procesamiento y la presentación cruzada de

antígenos  del  órgano  trasplantado  por  BMDCs  tolerógenas  favoreciendo,  de  esta  manera,  el

desarrollo de tolerancia (Segovia et al. 2014). Esto hace suponer que TMEM176B podría tener una

función central en la presentación cruzada de antígenos por DCs, y en el vínculo entre la respuesta

inmune innata y adaptativa. Además, en un modelo de ratón deficiente en TMEM176B generado

por el grupo de Tokuhisa T, se encontró que aproximadamente un 65 % de los animales presentan

ataxia severa (Maeda et al. 2006). Fenotipos similares han sido encontrados en ratones deficientes

en canales iónicos. 

Como se mencionó antes las corrientes de iónes en el citoplasma pueden regular la activación del

inflamasoma  NLRP3.  Sin  embargo,  la  identidad  molecular  de  los  canales  involucrados  en  la

regulación  de  la  homeostásis  iónica  responsables  de  la  activación  de  los  inflamasomas  es  en

muchos casos desconocida (Triantafilou et al. 2014). Resultados no publicados de nuestro grupo de

trabajo muestran a TMEM176A y B como canales iónicos capaces de regular al inflamasoma Nlrp3

tanto in vitro, como in vivo en modelos tumorales y de infección viral en ratones. 

En  este  sentido,  existe  un  vínculo  interesante  y  poco  explotado  entre  el  inflamasoma,  el

procesamiento  de  antígenos  y  la  respuesta  inmune  adaptativa.  En  este  eje  creemos  que

TMEM176A  y  B  podrían  ocupar  un  papel  central,  ya  que  se  ha  mostrado  su  función  en  la

regulación iónica, el procesamiento de antígenos y la activación del inflamasoma en células claves,

como son las  células  dendríticas.  Además,  existen evidencias  que sugieren  la  participación de

TMEM176A y B en fenómenos de los cuales participaría la respuesta inmune adaptativa, como ser:
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el cáncer, las enfermedades autoinflamatorias y la respuesta a vacunas.

La  expresión  de  TMEM176A  y  B  ha  sido  asociada  a  cáncer.  Se  han  evidenciado  cantidades

aumentadas de ambas proteínas en linfoma, y de TMEM176A en carcinoma de pulmón humanos,

cuando se compara con tejidos normales. También alteraciones en la relación entre TMEM176A y

B  se  encontraron  en  cáncer  de  mama,  hígado,  tejido  linfoide  y  piel  (Cuajungco  et  al.  2012).

TMEM176B  se  ha  encontrado  sobre-expresado  en  células  endoteliales  tumorales,  estando

relacionado  a  la  migración  de  estas  células  (Otsubo  et  al.  2014).  Más  recientemente,  se  ha

encontrado  una  disminución  en  la  expresión  de  TMEM176A  en  lineas  celulares  y  muestras

primarias de cáncer de esófago y colorectal, comparado con tejidos normales; y se ha asociado la

misma a parámetros clínicos relevantes (Wang et al. 2017; Dan Gao et al. 2017).  
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OBJETIVOS GENERALES 

En este trabajo nos propusimos profundizar de manera general en la biología de TMEM176A y B.

Para  esto  dividimos  el  trabajo  en  dos  enfoques  distintos  pero  complementarios.  Como  se

mencionó antes, nuestro grupo de trabajo ha logrado mostrar que TMEM176A y B son reguladores

negativos del inflamasoma Nlrp3 y que esto tiene profundas implicancias en modelos tumorales en

ratón. En estos trabajos el foco siempre se ha puesto en el papel de estas proteínas en células de la

inmunidad, orquestando la respuesta inmune innata y adaptativa en torno al tumor. Sin embargo,

varios trabajos muestran una expresión alterada de TMEM176A y/o B en la propia célula tumoral.

En este sentido, nos pareció interesante estudiar que función estarían cumpliendo estas proteínas

en la célula cancerosa y cuales podrían ser las implicancias de cambios en la expresión de estos

homólogos para la biología de la misma. 

Por  otro lado,  en lo  que refiere a  su función en la  célula  dendrítica,  la regulación que ejerce

TMEM176B sobre el pH fagolisosomal puede tener fuertes implicancias en el procesamiento de

antígenos y la consecuente respuesta adaptativa de células T. Para profundizar en este aspecto

aprovechamos  la  disponibilidad  de  ratones  Tmem176b-/- y  realizamos  ensayos  in  vitro de

presentación  de  antígenos,  así  como ensayos  in  vivo de  infección,  en  el  contexto  de  la  poco

comprendida respuesta inmune adaptativa a Leptospira spp. 

OBJETIVOS GENERALES

– Estudiar la expresión y función biológica, así como su potencial como blanco terapeútico,

de TMEM176A y B en el contexto de la LLC.

– Generar  conocimiento  y  desarrollar  herramientas  que  contribuyan  al  estudio  de  la
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respuesta inmune mediada por células contra Leptospira spp, y evaluar, en este contexto, el

rol de la molécula inmunoreguladora Tmem176b.

44



CAPÍTULO II: TMEM176A regula la activación del inflamasoma y la muerte celular

por piroptosis en la Leucemia Linfoide Crónica progresiva

2.1. INTRODUCCIÓN

2.1.1. MECANISMOS TUMORALES DE INMUNOREGULACIÓN

El  cáncer  es  una  de  las  principales  causas  de  muerte  en  el  mundo  occidental,  precedido

únicamente por las enfermedades cardiovasculares, y  Uruguay no es una excepción (Globocan

2018). Presenta características distintivas que son adquiridas de forma secuencial en el desarrollo

del tumor, como la capacidad de mantener una proliferación crónica y la resistencia a la muerte

celular (Hanahan & Weinberg 2011). Además, las células tumorales desarrollan mecanismos para

evadir el ataque por el sistema inmune (Vinay et al. 2015). Para lograr esto, los tumores no crean

un  conjunto  nuevo  de  mecanismos  desde  cero,  sino  que  exageran  patológicamente  circuitos

reguladores normales que controlan la tolerancia a lo propio.

Paul Ehrlich fue uno de los primeros en proponer el concepto de que el sistema inmune es crítico

en la protección del individuo contra el cáncer (Ehrlich 1909). Más tarde, Frank MacFarlane Burnet

y Lewis Thomas postularon la hipótesis de la inmunovigilancia del cáncer, donde manifestaban que

las células del  sistema inmune podían detectar y destruir las células tumorales, previniendo la

manifestación clínica del tumor (Burnet 1970). El término inmunovigilancia ha evolucionado a un

concepto más complejo y amplio, el de inmunoedición del cáncer, que se define por tres eventos

claves: eliminación, equilibrio y escape (Dunn et al. 2002; Quezada et al. 2011). En la primera fase

de eliminación, los sistemas inmunes innato y adaptativo actúan juntos para erradicar el tumor en

desarrollo (Quezada et al. 2011). 
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Aún no es del todo claro como el sistema inmune reconoce a las células tumorales y se activa en

respuesta  a  ellas.  Se  cree  que  señales  de  peligro  (DAMPs),  liberadas  por  células  tumorales

moribundas  o  recientemente  transformadas,  son  importantes  para  activar  el  sistema  inmune

(Chow et al. 2012). En este sentido, evidencia reciente indicaría que el ADN derivado del tumor,

sensado por la vía del gen inductor de interferón (STING), sería el principal DAMP responsable de

desencadenar la respuesta anti tumoral (Woo et al. 2015). Estas señales de peligro pueden ser

reconocidas por células de la inmunidad innata, las que pondrían en funcionamiento mecanismos

efectores contra el tumor (Woo et al. 2015). Además de permitir un control incial, la respuesta

inmune innata es fundamental para activar respuestas de células T CD4+ y CD8+ antitumorales. 

Si la eliminación no es completamente exitosa, se entra en la fase de equilibrio. En esta fase las

células  tumorales  experimentan  cambios  que  ayudan  a  su  supervivencia.  Los  tumores  son

moldeados por el ambiente inmunológico en el que se forman, lo que conduce normalmente a la

generación  de  tumores  que  son  capaces  de  resistir  los  mecanismos  de  erradicación  tumoral,

mediados por el sistema inmune, y crecer hasta ser clínicamente detectables, entrando en la fase

de escape (Dunn et al. 2002). La capacidad de evadir al sistema inmune puede deberse a: una

inmunogenicidad reducida, una resistencia a los mecanismos citotóxicos de las células inmunes y/o

a la generación de una red inmunoreguladora. A continuación nos centraremos en este último

punto. 

En  la  inmunoregulación  inducida  por  el  tumor  participan  células  inmunosupresoras  así  como

factores solubles, proteínas de membrana y proteínas intracelulares. Varios factores producidos

por células tumorales, y células del sistema inmune, como el factor de crecimiento del endotelio

vascular (VEGF), el factor de crecimiento transformante β (TGF- β), la interleuquina 10 (IL-10) y la
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prostaglandina E2, contribuyen al establecimiento de un microambiente inmunoregulador (Chow

et al. 2012; Bhatia & Kumar 2011). Además, varias células del microambiente tumoral participan

también  de  este  fenómeno.  Entre  estas,  se  encuentran:  las  células  T  reguladoras,  las  células

mieloides supresoras (MDSCs), macrófagos M2 asociados al tumor y células estromales (Vinay et
47

Figura 2.1. Fase de escape de la inmunoedición de cáncer.  Las células tumorales que sobreviven y logran 
escapar al proceso de eliminación son capaces de evadir el reconocimiento inmunitario. Esto lo logran a través 
de la pérdida de antígenos tumorales, MHC de clase I, o moléculas coestimuladoras, la expresión de moléculas 
de resistencia aumentada (STAT-3), supervivencia (molécula anti-apoptótica bcl2) e inmunosupresión (IDO, TDO, 
PD-L1, galectina-1/3/9, CD39, CD73, y receptores de adenosina) y al secretar citoquinas, como VEGF, TGF-β, IL-
6, y M-CSF, que favorecen la angiogénesis. Además, las MDSCs, los macrófagos M2 y las DCs también pueden 
expresar moléculas inmunorreguladoras como la arginasa, iNOS, e IDO, y secretar citoquinas inmunosupresoras, 
como IL-10 y TGF-β, que pueden inhibir la proliferación de células T CD8+ o inducir su apoptosis. Las MDSC y las 
DC que expresan IDO también inducen la generación de células T reguladoras. IDO, arginasa, CD39 y CD73 son 
enzimas inmunorreguladoras. IDO cataboliza el triptófano a quineurina, la arginasa cataboliza L-arginina a 
ornitina y urea, y CD39 convierte ATP a AMP que puede ser luego metabolizado a adenosina por CD73. La 
adenosina se puede unir a receptores de adenosina, expresados en células tumorales, células endoteliales y 
células inmunitarias. Las células T, incluidas las Treg, pueden expresar receptores inhibitorios, como PD-1, CTLA-
4, Tim-3 y LAG-3, que suprimen la respuesta inmune contra el cáncer y favorecen el crecimiento tumoral. En la 
fase de escape, el equilibrio está inclinado hacia la progresión del tumor principalmente debido a la presencia 
de citoquinas y moléculas inmunosupresoras, como las antes mencionadas. Figura tomada de Mittal et al. 2014.



al. 2015).

Las  células  tumorales,  y  otras  células  del  micorambiente  tumoral,  expresan  una  variedad  de

moléculas  inmunosupresoras  como  TGF-β,  IL-10,  IDO,  iNOS,  ROS,  arginasa  y  VEGF,  las  cuales

suprimen directamente DCs o células T efectoras (Figura 2.1.) (Vinay et al. 2015). Las citoquinas

TGF-β e  IL-10  pueden  inducir  células  inmunes  con  función  inmunosupresora,  como  DCs

reguladoras y Tregs. Las DCs reguladoras o tolerogénicas a su vez inducen células Tregs, lo cual

amplifica la construcción de un microambiente tumoral inmunosupresor (Domogalla et al. 2017).

Las células presentadoras de antígeno, reclutadas por el ambiente inmunoregulador del tumor, son

entonces ideales para favorecer el remodelamiento del tejido y la sanación de heridas, pero no son

efectivas para la inducción de respuestas antitumorales eficientes. 

Otro  mecanismo  por  el  cual  las  células  tumorales  pueden  regular  la  respuesta  inmune  es  al

aumentar  la  expresión  de  moléculas  co-inhibidoras,  como el  ligando del  receptors  de  muerte

programada 1 (PD-L1) y CTLA-4 (Giuroiu & Weber 2017). Estas moléculas funcionan como señales

de control inmune. Por ejemplo, la unión de PD-L1 a PD-1 en células T activadas resulta en la

anergia  de las  células  T  o  en la  muerte  de las  mismas,  reduciendo la  actividad  antitumoral  y

promoviendo  el  crecimiento  del  tumor.  Se  han  reportado  altos  niveles  de  PD-L1  en  células

tumorales, así como células mieloides asociadas al tumor humanas, constituyendo un importante

mecanismo  de  inmunoescape  (Giuroiu  &  Weber  2017).  Estos  descubrimientos  llevaron  el

desarrollo de estrategias terapéuticas de bloqueo del eje PD-1/PD-L1, que han sido exitosas en

sobrepasar este mecanismo de tolerancia (Page et al. 2014). Las células tumorales también pueden

inducir la apoptosis de células T efectoras de manera directa. Se ha reportado la expresión de Fas

ligando  (FasL)  y  la  sobreexpresión  de  galectina-1,  así  como  de  TRAIL  y  RANTES,  en  células
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transformadas, todas moléculas que serían capaces de inducir la apoptosis de células T específicas

antitumorales (Vinay et al. 2015).  

Como  vimos,  las  células  efectoras  del  sistema inmune  se  encuentran  con  varios  mecanismos

supresores  mediados  por  las  propias  células  tumorales,  pero  también  deben  enfrentar

mecanismos mediados por células asociadas al tumor. Por ejemplo, las MDSCs pueden producir

óxido nitrico, arginasa-1 y especies reactivas del oxígeno, los cuales son inmunosupresores (Shou

et al. 2016). Los macrófagos asociados al tumor producen TGF-β y VEGF, que pueden inhibir tanto

células T como células dendríticas (Ruffel  et al.  2015). A su vez, células Treg activadas pueden

producir  IL-10 y  TGF-β,  que suprimen directamente a células  T  efectoras  (Roychoudhuri et  al.

2015). Las células Treg también pueden inhibir la expresión de moléculas de coestimulación como

CD80 y CD86 en DCs locales, volviéndolas células presentadoras de antígeno tolerógenas. A su vez,

cuando  las  células  T  se  intentan  activar,  su  propia  producción  de  IFN-γ y  otras  citoquinas

inflamatorias  pueden  aumentar  la  expresión  de  IDO  y  PD-L1  por  células  dendríticas,  como

mecanismo de contra regulación (Roychoudhuri et al. 2015). 

La  desregulación de la  respuesta inflamatoria  juega un  rol  central  en el  desarrollo  del  tumor,

incluído su inicio, promoción, progresión, y metástasis, así como en la respuesta al tratamiento. El

infiltrado inflamatorio puede mediar funciones tanto anti- como pro- tumorales. Esto último se

explica por diferentes mecanismos. Por ejemplo, las células inflamatorias infiltrantes del tumor

pueden  favorecer  su  desarrollo  a  través  de  la  inducción  de  angiogénesis,  producción  de

mediadores  inflamatorios que promueven la proliferación celular,  o  facilitando la metástasis  al

remodelar la matriz extracelular (Elinav et al. 2013). De hecho, ciertos infiltrados inflamatorios se

han asociado a un mal pronóstico en pacientes con cáncer (Rusakiewicz et al. 2013).
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Si  bien hay consenso en cuanto a que existe un fuerte vínculo entre inflamación y cáncer, los

inflamasomas, actores centrales de la inflamación, tienen roles contradictorios en múltiples facetas

de la oncogénesis.  Por un lado afectan positivamente vías autónomas de muerte celular en la

célula cancerosa y potencian la inmunovigilacia tumoral, y por otro  también estimulan procesos

autócrinos y parácrinos  que favorecen la inflamación carcinogénica,  el  crecimiento tumoral,  la

metástasis y  la angiogénesis (Zitvogel et al. 2012; Kolb et al. 2014; Lin & Zhang 2017). En células

presentadoras  de  antígeno  los  inflamasomas  pueden  estimular  respuestas  inmunes  anti-

tumorales. Además, la actividad de los inflamasomas aumenta la eficiencia de ciertos tipos de

quimioterapias (Ghiringhelli et al. 2009). 

El papel de los inflamasomas en el establecimiento o control de mecanismos inmunoreguladores

en cáncer  es  poco comprendido.  Esta  ambigüedad en  torno al  rol  de  los  inflamasomas  y  sus

productos, altamente dependiente del contexto, dificulta llegar a un acuerdo en cuanto a si inhibir

o activar el inflamasoma es beneficioso en relación a la terapia del cáncer, por lo cual ampliar el

conocimiento en esta área sería ampliamente favorable y ayudaría a comprender esta intrincada

relación  entre  el  sistema  inmunitario  y  el  cáncer.  Hoy  en  día  está  más  que  demostrado  que

estrategias que contrarrestan mecanismos de inmunoregulación establecidos por el tumor pueden

ser de amplia utilidad clínica, y en este punto actores que participen de la respuesta inflamatoria

pueden ser claves. Una situación fisopatológica donde la biología del microambiente tumoral, la

inflamación y el rol de la IL-1β están poco caracterizados y podrían tener un papel relevante, es en

la leucemia linfoide crónica (LLC). 

2.1.2. LEUCEMIA LINFOIDE CRÓNICA (LLC)
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La  leucemia  linfoide  crónica  (LLC)  es  la  leucemia  más  común  entre  los  adultos  en  países

occidentales. Se caracteriza por la acumulación lenta y progresiva de linfocitos B maduros clonales

en  médula  ósea,  sangre  periférica,  bazo  y  ganglios  linfáticos.  La  evolución  de  la  enfermedad

presenta un curso extremadamente variable, con rangos de sobrevida que van de meses a años. La

edad media de diagnóstico se sitúa entre los 62 y 72 años con una incidencia mayor en hombres

que  en  mujeres  (Hallek  2015).  La  incidencia  de  la  LLC  varía  con  la  composición  étnica  de  la

población  estudiada,  en  nuestro  país  la  tasa  de  incidencia  anual  oscila  en  el  entorno  de  4-

5/100.000 habitantes/año en la población adulta, con una media etaria de 72 años y un rango de

edad entre 35-90 años, con una relación 2:1 de hombres respecto a mujeres (Bezares et al. 2009).

Estas tasas de incidencia son similares a las presentes en europa occidental.

Típicamente  la  LLC  es  detectada  a  través  de  un  hemograma  de  rutina  en  ausencia  de

sintomatología. Para su diagnóstico es necesario que el individuo presente una linfocitosis de al

menos 5x109/L, así como una población de células B clonales con un inmunofenotipo particular,

portando entre otros el antígeno CD5 (Hallek et al. 2015). Han ocurrido grandes progresos en lo

que refiere al tratamiento de la enfermedad, pudiendo obtenerse su remisión, sin embargo, los

pacientes con frecuencia recaen, por lo cual se considera que permanece como incurable.          

Una de las mayores dificultades que presenta el tratamiento de la LLC es su heterogeneidad clínica

y  molecular.  El  curso  de  la  enfermedad  es  variable,  pudiéndose  distinguir  por  lo  menos  tres

situaciones diferentes. Algunos pacientes permanecen indolentes para la enfermedad, mantienen

un promedio de vida similar  al  del  resto de la población y mueren por causas no ligadas a la

misma. Otro grupo debuta con una enfermedad agresiva y tienen necesidad de tratamiento desde

el momento del  diagnóstico. Por último, otro tercio de los pacientes comienza con un periodo
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indolente  y  por  causas  desconocidas  entran  en  un  período  de  agravación.  Las  principales

estrategias  de tratamiento se  han centrado en disponer  desde el  diagnóstico  de criterios  que

permitan  evaluar  el  riesgo  individual  de  progresión  con  el  fin  de  determinar  la  estrategia

terapéutica más adecuada.

Recientemente, se han hecho progresos en la identificación de marcadores biológicos que puedan

predecir  la  progresión  de  la  LLC.  En  particular,  la  expresión  de  genes  no  mutados  de

inmunoglobulinas,  algunas  anormalidades  citogenéticas  como  las  deleciones  17p  y  11q  y  la

expresión de la proteína 70 asociada a zeta (ZAP-70) se vinculan a un peor pronóstico (Bianchi et

al. 2012). Existen dos sistemas de clasificación de riesgo, el sistema de Rai y el de Binet, donde los

pacientes  se  clasifican  mediante  exámen  físico  y  hemogramas  en  categorías,  teniendo  cada

categoría una sobrevida asociada. El sistema propuesto por Binet en 1977 clasifica a los pacientes

en tres categorías en función de su pronóstico: bueno, intermedio y severo (estadio A,  B y C,

respectivamente) (Binet et al. 1977).

Unos  de  los  objetivos  principales  en  el  campo  de  la  LLC  es  encontrar  una  explicación  a  la

heterogeneidad en el pronóstico de la enfermedad, que pueda proporcionar indicios en cuanto al

surgimiento  de  la  misma y  su progresión.  Durante  muchos  años  se  creyó que  a  pesar  de las

diferencias en cuanto a la evolución de la enfermedad entre pacientes, esta se caracterizaba por la

acumulación progresiva de linfocitos  B en sangre  periférica donde casi  no existía  proliferación

tumoral. Hoy en día es claro que parte de las diferencias en cuanto al pronóstico está asociada a un

delicado equilibrio entre poblaciones quiescentes y proliferantes del mismo clon leucémico en el

mismo paciente (Chiorazzi 2007).
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Por otra parte, en los últimos años el microambiente tumoral ha cobrado un protagonismo central

en la LLC apareciendo como determinante en la evolución de la enfermedad y siendo el blanco de

nuevas  estrategias  terapéuticas.  Cuando  linfocitos  B  leucémicos  son  colocados  en  cultivo

experimentan apoptosis, sugiriendo el rol de señales presentes en el microambiente tumoral en la

supervivencia y proliferación de las células leucémicas (Caligaris-Cappio et al. 2014). Si bien se está

comenzando a comprender cuales son los genes, moléculas y células que están involucradas en la

interacción  con  el  microambiente  y  que  papeles  cumplen,  todavía  quedan  por  elucidar  los

mecanismos moleculares mediante los cuales se promueve la acumulación/proliferación de las

células tumorales. 

Se  considera  que  la  inflamación  estaría  involucrada  en  el  inicio  y  progresión  de  la  LLC.  La

producción  de  citoquinas  y  quimioquinas  pro-inflamatorias,  acompañado  por  la  activación

intracelular  de  vías  pro-inflamatorias,  sugieren  que  la  inflamación  crónica  contribuye  a  la

fisiopatología  y  sintomatología  de  la  LLC.  La  activación  del  proceso  inflamatorio  crónico,

característicamente encontrado en LLC, proporciona a las células tumorales ventajas en cuanto a

su  supervivencia  y  estimula  el  clon  leucémico.  La  activación  constitutiva  de  reguladores  pro-

inflamatorios intracelulares como  NF-kB y STAT3 contribuye con esta inflamación crónica mediante

la inducción de citoquinas inflamatorias como la IL-6, cuyas actividades están potenciadas por el

diálogo entre las células de LLC y su microambiente, resultando en las anormalidades cualitativas y

cuantitativas encontradas en la enfermedad (Rozovski et al. 2013).  

El estudio de los mecanismos involucrados en la inflamación asociada a la LLC son importantes en

la comprensión de la enfermedad y la búsqueda de nuevas estrategias terapeúticas. Si bien parece

existir un consenso en cuanto a que mayor inflamación determina un peor pronóstico, el rol de los
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inflamasomas en esta enfermedad es desconocido y la IL-1β aparece como controversial  en la

literatura, con trabajos que de manera contra-intuitiva sugieren que niveles bajos de esta potente

citoquina proinflamatoria en sangre periférica se vincularía a un peor pronóstico (Yan et al. 2011).

En lo que refiere al balance entre proliferación y muerte celular, aspecto determinante en el curso

de la enfermedad, se sabe que la células de LLC son resistentes a la apoptosis, pero otras formas

de muerte se encuentran poco exploradas. 

La resistencia a la apoptosis es una de la características principales del cáncer, y en varios tipos de

tumores existe una sobreexpresión de proteínas anti-apoptóticas, lo que además de sostener la

superviviencia  del  clon  maligno impacta  en  la  progresión  de  la  enfermedad y  la  respuesta  al

tratamiento (Hanahan & Weinberg 2011).  La familia de proteínas BCL2 tienen un rol central en la

regulación de la  muerte  celular,  y  BCL2 (B-cell  lymphoma 2)  fue  el  primer  gen  anti-apotótico

descubierto (Tsujimoto et al. 1985). En cáncer, la proteína anti-apoptotica BCL2 es sobreexpresada

a través de diversos mecanismos y en LLC esto es común a la gran mayoría de los pacientes. En la

LLC la alteración citogenética más común es
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Figura 2.2. Apoptosis y mecnaismo de acción del Venetoclax. 
Esta figura muestra las interacciones claves entre las moléculas 
que regulan la vía mitocondrial de la apoptosis, y muestra 
cómo el venetoclax induce este proceso al actuar como un 
mimético de BH3 capaz de inhibir BCL2. La apoptosis se 
produce cuando BAX y BAK se activan, esto lleva a la 
despolarización de la membrana, mitocondrial externa, la 
liberación de citocromo C y la activación de caspasas, que 
finalmente destruyen la célula. En células sanas, BAX y BAK se 
mantienen en un estado inactivo a través de la inhibición por 
BCL2 y proteínas similares (incluyendo MCL1 y BCLxL). La 
represión de BAX y BAK se libera por la acción de las proteínas 
solo BH3 (incluidas BIM, BAD, PUMA y PMAIP1) cuando las 
células sufren un estrés grande, como el daño al ADN. Las 
células de la LLC mantienen altos niveles de BCL2, y La 
expresión de MCL1 y BCLxL aumenta cuando son estimuladas 
por factores de crecimiento ambientales, como el CD40 
ligando, por lo que estas células tienen una capacidad 
disminuida de activar la apoptosis. El venetoclax actúa como 
un imitador de proteínas solo BH3, uniéndose a BCL2, y 
permitiendo así la activación de BAX para iniciar la apoptosis. 
Figura tomada de Roberts et al. 2017.



la  deleción 13q14,  dentro de la  región  mínima deletada se  encuentra los  microARNs  15 y  16

represores  de  BCL2  (Cimmino  et  al.  2005).  Además,  la  hipometilación  de  BCL-2  debido  a

desregulaciones epigenéticas también contribuye a su sobreexpresión (Cahill et al. 2013). 

La muerte celular depende del  balance entre proteínas pro-apoptóticas y anti-apoptoticas.  Las

moléculas anti-apoptóticas como BCL2, MCL-1 y BCLxL, evitan la cascada apoptótica en células

sanas al mantener bajo control proteínas activadoras y efectoras como BAK y BAX. La apoptosis se

previene por la formación de heterodímeros mediante la unión de dominios BH3 presentes en las

proteínas pro-apoptoticas a depresiones hidrofóbicas presentes en las proteínas anti-apoptoticas.

Cuando las células ya no son necesarias, o sufren un estrés significativo, la muerte por apoptosis se

inicia  debido  a  la  activación  de  proteínas  solo  BH3  (por  ej.  BIM,  PUMA,  BAD),  antagonistas

naturales de las proteínas anti-apoptóticas. Cuando esto sucede, las proteínas solo BH3 se unen a

las depresiones presentes en las proteínas anti-apoptóticas y las proteínas BAK y BAX quedan libres

para dirigir la muerte celular, lo que logran al inducir daño mitocondrial. Dado que la unión de

proteínas  BH3 único,  como BIM, a  BCL2 es  un paso clave para iniciar  la apoptosis,  moléculas

pequeñas capaces de mimetizar su acción fueron desarrolladas para inhibir farmacológicamente a

proteínas anti-apoptóticas (Figura 2.2.). 

El Venetoclax (ABT-199) es una nueva molécula pequeña que actúa como un inhibidor potente y

selectivo de la proteína BCL2. Es utilizada en la clínica mostrando una alta eficiencia y seguridad en

el  tratamiento de la LLC,  y con resultados preliminares prometedores en la leucemia mieloide

aguda (AML) y la leucemia linfoblástica aguda (ALL). En base a un ensayo clínico de una rama que

mostró una taza de respuesta del 79%, remisión total en el 20% de los casos, y una sobrevida libre

de progresión al año estimada en 72%, la FDA y la EMA lo aprobaron en el 2016 para pacientes con
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LLC previamente tratada y deleción 17p13, así como pacientes que fallaron en el tratamiento con

inhibidores de la señalización del receptor de célula B (sólo EMA)(Deeks 2016). Las deleciones en

el brazo corto del cormosoma 17 (17p) son un potente marcador de mayor tendencia a la recaida y

menor sobrevida en estos pacientes. 

Los resultados más sorprendentes e impresionantes del venetoclax incluyen la rápida inducción de

la apoptosis en células leucémicas y una drástica reducción de la carga tumoral a las pocas horas

luego de la administración. Como mencionamos antes, BCL2 reprime la activación de BAX y BAK, el

venetoclax actúa como un mimetizador de BH3 uniendose específicamente a BCL2, esto permite la

activación y translocación de BAX y BAK a la membrana externa de la mitocondria induciendo la

liberación de citocromo C por depolarización y la posterior activación de caspasas, siendo este el

pricipal modo de acción propuesto para esta droga (Roberts et al. 2017). Además, la unión del

venetoclax libera a proteínas solo BH3, que estaban unidas a BCL2, las cuales pueden ahora unirse

a otras proteínas anti-apoptóticas como MCL1, mejorando el efecto global. 

En este trabajo nos propusimos explorar la función de TMEM176A y B en las células de LLC, regulando

el proceso inflamatorio y la muerte celular. Además, evaluamos la acción de una droga inhibidora de

la  función  de  TMEM176A  en  combinación  con  el  Venetoclax,  una  molécula  que,  como  vimos

anteriormente, ha mostrado excelentes resultados en la clínica para el tratamiento de la LLC. 
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2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

– Evaluar  la  expresión  de  TMEM176A  y  B  en  muestra  de  PBMCs  de  pacientes  con  LLC

indolente y progresiva

– Estudiar la activación del inflamasoma y la muerte por piroptosis en células de LLC

– Evaluar la capacidad de TMEM176A de regular la activación del inflamasoma y la muerte de

las células leucémicas

– Determinar  si  la  inhibición  farmacológica  de  TMEM176A,  sola  o  en  conjunto  con  el

Venetoclax, podría ser una buena estrategia terapeútica en la LLC
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2.3. MATERIALES Y MÉTODOS

2.3.1. Muestras humanas

Se trabajó con células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) obtenidas a partir de muestras

de sangre de pacientes con LLC y donantes sanos. Las PBMCs de pacientes con LLC se obtuvieron

del banco de células de pacientes del Laboratorio de Investigacion en LLC del Institut Pasteur de

Montevideo y las PBMCs de donantes sanos fueron gentilmente proporcionadas por la Unidad de

Biología Celular del Institut Pasteur de Montevideo. Se dispuso de un seguimiento clínico de los

pacientes lo que permitió dividirlos, a partir de criterios clínicos y marcadores moleculares, entre

aquellos con enfermedad indolente o progresiva. 

2.3.2. Western Blot anti-TMEM176A de lisados de PBMCs de pacientes con LLC

Se generaron lisados celulares a partir de PBMCs de pacientes con LLC, para esto se resuspendió

un pellet seco de estas células en buffer RIPA con 0.1% de SDS e inhibidor de proteasas (Pierce), y a

continuación se sonicaron las muestras. 50 μg de proteína fueron migrados por electroforesis en

un gel de poliacrilamida 10% a 150 V, en condiciones reductoras (SDS-PAGE). Previo al sembrado,

las muestras  se diluyeron en buffer  de carga (β-mercaptoetanol  25%, SDS 2.5%, Glicerol  50%,

Buffer Tris-HCl 0.125 M pH 6.8, Azul de bromofenol 0.1 mg/mL) y se calentaron a 100 °C por 10

minutos para desnaturalizar las proteínas. 

Luego se realizó una electrotransferencia semi-seca a una membrana de nitrocelulosa Hybond ECL

de 0,45 μm a 20 V por 30 minutos. La membrana se bloqueó con una solución de TBS-Leche en

polvo 5% 3 h y a continuación se incubó con un anticuerpo policlonal de conejo anti-TMEM176A

(Proteintech Group Cat. No: 20378-1-AP) a una concentración de 1,43 μg/mL O.N. a 4 °C diluido en

TBS-Tween 20 0,1%-Leche en polvo 5%. Al otro día se lavó la membrana y se incubó durante 1 h a
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TA con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa a una concentración de

0,27  μg/mL  diluido  en  TBS-Tween  20  0,1%-Leche  en  polvo  5%.  Luego  se  lavó  la  membrana

nuevamente y  se  reveló con ECL (SuperSignal  West  Pico,  Thermofisher  Scientific).  Cuando fue

requerido,  las  bandas  se  cuantificaron  por  densitometría  utilizando  el  programa Image  J  y  se

normalizaron  a  la  proteína  de  expresión  constitutiva  gliceraldheído-3-fosfato-deshidrogenasa

(GAPDH), a partir de la cuantificación de las bandas obtenidas en un  Western Blot anti-GAPDH,

luego del stripping de la membrana. 

2.3.3. Western Blot anti-GAPDH

Se  realizó  el  stripping  de  las  membranas  previamente  utilizadas  para  los  Western  Blots  anti-

TMEM176A o anti-GSDMD incubándolas con guanidina 7 M por 15 minutos. Se lavó la membrana y

se bloqueó por 1 h con TBS-Leche en polvo 5%, luego se incubó por 1 h con un anticuerpo anti-

GAPDH (Sigma, Cat. Nro. G9545) a 0.2 μg/mL diluido en TBS-Tween 20 0,1%-Leche en polvo 5%. Se

lavó y se incubó con un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (Sigma)

diluido en TBS-Tween 20 0,1%-Leche en polvo 5% por 1 h. Luego se lavó la membrana nuevamente

y se reveló con ECL (SuperSignal West Pico, Thermofisher Scientific). Las bandas se cuantificaron

por densitometría  utilizando el  programa Image J  y se utilizaron para normalizar  los restantes

Western Blots.

2.3.4. Inmunofluorescencia anti-TMEM176A en PBMCs de LLC

Se colocaron PBMCs de LLC recién descongeladas y fijadas en PFA 4% en portaobjetos tratados

previamente con Poli-L-Lisina 0.01% (Sigma) y se dejaron adherir por una hora a TA. Se realizó el

bloqueo y permeabilización de las células por 15 minutos utilizando una solución de PBS-BSA 3%-

Tritón  X-100  0.1% y  luego se  las  incubó por  1  h  con el  anticuerpo policlonal  de  conejo anti-
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TMEM176A (Proteintech Group Cat. No: 20378-1-AP) a 28.6 μg/mL diluido en PBS-BSA 3%-Tritón

X-100 0.1%. Se lavaron y se incubaron 1 h con un anticuerpo secundario anti-conejo-Cy5 y un

anticuerpo anti-IgM-Cy3, diluidos en PBS-BSA 3%-Tritón X-100 0.1%. Luego se lavaron nuevamente,

se las incubó con DAPI a 1 μg/mL en PBS durante 5 minutos y se montaron en Glicerol 80%-Tris 0.1

M pH 8. Las láminas se observaron utilizando el microscopio confocal Leica DMI6000, TCS-SP5.

2.3.5.  Purificación  a  partir  de  PBMCs  de  células  CD19+  por  separación  celular  activada  por

magnetismo (MACS)

A partir de PBMCs de pacientes con LLC se realizó la purificación de células CD19+ por selección

positiva utilizando el sistema de MACS. Las células se incubaron con un volumen apropiado de

microbeads anti-CD19 humano (Miltenyi Biotec, 130-050-301) 15 minutos a 4 °C, se lavaron y se

procedió a la separación magnética utilzando columnas LS. Se separó una alícuota de células pre-

purificación y de las fracciones CD19+ y CD19- para evaluar la eficiencia de la separación. Para esto

se marcaron las distintas fracciones con un anticuerpo anti-IgM-PE 1/40 y un anti-CD5-APC 1/20

diluidos en PBS por 30 minutos a 4 °C. Se lavaron las células y se adquirieron en el citometro Cyan

ADP (DAKO). El análisis se realizó utilizando el software FlowJo. Las fracciones CD19+ obtenidas

estaban enriquecidas en más un 99 %  de células IgM+CD5+. 

2.3.6. Evaluación de caspasa-1 activa y viabilidad celular mediante citometría de flujo

Se evaluó la activación de caspasa-1 en células IgM provenientes de PBMCs de pacientes con LLC, o

donantes  sanos,  criopreservadas,  al  momento  del  descongelado,  24,  48  y  72  hs  luego  de

permanecer  en  cultivo  y  frente  a  distintos  tratamientos.  En  todos  los  casos  esto  se  realizó

mediante  citometría  de  flujo  utilizando  una  sonda  FLICA  (Fluorescent  Labeled  Inhibitors  of

CAspases) específica para la detección de caspasa-1 activa: 660-YVAD-FMK (Immunochemestry,
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Cat. Nro. 9122). Las células se incubaron, protegidas de la luz, por 30 minutos a 37 °C con la sonda

660-YVAD-FMK diluida 1/250 en PBS (se partió de una solución stock de 50 μL por vial en DMSO),

luego se lavaron con el buffer de lavado provisto en el kit y se procedió al marcado de IgM de

membrana. Para esto las células se incubaron con un anticuerpo anti-IgM-PE a 1/40 diluido en PBS-

BSA 3%-EDTA por 30 minutos en hielo y transcurrido este tiempo se lavaron nuevamente. En los

casos  donde  se   evaluó  la  viabilidad  celular  se  agregó  DAPI  a  1  μg/mL,  como  marcador  de

permeabilización de la membrana celular, inmediatamente antes de la adquisición en el citometro.

Las muestras se adquirieron en los citometros AccuriC6 (BD) o FACSArea FusionIII (BD). El análisis

se realizó utilizando el software FlowJo.  

2.3.7. Marcado de inmunofluorescencia de Caspasa-1 activa en PBMCs de LLC

PBMCs de pacientes con LLC se incubaron, protegidas de la luz, por 30 minutos a 37 °C con la

sonda 660-YVAD-FMK diluida 1/250 en PBS, para marcar caspasa-1 activa, luego se lavaron con el

buffer de lavado provisto en el kit y se fijaron por 10 minutos con PFA 4%. Las células fijadas se

dejaron adherir por 1 h a portaobjetos tratados con Poli-L-Lisina 0.01% (Sigma). Se lavaron y se

incubaron 1 h con un un anticuerpo anti-IgM-Cy3, diluido en PBS-BSA 3%-Tritón X-100 0.1%. Luego

se lavaron nuevamente, se las incubó con DAPI a 1 μg/mL en PBS durante 5 minutos y se montaron

en Glicerol 80%-Tris 0.1 M pH 8. Las láminas se observaron utilizando el microscopio confocal Leica

DMI6000, TCS-SP5.

2.3.8. Western Blot anti-GSDMD 

Se realizó un Western Blot anti-GSDMD de células CD19+ purificadas por MACS a partir de PBMCs

o PBMCs totales (con diferentes tiempos de cultivo y frente a distintos tratamientos) de pacientes

con LLC. Se generaron lisados celulares a partir de pellets secos resuspendidos en buffer RIPA con
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0.1% de SDS e inhibidor de proteasas (Pierce),  y  a continuación sonicados.  50 μg de proteína

fueron  migrados  por  electroforesis  en  un  gel  de  poliacrilamida  10%  a  120V,  en  condiciones

reductoras (SDS-PAGE). Page RulerTM Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) fue utilizado

como marcador de peso molecular. Previo al sembrado, las muestras se diluyeron en buffer de

carga (β-mercaptoetanol 25%, SDS 2.5%, Glicerol 50%, Buffer Tris-HCl 0.125 M pH 6.8, Azul  de

bromofenol 0.1 mg/mL) y se calentaron a 100 °C por 10 minutos para desnaturalizar las proteínas. 

Luego se realizó una electrotransferencia semi-seca a una membrana de nitrocelulosa Hybond ECL

de 0,45 μm a 20 V por 30 minutos. Se verificó la presencia de proteínas por tinción con Rojo

Ponceau. La membrana se bloqueó con una solución de TBS-BSA 3% por 2 h y a continuación se

incubó con un anticuerpo policlonal de conejo anti-GSDMD (Novus, Cat. No: NBP2-33422 ) a una

concentración de 0.4 μg/mL diluido en TBS-Tween 20 0,1%-BSA 1%, O.N. a 4 °C . Al otro día se lavó

la  membrana y  se  incubó durante  1  h  a  TA  con  el  anticuerpo secundario  anti-IgG  de  conejo

conjugado a peroxidasa (Sigma) a una dilución 1/2500 diluido en TBS-Tween 20 0,1%-BSA 1%.

Luego se lavó la membrana nuevamente y se reveló con ECL.    

2.3.9. Cultivo de PBMCs de pacientes con LLC

PBMCs  aisladas  a  partir  de  sangre  periférica  de  pacientes  con  LLC  criopreservadas  se

descongelaron  y  se  realizó  el  cultivo  de  las  mismas  por  6,  24,  48  o  72  h  en  medio  RPMI

complementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), L-glutamina 2 mM, penicilina 100 μg/ml,

estreptomicina 100 μg/ml, amortigudor HEPES 1%, aminoácidos no esenciales 1% (v/v) y  piruvato

de sodio 1% (v/v). Se mantuvieron en atmósfera húmeda a 37 °C y 5% de CO2.

2.3.10. Evaluación de la muerte celular espontánea de células B de LLC en cultivo
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1x106 PBMCs de pacientes con LLC fueron cultivadas en placas de 96 pocillos, en las condiciones

descritas  anteriormente  por  24,  48  o  72  h.  Transcurrido  ese  tiempo  se  guardaron  los

sobrenadantes de cultivo, se recuperaron las células y se determinó la activación de caspasa-1 y la

viabilidad celular por citometría de flujo, como se describió anteriormente. Para evaluar el clivado

de gasdermina mediante Western Blot se obtuvieron pellets celulares a partir de 5x106 PBMCs de

pacientes  de  LLC  colocadas  en  placa  de  24  pocillos  por  24,  48,  72  h  y  de  células  recién

descongeladas (0 h). La medidad de lactato deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante de cultivo se

realizó  utilizando  el  kit  Pierce™  LDH  Cytotoxicity  Assay,  de  acuerdo  a  las  instrucciones  del

fabricante. 

2.3.11. Inhibición de caspasa-1 en PBMCs de LLC

1x106 PBMCs de pacientes con LLC fueron cultivadas en placas de 96 pocillos en presencia del

inhibidor de caspasa-1 Ac-YVAD-CMK (Santa Cruz Biotechnology, Cat. Nro. CAS 178603-78-6) a 200

μM o el  equivalente  de DMSO por 24 hs,  o  a  500 μM o el  equivalente  de DMSO por  48 hs.

Transcurrido ese tiempo se guardaron los sobrenadantes de cultivo, se recuperaron las células y se

determinó  la  activación  de  caspasa-1  y  la  viabilidad  celular  por  citometría  de  flujo,  como  se

describió anteriormente.     

2.3.12. Silenciamiento de TMEM176A en PBMCs

Se colocó siRNA a 50 nM final junto con 5 μL de lipofectamina RNAiMAX (Invitrogen) en 0,25 ml de

medio RPMI sin complementar por 20 minutos. Luego se agregaron 1x106 células de LLC en 0,75 ml

de medio RPMI completo sin antibiótico y se incubaron a 37 ºC y 5% CO2 por 48hs. Los siRNA para

TMEM176A y control se co-transfectaron junto con un siRNA irrelevante fluorescente conjugado a

FAM. La eficiencia de transfección se evaluó mediante citometría de flujo. 
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El silenciamiento de TMEM176A se evaluó mediante inmunofluorescencia. Se realizó el marcado

de  TMEM176A  e  IgM,  como  se  describió  anteriormente.  La  intensidad  de  fluorescencia  de

TMEM176A se cuantificó en al menos 50 células IgM+FAM-siRNA+ que presentaban el siRNA para

TMEM176A o siRNA control utilizando un macro en el programa FIJI. 48 hs luego de la transfección

se evaluó la activación de caspasa-1 por citometría de flujo como se describió anteriormente.       

2.3.13. Evaluación de la muerte celular inducida por el (+)-BayK8644 sobre células B de LLC 

1x106 PBMCs de pacientes con LLC fueron cultivadas en placas de 96 pocillos con (+)-BayK8644 a

50 μM o el equivalente de EtOH (Vehículo) por 24 hs. En otra condición, se colocaron las células en

presencia  de  (+)-BayK8644  50  μM  y  el  inhibidor  de  caspasa-1  Ac-YVAD-CMK  (Santa  Cruz

Biotechnology,  Cat.  Nro.  CAS 178603-78-6)  a  200 μM o el  equivalente  de vehículo de ambos.

Transcurrido este tiempo se guardaron los sobrenadantes de cultivo, se recuperaron las células y

se determinó la activación de caspasa-1 y la viabilidad celular por citometría de flujo, como se

describió anteriormente. 

2.3.14. Evaluación de la muerte celular inducida por el tratamiento combinado de (+)-BayK8644

y Venetoclax sobre células B de LLC

1x106 PBMCs de pacientes con LLC fueron cultivadas en placas de 96 pocillos con (+)-BayK8644 a 50

μM o el equivalente de EtOH (Vehículo) por 20 hs. Transcurrido este tiempo se agregó Venetoclax a 10

nM o el equivalente de DMSO del mismo. Luego de este tiempo se guardaron los sobrenadantes de

cultivo, se recuperaron las células y se determinó la activación de caspasa-1 y la viabilidad celular por

citometría de flujo, como se describió anteriormente.
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2.4. RESULTADOS

2.4.1. Expresión de TMEM176A en células B de LLC

Para estudiar un posible rol de TMEM176A y TMEM176B en la LLC, se analizó por WB la expresión

de  estas  proteínas  en  lisados  celulares  generados  a  partir  de  PBMCs  de  pacientes  con  un

diagnóstico típico de LLC (score Matutes de 4 o 5). De acuerdo a criterios clínicos, los pacientes se

dividieron en dos grupos: un grupo de 7 individuos con enfermedad indolente, y un grupo de 7

individuos con enfermedad progresiva, caracterizados, estos últimos, por una mayor linfocitosis,

una enfermedad más agresiva, y necesidad de tratamiento.

La expresión de ambas proteínas fue cuantificada por densitometría a partir de las bandas de WB

utilizando el programa Image J y normalizada a los valores obtenidos para la enzima gliceraldheído-

3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), proteína de expresión constitutiva. Se compararon los ratios

TMEM176A/GAPDH y TMEM176B/GAPDH entre el  grupo progresor  e indolente encontrándose

diferencias significativas en la expresión de TMEM176A entre ambos, siendo su expresión mayor

en  las  muestras  procedentes  de  pacientes  con  enfermedad  progresiva  (Figura  2.3.).  No  se

encontraron diferencias en cuanto a la expresión de TMEM176B entre ambos grupos, por lo que se

continúo trabajando exclusivamente con TMEM176A (Figura S4.1.).

En  base  a  este  resultado  nos  propusimos,  en  primer  lugar,  determinar  si  eran  las  células  B

leucémicas las que expresaban TMEM176A. Para esto se realizaron dos abordajes experimentales,

por  un  lado,  se  estudió  la  presencia  de  TMEM176A  en  células  IgM+  mediante

inmunofluorescencia, y por otro se realizó un WB para la proteína sobre un lisado de células B de

LLC. El marcado de inmunofluorescencia para TMEM176A mostró claramente la expresión de esta

proteína en las células IgM+ de sangre periférica de pacientes con LLC, como se observa en la
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Figura 2.4-A, con un patrón de marcado fuera del núcleo y más bien puntiforme. Dado el tamaño

pequeño  de  estas  células  y  su  citoplama  escaso  es  difícil  determinar,  sin  marcadores  más

específicos, cual podría ser la localización subcelular exacta de TMEM176A.  

Se  realizó,  por  otra  parte,  la  purificación  por  selección  positiva,  utilizando  separación  celular

activada por magnetismo (MACS), de células CD19+ a partir de PBMCs de pacientes con LLC. Se

obtuvieron valores de pureza por encima del 99% y se determinó, por citometría de flujo, que

estas células CD19+ purificadas correspondían en su totalidad a la población tumoral, caracterizada
66
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Figura 2.3. Expresión de TMEM176A en PBMCs de LLC. A- Se realizó un Western Blot para detectar la presencia de 
TMEM176A en lisados célulares de PBMC aisladas de individuos con LLC. De acuerdo con los datos clínicos los 
individuos fueron clasificados como indolentes o progresores para la enfermedad. La figura es representativa de lo 
encontrado al analizar 14 muestras (7 de pacientes clasificados como indolentes y 7 de progresores). La proteínas 
de expresión constitutiva GAPDH fue utilizada como control. B- Se determinó la expresión de TMEM176A relativa a 
GAPDH para cada una de las muestras analizadas en ambos grupos. La cuantificación de las bandas de WB fue 
realizada utilizando el programa Image J.  Se encontró una expresión significativamente mayor de TMEM176A en 
el grupo de muestras de PBMCs provenientes de pacientes con enfermedad progresiva. ** p < 0,0095, test de 
Mann Whitney U. 



por el fenotipo IgM+CD5+ (Tabla S4.1.). Se realizó un WB para TMEM176A a partir de un lisado de

las células B leucémicas purificadas, el cual mostró una expresión positiva de nuestra proteína de

interés (Figura 2.4-B). El lisado celular de PBMCs de un paciente con LLC, previamiente analizado

para su expresión de TMEM176A, se utilizó como control positivo. 

De estos resultados podemos concluir, entonces, que las células tumorales de pacientes con LLC

expresan TMEM176A, y que habría una mayor expresión de TMEM176A en PBMCs de pacientes
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Figura 2.4. Expresión de TMEM176A en células B de LLC. A- Se detectó la expresión de TMEM176A en células B 
IgM+ de sangre periférica de pacientes con LLC por inmunofluorescencia. Magenta: TMEM176A, amarillo: IgM y 
azul: DAPI. Aumento 60X, con lente de inmersión en aceite. Microscopio confocal Leica DMI6000, TCS-SP5. B- Se 
confirmó la expresión de TMEM176A en células B leucémicas mediante Western Blot. Se partió del lisado de 
células CD19+ purificadas a partir de PBMCs de pacientes con LLC por la técnica de MACS, con un enriquecimiento 
del 99% en células B leucémicas (IgM+CD5+). El lisado de PBMCs de un paciente con LLC encontrado como positivo 
para TMEM176A por Western Blot anteriormente se utilizó como control positivo. La proteína de expresión 
constitutiva GAPDH se utilizó como control de carga.   



con LLC progresiva. Resultados de nuestro grupo de trabajo postulan a TMEM176A como un nuevo

regulador del inflamasoma, en este sentido, a continuación nos propusimos estudiar la activación

del inflamasoma en las células B presentes en sangre periférica de pacientes con LLC. 

2.4.2. Activación de Caspasa-1 en células B de pacientes con LLC

Como se mencionó anteriormente, uno de los pasos claves y determinantes en la activación del

inflamasoma es el clivado de la pro caspasa-1 a su forma activa. Una de las formas de evaluar esto

experimentalmente es utilizando la sonda fluorescente FLICA 660-YVAD-FMK. Esta sonda consiste

en un  péptido que  se  une  de  forma irreversible  a  la  forma activa  de  caspasa-1,  el  cual  está

conjugado a su vez a un fluoróforo, lo que marca las células que activaron caspasa-1 y permite

evaluarlas por citometría de flujo o inmunofluorescencia. Utilizamos esta sonda para evaluar la

presencia de caspasa-1 activa en células B provenientes de muestras de PBMCs criopreservadas de

pacientes con LLC indolente y progresiva, y de donantes sanos, por citometría de flujo. Las células

se seleccionaron primero por morfología, descartando aquellas con un fenotipo compatible con

células muertas y debris celulares, también se descartaron dobletes, y  por último se evaluó el

porcentaje de células con caspasa-1 activa (660-YVAD-FMK+) dentro de la población de células B,

determinadas como IgM positivas (IgM+) (Figura 2.5-A).

Comparado con los donantes sanos los  pacientes  con LLC mostrarón un porcentaje menor de

células B con caspasa-1 activa, y, dentro de estos, los pacientes con LLC progresiva presentaron un

porcentaje  significativamente  menor  de  células  B  con  caspasa-1  activa  que  aquellos  con

enfermedad indolente (Figura 2.5.B). Cabe destacar que se realizaron  ensayos utilizando PBMCs

frescas, sin el proceso de criopreservación, y se obtuvieron los mismos resultados. Las PBMCs de

pacientes  con  LLC  marcadas  para  IgM  y  caspasa-1  activa  se  observaron  por  microscopía  de
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inmunofluorescencia, confirmándose la presencia de caspasa-1 activa en células B, y observándose

un patrón de marcado de caspasa-1 en forma de punto, ampliamente descrito como característico

de la activación del inflamasoma (Figura 2.5.C). 

Para  ahondar  más en la  activación  de inflamasoma en las  células  B  de pacientes  con LLC,  se

procedió al co-marcado de caspasa-1 con la proteína sensora NLRP3, resultados aún no del todo

concluyentes parecen indicar una colocalización de ambas proteínas, señalando al inflamasoma
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Figura 2.5. Presencia de caspasa-1 activa en células B de LLC. A- Se estudió la presencia de caspasa-1 activa en 
células B IgM+ de sangre periférica de pacientes con LLC con enfermedad indolente o progresora y donantes sanos 
mediante citometría de flujo, utilizando la sonda FLICA 660-YVAD-FMK. B-  Se determinó el porcentaje de células 
IgM+ positivas para caspasa-1 activa en cada uno de estos grupos. Se utilizaron PBMCs provenientes de 5 donantes 
sanos, 13 pacientes con LLC indolente, y 13 con LLC progresora. * p<0.05, ** p<0,01 t test. C- Se observó mediante 
inmunofluorescencia la presencia de caspasa-1 activa en células IgM+ de LLC, observándose un marcado en forma 
de punto correspondiente con lo previamente descrito para la formación del complejo del inflamasoma. Magenta: 
Caspasa-1 activa, amarillo: IgM y azul: DAPI. Aumento 60X, con lentes de inmersión en aceite. Microscopio 
confocal Leica DMI6000, TCS-SP5.



Nlrp3 como un fuerte candidato a ser el activado en este contexto (Figura S4.2.).  

Nuestros resultados indicarían la presencia en sangre periférica de una pequeña población de

células B IgM+ con activación de caspasa-1, y una disminución de la misma en los pacientes con

LLC progresiva comparado con aquellos con enfermedad indolente. Esto podría ser coherente con

la expresión aumentada de TMEM176A, un regulador negativo de la activación del inflamasoma,

encontrada  antes  para  el  grupo  progresor.  Las  consecuencias  conocidas  de  la  activación  del

inflamasoma  en  una  células  son  principalmente  dos:  la  liberación  de  la  forma  activa  de  las

citoquinas  IL-1β e  IL-18,  y  la  muerte  celular  por  piroptosis.  En  una  primera  instancia  nos

propusimos estudiar que ocurría con la muerte por piroptosis en estas células, ya que si bien está

ampliamente establecido que las células leucémicas son resistentes a la apoptosis, no se conoce en

profundidad que ocurre con otros tipos de muerte celular. 

2.4.3. Clivado de Gasdermina D en células B de LLC

Como se  mencionó en la  introducción,  el  paso final  y  determinante de la  muerte  celular  por

piroptosis es el clivado de la proteína Gasdermina D (GSDMD) por acción de la caspasa-1, para

liberar su porción N-terminal de una región inhibidora interna. Una vez liberado, este péptido N-

terminal puede insertarse en la membrana y formar poros, lo que provocaría la lisis osmótica de la

célula  con  liberación  del  contenido  interno.  Para  evaluar  si  las  células  B  leucémicas

experimentarían este tipo de muerte realizamos un WB anti-GSDMD a lisados de células B de

pacientes con LLC. Las células fueron purificadas por MACS a partir de PBMCs. 

En este punto encontramos que, efectivamente, se puede distinguir la presencia de GSDMD en su

forma completa (GSDMD FL), lo cual es esperable ya que se trata de una proteína de expresión
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relativamente ubicua, pero también se distinguen dos formas de clivado: una de aproximadamente

45 kDa (GSDMD p45) y otra de unos 30 kDa (GSDMD p30), esta última descrita como producto del

corte de la GSDMD por acción de caspasa-1 (Figura 2.6.). La forma de aproximadamente 30 kDa ha

sido identificada como la región N-terminal responsable de la formación de poros en la membrana

y, por ende, la ejecutora principal de la muerte piropotótica. 

Este resultado nos lleva a postular que una de las consecuencias de la presencia de caspasa-1

activa en las células B de LLC podría ser dirigir a las mismas hacia la muerte por piroptosis.  El

control  de  la  activación  de  esta  caspasa  podría  representar,  entonces,  un  punto  de  control

importante para la supervivencia del clon tumoral. 

2.4.4. Muerte de PBMCs de LLC en cultivo por piroptosis

Dado nuestro hallazgo previo de que las células de LLC serían capaces de activar el inflamasoma, y

una de las consecuencias de esto sería la muerte celular por piroptosis, nos propusimos evaluar si

la  misma efectivamente ocurría  en un  modelo  in  vitro.  Está  ampliamente establecido que  las

células  de  LLC  puestas  en  cultivo,  sin  señales  de  sobrevida  o  soporte  de  otras  células,

experimentan una rápida muerte celular. Si bien esta se ha atribuido a una muerte por apoptosis,
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GAPDH como control de carga. 



nos preguntamos si la piroptosis no podía estar jugando, también, un rol en este fenómeno. 

En este sentido, evaluamos el estado de PBMCs de pacientes con LLC a diferentes tiempos de

cultivo por citometría de flujo. Utilizamos la sonda FLICA 660-YVAD-FMK, para marcar caspasa-1

activa, y DAPI, como marcador de viabilidad celular. El doble marcado 660-YVAD-FMK+DAPI+ sería

indicador de células que están experimentando una muerte celular compatible con la piroptosis,

con activación de caspasa-1 y permeabilidad de la membrana celular. Como se puede observar en
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Figura 2.7. Muerte compatible con piroptosis de células B de LLC en cultivo. A- Se estudió la presencia de 
caspasa-1 activa y viabilidad celular de células B IgM+ de pacientes con LLC puestas en cultivo, sin señales de 
sobrevida, mediante citometría de flujo. Para evaluar la activación de caspasa-1 se utilizó la sonda FLICA 660-
YVAD-FMK y como indicador de permeabilidad de membrana el agente intercalante DAPI. Se muestran gráficos de 
puntos representativos de las células IgM+ a 24, 48 y 72 hs de cultivo y al momento del descongelado (0 hs). Las 
células doble positivas DAPI+660-YVAD-FMK+ serían fenotípicamente compatibles con células que están muriendo 
por piroptosis. B- Se determinó el porcentaje de células IgM+ positivas para caspasa-1 activa y DAPI a cada uno de 
los tiempos de cultivo. Se utilizaron PBMCs provenientes de 11 pacientes con LLC. * p<0.05, ** p<0,01, *** 
p<0,001 t test. C-  Se determinó que porcentaje de células B positivas para DAPI eran a su vez positivas para 
caspasa-1, mostrando la contribución de la muerte celular por piroptosis a la muerte total en cada uno de los 
tiempos de cultivo



los  gráficos  de  puntos,  se  logra  identificar  una población  de  células  B  (IgM+)  con este  doble

marcado y la misma aumenta significativamente con el tiempo de cultivo. Esto sería un primer

indicio claro de que, al menos en estas condiciones, las células de LLC morirían de una forma que

es compatible, fenotípicamente, con la reportada para la muerte piroptótica (Figura 2.7-A y 2.7-B).

Como se puede observa en la  Figura 2.7-C las células que mueren por piroptosis representarían

aproximadamente un tercio del total de células con la membrana permeabilizada a las 48 hs, lo

cual podría significar una contribución importante de la misma en este contexto experimental. Por

otra parte,  que no todas  las células  DAPI positivas sean también positivas  para caspasa-1 nos

ayuda a descartar que el doble marcado se deba a un artefacto generado por el hecho de que son

células moribundas. Otro marcador de muerte celular por piroptosis es la liberación al medio de la

enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Reusltados del grupo de trabajo indicarían que la presencia

de LDH en el medio de cultivo de PBMC leucémicas incrementa con el tiempo de cultivo (Figura

S4.3.).  

 

Para evaluar si este proceso de muerte es dependiente de la acción de caspasa-1 colocamos en

cultivo las células de LLC en presencia, o no, de un inhibidor peptídico de la misma (Ac-YVAD-CMK).

Tanto a 24 hs como 48 hs se puede observar que el agregado del inhibidor de caspasa-1 disminuye

la muerte espontánea de las  células  de LLC,  comparado con la situación control  (Figura 2.8.).

Demostrando, entonces, que existe una relación directa entre la actividad de caspasa-1 y la muerte

de las células de LLC, y dando pistas firmes de que la activación del inflamasoma, mostrada antes

en estas células tumorales, podría conducir a la muerte de las mismas de un forma caspasa-1

dependiente. En este punto, el siguiente paso consisitió en demostrar si existe un vínculo entre la

expresión de TMEM176A y la activación de caspasa-1. 
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2.4.5. Silenciamiento de TMEM176A en PBMCs de LLC

Para determinar si efectivamente TMEM176A estaba actuando como regulador del inflamasoma

en este contexto se evaluó la activación de caspasa-1, luego de 48 hs de cultivo, en células de LLC a

las que se les silenció la expresión de dicha proteína.  

En primer lugar, se pusieron a punto las condiciones para realizar el silenciamiento de proteínas,

mediante el uso de siRNA, en PBMCs de pacientes con LLC. Para la puesta a punto se utilizó un

siRNA conjugado a FAM específico para la proteína de expresión constitutiva GAPDH, la presencia

del  fluorocromo  permitió  evaluar  la  eficiencia  de  transfección,  en  las  distintas  condiciones

ensayadas,  por  citometría  de  flujo.  Como  se  observa  en  la  Figura  2.9. para  las  condiciones

seleccionadas se puede distinguir claramente una población positiva para la presencia del siRNA
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Figura 2.8. Muerte de células B de LLC con inhibidor de caspasa-1. A- Se estudió la activación de caspasa-1 y 
viabilidad de células B IgM+ de pacientes con LLC puestas en cultivo, sin señales de sobrevida, en presencia o no 
del inhibidor peptídico de caspasa-1 Ac-YVAD-CMK. Para evaluar la activación de caspasa-1 se utilizó la sonda 
FLICA 660-YVAD-FMK y como indicador de permeabilidad de membrana el agente intercalante 7AAD. Se muestran 
gráficos de puntos representativos de las células IgM+ incubadas por 48 hs con 500 μM del inhibidor de caspasa-1 
Ac-YVAD-CMK o el equivalente de vehículo. Las células doble positivas DAPI+660-YVAD-FMK+ serían 
fenotípicamente compatibles con células que están muriendo por piroptosis. B-  Se determinó el porcentaje de 
células IgM+ positivas para 7AAD luego de 24 o 48 hs de cultivo con la concentración indicada de  inhibidor de 
caspasa-1 Ac-YVAD-CMK o el equivalente de vehículo. Se utilizaron PBMCs provenientes de 9 pacientes con LLC. * 
p<0.05 t test. 



(FAM-GAPDH-siRNA+).  Se  intentó  corroborar  el  silenciamiento  de  GAPDH  mediante  WB  no

encontrándose una disminución significativa en la condición con siRNA específico comparado con

el siRNAN control, creemos que debido al bajo porcentaje de células efectivamente transfectadas. 

En  los  ensayos  de  silenciamiento  de  TMEM176A se  utilizaron  dos  siRNA diferentes  para  esta

proteína,  a  los  que  llamaremos  TMEM176A  siRNA(1)  y  TMEM176A  siRNA(2),  y  un  siRNA

irrelevante,  utilizado  como  control.  Como  las  eficiencias  de  transfección  alcanzadas  fueron

relativamente  bajas  se  optó  por  realizar  la  co-transfección  del  siRNA  de  interés  y  un  siRNA

irrelevante conjugado a FAM. De esta forma los análisis posteriores se realizaron sobre la población

de células efectivamente transfectadas (FAM-siRNA+) y no sobre la población total. El promedio de

células con siRNA a 48 hs, tomando en cuenta los diferentes ensayos, fue de aproximadamente un

8% yendo entre un 3.4% y un 19.7% de células positivas para la presencia del siRNA, sin diferencia

en  la  eficiencia  de  transfección  cuando  se  utilizó  el  siRNA  control  o  los  siRNA  1  y  2  para
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Figura 2.9. Puesta a punto del silenciamiento proteico mediante siRNA en células de LLC. PBMCs de pacientes 
con LLC fueron transfectadas con 50 nM de un siRNA para GAPDH conjugado al fluoróforo FAM, o un siRNA control 
sin conjugar, y la transfección fue evaluada a las 48 h mediante citometría de flujo. Como se puede observar en los 
gráficos de puntos aproximadamente un 20% de las células presentan el siRNA fluorescente a las 48 hs 
postransfección y esta población se puede distinguir claramente de aquella sin transfectar. En el caso del siRNA 
control sin conjugar todas las células fueron negativas para FAM, de acuerdo a lo esperado. 



TMEM176A.  

El  silenciamiento de TMEM176A se evaluó a nivel  de  proteína mediante inmunofluorescencia.

Como se muestra en la  Figura 2.10.A las  células transfectadas con los siRNA para TMEM176A

mostraron una expresión menor de la proteína,  comparado con las que fueron transfectadas con

el siRNA control e incluso con células dentro del mismo campo sin siRNA (no verdes). A partir de

las  imágenes  de  microscopía  se  cuantificó  el  silenciamiento  midiendo  la  intensidad  de

fluorescencia para dicha proteína en un número representativo de células IgM (amarillas)  que

presentaban el siRNA (verdes), en las condiciones control o con cada uno de los siRNA específicos

para TMEM176A. Esto se realizó de manera automática, utilizando un macro en el programa FIJI,

este macro seleccionó las células FAM-siRNA+IgM+ y cuantificó la señal de TMEM176A en ellas. Las

células  B  transfectadas  con  los  siRNA  para  TMEM176A  1  y  2  mostraron  una  disminución

significativa  en  la  intensidad  de  fluorescencia  para  la  proteína  comparado  con  las  células

transfectadas con el siRNA control (Figura 2.10-B). De esta manera se corroboró efectivamente el

silenciamiento  de  TMEM176A  en  las  células  de  LLC  transfectadas  con  los  siRNA  específicos,

procediéndose a estudiar el efecto de este silenciamiento en la activación del inflamasoma.

2.4.6. Efecto del silenciamiento de TMEM176A sobre la activación de caspasa-1 en células B de

LLC

Como se mostró anteriormente, cuando las células de LLC son colocadas en cultivo sin ningún

estímulo de sobrevida o proliferación activan caspasa-1 de manera espontánea. En esta parte nos

propusimos evaluar que sucedía con la activación de caspasa-1 en estas condiciones, luego de 48

hs  de  cultivo,  en  células  de  LLC  a  las  cuales  se  les  silenció  la  expresión  de  TMEM176A.  Si

TMEM176A  está  actuando  como  un  regulador  negativo  de  este  fenómeno  esperaríamos  un
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Figura 2.10. Silenciamiento de TMEM176A en PBMCs de LLC. A- PBMCs de pacientes con LLC fueron transfectadas 
con 50 nM de dos siRNA (1 o 2) específicos para TMEM176A o un siRNA control y el silenciamiento de TMEM176A 
fue evaluado a las 48 h post-transfección mediante inmunofluorescencia. Magenta:TMEM176A, verde: FAM-
siRNA, amarillo: IgM, azul: DAPI. 60XOil. Microscopio confocal Leica DMI6000, TCS-SP5. Se observó que las células 
IgM transfectadas con los siRNA 1 o 2 para TMEM176A tienen una expresión menor de dicha proteína que las IgM 
con siRNA control, e incluso que las IgM sin siRNA dentro del mismo campo. B-  La expresión de TMEM176A se 
cuantificó a partir de las imágenes de inmunofluorescencia en al menos 50 células IgM con siRNA control o 
específico para TMEM176A utilizando el programa FIJI. A.U.: unidades arbitrarias de fluorescencia. La expresión de 
TMEM176A fue significativamente menor en las células IgM transfectadas con los siRNA 1 o 2 para TMEM176A 
comparado con las transfectadas con el siRNA control. P<0,001, t- test. 



incremento en la activación de caspasa-1 cuando se disminuye su expresión. Para esto se evalúo la

activación de caspasa-1 mediante citometría de flujo utilizando la sonda fluorescente FLICA 660-

YVAD-FMK. Se determinó el porcentaje de células con caspasa-1 activa dentro de las células B que

presentaban siRNA específicos  para TMEM176A comparado con las células  B que presentaban

siRNA control.

Como se muestra en la Figura 2.11. hay un porcentaje significativamente mayor de células B con

caspasa-1 activa luego de 48 hs  de cultivo dentro de las  células  con expresión disminuida de

TMEM176A  comparado  con  el  control,  esto  se  observó  cuando  se  utilizaron  ambos  siRNA

específicos  para  el  silenciamiento.  De  esta  parte  podemos  concluir  que  TMEM176A  estaría

regulando la activación de caspasa-1 en las células leucémicas ya que su silenciamiento repercute
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Figura 2.11. Efecto del silenciamiento de TMEM176A en la activación de caspasa-1 en PBMCs de LLC. A- PBMCs 
de pacientes con LLC fueron transfectadas con 50 nM de dos siRNA (1 o 2) específicos para TMEM176A o un 
siRNA control, en conjunto con un siRNA conjugado a FAM. A las 48 hs post transfección se utilizó la sonda FLICA 
660-YVAD-FMK para determinar el porcentaje de células con caspasa-1 activa dentro de la población de células B 
efectivamente transfectadas (IgM+FAM+). Se muestran gráficos de puntos representativos de lo encontrado 
cuando las células fueron transfectadas con un siRNA específico para TMEM176A, comparado con las 
transfectadas con un siRNA control. B- Se determinó el porcentaje de células B siRNA+ con caspasa-1 activa a las 
48 hs de ser transfectadas con dos siRNA diferentes específicos para TMEM176 o un siRNA control. En las 
condiciones en las que se silenció TMEM176A se encontró un porcentaje significativamente mayor de células con 
caspasa-1 activa comparado con la condición control. Se utilizaron PBMCs de cuatro pacientes con LLC 
progresiva. * P<0,05, t- test.  



en una mayor activación de esta proteína. Las células de LLC experimentan cambios morfológicos

importantes durante su muerte, disminuyendo notoriamente su tamaño, lo que se puede visualizar

en un gráfico de puntos de tamaño versus complejidad. Si bien en este ensayo no se incluyó un

marcador de viabilidad, que permitiera determinar la muerte celular de forma precisa, los cambios

en la morfología celular parecerían indicar que el silenciamiento de TMEM176A no solo repercutió

en una mayor activación de caspasa-1 sino también en un incremento en el porcentaje de células

en proceso de muerte.

2.4.7. Correlación entre la expresión de TMEM176A y el clivado de GSDMD en PBMCs de LLC

Para poder concluir que TMEM176A estaría regulando no solo la activación de caspasa-1 en células

de LLC sino también su muerte celular por piroptosis sería necesario comparar el clivado de la

proteína  ejecutora  GSDMD  entre  células  con  y  sin  silenciamiento  de  TMEM176A.  Esto  nos

presentaba dificultades grandes desde un punto de vista técnico, ya que sería necesario separar

por FACS un número suficiente de células B transfectadas con siRNA para el análisis posterior de

GSDMD  por  WB,  sin  que  la  viabilidad  de  las  células  y  su  estado  se  viera  afectado  por  el

procedimiento de separación. 

Dada la dificultad para lograr este punto decidimos estudiar la correlación entre la expresión de

TMEM176A y el clivado de GSDMD, en particular la presencia de la fracción p30, descrita como la

responsable de mediar la muerte celular por piroptosis, en PBMCs de pacientes con LLC. Cuando

comparamos  el  clivado de GSDMD a  la  forma p30,  a  través  del  ratio  con  la  forma pro  de la

proteína, con la expresión de TMEM176A observamos una relación significativa entre un clivado

mayor de GSDMD a la forma mediadora de la piroptosis con una expresión mayor de TMEM176A

(Figura 2.12). Esto iría en el sentido de que la expresión de TMEM176A podría regular de manera
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negativa el clivado de GSDMD para generar la forma p30, regulando de esta manera la muerte

celular por piroptosis de células B de pacientes con LLC. Para estos experimentos se utilizaron o

células B purificadas por MACS, mediante selección positiva con el marcador CD19, o PBMCs de

pacientes  con  un  porcentaje  de  células  leucémicas  mayor  al  95%,  por  lo  que  los  resultados

corresponden a lo que sucede en las células B leucémicas. 

2.4.8. Inhibición farmacológica de TMEM176A en células de LLC y muerte por piroptosis  

Una de la líneas de trabajo del laboratorio se dirige a la búsqueda de drogas capaces de inhibir o

potenciar  la función de TMEM176A.  En este  sentido en un trabajo previo,  realizado por  Sofía

Russo, se encontró que el compuesto +(-)BayK8644 es capaz de inhibir la función de canal iónico

de TMEM176A en células CHO transfectadas con dicha proteína (Figura 2.13-A). 
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Figura 2.12. Correlación entre la expresión de TMEM176A y el clivado de GSDMD en PBMCs de LLC. A-  Se 
realizó el WB anti-TMEM176A y anti-GSDMD de lisados de células B CD19+ de LLC purificadas a partir de PBMCs 
de pacientes con LLC por selección positiva mediante MACS. Western blot representativo en el que se puede 
observar que hay una presencia mayor de la fracción p30 de GSDMD en aquellas muestras con menor expresión 
de TMEM176A, sin cambios significativos en la proGSDMD en ambas situaciones. La proteína GAPDH fue 
utilizada como control de carga.  B- La presencia de proGSDMD y la fracción p30, así como de TMEM176A y 
GAPDH, se cuantificó a partir de los WB mediante densitometría utilizando el programa Image J, y se 
establecieron los ratios GSDMDp30/GSDMDpro y TMEM176A/GAPDH. Se observa una relación significativa entre 
un menor clivaje de GSDMD a la forma p30 y una mayor expresión de TMEM176A. Se analizaron 14 pacientes 
diferentes. p<0.001 test de Pearson.  



Dado que previamente demostramos que la disminución de la expresión de TMEM176A mediante

siRNA repercutía en un aumento de la activación de caspasa-1 en estas células y que la actividad

de caspasa-1 podía conducir a la muerte de las mismas, en este punto nos propusimos evaluar si la

inhibición farmacológica de la actividad de TMEM176A utilizando el +(-)BayK8644 tenía el mismo

efecto. Esto nos pareció sumamente importante ya que una droga como esta podría ser aplicable

en la clínica. 

Para  esto  colocamos  en  cultivo  PMBCs  de  pacientes  con  LLC  en  presencia  de  distintas

concentraciones de +(-)BayK8644 o vehículo, como control, y evaluamos la muerte de las mismas

por citometría de flujo a 24 y 48 hs. Encontramos un porcentaje mayor de células B leucémicas con
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Figura 2.13. Efecto de la inhibición farmacológica de TMEM176A en la muerte por piroptosis de células de LLC. 
A- Utilizando la sonda fluorescente ANG-2 se evaluó el efecto en los niveles intracelulares de sodio de diferentes 
dosis de (+)-BayK8644 sobre células CHO que sobrexpresaban TMEM176A comparado con células control. Se 
determinó que el (+)-BayK8644 disminuye los nivels de sodio intracelular específicamente en células 

transfectadas con TMEM176A, actuando como inhibidor de las función de canal iónico de esta proteína. B- 1x106 

PBMCs de pacientes con LLC fueron cultivadas en placas de 96 pocillos con (+)-BayK8644 a 50 μM o el 
equivalente de EtOH (Vehículo) por 24 hs. En otra condición se colocaron las células en presencia de (+)-
BayK8644 50 μM y el inhibidor de caspasa-1 Ac-YVAD-CMK a 200 μM o el equivalente de vehículo de ambos. Se 
recuperaron las células y se determinó la activación de caspasa-1 y la viabilidad celular por citometría de flujo. 
Para evaluar la activación de caspasa-1 se utilizó la sonda FLICA 660-YVAD-FMK y como indicador de 
permeabilidad de membrana el agente intercalante DAPI. Se encontró un aumento significativo en el porcentaje 
de células DAPI+Caspasa-1+ cuando las células son incubadas en presencia de (+)-BayK8644 comparado con el 
control, sin embargo, no se observaron diferencias cuando las células se incuban con (+)-BayK8644 en presencia 

del inhibidor de caspasa-1. **p<0.01, t-test.    



un fenotipo piropotótico (660-YVAD-FMK+DAPI+) cuando las mismas fueron incubadas por 24 hs

en presencia de +(-)BayK8644 a 50  μM comparado con la condición control (Figura 2.13-B). Sin

embargo, cuando a la presencia de +(-)BayK8644 se le agrega el inhibidor de caspasa-1 Ac-YVAD-

CMK se pierde el efecto de la droga, indicando que el mismo depende de la acción de la caspasa-1

activa (Figura 2.13-B). 

En este punto demostramos que la inhibición farmacológica de TMEM176A utilizando la droga +

(-)BayK8644 es capaz de inducir la muerte de células B leucémicas de una manera dependiente de

la activación de caspasa-1. Esto por un lado sostiene y complementa los resultados obtenidos con

el  siRNA de  TMEM176A mostrando  a  dicha  proteína  como  un  regulador  de  la  activación  del

inflamasoma y la muerte piropotótica en las células de LLC, y,  por otro lado, postula a la droga +

(-)BayK8644 como un posible agente terapeútico en la LLC, dada su capacidad de inducir la muerte

de las células tumorales. 

2.4.9. Efecto combinado de +(-)BayK8644 y Venetoclax en la muerte de células de LLC

Actualmente  existen  varias  opciones  terapeúticas  para  el  tratamiento  de  la  LLC,  un  fármaco

introducido recientemente a la clínica es el Venetoclax. El mecanismo de acción propuesto para el

Venetoclax indicaría que el mismo provocaría la muerte apoptótica de las células de LLC. Ya que

previamente mostramos que el +(-)BayK8644 induciría la muerte piropotótica de las células de LLC

nos propusimos evaluar si existiría un efecto aditivo y/o sinérgico entre estas dos drogas, que en

principio no compartirían un mismo mecanismo de acción. 

Para esto colocamos PBMCs de pacientes con LLC en presencia de +(-)BayK8644 a 50  μM o el

equivalente de vehículo por 24 hs y transcurrido este tiempo agregamos Venetoclax a 10 nm o el
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equivalente de vehículo. Luego de 4 hs evaluamos la muerte celular por citometría de flujo como

se describió anteriormente.  Encontramos un aumento significativo en el  porcentaje  de células

moribundas  cuando  las  mismas  fueron  tratadas  con  +(-)BayK8644,  coherente  con  nuestros

resultados anteriores, y  con el  tratamiento con Venetoclax,  compatible con lo reportado en la

bibliografía  (Figura  2.14.).  De manera interesante  encontramos un aumento significativo en el

porcentaje de células B leucémicas moribundas cuando las mismas son tratadas con ambas drogas
83
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Figura 2.14. Efecto combinado de +(-)BayK8644 y Venetoclax en la muerte de células de LLC. A- 1x106 PBMCs 
de pacientes con LLC fueron cultivadas en placas de 96 pocillos con (+)-BayK8644 a 50 μM o el equivalente de 
EtOH (Vehículo) por 20 hs. Transcurrido este tiempo se agregó Venetoclax a 10 nM o el equivalente de DMSO de 
este por 4 horas. Se recuperaron las células y se determinó la activación de caspasa-1 y la viabilidad celular por 
citometría de flujo. Para evaluar la activación de caspasa-1 se utilizó la sonda FLICA 660-YVAD-FMK y como 
indicador de permeabilidad de membrana el agente intercalante DAPI. Se muestran gráficos de puntos 
representativos de las células IgM+ luego del tratamiento con cada una de las drogas de forma individual o el 
tratamiento combinado, así como de las células en presencia de vehículo. B- Se determinó el porcentaje de 
células B moribundas como la sumatoria de células DAPI+, Caspasa-1+ y DAPI+Caspasa-1+. Cada uno de los 
símbolos representa un paciente. Se puede observar un aumento significativo del porcentaje de células 
moribundas cuando las mismas fueron tratadas con BayK, Vcx o BayK+Vcx comparado con la situación control, así 
como un aumento significativo en este porcentaje en el caso del tratamiento combinado comparado con las 
situaciones con droga única. **p<0.01, ***p<0.001, t-test.



comparado  con  cada  uno  de  los  tratamientos  individules  (Figura  2.14.).  Esto  indicaría  que  el

tratamiento combinado es más efectivo para inducir la muerte de las células de LLC en cultivo que

la utilización de cada droga de manera individual,  e indicando que el  +(-)BayK8644 podría ser

complementario a drogas utilizadas actualmente para el tratamiento de la LLC. 

Otro resultado interesante es que si bien el Venetoclax ha sido previamente descrito como un

agente  terapeútico  que  conduciría  a  la  muerte  de  las  células  leucémicas  por  apoptosis,

encontramos que frente al tratamiento con esta droga aparece una población de células de LLC

DAPI+660-YVAD-FMK+  que  serían  fenotípicamente  compatibles  con  células  que  mueren  por

piroptosis.  Resta,  sin  embargo,  realizar  ensayos  con el  inhibidor  de  caspasa-1  y  evaluar  otros

parámetros de la muerte piroptótica para poder comprobar este nuevo mecanismo de acción del

Venetoclax.
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2.5. DISCUSIÓN

Desde  su  descubrimiento  TMEM176A y  B  han  aparecido  relacionadas  al  cáncer,  encontrándose

niveles anormales de sus transcriptos en diversos escenarios, como ser: carcinoma hepatocelular,

cáncer de mama, y carcinoma de pulmón de célula pequeña (Wang et  al.  2002;  Hodo  et  al.  2010;

Gottschling  et  al.  2012).  Estos trabajos fueron realizados evaluando la expresión a nivel de ARN

mensajero, lo cual no siempre correlaciona con lo que sucede a nivel de proteína. En este sentido, en

el trabajo de Cuajungco et al. (2012) muestran que niveles elevados de las proteínas TMEM176A y/o B

estarían asociados a algunos tipos de cáncer. Sus resultados mostraron niveles significativamente más

altos de TMEM176A y B en linfoma, y de TMEM176A en carcinoma de pulmón, comparado con

tejidos  normales.  Si  bien  este  trabajo  representa  una  primera  evidencia  de  alteraciones  en  la

expresión a nivel de proteína de TMEM176A y/ B en cáncer, se partió de tejidos de biopsia que

incluyen tanto células tumorales como células infiltrantes del sistema inmune, por lo que no se puede

afirmar que fueran las primeras las que expresaban niveles mayores de TMEM176. 

En esta tesis nos propusimos estudiar la expresión y la función biológica de las proteínas TMEM176A y

B  en  el  contexto  de  un  cáncer  hematológico  como  es  la  LLC.  Con  respecto  al  primer  punto,

encontramos  una  expresión  mayor  de  TMEM176A  en  muestras  de  PBMCs  de  pacientes

diagnosticados con LLC  progresiva comparado con aquellos con enfermedad indolente, sin encontrar

diferencias significativas en la expresión de TMEM176B entre ambos grupos. Mediante western blot e

inmunofluorescencia logramos determinar que las células B leucémicas de pacientes con enfermedad

progresiva expresan TMEM176A. Si bien no podemos afirmar que las diferencias entre ambos grupos

se deban a una diferencia en la expresión de TMEM176A en las células B en particular, creemos que

es altamente probable que sea así. Sobretodo debido a que en los pacientes con LLC el porcentaje de
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células B tumorales en sangre periférica es muy alto, comparado a las otras poblaciones celulares que

podrían estar expresando a TMEM176A. 

Si bien en este trabajo no comparamos la expresión de las proteínas TMEM176 en PBMCs de LLC

contra células de donantes sanos, un reporte previo de Zuccolo et al. (2013) evaluó la expresión a

nivel de ARN mensajero para TMEM176A y B en células B normales (de sangre periférica y amígdalas)

y en células B de pacientes con LLC. Ellos encontraron una expresión nula o muy baja de TMEM176A

en todos los casos, sin diferencias significativas entre las células B normales y leucémicas (Zuccolo et

al. 2013). Para la evaluación en células B de LLC, partieron de muestras de pacientes con enfermedad

en estadíos RAI 0 o 1 (a excepción de una con estadío RAI 2), lo que en principio correspondería a los

pacientes que nosotros definimos como indolentes para la enfermedad. En este sentido, los niveles

bajos de ARN mensajero para TMEM176A encontrados por ellos en las muestras de LLC indolente

serían coherentes con nuestros resultados a nivel de proteína. Esto, tomado en conjunto con sus

resultados en B normales, nos harían esperar que la expresión a nivel de proteína de TMEM176A en

células B normales sea o muy similar o menor a la encontrada para el grupo indolente.

Las imágenes de inmunofluorescencia revelaron un marcado para TMEM176A en células B de LLC de

tipo  puntiforme,  coherente  con  el  encontrado  en  trabajos  previos,  donde  se  ha  reportado  su

localización en membrana plasmática, fagolisosomas y vesículas asociadas a la red trans-golgi (Louvet

et al.  2005;  Cuajungco et al.  2012;  Segovia et  al.  2014;  Drujont  et  al.  2016). Las características

propias  de  estas  células,  su  tamaño  pequeño  y  escaso  citoplasma,  hacen  difícil  establecer  la

localización subcelular de esta proteína. Incluso es complicado establecer si la misma se encuentra a

nivel de la membrana citoplasmática y/o en estructuras intracelulares. 
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Luego de determinar la expresión de TMEM176A en las células B de pacientes con LLC, y su asociación

a la LLC progresiva, nos centramos en estudiar las consecuencias biológicas de esto. Resultados de

nuestro grupo de trabajo muestran a TMEM176A y B como reguladores negativos del inflamasoma

NLRP3.  La  sobreexpresión  de estas  proteínas  en células  THP-1 disminuyó tanto  la  activación  de

caspasa-1 como la liberación de IL-1β frente a estímulos clásicos del inflamasoma NLRP3 (resultados

no publicados). En este sentido, encontramos en muestras de sangre periférica una población de

células  B  IgM+ con activación  de caspasa-1  cuyo porcentaje  es  significativamente menor  en las

muestras provenientes de pacientes con LLC comparado con donantes sanos. A su vez, esta población

está significativamente reducida en las muestras de PBMCs de pacientes con LLC progresiva, que

sobreexpresan TMEM176A, comparado con el grupo indolente. Esto sugiere que TMEM176A podría

estar actuando como regulador del inflamasoma también en estas células. 

En este punto sería interesante conocer cual podría ser el estímulo y la proteína sensora responsable

del ensamblado del inflamasoma y el clivado de caspasa-1 en estas células, ya que la activación de

inflamasomas en células B y sus consecuencias están muy poco caracterizadas.  Algunos ensayos

preliminares de inmunofluorescencia parecen mostrar una co-localización de la proteína NLRP3 y

caspasa-1 activa en las células de LLC, sugiriendo que esta podría ser la proteína sensora responsable

del ensamblado del inflamasoma en este contexto, si bien nos resta aumentar el número de ensayos

para poder confirmarlo. En este sentido, un trabajo reciente mostró la función dual del inflamasoma

NLRP3 en linfocitos B periféricos humanos activados, actuando como modulador de la secreción de IL-

1β y de la producción de anticuerpos (Ali et al. 2017).  Y, en el contexto de la LLC, un trabajo del 2016

evidenció una disminución en la expresión de NLRP3 en linfocitos circulantes de pacientes leucémicos
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comparado con donantes  sanos  (Salaro  et  al.  2016).  En  este  trabajo  se  mostró  además  que  el

silenciamiento de NLRP3 conducía a una mayor expresión del receptor P2X7 en células THP-1 y un

aumento de la proliferación celular, mientras que su sobreexpresión llevaba a la muerte de células por

apoptosis (Salaro et al. 2016). Todo esto sugiere que el inflamasoma NLRP3 es un buen candidato a

ser el implicado en este proceso, con un rol potencial no sólo en la producción de citoquinas sino

también controlando otros procesos celulares, como el balance entre proliferación y muerte celular.

Si bien el inflamasoma NLRP3 parece ser el mejor candidato a participar en este proceso tampoco se

puede  descartar  la  participación  de  otros  inflamasomas.  De  la  literatura  se  desprende  que  el

inflamasoma AIM2 ha sido relacionado de manera frecuente a la biología tumoral y a su vez se ha

mostrado su expresión en células B humanas de sangre periférica (Svensson et al. 2017). Aunque no

se ha evidenciado su asociación a la LLC, un trabajo muestra como FOXP1, un oncogen activado con

frecuencia en células B de leucemias y linfomas que dependen de la activación constitutiva de NF-κB,

reprime la expresión de AIM2 en estas células (van Keimpema et al. 2014). En lo que refiere a la

biología del linfocito B, se ha demostrado la activación de caspasa-1 y el clivado de IL-1β en células B

en respuesta al reconocimiento por la proteína IFI16 del virus de Epstein-Barr y del herpes virus

asociado al sarcoma de Kaposi, lo que pone de manifiesto que varias proteínas sensoras pueden

ensamblar inflamasomas en estas células (Ansari et al. 2013; Singh et al. 2013).  

Las  principales  consecuencias  celulares  descritas  de la  activación de caspasa 1  son:  el  clivado y

liberación de la forma activa de las citoquinas pro inflamatorias IL-1β e IL-18, y la muerte celular por

piroptosis. En este sentido, si bien citoquinas pro inflamatorias, como la IL-6, se han asociado a un

peor pronóstico en LLC, la IL-1β parece ser un excepción. El vínculo entre IL-1β y progresión en LLC se
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ha descrito previamente, habiendo algunos artículos de finales de los años 80 y principios de los 90 en

los que proponen una relación inversa entre la producción de IL-1β en cultivo por células B de LLC y el

grado de progresión de la enfermedad (Uggla et al. 1987; Pistoia et al. 1986; Aguilar-Santelises et al.

1989; Aguilar-Santelises et al. 1991). Así como una asociación entre los niveles plasmáticos de IL-1β y

progresión, estando disminuida en pacientes progresores (Hulkkonen et al.  2000). En esta misma

linea, otro estudio, muestra una asociación entre niveles bajos de esta citoquina en suero y menor

sobrevida (Yan et al. 2011).  Estos reportes previos son compatibles con nuestros resultados, donde

encontramos  una  menor  activación  de  caspasa-1  en  muestras  de  pacientes  con  efermedad

progresiva. 

Algunos reportes muestran que la IL-1β podría tener una acción citotóxica sobre ciertas poblaciones

celulares como las neuronas (Chiang et al. 2017). Es por esto que nos preguntamos si la IL-1β no

podría mediar la muerte directa de las células de LLC, y esto explicar una presencia menor de caspasa-

1 activa en la progresión. Para esto incubamos células de LLC con distintas dosis de IL-1β humana

recombinante y medimos la apoptosis mediante citometría de flujo utilizando anexina V y 7AAD

(como agente intercalante) a difrentes tiempos de incubación (Figura S4.4.). Los resultados obtenidos

no fueron para nada concluyentes, por lo que no pudimos ni descartar ni afirmar un rol directo de

esta citoquina pro inflamatoria sobre las células de LLC, y decimos continuar por otro camino. 

En este sentido, la activación de caspasa-1 puede conducir también a la muerte de la célula por

piroptosis. Como se mencionó en la introducción la piroptosis se define como una muerte celular

necrótica, programada, mediada por gasdermina D (GSDMD), luego de su clivado por caspasa- 1 o

caspasa-11/4/5 (Feng et al. 2018). El clivado de GSDMD para liberar su dominio N-terminal de 30 kDa
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del dominio C-terminal inhibidor es un paso determinante en este proceso de muerte. Para confirmar

la piroptosis es importante evidenciar la presencia de este fragmento de 30 kDa, ya que en un trabajo

reciente se ha demostrado que, en ciertas condiciones, la caspasa-1 activa es capaz de clivar y activar

a las caspasas-3/7, lo que lleva a la muerte de la célula por apoptosis (Taabazuing et al. 2017). Las

caspasas-3/7 activas, a su vez, evitan la piroptosis al clivar a la GSDMD en un sitio de corte distinto

que  genera  un  fragmento  proteíco  de  45  kDa  (Taabazuing  et  al.  2017).  Es  por  esto  que,  para

determinar si  las células de LLC efectivamente podían experimentar este tipo de muerte celular,

evaluamos  mediante  western  blot la  presencia  del  dominio  N-terminal  de  GSDMD  en  lisados

proteicos de muestras de células B de LLC purificadas. 

Efectivamente encontramos este fragmento de la proteína, con un ratio entre la proteína completa y

clivada que difería entre las distintas muestras, lo que como evidenciamos luego se podía expllicar por

diferencias en la expresión de TMEM176A, por lo que continuamos explorando que sucedía con la

piroptosis en estas células. Es importante destacar que también encontramos el fragmento de 45 kD,

asociado a la apoptosis, lo que sugiere un fuerte vínculo entre ambos procesos de muerte. La muerte

de linfocitos B por piroptosis ya ha sido mostrada en la infección de células B1a peritoneales con C.

burnetti, pero es la primera vez que se muestra en el contexto de esta enfermedad (Schoenlaub et al.

2016). 

Existen numerosos reportes en los cuales se pone en evidencia que las células de LLC en cultivo, sin

señales de sobrevida, mueren espontáneamente al cabo de unos días por apoptosis (Caligaris-Cappio

et al. 2014). Nos propusimos evaluar si en este contexto la piroptosis no podía estar jugando un papel

también. En este punto, encontramos un incremento en el porcentaje de células con caspasa-1 activa
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y  permeabilización  de  la  membrana,  así  como  un  incremento  en  la  liberación  de  LDH,  todas

características  compatibles  con  la  piroptosis,  a  las  24,  48  y  72 hs  luego de  que  las  células  son

colocadas en cultivo.  Este proceso es dependiente de caspasa-1,  ya que al  agregar un inhibidor

peptídico de esta proteína observamos una disminución significativa en el  porcentaje de células

muertas o en proceso de muerte, aunque sin un bloqueo completo de este proceso. Es cada vez más

clara la interconexión y regulación mutua de las distintas formas de muerte celular, por lo que no sería

extraño que  el  bloqueo de caspasa-1  lleve  a  la  activación de  mecanismos  compensatorios,  que

expliquen la ausencia de un efecto total del inhibidor. Nos resta determinar el clivado de GSDMD en

estas condiciones para terminar de confirmar la muerte celular por piroptosis. 

En este sentido, evaluamos que sucedía con la expresión de TMEM176A en las células de LLC con el

tiempo de cultivo, ya que esperabamos que al aumentar la activación de caspasa-1 y la piroptosis la

expresión de esta disminuyera. Para nuestra sorpresa nos encontramos con el resultado contrario,

observándose un incremento en la expresión de TMEM176A en las células de LLC con el tiempo de

cultivo (Figura S4.5.). Creemos que este fenómeno se puede llegar a explicar en el sentido de que la

activación  de  caspasa-1  lleve  a  un  aumento  de  TMEM176A  como  una  forma  de  regulación  y

autoinhibición, evitando así una respuesta exacerbada, aunque resta realizar ensayos que permitan

demostrar esta hipótesis.  

Para  mostrar  de  manera  directa  la  acción  reguladora  de  TMEM176A  sobre  la  activación  de

caspasa-1 y la piroptosis, procedimos al silenciamiento de esta proteína en células de LLC.  Cabe

destacar  que  la  transfección  de  PBMCs  con  siRNAs  para  silenciar  la  expresión  de  proteínas

presenta  dificultades  técnicas  importantes,  por  lo  que  fue  necesaria  una  exahustiva  puesta  a
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punto, a pesar de lo cual no alcanzamos tasas de transfección altas. Es por esto que para el análisis

de resultados incluimos únicamente las células B efectivamente transfectadas, a las que logramos

seleccionar ya que utilizamos siRNA conjugado a una molécula fluorescente. Primero confirmamos

el  silenciamiento  de  TMEM176A  con  los  dos  siRNA  específicos  utilizados,  a  las  48  h  post

transfección,  mediante  inmunofluorescencia,  y  luego  procedimos  a  comparar  la  activación  de

caspasa-1 en células B de LLC con TMEM176A silenciada contra células transfectadas con un siRNA

control. Elegimos las 48 hs post transfección porque es el tiempo de cultivo en el cual previamente

evidenciamos  expresión  de  TMEM176A  y  un  pico  en  la  piroptosis  de  las  células  leucémicas.

Hayamos un aumento en el porcentaje de células con caspasa-1 activa luego del silenciamiento de

TMEM176A comparado con la situación control. Esto nos permitió confirmar el rol de TMEM176A

como regulador negativo de la activación de caspasa-1 en el contexto de la LLC, siendo compatible

con los resultados encontrados por el grupo de trabajo en células, y modelos animales tumorales y

de infección viral. 

Este resultado, si bien nos confirma la función inhibitoria de TMEM176A sobre la activación de

caspasa-1, no nos permite afirmar su acción reguladora sobre la piroptosis. Para ver la asociación

entre ambas determinamos por western blot la presencia de TMEM176A y de la forma completa y

el fragmento de 30 kDa de GSDMD en muestras de células B de LLC. Encontramos una asociación

significativa entre una mayor expresión de TMEM176A y un menor clivado de GSDMD, dado por

un menor ratio GSDMDfl/GSDMDp30. Si bien esto nos indica únicamente una asociación, evaluar

de manera directa la acción de TMEM176A sobre el clivado de GSDMD implicaría purificar por

FACS células B de LLC con TMEM176A silenciada en una cantidad suficiente como para realizar

ensayos de western blot, esto no solo presentaría dificultades por la baja tasa de transfección que
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conseguimos, sino que no podríamos saber hasta que punto el proceso de separación no estaría

afectando la viabilidad de la células y, por tanto, los resultados finales. 

En  lo  que  refiere  a  la  función  de  TMEM176A  en  procesos  tumorales,  dos  trabajos  recientes

mostraron  que  su  expresión  estaba  disminuida  en  líneas  celulares  y  muestras  tumorales  de

pacientes con cáncer colorectal, correlacionándose con una mayor metástasis y menor sobrevida

global a los 5 años, y en muestras de cáncer de esófago, correlacionando también con una peor

sobrevida  global  a  5  años  (Gao  et  al.  2017;  Wang  et  al.  2017).  También  encontraron  que  la

expresión  de  TMEM176A  en  células  tumorales  de  cáncer  colorectal  y  de  esófago  inducía  la

apoptosis  e  inhibía  la  migración  y  capacidad  invasiva  de  las  células,  correlacionándose  su

sobreexpresión con una menor proliferación celular (Gao et al. 2017; Wang et al. 2017).  Estos

resultados, aparentemente contrarios a los encontrados por nosotros en la LLC, hacen sospechar

de un rol de TMEM176A en el proceso tumoral altamente dependiente del contexto. 

El silenciamiento de TMEM176A mediante siRNA nos permitió determinar su función reguladora,

sin embargo, esto no es trasladable a la clínica o incluso a estudios pre clínicos, si pensamos en el

bloqueo  de  TMEM176A  como  estrategia  terapeútica  en  la  LLC.  Nuestro  grupo  de  trabajo  a

caracterizado a  la  molécula  +(-)BayK8644, un agonista de canales de calcio de tipo L,  como un

inhibidor selectivo de la función de canal iónico de TMEM176A, obteniendo muy buenos resultados

en su utilización en modelos  tumorales  murinos.  En este trabajo mostramos la capacidad del  +

(-)BayK8644 de inducir la muerte de las células de LLC de una manera dependiente de caspasa-1 y

fenotípicamente compatible con la piroptosis. El +(-)BayK8644 no ha mostrado tener efectos tóxicos, a

dosis compatibles con las usadas por nosotros, en modelos animales, por lo que sería un candidato
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interesante para su estudio como droga terapeútica en la LLC. Parece cada vez más claro que los

tratamientos combinados, con dos o más drogas actuando de manera sinérgica, son una estrategia a

explotar  para  el  abordaje de  este  tipo  de  enfermedades.  Actualmente  existen  varias  drogas

aprobadas para su uso clínico en la LLC, y decidimos explorar el efecto combinado del +(-)BayK8644

con alguna de ellas.  

Como mencionamos en la introducción el Venetoclax es una molécula pequeña que inhibe la acción

de proteína BCL2  al  actuar  como mimético de las  proteínas  BH3 único.  El  principal  mecanismo

molecular de acción propuesto es que la inhibición de BCL2 permite la activación de las proteínas pro-

apoptóticas BAK y BAX, estas se traslocan a la membrana externa de la mitocondria donde median la

liberación de citocromo C mitocondrial, lo que finalmente lleva a la activación de las caspasas y la

muerte de la célula por apoptosis (Roberts et al. 2017). Este mecanismo de acción fue mostrado en un

trabajo  en  el  cual  células  de  LLC  tratadas  con  dosis  en  el  órden  nanomolar  de  Venetoclax

experimentaron muerte celular a las 4 hs de tratamiento, con un aumento en el porcentaje de células

anexina V positivas, clivado de las caspasas 3 y 9, y clivado de PARP, sustrato de caspasa 3. Las células

experimentaron  además  cambios  morfológicos  notorios  como  condensación  de  la  cromatina,

aumento del tamaño de las mitocondrias y ruptura de su membrana externa (Vogler et al. 2013).  

Luego de los resultados obtenidos con el  +(-)BayK8644 nos propusimos ver si  existiría un efecto

sinérgico al  utilizarlo en conjunto con el  venetoclax,  ya que en principio este último induciría la

muerte de las células a través de un mecanismo distinto, al inducir la apoptosis tumoral. En este

sentido observamos un aumento significativo del efecto citotóxico sobre células de LLC al utilizar

ambas drogas en comparación al tratamiento monodroga, lo que indicaría que podrían llegar a ser
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una buena combinación terapeútica.  Sin embargo,  no podemos decir  que se trate de un efecto

sinérgico o incluso aditivo, ya que el efecto combinado de ambas drogas sobre la muerte celular no es

igual  o superior  a la suma del  efecto que genera cada una de forma individual.  Esto puede ser

explicado porque exista un solapamiento, al menos parcial, entre los mecanismos de acción de ambas

moléculas. 

En este sentido, podemos observar que el tratamiento con venetoclax condujo a la activación de

caspasa-1 y permeabilización de la membrana en en las células de LLC, lo que en principio podría ser

compatible con una activación de la muerte celular  por piroptosis.  Si  bien resta confirmar  esto,

utilizando  inhibidores  específicos  de  caspasa-1  y  evaluando  la  liberación  de  LDH  y  clivado  de

gasdermina D, no sería algo a descartar. En primer lugar por el diálogo cercano que existe entre las

vías de muerte celular por apoptosis y piroptosis, como se mencionó antes, y además porque el

venetoclax induce daño mitocondrial, y el daño mitocondrial ha sido porpuesto como uno de los

mecanismos canónicos de activación del inflamasoma NLRP3.  

Así el pre tratamiento con +(-)BayK8644, al disminuir la actividad de TMEM176A, podría favorecer que

el  Venetoclax  active  la  vía  de  muerte  celular  piropotótica  en  las  células  de  LLC.  Estudiar  más

profundamente el mecanismo de acción del Venetoclax parece algo interesante sobre todo dados los

excelentes resultados que esta teniendo en la clínica, ya sea solo o en combinación con otras drogas,

como el Ibrutinib. Este resultado incentiva además a estudiar si otras drogas, también utilizadas para

el tratamiento de la LLC,  son capaces de inducir la muerte celular  piropotótica.  En este sentido,

realizamos algunos ensayos utilizando el anticuerpo nonoclonal anti-CD20 optimizado, GA101, pero

sin llegar a obtener resultados concluyentes. Restaría probar el sinergismo del +(-)BayK8644 con otras
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drogas, ya que los mecanismos de acción son muchas veces no del todo comprendidos y se podrían

obtener resultados no esperados. 

Una de las preguntas más importantes que se desprende de este trabajo es cual es la relevancia

biológica que podría tener el tipo de muerte celular sobre el curso de la enfermedad o la respuesta al

tratamiento. En principio, al contrario de la apoptosis, que es un reconocido gatillador de respuestas

inmunoreguladoras, la muerte celular inmunogénica sería capaz para desencadenar una respuesta

inmune efectora.  Esto podría tener como consecuencia que tratamientos capaces de inducir muerte

celular piropotótica serían potencialmente capaces de activar células presentadoras de antígeno y por

tanto  llevar  a  que  se  genere  una  respuesta  inmune  adaptativa  contra  el  tumor,  lo  que  sería

sumamente deseado para la erradicación total,  o  el  control  de la enfermedad a largo plazo.  En

algunos modelos de ratón se ha mostrado como el tratamiento con drogas capaces de inducir muerte

celular  no apoptótica en combinación con adyuvantes  fuertes,  como ligandos de TLR,  genera la

eliminación total del tumor y protección frente a la re inoculación de células tumorales, poniendo de

manifiesto la generación de memoria inmunológica (Cheadle et al. 2017). 

En este escenario parece sumamente interesante el efecto que podría tener el +(-)BayK8644 en un

modelo in vivo de LLC, ya que por un lado estaría favoreciendo de manera directa la muerte de las

células tumorales por piroptosis, un tipo de muerte celular inmunogénica, y por otro disminuiría la

actividad de TMEM176A en células presentadoras de antígeno, como las células dendríticas, donde se

sabe  TMEM176A  y  B  ayudan  a  mantener  el  estado  inmaduro  de  las  mismas,  favoreciendo  su

activación. Una de las perspectivas de este trabajo es justamente estudiar el efecto del +(-)BayK8644

en el tratamiento de la LLC en un modelo de ratones transgénico Eµ/TCL1, sólo y en combinación con
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el venetoclax. En este punto sería importante evaluar no solo el  efecto sobre el desarrollo de la

enfermedad sino en la respuesta inmune generada contra el clon tumoral.  
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 CAPÍTULO III:  Respuesta adaptativa de células T frente a Leptospira  y rol de

Tmem176b en un modelo murino de infección

3.1. INTRODUCCIÓN

3.1.1. ESTRATEGIAS DE INMUNOEVASIÓN UTILIZADAS POR LAS BACTERIAS

Para  poder  sobrevivir,  todos  los  organismos  han generado estrategias  para  defenderse  de  los

predadores. Desde los orígenes de la vida, estas estrategias se han ido optimizando, a la vez que

los  posibles  predadores  desarrollaron  distintos  mecanismos  de  evasión  para  su  propia

supervivencia.  Esta  competencia  ha  llevado  a  una  sana  co-evolución  de  ambos.  El  sistema

inmunitario es capaz de distinguir microorganismos patógenos de aquellos que no generan daño,

y responder a los primeros. En este proceso participan tanto la respuesta inmune innata como la

adaptativa. La respuesta inmune innata determina la naturaleza de la respuesta adaptativa, siendo

el sistema inmune capaz de responder en forma diferencial a distintos agentes agresores. Defectos

heredados o adquiridos en la respuesta inmune son causa de susceptibilidad a ciertas infecciones.  

La supervivencia y virulencia de un patógeno dependen de su capacidad para evadir o resistir la

respuesta inmune del hospedero. Algunos microbios son eliminados completamente mientras que

otros  se  establecen  y  quedan  latentes,  siendo  controlados  por  la  respuesta  inmune  pero  no

eliminados por  completo.  De manera similar  a  lo que ocurre en el  cáncer,  los  patógenos han

desarrollado mecanismos que les permiten regular la respuesta inmune para su propio beneficio,

muchas  veces,  explotando  mecanismos  fisiológicos  de  inmunoregulación.  Existen  múltiples

ejemplos  de  esto,  y  de  hecho  cada  grupo  de  microbios  presenta  sus  propias  estrategias

particulares de evasión. Las bacterias extracelulares son aquellas capaces de dividirse fuera de las
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células  del  hospedero,  mientras  que  las  intracelulares  requieren  de  estas  para  su  replicación.

Algunas  bacterias  atraviesan  etapas  dentro  y  fuera  de  las  células,  donde  son  susceptibles  a

diferentes mecanismos de destrucción por parte del sistema inmunitario.  

La respuesta inmune a bacterias extracelulares está dirigida a eliminar las bacterias y a neutralizar

las toxinas. Los principales mecanismos mediados por el sistema inmunitario innato, capaces de

eliminar  este  tipo  de  patógenos,  implican:  la  producción  de  citoquinas  pro-  inflamatorias,  en

respuesta  al  reconocimiento  de  PAMPs  por  PRRs;  la  fagocitosis  mediada  por  neutrófilos  y

macrófagos;  y  las  funciones  mediadas  por  el  sistema  complemento.  En  lo  que  respecta  a  la

inmunidad adaptativa, las funciones de los anticuerpos de opsonizar bacterias, activar la vía clásica

del  complemento  y  neutralizar  las  toxinas,  son  las  más  destacadas  de  la  rama  humoral.  Se

considera que las respuesta de células T CD4+ de tipo Th1 serían las más efectivas para combatir

este tipo de microbios.  Esto se debe a su capacidad de activar  los macrófagos, a través de la

liberación de IFN-γ, y reclutar y activar neutrófilos, al inducir la liberación de TNF-α y linfotoxina.

Por su capacidad de reclutar neutrófilos, las células T CD4+ de tipo Th17 también son relevantes en

algunas infecciones por bacterias extracelulares (Bedoya et al. 2013). 

En lo que respecta a las bacterias intracelulares, muchas de ellas son capaces de sobrevivir dentro

de los fagocitos (Mitchell et al. 2016). Para su eliminación es clave el reconocimiento a través de

PRRs intracelulares como ser TLRs, CLRs y NLRs. Este reconocimiento gatilla la producción de IL-12,

citoquina que activa a las células NK,  las cuales, a su vez,  producen IFN-γ, que estimula a los

macrófagos y potencia su capacidad lítica. En cuanto a la inmunidad adaptativa, los linfocitos T

CD4+ Th1 aparecen como fundamentales, ya que contribuyen a la activación de los macrófagos y
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de linfocitos T CD8+ citotóxicos. Estos últimos, son capaces de reconocer a las células infectadas y

mediar su eliminación. 
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Figura 3.1. Estrategias de evasión de patógenos bacterianos intracelulares.  (1) F. tularensis escapa de vacuolas 
tipo endosomas tardíos de una manera dependiente del sistema de secresión de tipo 6 (T6SS). Luego de su 
replicación en el citosol, F. tularensis  puede retranslocalizar a compartimientos unidos a membrana similares a 
autolisosomas. (2) L. monocytogenes escapa de la vía fagolisosomal usando los efectores LLO y PLCs del sistema 
de secreción de tipo 2 (T2SS). L. monocytogenes  replica rápidamente en el citosol y utiliza la maquinaria de 
polimerización de actina celular para moverse dentro y entre células. (3) B. pseudomallei escapa al citosol de una 
manera dependientes del sistema de secreción de tipo 3 (T3SS). B. pseudomallei tiene una movilidad basada en 
la actina y promueve la fusión de las células del hospedero. (4) C. burnetii está adaptada a la vía fagolisosomal y 
reside en compartimientos tipo fagolisosomas. El sistema Dot/Icm es requerido para el reclutamiento del 
marcador LC3 y la biogénesis vaculoar. (5) M. tuberculosis  detiene la maduración del fagosoma en el estado de 
endosoma temprano. (6) L. pneumophila y B. abortus emigran de la ruta endocítica en el estadío de endosoma 
temprano, reclutan vesículas derivadas del retículo endoplasmático y forman vesículas especializadas con 
ribosomas agregados, en una manera dependiente del sistema de secreción de tipo 4 (T4SS). (7) C. pneumoniae 
escapa de la ruta endocítica y forma una vacuola única de inclusión al reclutar vesículas derivadas del Golgi. Los 
efectores de C. Pneumoniae promueven la fragmentación del Golgi y generan filamentos de actina alrededor de 
la inclusión. Clamidia se encuentra en dos formas distintas: un cuerpo elemental no replicativo (EB) y un cuerpo 
reticular replicativo (RB) intracitoplasmático. Efectores T2SS y T3SS se cree están implicados en el ciclo de vida 
intracelular de Clamidia. (8) S. enterica  replica en compartimientos tipo endosomas tardíos que excluyen 
enzimas degradativas lisosomales. Imagen tomada de Mitchell et al. 2016.   



Para resistir las acciones efectoras de la respuesta inmune innata y adaptativa las bacterias han

desarrollado diversos mecanismos de evasión. Muchos patógenos de tipo extracelular son capaces

de inhibir la deposición y/o activación del sistema complemento en su superficie. Por ejemplo, casi

todos los patógenos Gram-positivos expresan moléculas que son capaces de unir inhibidores del

complemento, como el factor H o la proteína de unión a C4b (C4BP), presentes en el suero del

hospedador, a la superficie bacteriana (Okumura & Nizet 2014). Estos factores interactúan con la

convertasa de C3 y aceleran su decaimiento, siendo los reguladores principales de la activación del

complemento en condiciones fisiológicas. Otras bacterias, como S. aureus, no unen estos factores

reguladores sino que son capaces de secretar proteínas propias que cumplen la misma función

(Rooijakkers & van Strijp 2007).  

Otros mecanismos de virulencia se centran en evadir la fagocitosis y destrucción por fagocitos, ya

sea al impedir el reclutamiento y la activación de estas células, inhibir la opsonización mediada por

anticuerpos, evitar ser eliminadas por el estallido respiratorio, y/o resistir la acción de los gránulos

de los macrófagos. A modo de ejemplo, especies de bacterias Gram-positivas presentan la enzima

superóxido dismutasa bacteriana que acelera la conversión de O2
.- a H2O2. Las bacterias pueden

entonces convertir el H2O2 a moléculas menos reactivas. En este punto, la acción de la catalasa es

un mecanismo común de las bacterias Gram-negativas y  S. aureus para oxidar el H2O2 a oxígeno

molecular y agua (Okumura & Nizet 2014). Algunas bacterias, también, han desarrolado estrategias

para acelerar la muerte de los fagocitos a través de la acción de toxinas citolíticas (Okumura &

Nizet 2014). Las bacterias intracelulares son especialistas en evitar su destrucción por fagocitos,

esto  lo  logran  mediante  distintas  estrategias,  como  podemos  ver  en  la  Figura  3.1.  Algunos
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patógenos impiden la maduración de los fagosomas, evitando la acidificación o su fusión con los

lisosomas, como M. tuberculosis. Otras, como L. monocytogenes, presentan proteínas que median

la ruptura de la membrana del fagosoma permitiendo su escape al citoplasma de la célula (Mitchell

et al. 2016). Al evitar ser degradadas por los mecanismos microbicidas de las células los antígenos

bacterianos  no  pueden  ser  procesados  y  presentados,  evadiendo  de  esta  forma  también  la

respuesta inmune adaptativa. Otra forma de evitar su presentación es inhibir la internalización de

componentes bacterianos a células presentadoras de antígeno.

Algunas  bacterias,  pueden modular  el  procesamiento y la  presentación antigénica al  inhibir  la

expresión de MHC de clase II o clase I y de moléculas co-estimuladoras, o, por la acción de toxinas

que interfieren con el tráfico de moléculas de MHC. Esto repercute en una respuesta disminuida de

células  T.  Los  patógenos  también  pueden  actuar  sobre  las  células  presentadoras  de  antígeno

estimulando la producción de citoquinas inmunoreguladoras, como la IL-10 y el TGF-β, por parte

de macrófagos y células dendríticas. Otra estrategia de inmunoevasión implica inhibir la activación

de  linfocitos,  ya  sea  mediante  la  fosforilación  del  TCR  o  BCR,  provocando  un  aumento  en  la

apoptosis  de  estas  células,  o  estimulando  la  diferenciación  de  los  linfocitos  T  a  células  T

reguladoras.  Algunos patógenos, por otra parte, provocan un desvío de la respuesta inmune a

respuestas que no son efectivas para eliminar ese patógeno en particular, ejemplo claro de esto lo

representa M. tuberculosis (O'Garra et al. 2013).    

Comprender los mecanismos de evasión y regulación de la respuesta inmune, explotados por los

patógenos,  es  clave  para  el  desarrollo  de  estrategias  profilácticas  y/o  terapeúticas  efectivas,

sobretodo  pensando  en  el  desarrollo  de  inmunidad  protectora.  En  este  punto,  la  interacción
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patógeno-hopedero en la interfase de la respuesta inmune innata y adaptativa, representada por las

células dendríticas es, también, de suma importancia. En este trabajo nos propusimos estudiar la

interacción entre las células dendríticas y un patógeno de suma relevancia para la realidad nacional,

como es Leptospira spp. Nos centramos en la exploración de nuevos mecanismos inmunoreguladores

y su impacto en la respuesta inmune adaptativa contra el mismo. A continuación, haremos una breve

introducción a las características más relevantes de la infección por Leptospira y  la respuesta inmune

generada contra ella. 

3.1.2. LEPTOSPIROSIS Y RESPUESTA INMUNE  

Epidemiología y agente etiológico

La leptospirosis  es una de las zoonosis  con más amplia  distribución a nivel  mundial.  Distintos

relevamientos dan cuenta de su creciente impacto como problema de salud humana y animal

(Costa et al. 2015; Torgerson et al. 2015). A nivel mundial, se estima que ocurren 1 millón de casos

severos por año, ocasionando más de 60.000 muertes, por lo que esta enfermedad muestra tasas

de morbi/mortalidad superiores al  dengue severo o la leshmaniasis  viceral.  En nuestro país  la

leptospirosis  en  humanos  es  una  enfermedad  de  notificación  obligatoria,  que  se  presenta

fundamentalmente como una enfermedad endémica y  esporádica,  con un número variable de

casos  anuales.  Es  considerada  una  enfermedad  ocupacional,  con  casos  que  ocurren

predominantemente en zonas rurales y peri-urbanas.  Se estima que ocurren 15 casos/100.000

habitantes  anualmente,  afectando  principalmente  a  hombres  jóvenes  con  actividades  rurales

(Schelotto et  al.  2012).  Sin  embargo,  hay pocos  estudios  publicados que demuestren un nexo

epidemiológico  entre  el  hombre  y  animales  domésticos  y/o  salvajes  en  la  transmisión  de  la

enfermedad (Repiso et al. 2005; Suanes 2013; Meny et al. 2017; Zarantonelli et al. 2018). 

103



En Uruguay la leptospirosis ha sido identificada como una de la enfermedades reproductivas re-

emergentes  que  afectan  tanto  al  ganado  bovino  de  carne  como  de  leche,  con  datos  de

seroprevalencia variables según el área geográfica, con un rango de 25-60% a nivel individual y de

50-70% a nivel de establecimientos (Caffarena 1971; Repiso et al. 2005; Suanes 2013).

La  leptospirosis  es  causada  por  distintas  especies  patógenas  de  Leptospira,  bacterias  que

pertenecen  al  orden  Spirochaetales  (Espiroquetas).  Las  leptospiras  son  espiroquetas  aerobias

obligadas, extracelulares, muy móviles, que comparten características tanto con bacterias Gram-

negativas como Gram-positivas,  aunque en general  se las relaciona más a las primeras (Haake

2000).  Basado en análisis  de filogenia del  ARN ribosomal  16S,  el  género  Leptospira puede ser

clasificado en tres grandes subgrupos (Lehmann et al. 2014). El primer subgrupo está constituido

por las genoespecies saprófitas, microorganismos de vida libre no patogénicos para el hombre. En

este grupo se incluye Leptospira biflexa. El segundo subgrupo está integrado por 8 genoespecies

patogénicas, entre ellas  Leptospira interrogans y  Leptospira borgpetersenii. Por último, un tercer

subgrupo reúne a todas las genoespecies de patogenicidad intermedia (Lehmann et al. 2014). El

número de especies de  Leptospira identificadas continúa en aumento, con más de 13 especies

descritas  recientemente  (Puche  et  al.  2018;  Thibeaux  et  al.  2018).  Además  de  la  clasificación

molecular, existe una clasificación serológica, en serovares y serogrupos, definido por anticuerpos

dirigidos contra sus antígenos lipopolisacáridos (LPS) (Goris & Hartskeerl 2014).  

Patogénesis

Las especies patógenas de  Leptospira tienen una afinidad particular y adaptaciones especiales a
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distintos  mamíferos  hospederos,  donde  causan  manifestaciones  clínicas  de  distinto  grado  de

severidad (Levett 2001). Los animales, pueden dividirse en hospederos reservorios o accidentales,

pudiendo actuar como uno u otro dependiendo de cual sea el serovar de Leptospira infectante. Los

seres humanos se consideran en general hospederos accidentales. La enfermedad es mantenida en

la  naturaleza  por  la  infección   crónica  de  los  túbulos  renales  proximales  de  los  hospederos

reservorios. Un animal infectado puede permanecer libre de síntomas y excretar leptospiras en su

orina  durante  toda  su  vida  (Levett  2001).  Los  roedores  actúan  como  reservorios  de  distintos

serovares (Levett 2001). 

Por otra parte, los animales de compañía, y el ganado, pueden sufrir desde abortos a lesiones

múltiorgánicas graves. Los bovinos son hospederos reservorios de los serovares Hardjo y Wolfii,

manteniendo  las  bacterias  en  el  tracto  urinario  y  reproductor,  la  infección  crónica  por  estos

serovares  se  asocia  a  problemas  reproductivos.  El  serovar  Pomona  infecta  accidentalmente  a

bovinos produciendo tormentas de  abortos, y se mantiene como reservorio en suinos y ovinos.

Manifestaciones  sintomáticas  de  la  enfermedad  en  el  ganado  bovino  producen  infertilidad  y

abortos  tardíos,  muerte  en  animales  jóvenes,  y  puede provocar  una  disminución  repentina  y

marcada de la producción láctea, fiebre, ictericia y meningitis (Ellis 2015; Radostits et al. 2002). 

Los humanos infectados pueden presentar una amplia variedad de manifestaciones clínicas, desde

infecciones  asintomáticas  a  enfermedad  crónica  (Ashford  et  al.  2000;  Ganoza et  al.  2010).  La

leptospirosis  humana  es  trasmitida  por  el  contacto  directo  de  heridas  con orina  o  tejidos  de

animales infectados o, indirectamente, a través del contacto de las mucosas con agua o suelos

contaminados (Bharti et al. 2003; Palaniappan et al. 2007). La mayoría de las infecciones causadas
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por  leptospira son  subclínicas  o  muy leves.  En una proporción  menor,  se  presenta  como una

enfermedad febril de inicio repentino que puede progresar hacia una falla multi-orgánica, e incluso

la muerte (Adler et al. 2010). Entre el 5 y 10% de todos los pacientes con leptospirosis desarrollan

el Síndrome de Weil, que es la manifestación más severa, con una tasa de mortalidad de 15-40%

(Mišić-Majerus et al. 2017). En todos los casos, el riñón es uno de los órganos más afectados, ya

que es donde se alojan las bacterias (Adler et al. 2010). 

Los mecanismos subyacentes a la patogénesis de la leptospirosis no están del todo elucidados. Se

cree  que  factores  del  patógeno  y  del  hospedero,  son  ambos  responsables  del  desarrollo  y

progresión  de  la  infección.  Sin  embargo,  es  poco  comprendido  si  el  resultado  final  de  las

infecciones severas está dado por el daño tisular directo causado por Leptospira o es consecuencia

de un desbalance de la respuesta inmune del hospedero a la infección. A su vez, que determina la

infección aguda o crónica,  dependiendo de la combinación hospedero y serovar de  Leptospira

también  es  poco  comprendido.  Numerosos  estudios  han  reportado  el  papel  de  mediadores

inmunes, como citoquinas y quimioquinas, en el curso de la enfermedad (Chin et al. 2018). Se cree

que la interacción hospedero-patógeno es determinante en este sentido. 

En lo que refiere a características propias del patógeno, las leptospiras han desarrollado diferentes

estrategias para invadir los tejidos.  Una de ellas es la capacidad de adherirse a las células del

huésped y a la matriz extracelular, mediante la expresión de adhesinas (Vieira et al. 2014). Por otra

parte, se ha observado que las leptospiras son capaces de ingresar eficientemente a las células del

huésped in vitro y traslocarse rápidamente a través de las monocapas celulares (Vieira et al. 2014).

Se considera que en Leptospira el principal factor de virulencia lo constituyen las lipoproteínas de
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membrana externa, como las proteínas Loa22 y HptG (Ristow et al. 2007; King et al. 2013). Veamos

ahora lo que sucede con la respuesta del hospedero frente a Leptospira.

Respuesta inmune innata

Leptospira puede ser reconocida por el sistema inmunitario. Como principal PAMP expresa, en su

superficie celular, lipolisacárido (LPS). Este LPS posee un lípido A con una estructura diferente al de

las  enterobacterias,  y  una  toxicidad  disminuida.  El  LPS  de  Leptospira es  reconocido  por  los

heterodímeros TLR4/TLR2 en las células murinas, y, curiosamente, a través de los heterodímeros

TLR2/TLR1 en humanos  (Nahori  et  al.  2005;  Werts  2010).  El  TLR4 es  crucial  para controlar  la

leptospirosis murina, ya que los ratones que no expresan TLR4 (C3H/HeJ) resultan susceptibles a la

infección  aguda  por  L.  interrogans serovares  Icterohaemorrhagiae,  Copenhageni  y  Manilae;

mientras que el resto de las cepas de ratones presentan diferentes grados de resistencia (Pereira et

al. 1998; Viriyakosol et al. 2006; Koizumi 2003; Nally et al. 2005). 

La  detección  de  PAMPs  y  DAMPs,  por  NLRs,  también  ocurre  durante  la  leptospirosis.  El

inflamasoma NLRP3 es inducido por la interacción del LPS bacteriano con los TLRs y activado por

una disminución en la actividad de la ATPasa Na/K, efecto causado por una glicoproteína inhibidora

de Leptospira (Burth et al. 1997; Lacroix-Lamande et al. 2012). Se sospecha que esta glicoproteína

es  un  componente  citotóxico  de  la  membrana  externa  de  la  bacteria,  y,  previamente,  se  ha

mostrado que es capaz de activar células mononucleares periféricas (Vinh et al. 1986; Diament et

al.2002). DC-SIGN y la proteína de unión a manosa (MBL) son dos CLRs que han sido identificados

también como potenciales mediadores del  reconocimiento de  Leptospira  (Gaudart et  al.  2008;

Miranda et al. 2009).   
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El  reconocimiento  de Leptospira gatilla  un  programa robusto  de  inducción  de  citoquinas  pro-

inflamatorias,  que  es  consistente  para  la  infección  en  diversos  mamíferos.  El  conjunto  de

citoquinas y quimioquinas inducidas en niveles significativos, tanto en humanos como en ratón,

incluyen:  IL-1β,  IL-6,  IL-10,  MCP-1,  y  TNF-α  (Wang  et  al.  2012).  En  el  humano,  también  se

encontraron niveles elevados en suero de GM-CSF, CCL2 e IL-11 (Wang et al. 2012). Por otra parte,

se  ha  evidenciado,  in  vitro, la  producción  local  de  CXCL1/KC,  iNOS,  y  CCL2/MCP-1  (Hung  et

al.2006a, b; Yang et al. 2006).

En lo que refiere a la respuesta inmune, Leptospira presenta varias estrategias de evasión. Como

mencionamos antes, el sistema del complemento juega un rol esencial en la respuesta inmune

innata contra este tipo de bacterias, y la activación de la vía alternativa es uno de los mecanismos

efectores más importantes durante las primeras horas de infección. Sin embargo, este mecanismo

no resulta eficiente frente a las leptospiras. En estudios in vitro se ha observado que, mientras L.

biflexa muere en pocos minutos en presencia de suero normal humano, las especies patógenas de

Leptospira son capaces de sobrevivir  y de resistir  la acción lítica del  sistema de complemento,

especialmente si son virulentas (Fraga et al. 2016). Esta resistencia está vinculada a la capacidad de

unir el factor H y la proteína 1 relacionada al factor H (FHR-1) (Fraga et al. 2016). Además, se han

encontrado cepas patógenas resistentes al suero que son capaces de unir la proteína C4BP (Fraga

et al. 2016).  

Con respecto a la respuesta inmune innata celular, el LPS y las hemolisinas bacterianas estimulan a

los macrófagos para producir  IL-1β,  IL-6,  IFN-γ y TNF-α (Isogai  et  al.  1990; Wang et  al.  2012).
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Además, los macrófagos tratados con LPS de Leptospira presentan una actividad fagocítica mayor

(Isogai et al. 1990). El papel de los macrófagos en la protección contra la infección por Leptospira

se  sugirió  en  un  estudio  en  el  que  ratones  tratados  con sílice,  para  inhibir  la  función  de  los

macrófagos, presentaron una eliminación de la bacteria deficiente y mayor susceptibilidad a la

infección (Isogai et al. 1986). Varios estudios in vitro sugieren que la fagocitosis de las leptospiras

por neutrófilos  y  macrófagos  sólo es  efectiva si  el  patógeno es primeramente opsonizado por

anticuerpos IgG específicos, y que de lo contrario la fagocitosis es mínima o incluso inexistente

(Banfi et al. 1982; Cinco et al. 1981; Vinh et al. 1982). La opsonización podría ayudar a superar

mecanismos  de  evasión  inmune,  inherentes  de  Leptospira, que  afectan  la  función  de  los

macrófagos. Se ha demostrado que cepas virulentas pueden inducir la apoptosis de macrófagos o

limitar la fusión de fagosomas cargados de bacterias con lisomas (Merien et al. 1997; Jin et al.

2009;  Toma  et  al.  2011).  Los  leucocitos  polimorfonucleares  (PMN),  incluyendo  granulocitos,

eosinófilos y neutrófilos, comprenden componentes importantes de la respuesta inmune innata,

pero su papel en la protección contra la infección por Leptospira no está claro. 

Algunos  trabajos  sugieren  que  las  leptospiras  podrían  ingresar  a  los  macrófagos  en  procesos

mediados  por  fagocitosis,  o  de  manera  activa  a  través  de  mecanismos  aún  desconocidos,

transformando a estas células en reservorios de bacterias. De hecho, algunos autores cuestionan si

Leptospira puede ser considerada como un patógeno de vida completamente extracelular.

Respuesta inmune adaptativa 

Los anticuerpos contra  Leptospira tienen un papel clave en la provisión de protección inmune

contra  la  infección  letal  por  esta  bacteria,  en  varias  especies.  Esto  lo  han  demostrado  varios
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grupos, con experimentos donde ratones deficientes en células B mostraron una susceptibilidad

mayor  a  la  infección  letal  por  Leptospira,  siendo  esto  revertido  por  la  administración  de

anticuerpos específicos (Adler & Faine 1977; Bandeira et al. 2011; Chassin et al. 2009; Nally et al.

2005). En contraste, las células T no parecen tener un efector protector, ya que ratones deficientes

en  células  T  mostraron  ser  resistentes  al  desafío  letal  (Chassin  et  al.  2009).  La  infección  por

Leptospira produce  una  respuesta  humoral,  con  producción  de  inmunoglobulinas  IgM  e  IgG

específicas de serovar. La mayoría de los anticuerpos específicos producidos se dirigen contra el

LPS,  sin  embargo,  otros  componentes  de  la  membrana,  como  las  lipoproteínas,  también  son

antígenos importantes (Zuerner 2015). 

Aunque lo descrito anteriormente muestra la importancia crítica de la inmunidad mediada por

células B, tanto los linfocitos B como los T tienen un papel importante en la promoción de una

respuesta inmune efectiva frente a la infección por  Leptospira.  De hecho, se ha mostrado una

producción disminuida de IFN-γ, y mayor daño renal, con evidencia de inflamación intersticial y

desarrollo  de  infiltrados  nodulares,  en  ratones  deficientes  en  células  T  (Chassin  et  al.  2009).

Además,  estos  ratones  mostraron  un  incremento  de  marcadores  serológicos  de  daño  renal

(Chassin  et  al.  2009).  Estos  trabajos  se  centraron en  la  protección  contra  el  desafío  letal  por

Leptospira.  Existe menos información sobre qué componentes de la respuesta inmunitaria son

críticos para prevenir el desarrollo de infección crónica, por esta bacteria.  

En lo que refiere a la inmunidad celular, se conoce que Leptospira activa los linfocitos T y las células

renales  parenquimales  del  riñón  para  producir  IFN-γ  e  iNOS.  Inicialmente,  esto  genera  una

inflamación, que es necesaria para atraer leucocitos y matar a las bacterias, pero se ha visto que
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las células B y T también participan en procesos pro-inflamatorios, que son independientes de los

TLRs, y que contribuyen al daño de los tejidos (Prêtre et al. 2011).

El papel de la respuesta inmune mediada por células T en la infección por Leptospira se ha puesto

de  manifiesto  claramente  en  experimentos  realizados  en  bovinos.  En  este  sentido,  vacunas

polivalentes (incluyendo los serovares Hardjo,  Canicola,  Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae),

que están formuladas con bacterias enteras inactivadas, no son capaces de proteger de la infección

por el serovar Hardjo, aunque son potentes inductores de inmunidad humoral (Bolin et al. 1989).

Además,  las  vacunas  monovalentes  preparadas  con  L.  borgpetersenii serovar  Hardjo  parecen

estimular el sistema inmune celular, y de esta forma podrían mejorar la protección (Bolin et al.

2000; Bolin & Alt 2001; Ellis et al. 2000). La respuesta de células T CD4+ y Tγδ+ productoras de IFN-

γ se ha asociado a protección vacunal (Blumerman et al. 2007; Naiman et al. 2001b, 2002). En un

estudio  más  reciente,  mostraron  que  la  inmunización  con  vacunas  monovalentes  induce

respuestas de células T CD4+, CD8+ y γδ+. Si bien esas vacunas impidieron la colonización renal de

los bovinos, y la liberación de bacterias por la orina, no lograron impedir la infección (Bolin et

al.2000; Bolin & Alt 2001; Ellis et al. 2000; Zuerner et al. 2011). En suma, la inmunidad celular

parece jugar ciertamente un papel en controlar la infección por Leptospira, al menos en bovinos,

pero aún permanecen varias preguntas sin responder en esta área.  

La respuesta inmune innata y adaptativa están interconectadas mediante las células dendríticas, estas

células son capaces de reconocer bacterias a través de la unión de PAMPs a receptores especializados

en su superficie. Luego de capturar y degradar a la bacteria, las DCs presentan sus antígenos como

péptidos unidos a moléculas de MHC y activan células T vírgenes específicas. La caracterización de las
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interacciones DC-bacteria es importante para entender los mecanismos utilizados por las bacterias

virulentas para evitar la inmunidad adaptativa. Cualquier impedimento en la función de estas células

puede contribuir a la supervivencia y diseminación de la bacteria en el individuo. Un ejemplo de un

patógeno capaz de interferir con la función de las DCs es Salmonella entérica serovar Typhimurium (S.

typhimurium). Cepas virulentas de esta bacteria son capaces de modular su entrada a las DCs, evitar

la degradación lisosomal y prevenir su presentación en moléculas de MHC, a través de la expresión de

proteínas de virulencia. En lo que respecta a Leptospira se conoce muy poco de su interacción con las

células dendríticas, con un único artículo en el que se muestra que  L. interrogans se une a estas

células  a través del  receptor  DC-SIGN e induce la maduración y liberación de citoquinas por las

mismas (Gaudart et al. 2008).  
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3.3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

– Generar Leptospiras recombinantes para el antígeno modelo OVA

– Evaluar la respuesta de células T CD4+ inducida frente a Leptospira in vitro

– Estudiar  el  procesamiento  y  la  presentación  de  antígenos  de  Leptospira  por  células

dendríticas derivadas de médula ósea murina

– Determinar el rol de Tmem176b en la presentación de antígenos de Leptospira, la respuesta

celular a la bacteria y el curso de la infección,  en un modelo de ratón 
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3.3. MATERIALES Y MÉTODOS

3.3.1. Oligos utilizados 

Para los ensayos realizados se utilizaron los oligos de la Tabla 3.1.  

Tabla 3.1. Oligos utilizados en este estudio.

PCR convencional

FlgB1 5´-ACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGTAATCTTTTAAATTTAGCACTTCA-3´

FlgB2 5´-CAAAGTTGATTATACTTTCTAACATTTTCTCAAACATTATTTCTCCCCCT-3´

OFGP1 5´-AGGGGGAGAAATAATGTTTGAGAAAATGTTAGAAAGTATAATCAACTTTG-3´

OGFP2 5´-CATTTGTGGGAATATGCTATACGGATTTGCCCTATTTGTAGAGCTCATCCATGCC-3´

Mao1 5´-CGCAATTAACCCTCACTAAAG-3´

Mao2 5´-ATTATTCCACATATATTCTGTC-3´

3.3.2. Generación del vector de expresión pMaORI-OVA-GFP

Se generó el vector de expresión en Leptospira spp. pMaORI-OVA-GFP conteniendo las secuencias

codificantes para dos péptidos OVA, fusionados a la proteína GFP, bajo el promotor de la proteína

de  Leptospira FlgB,  mediante  clonado  libre  de  enzimas  de  restricción.  El  vector  pMaORI

conteniendo un cassete de resistencia al antibiótico espectinomicina (SpcR) fue proporcionado por

Mathieu Picardeau de la Unidad de Biología de Espiroquetas, Institut Pasteur.  

  

Amplificación del promotor de FlgB de   Leptospira spp  .

Para  el  clonado  del  promotor  de  FlgB  se  partió  de  ADN genómico  de  L.  interrogans serovar

Copenhageni cepa Fiocruz L1-130, disponible en la Unidad Mixta INIA-Pasteur. Se utilizaron los
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oligos FlgB1 y FlgB2 para la amplificación por PCR, de acuerdo al protocolo descrito más adelante,

utilizando una Tm de 55 °C. El oligo FlgB1 contiene una región complementaria al vector pMaORI y

una específica para la secuencia del promotor, mientras que el oligo FlgB2 contiene una región

específica del promotor y otra complementaria a la secuencia de OVA. El producto de PCR se corrió

por electroforesis en gel de agarosa y a partir de la banda del tamaño esperado para la secuencia

del promotor se purificó el ADN amplificado. 

Amplificación de la secuencia OVA-GFP

Se amplificó la secuencia codificante para la proteína GFP fusionada a los siguientes péptidos OVA:

OVA257-264 SIINFEKL, cargado en el MHC de clase I y reconocido por células T CD8+; y OVA323-

339 ISQAVHAAHAEINEAGR cargado en el MHC de clase II y reconocido por células T CD4+; a partir

del plásmido pCINeo-OGFP, gentilmente cedido por Cédric Louvet. Se utilizaron los oligos OGFP1 y

OGFP2 y se siguió el protocolo de amplificación descrito más adelante. El oligo OGFP1 contiene

una secuencia complemetaria al producto de amplificación del promotor de FlgB y una específica

para la secuencia de OVA, mientras que el  oligo OGFP2 contiene una región específica para la

secuencia de GFP y una complemetaria al vector pMaORI (Pappas et al. 2015). El producto de PCR

se corrió por electroforesis en gel de agarosa y a partir de la banda del tamaño esperado para la

secuencia OVA-GFP se purificó el ADN amplificado. 

Generación del megaprimer

La generación de un megaprimer conteniendo la secuencia del promotor de FlgB seguida de la

secuencia  codificante  para  la  proteína  de  fusión  OVA-GFP,  con  regiones  que  permitieran  su

inserción en el vector pMaORI, se logró realizando una reacción de extensión. Para esto se siguió el
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mismo protocolo de ciclado de PCR, descrito más adelante, en una reacción en la que se colocó el

ADN, purificado a partir del gel, producto de la amplificación del promotor de FlgB y el producto de

la amplificación de la secuencia codificante para OVA-GFP. Como se mencionó antes, los oligos

utilizados para las amplificaciones fueron diseñados de manera tal que ambos productos de PCR

contuviesen regiones complementarias entre sí. El producto de la reacción de extensión se corrió

por electroforesis en gel de agarosa y se purificó ADN a partir de una banda del tamaño esperado

para el megaprimer.

Extensión del megaprimer 

Se  preparó  una reacción  de  PCR  de  50  μL  de  volumen final,  donde  se  colocaron 200  ng  del

megaprimer, MgCl2 a 3 mM, dNTPs a 0.2 mM, buffer 1x HF, 0.2 μL de la enzima Phusion y 40 ng del

plásmido  pMaORI,  utilizado  como  molde.  El  siguiente  programa  de  PCR  fue  utilizado  para  la

extensión: paso 1, 3 min a 98 °C; paso 2, 15 seg a 98 °C; paso 3, 30 seg a 55 °C; paso 4, 2 min a 72

°C; paso 5, repetir los pasos 2-4 (35x); paso 6, extensión final por 5 min a 72 °C. Luego, se realizó la

digestión del plásmido parental metilado utilizado como molde. Para esto se agregó 1 μL de la

enzima Dpn I a 50 μL de reacción de PCR y se incubó por 1 h a 37 °C, transcurrido este tiempo se

inactivó la enzima incubándola 15 minutos a 65 °C. El producto de la reacción se purificó utilizando

el kit de purificación de ADN QIAquick PCR Purication Kit (Nro. Ref. 28106, Qiagen), siguiendo las

recomendaciones del fabricante, y se resuspendió el producto final en 30 μL de agua. 10 μL del

ADN purificado se corrieron en una electroforesis en gel de agarosa al 1%. 

3.3.3. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

Cada reacción de PCR consistíó de dos oligos (forward y reverse) a 10 nM final, buffer HF 1X, 1 μL
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de ADN molde, MgCl2 a 3 mM, dNTPs a 0.2 mM, 0.2 μL de la enzima Phusion y ddH2O hasta un

volumen final de 50 μL. El siguiente programa de PCR fue utilizado para la amplificación: paso 1, 3

min a 98 °C; paso 2, 15 seg a 98 °C; paso 3, 30 seg a 60 °C; paso 4, 1 min a 72 °C; paso 5, repetir los

pasos 2-4 (35x); paso 6, extensión final por 5 min a 72 °C. 

3.3.4. Electroforesis en gel de agarosa y purificación de ADN a partir del gel

Los geles de agarosa fueron preparados disolviendo agarosa, apta para biología molecular, a una

concentración de 1% (m/v) en buffer TAE utilizando un horno microondas. Luego de dejar enfriar

levemente se agregó bromuro de etidio como agente intercalante. Se colocaron 0.5 μg de ADN por

carril junto con buffer de carga y se corrió a 100 V por 1 hora. Luego se visualizó el gel utilizando un

transiluminador ultravioleta. 

En caso de ser necesario se realizó la extracción de ADN a partir de las bandas del gel para futuras

aplicaciones. Las bandas requeridas fueron extraidas utilizando un bisturí y el ADN fue purificado

utilizando el kit QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

3.3.5. Preparación de bacterias competentes Escherichia coli π1 y β2163 para transformación

Se creció un cultivo de 100 ml de bacterias E. coli π1 o β2163 en medio LB con dT 0.3 mM o DAP

0.3 mM, respectivamente, a partir de un inóculo de bacterias congeladas. Se enfriaron las células

en hielo y se centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Luego se resuspendieron en 10 ml

de buffer TSS conteniendo LB, PEG3350 al 10%, MgSO4 1/50 y DMSO 5%. Las células se alicuotaron

y se congelaron rápidamente en nitrógeno líquido para su posterior almacenamiento a -80 °C.
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3.3.6. Transformación de bacterias competentes con ADN plasmídico

Para transformar las bacterias, primero se descongeló una alícuota de las células competentes en

hielo. Se preparó un tubo conteniendo 20 μL de KCM 5X, 5 μL del ADN plasmídico purificado y

ddH20 hasta  un  volúmen final  de  100 μL.  A  este  tubo se  le  agregaron 100 μL  de  las  células

competentes,  se mezló y  se incubó en hielo por 20 minutos.  Se realizó un shock térmico por

transferencia de las células a 37 °C durante 5 minutos. Se agregó 1 ml de LB-dT 0.3 mM o LB-DAP

0.3  mM,  según  corresponda,  y  se  incubó  a  37  °C  por  una hora.  Transcurrido  este  tiempo se

plaquearon las células en medio selectivo LB agar-dT 0.3 mM/DAP 0.3 mM-espectinomicina 50

μg/mL y se incubaron o.n. a 37 °C.           

3.3.7. Purificación de ADN plasmídico

Para las distintas purificaciones de ADN plasmídico colonias únicas de bacterias E. coli π1 o β2163

transformadas fueron crecidas toda la noche a 37 °C, con agitación,  en medio LB conteniendo

espectinomicina 50 μg/ml y dT 0.3 mM o DAP 0.3 mM, según corresponda. La purificación del ADN

plasmídico se realizó por miniprep utilizando el kit comercial QIAprep Spin Miniprep Kit (Nro. Ref.

27106, QIAGEN) de acuerdo a las instrucciones provistas por el fabricante. El producto final se

resuspendió en 30 μL de agua y se cuantificó el ADN por Nanodrop. 

3.3.8. Digestión con enzimas de restricción

Se digirió el ADN plásmidico utilizando la enzima de restricción Kpn I para evaluar la presencia del

inserto.  Para  esto se  incubó 1  μg de plásmido pMaORI-OVA-GFP o  pMaORI  sin  inserto,  como
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control, con 2 μL de buffer Fast Digest 10X, 1 μL de la enzima Kpn I Fast Digest y agua hasta un

volumen final de 20 μL, por 30 minutos a 37 °C. Transcurrido este tiempo se inactivó la enzima

calentándola a 80 °C por 5 minutos. El producto de digestión se corrió por electroforesis en gel de

agarosa. 

3.3.9. Secuenciación del plásmido pMaORI-OVA-GFP

Se enviaron para  su secuenciación,  2  μg  de ADN del  producto  de miniprep de dos  clones  de

bacterias π1 transformadas con el plásmido pMaORI, de las cuales se sospechaba, por el ensayo de

digestión  con  Kpn  I,  que  contenían  el  inserto  OVA-GFP.  El  secuenciado  fue  realizado  por  la

plataforma de secuenciación Eurofins. Los oligos Mao1 y Mao2 (ver  Tabla 3.1) fueron utilizados

para la secuenciación de ambas hebras. Las secuencias fueron analizadas utilizando el programa

Plasm4 y se compararon por BLAST con la secuencia esperada para el inserto promFlgB-OVA-GFP. 

 3.3.10. Transformación de Leptospira spp. por conjugación con E. coli  β2163

Se crecieron cultivos de L. biflexa serovar Patoc I (LBP) y  L. interrogans serovar Manilae (LIM) en

medio EMJH líquidp a 30 °C con agitación y se siguieron por microscopía de campo oscuro. Se

dejaron crecer hasta que los mismos alcanzaron una densidad óptica (DO) a 420 nm de 0.3-0.4. Por

otra parte se crecieron cultivos, a partir de stocks congelados de bacterias β2163, transformadas

con el plásmido pMaORI-OVA-GFP, en medio EMJH complementado con DAP 0.3 mM a 37 °C hasta

alcanzar una DO de aproximadamente 0.3. Luego, se conectó un dispositivo de filtración, con un

filtro de 0.1 μm, a una bomba de vacío. A través de este dispositivo se pasaron primero 500 μL del

cultivo de E. coli y luego 2-6 ml del cultivo de Leptospira correspondiente. Se removió el filtro y se

colocó en una placa de EMJH agar-DAP 0.3 mM o.n. a 30 °C, para permitir la conjugación.

119



Al día siquiente,  se resuspendieron las bacterias presentes en el  filtro en 800 μL de EMJH, se

corroboró la presencia de ambas bacterias por visualización al microscopio y se plaquearon 250 μL

de la suspención de bacterias en placas de EMJH agar-espectinomicina 50 μg/mL. Las placas se

incubaron  a 30 °C hasta observar el crecimiento de colonias de Leptospira spp, aproximadamente

una semana para L. biflexa y tres semanas para L. interrogans. Las colonias observadas se crecieron

en medio EMJH- espectinomicina 50 μg/mL para la posterior extracción de ADN y confirmación de

la presencia del plásmido pMaORI-OVA-GFP. 

3.3.11. Extracción de ADN de Leptospira spp.

La  extracción de ADN total  de Leptospira se  realizó a  partir  de  300 μL  de un cultivo  en fase

exponencial  por  Maxwell,  de  acuerdo  a  las  instrucciones  provistas  por  el  fabricante.  El  ADN

extraido se recuperó en 300 μL de agua miliQ.  

3.3.12. Amplificación del plásmido pMaORI-OVA-GFP a partir de ADN de Leptospira spp. 

Para confirmar la presencia del plásmido pMaORI-OVA-GFP en las leptospiras transformadas se

amplificó una secuencia del mismo mediante PCR, a partir  del ADN extraído antes, usando los

oligos Mao1 y Mao2. El ADN extraído de cultivos de bacterias salvajes se utilizó como control. Y el

plásmido pMaORI-OVA-GFP se utilizó como control positivo. Se preparó una reacción de PCR de 50

μL de volumen final, donde se colocaron los oligos Mao1 y Mao2 a 0.5 mM, MgCl2 a 3 mM, dNTPs

a 0.2 mM, buffer 1x HF, 0.2 μL de la enzima Phusion y 40 ng de ADN. El siguiente programa de PCR

fue utilizado para la extensión: paso 1, 3 min a 98 °C; paso 2, 15 seg a 98 °C; paso 3, 30 seg a 48 °C;
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paso 4, 1 min a 72 °C; paso 5, repetir los pasos 2-4 (35x); paso 6, extensión final por 5 min a 72 °C.

Se corrieron 5 μL del producto de PCR en una electroforesis en gel de agarosa. 

3.3.13. Wester Blot anti-GFP 

Se  generaron  lisados  celulares  a  partir  de  cultivos  de  L.  biflexa o  L.  interrogans salvajes  o

transformadas  con  el  plásmido  pMaORI-OVA-GFP.  Para  esto  se  resuspendió  un  pellet  seco

congelado de estas células en buffer de lisis con 1% de SDS e inhibidor de proteasas (Pierce), y a

continuación se sonicaron las muestras. 20 μg de proteína total fueron migrados por electroforesis

en  un  gel  de  poliacrilamida  12%  a  150  V,  en  condiciones  reductoras  (SDS-PAGE).  Previo  al

sembrado, las muestras se diluyeron en buffer de carga (β-mercaptoetanol 25%, SDS 2.5%, Glicerol

50%, Buffer Tris-HCl 0.125 M pH 6.8, Azul de bromofenol 0.1 mg/mL) y se calentaron a 100 °C por

10 minutos para desnaturalizar las proteínas. 

Se  realizó  una  electrotransferencia  húmeda  del  gel  a  una  membrana  de  PVDF,  previamente

activada con metanol, a 20 V por 1 hora. La membrana se lavó con TBS 1x y se bloqueó con una

solución de TBS-Leche en polvo 5%-Tween 20 0.1% o.n. a 4°C bajo agitación. A continuación se

incubó con un anticuerpo monoclonal de ratón anti-GFP (Sigma) diluido 1/1000 en TBS-Tween 20

0,1%-Leche en polvo 5% por 2 h a temperatura ambiente (TA). Luego, se lavó la membrana y se

incubó durante 1 h a TA con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado a peroxidasa

(PROMEGA)  diluido  1/2500 en  TBS-Tween 20  0,1%-Leche en  polvo 5%.  Por  último,  se  lavó la

membrana nuevamente y se reveló con ECL (SuperSignal West Pico, Thermofisher Scientific). 
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3.3.14. Generación de células dendríticas derivadas de médula ósea (BMDCs)

Para la obtención de BMDCs, se extrajo médula ósea del fémur y la tibia de ratones Tmem176b +/+ o

Tmem176b-/-
, se  lisaron los  glóbulos  rojos  y  se  colocaron 5  x  106 células  en 10  mL de  medio

completo  con  1  μL  de  GM-CSF  por  placa  de  petri.  El  medio  para  estas  células  fue  RPMI

complementado  con  10%  de  SFB,  L-glutamina  2  mM,  piruvato  de  sodio  1  mM,  penicilina  10

unidades/ml, estreptomicina 10 μg/ml, HEPES 10 mM, MEM-animoácidos no esenciales 1x y β-

mercaptoetanol 0.02 mM. Al tercer día de comenzando el cultivo se agregaron 10 ml de medio

completo con 1 μL de GM-CSF por placa. Luego, al día 6, se extrajeron 10 ml de medio por placa, se

cetrifugó y se resuspendieron las células en 10 mL de medio fresco complementado con 1 μL de

GM-CSF y se volvieron a depositar en la placa. Al día 8 se despegaron las células adherentes con

PBS-2% SFB-0.7 mM EDTA frío para su posterior utilización.

3.3.15. Ensayos de proliferación de células OT-II

Preparación de las bacterias

Se realizaron cultivos de  L. biflexa y  L. interrogans salvajes y recombinantes para OVA en medio

EMJH-espectinomicina 50 μg/ml a 30 °C hasta alcanzar la fase exponencial, DO a 420 nm de 0.2-

0.3. Las células se centrifugaron por 10 minutos a 5000 rpm y se lavaron 2 veces con PBS 1x. Luego

de los lavados se resuspendieron en medio RPMI y se contaron en cámara de Petroff-Hausser. La

viabilidad de las bacterias se verificó observando su movilidad al microscopio.  

Purificación de células T CD4+ de ratones OT-II y marcado con DDAO

Células T  CD4+ fueron purificadas  por  selección positiva mediante MACS a partir  del  bazo de
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ratones  transgénicos  OT-II.  Primero,  se  realizó  una  disgregación  mecánica  del  bazo,  se

centrifugaron las células y se lisaron los glóbulos rojos. A partir de la suspensión celular obtenida

se procedió a la purificación de las células T CD4+ utilizando el kit CD4+ T cell Isolation Kit para

ratón (Miltenyi Biotec), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Las células purificadas

fueron cargadas con la sonda fluorescente DDAO y contadas en cámara de Malassez. 

Infección de BMDCs con   Leptospira   spp

BMDCs Tmem176b+/+ o Tmem176b-/- fueron generadas como se describió anteriormente. A día 8 se

despegaron y se colocaron 10.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos de fondo redondo. Se

dejaron  adherir  por  1  hora  y  se  lavaron  con  medio  RPMI  para  eliminar  posibles  restos  de

antibiótico.  L.  biflexa o  L.  interrogans,  salvajes o recombinantes para OVA,  en medio RPMI se

incubaron con las BMDCs a multiplicidades de infección (MOI) de 1, 10, 100 y 200 por 3 horas, para

permitir la infección. BMDCs sin bacterias fueron utilizadas como control. Para realizar los ensayos

de proliferación en respuesta al péptido OVA, las BMDCs se incubaron con las bacterias salvajes a

una MOI de 100 y péptido OVA de clase II a 1 y 10 μg/ml, durante 3 h. Transcurrido este tiempo,

las BMDCs se lavaron y se colocó medio RPMI completo con gentamicina a 100 μg/ml para eliminar

las bacterias que pudieran quedar adheridas.  

Incubación de BMDCs con células T OT-II y medida de proliferación

Las células OT-II  purificadas y cargadas con la sonda se incubaron con las BMDCs previamente

infectadas y lavadas en un ratio 5:1 (OTII:BMDCs), durante 3 días a 37 °C en medio RPMI completo.

Transcurrido este tiempo la proliferación de células T CD4+ fue evaluada por dilución del DDAO

mediante citometría de flujo. Las células se marcaron con anticuerpos anti-TCR y anti-CD4 y se
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adquirieron utilizando el citómetro Accuri C6 (BD). El porcentaje de células DDAOlow se determinó

dentro de las células T CD4+ utilizando el software FlowJo (BD) y se normalizó a la situación sin

bacterias. Las bacterias salvajes fueron utilizadas como control de proliferación específica de OVA. 

3.3.16. ELISA IFN-γ e IL-10

El sobrenadante de cultivo de los ensayos de proliferación fue guardado a -20 °C para la evaluación

de  citoquinas  mediante  ELISA.  La  presencia  de  IFN-γ  e  IL-10  se  midió  en  las  muestras  de

sobrenadante de los co-cultivos de células OT-II con BMDCs infectadas por Leptospira, a una MOI

de 100, utilizando kits comerciales (BD), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. 

3.3.17. Maduración de BMDCs en respuesta a Leptospira spp

Se generaron BMDCs WT como se describió anteriormente. A día 8 las células se despegaron y se

colocaron 500.000 células en placas de 10 mm no tratadas, se dejaron adherir por 2 h en medio

RPMI  completo,  y  transcurrido  este  tiempo  se  lavaron  y  se  colocaron  en  medio  RPMI  sin

antibiótico. Las células se co-incubaron con LBP o LIM, a una MOI de 100. Las bacterias fueron

preparadas  como  se  describe  en  los  ensayos  de  proliferación.  Luego  de  48  hs  las  BMDCs  se

despegaron y  se  marcaron con anticuerpos  anti-MHCII,  anti-CD80 y  anti-CD86,  se  fijaron  y  se

adquirieron en el citómetro de flujo Accuri C6 (BD). El análisis se realizó utilizando el software

FlowJo.

3.3.18. Medida del pH fagolisosomal 

Cargado de las bacterias
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Se realizaron cultivos de LBP y LIM en medio EMJH a 30 °C hasta alcanzar la fase exponencial, DO a

420 nm de 0.2-0.3. Las células se centrifugaron por 10 minutos a 5000 rpm y se lavaron 2 veces

con PBS 1x. Luego se resuspendieron a una concentración de 1x109 bacterias/ml en PBS. Se mezcló

1 ml de suspensión con 1 μL de Alexa Fluor 647 y 25 μL de FITC, a partir de un stock en DMSO de

las sondas a 10 mg/ml. Las bacterias se incubaron en oscuridad bajo agitación suave por 2 h a

temperatura ambiente. Se frenó el marcado a través del agregado de 4 ml de PBS-BSA 1%, se

centrifugaron  las  bacterias  y  se  realizaron  dos  lavados  con  PBS-BSA  0.2%.  Finalmente  se

resuspendieron en medio RPMI, se verificó su viabilidad al microscopio, y se contaron en cámara

de Petroff-Hausser. 

Incubación de BMDCs con las bacterias marcadas

Se generaron BMDCs WT y Tmem176b-/-, como se describió anteriormente. A día 8 las células se

despegaron, se colocaron 500.000 células en placas de 10 mm no tratadas, y se dejaron adherir

por 2 h en medio RPMI completo. Transcurrido este tiempo se lavaron y se colocó medio RPMI sin

antibiótico. Para sincronizar la fagocitosis las células se colocaron en hielo dentro de una cámara

fría  por  15  minutos.  Se  agregaron  las  bacterias  a  una  MOI  de  10  y  se  colocaron  las  células

nuevamente en hielo por 30 minutos, de manera de sincronizar la unión de las bacterias a las

células. Luego, se colocaron a 37 °C por 30 minutos para permitir la fagocitosis,  se lavaron las

células y se agregó medio RPMI completo con gentamicina. Las células se incubaron a 37 °C por 2 h

y pasado este tiempo se frenó la acidificación mediante el agregado de PBS-EDTA 5 mM frío. Se

lavó  2  veces  con  PBS-EDTA  5  mM  y  por  último  se  colocó  PBS.  Las  células  se  despegaron

mecánicamente  y  se  transfirieron  a  tubos  de  citometría  fríos.  Las  células  se  adquirieron

inmediatamente  a  4  °C  utilizando  el  citómetro  FACSArea  FusionIII  (BD).  El  análisis  se  realizó
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utilizando el software FlowJo.  

Curva de calibración

Para preparar la curva estándar se frenó la acidificación luego de 2 h, se lavaron las células, se

levantaron y se transfirieron a tubos de citometría, como se describió anteriormente. Las BMDCs

se centrifugaron a 500 xg por 7 minutos y se resuspendieron en buffers de pH conocidos entre 5 y

9, con ionóforos, para favorecer la permeabilización del fagolisosoma. Las células se incubaron por

10 minutos previo a su adquisición para permitir que se equilibrará el pH del fagosoma con el del

buffer. Se realizó una curva de calibración independiente para cada bacteria.

3.3.19. Infección con L. interrogans en modelo murino

El protocolo de infección experimental se ejecutó en cumplimento de las normativas vigentes en lo

que respecta al uso de animales de experimentación, según el protocolo 009-13 aprobado por la

CEUA del Insitut Pasteur. 

Se realizaron cultivos de LIM salvaje o recombinante para OVA en medio EMJH a 30 °C hasta

alcanzar la fase exponencial, DO a 420 nm de 0.2-0.3. Se centrifugaron las bacterias a 4000 xg por

25  minutos  a  temperatura  ambiente,  se  resuspendieron  en  PBS  y  se  contaron  en  cámara  de

Petroff-Hausser. Hembras C57B6 Tmem176b+/+ o Tmem176b-/- de 8-10 semanas fueron infectadas

por vía intraperitoneal con un único inóculo de 1x107 bacterias LIM salvajes o recombinantes para

OVA, en PBS. Los ratones infectados fueron mantenidos en un aislador y monitoreados hasta su

sacrificio, 15 días post infección. Al momento del sacrificio, se recuperó sangre para la medida de
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citoquinas y anticuerpos en suero, y se congelaron en nitrógeno líquido fragmentos de riñón y

bazo para su almacenamiento a -80 °C y posterior utilización. 

3.3.20. Estudios histológicos

Al momento de sacrificio se cortaron transversalmente los riñones de los ratones infectados y

control  y  se  colocó  un  polo  de  ambos  riñones  de  cada  ratón  en  una  solución  de  formalina

tamponeada.  Estas  muestras  fueron  enviadas  para  la  realización  de  análisis  histológicos  y  de

inmunohistoquímica a la Plataforma de Investigación en Salud Animal de INIA La Estanzuela.  

Histología

Cada una de las  muestras de riñón fueron seccionadas  transversalmente y posteriormente en

forma longitudinal,  incluyéndose 3 secciones por cada riñón (6 por ratón) en histossettes para

procesamiento histológico. De esta forma, se dispuso para examen histológico de 6 secciones de

similares dimensiones de riñón por ratón, cada una de las cuales incluyó corteza y médula renal.

Se  registraron  las  lesiones  individualmente  para  cada  riñón  de  cada  ratón.  El  procesamiento

histológico se realizó en forma rutinaria, embebiéndose los tejidos en parafina, seccionándolos a 4-

5 µm de espesor con micrótomo, coloreándolos con hematoxilina y eosina (H/E), para examen con

un  microscopio óptico (Axio Scope.A1, Carl  Zeiss), equipado con una cámara digital (AxioCam 512

color,  Carl  Zeiss)  comandada por el  software ZEN (Carl  Zeiss),  lo que permitió documentar los

cambios histológicos mediante microfotografías. 

Realizando una adaptación de una metodología previamente descripta (Matsui  et al.  2016),  se
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realizó una graduación de la severidad de los cambios histológicos para cada uno de los riñones

examinados.  Este  examen  permitió  registrar  cambios  histológicos  en  el  intersticio,  túbulos  y

glomérulos renales, que fueron categorizados usando una escala individual de 5 grados (entre 0 y

4), según se indica a continuación: 0- sin  cambios histológicos relevantes, 1- cambios histológicos

mínimos (no considerados lesiones  significativas), 2-  lesiones leves a moderadas y localizadas o

multifocales/ diseminadas (consideradas lesiones de significancia), 3- lesiones severas y localizadas

o multifocales/  diseminadas,  y  4-lesiones  severas  difusas.  Se  evaluaron los  siguientes  cambios

histológicos: i- infiltrado inflamatorio intersticial (incluyendo los tipos de células inflamatorias), ii-

infiltrado inflamatorio en la luz de los túbulos renales (incluyendo túbulos corticales y medulares,

así  como  los  tipos  de  células  inflamatorias),  iii-  dilatación  y  proteinosis  tubular,  iv-

apoptosis/necrosis  de  células  epiteliales  de túbulos  corticales,  v-  fibrosis,  vi-  hemorragia y  vii-

edema. Así, el mínimo score posible de daño para cada riñón fue de 0 puntos, y el máximo score

posible fue de 28 puntos. 

Inmunohistoquímica

Se  realizó,  en  tres  corridas  distintas,  inmunohistoquímica  para  detección  de  antígenos  de

Leptospira spp. en secciones seriadas de los mismos bloques de riñón parafinado usados para el

examen  histológico.  Esta  técnica  se  realizó  individualmente  para  cada  ratón,  incluyendo  las  6

secciones de ambos riñones para cada uno de los animales. La técnica se realizó siguiendo un

procedimiento operativo estandarizado, provisto gentilmente por la histotecnóloga Karen Sverlow,

del laboratorio de histología del  “California Animal Health and Food Safety (CAHFS) Laboratory

System”,  de  la  “University  of  California,  Davis”.  Resumidamente,  las  secciones  fueron

desparafinadas y rehidratadas, y se bloqueó la peroxidasa endógena con peróxido de hidrógeno al
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3% por 10 minutos. No se aplicó ningún método de recuperación antigénica. Como anticuerpo

primario  se  utilizó  un  suero  de  conejo  disponible  comercialmente  (Leptospira multivalent

fluorescent antibody conjugate, #LEP-FAC, National Veterinary Services Laboratories -NVSL-, United

States Department of Agriculture -USDA-, Ames, Iowa) a una dilución de 1/5000. Como anticuerpo

secundario se usó suero anti-conejo producido en cabra, conjugado con un polímero marcado con

peroxidasa de rábano (EnVision+ System HRP, Dako, #K4003, Carpinteria, CA, USA), y la solución de

cromógeno/sustrato  con  3-amino-9-etilcarbazol  (AEC,  Dako,  #K3464,  CA,  California,  USA).

Secciones seriadas del  mismo riñón, a las que no se les aplicó anticuerpo primario, sino suero

normal de conejo (Biocare Medical #NC499H, Pacheco, CA, USA) en su lugar, se utilizaron como

controles negativos. Se usó hematoxilina como contracoloración. 

En las 3 corridas se apreció inmunomarcación en las luces tubulares en los controles positivos, y no

se  apreció  inmunomarcación  en  los  controles  negativos,  determinándose  así  la  validez  de  la

prueba. Para la  lectura microscópica, la intensidad y frecuencia de la inmunomarcación, se graduó

en una escala  de 4 grados, siendo el grado 0 negativo (-), y los grados 1 a 3 (+, ++, +++)  grados

crecientes  de  frecuencia  de  la  inmunomarcación.  Histológicamente  esto  fue  determinado

principalmente  en  la  luz  tubular  y  superficie  apical  de  las  células  epiteliales  de  los  túbulos

corticales. La graduación de la inmunomarcación fue realizada sin tener en cuenta al momento de

la lectura, el grado de lesiones histológicas encontrado en cada ratón. Todos los análisis fueron

realizados con SAS Studio v3.6  (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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3.4. RESULTADOS

3.4.1. Construcción del vector pMaORI-OVA-GFP

Se generó, mediante clonado libre de enzimas de restricción, un vector de expresión replicativo en

Leptospira spp. al que llamamos pMaORI-OVA-GFP. El plásmido pMaORI, que usamos como vector

de clonado,  es  el  primer  plásmido descrito que  es  replicativo  tanto  en  L.  biflexa como en  L.

Interrogans (Pappas et al. 2014). Dentro de este vector se clonó una secuencia codificante para dos

péptidos mínimos de la proteína OVA: OVA257-264 y OVA323-339, que pueden ser cargados en el

MHC de clase I y en el MHC de clase II,  para su reconocimiento por células T CD8+ y T CD4+,

respectivamente, fusionados al gen de la proteína fluorescente GFP. Para lograr su expresión en

Leptospira spp, se colocaron bajo el promotor de la proteína de expresión constitutiva, FlgB. 

En primer lugar, se amplificó mediante PCR la secuencia del promotor de la proteína FlgB, a partir

de ADN genómico de  L.  interrogans serovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130. Por otra parte,

mediante PCR también, se amplificó una secuencia de ADN codificante para los péptidos OVA y la

proteína GFP, a partir del plásmido PCINeo-OGFP. Los primers utilizados para estos clonados fueron

diseñado de manera tal que ambos productos de PCR tuvieran una región de complementariedad

entre ellos y permitieran la posterior inserción en el vector pMaORI. Con los productos promFlgB y

OVA-GFP, purificados a partir de un gel de electroforesis, se realizó una reacción de extensión, para

generar  el  megaprimer  promFlgB-OVA-GFP.  El  producto  de  esta  reacción  se  corrió  por

electroforesis  en  gel  de  agarosa,  comprobándose  la  obtención  de  un  fragmento  de  ADN  del

tamaño esperado para el megaprimer. 

Por último, se realizó una reacción final de extensión del megaprimer sobre el vector pMaORI, y la
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digestión del  plásmido parental,  para obtener el  plásmido de interés pMaORI-OVA-GFP (Figura

3.2). El producto de esta reacción se utilizó para transformar bacterias quimiocompetentes E. coli

de la cepa π1, mediante shock térmico, para la amplificación y posterior purificación por miniprep

del plásmido. La cepa π1 de E. coli es utilizada para la amplificación del plásmido pMaORI ya que el

mismo se encuentra en un número de copias alto en estas células. Estas bacterias dependen para

su crecimiento de la administración de dT. Las bacterias transformantes se seleccionaron mediante

plaqueo en medio LB agar-dT con espectinomicina, antibiótico para el cual el plásmido pMaORI

contiene un gen de resistencia. De las colonias resistentes al antibiótico se crecieron diez de ellas

en medio selectivo, y a partir de estos cultivos se purificó el ADN plasmídico mediante miniprep. 

El producto de miniprep se cortó con la enzima de restricción Kpn I y se corrió por electroforesis
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Figura 3.2. Diseño del vector de expresión en Leptospira spp  pMaORI-OVA-GFP. Se generó el vector de 
expresión en Leptospira spp. pMaORI-OVA-GFP conteniendo las secuencias codificantes para dos péptidos OVA, 
fusionados a la proteína GFP, bajo el promotor de la proteína de Leptospira  FlgB, mediante clonado libre de 
enzimas de restricción. Para el clonado del promotor de FlgB se partió de ADN genómico de L. interrogans 
serovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130. Se amplificó la secuencia codificante para la proteína GFP fusionada a 
los siguientes péptidos OVA: OVA257-264 SIINFEKL, cargado en el MHC de clase I y reconocido por células T 
CD8+; y OVA323-339 ISQAVHAAHAEINEAGR cargado en el MHC de clase II y reconocido por células T CD4+; a 
partir del plásmido pCINeo-OGFP. 



junto con el producto de digestión del plásmido pMAORI parental. Los productos de digestión de

los  plásmidos  obtenidos  de  las  bacterias  transformadas  presentaron  un  tamaño  mayor  al  del

producto de la digestión del plásmido pMaORI parental, sospechándose la presencia del inserto

OVA-GFP en los plásmidos provenientes de todas las colonias testeadas. De estas, se eligieron dos

para  secuenciación,  confirmándose  efectivamente  la  presencia  del  inserto  OVA-GFP,  bajo  el

promotor de FlgB, en el sitio adecuado del vector pMaORI, y con la secuencia correcta. Se guardó

un stock de las bacterias E. coli transformadas con estos plásmidos en glicerol a -80°C.  

3.4.2. Transformación de L. biflexa serovar Patoc I (LBP) y  L. interrogans serovar Manilae (LIM)

con el plásmido pMaORI-OVA-GFP

Para realizar la transformación se debió transferir el plásmido de la cepa de E. coli π1 a la β2163,

que es  la que permite  la  conjugación con  Leptospira.  Se  utilizó el  plásmido pMaORI-OVA-GFP,

purificado por miniprep de los cultivos de bacterias E. coli π1 transformadas y secuenciadas, para

transformar bacterias quimiocompetentes E. coli de la cepa β2163 por shock térmico. Las bacterias

E. coli β2163 transformadas con el plásmido se seleccionaron por crecimiento en medio selectivo

LB  agar-espectinomicina-DAP.  Se  obtuvieron  colonias  transformadas,  algunas  de  las  cuales  se

crecieron en medio líquido LB-espectinomicina-DAP. A partir de los cultivos se generaron stocks en

glicerol a -80°C y se purificó el ADN plasmídico mediante miniprep. El producto de miniprep se

digirió con la enzima de restricción Kpn I  y se corrió por electroforesis en gel de agarosa para

comprobar la presencia del plásmido con el inserto en estas bacterias. Si bien esto es difícil, ya que

el plásmido pMaORI se encuentra en baja copia en esta cepa, se logró evidenciar la presencia del

mismo. 
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Las  bacterias  E.  coli cepa  β2163  conteniendo el  plásmido pMaORI-OVA-GFP se  utilizaron para

transformar,  mediante  conjugación,  Leptospira  biflexa  serovar  Patoc  I  y  Leptospira  interrogans

serovar Manilae. Luego de una incubación O.N. de las bacterias E. coli y Leptospira en medio EMJH

agar-DAP,  para  permitir  la  conjugación,  se  plaquearon  en  medio  selectivo  EMJH  agar-

espectinomicina y se colocaron en cultivo hasta observar la presencia de colonias. La ausencia de

DAP  hace  que  las  bacterias  E.  coli β2163,  auxótrofas  para  el  mismo,  no  puedan  crecer,  y  la

espectinomicina  determina  que  solo  puedan  sobrevivir  aquellas  leptospiras  que  contengan  el

plásmido pMaORI-OVA-GFP. 

Luego de una semana de cultivo se observaron colonias a partir de la conjugación realizada con L.

biflexa,  características de leptospira, de las cuales se crecieron cinco de ellas en medio líquido

EMJH-espectinomicina.  Para la conjugación de L. interrogans se observó, luego de tres semanas, la

presencia de 3 colonias, características de leptospira, las cuales también se crecieron en medio

líquido  EMJH-espectinomicina.  De  los  cultivos  de  leptospira  se  realizó  una  extracción  de  ADN

utilizando Maxwell y se amplificó mediante PCR una secuencia del plásmido pMaORI-OVA-GFP. De

la electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR se puede observar la presencia del

plásmido con el inserto en las tres colonias de L. biflexa testeadas y en dos de las tres colonias de

L.  interrogans ensayadas.  El  plásmido  pMAORI-OVA-GFP se  utilizó  como  control  positivo,  y  se

colocó ADN extraido a partir de L. biflexa y L. interrogans salvajes como control, no obsevándose

amplificación  en  este  caso,  acorde  a  lo  esperado  (Figura  3.3.).  Para  descartar  posibles

contaminaciones cruzadas, entre las dos especies de Leptospira utilizadas, se evaluó la identidad

de los clones recombinantes mediante amplifición y secuenciado del 16S, confirmándose que se
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trataba de L. biflexa y L. Interrogans, en cada caso.

3.4.3. Expresión de la proteína de fusión OVA-GFP en Leptospira spp recombinantes

A partir del cultivo de L. biflexa y L. interrogans, salvajes y conteniendo el plásmido pMaORI-OVA-

GFP, se realizó un lisado de proteínas para intentar verificar por  western blot la expresión de la

proteína  de  fusión  OVA-GFP.  En  primera  instancia,  se  utilizaron  dos  anticuerpos  diferentes,

específicos para la proteína OVA, con los cuales no se logró determinar la expresión de la misma.

Creemos que esto pudo deberse a que la secuencia presente en el plásmido codifica para péptidos

pequeños de la proteína, y no la misma en su forma completa, y estos péptidos pueden no ser

reconocidos por los anticuerpos utilizados con suficiente sensibilidad. 

Debido a esto, realizamos un segundo  western blot utilizando un anticuerpo contra la proteína

GFP, ya que al tratarse de una proteína de fusión si detectamos la presencia de GFP significaría que

los péptidos OVA también se expresan en estas bacterias. Como se puede observar en la  Figura
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Figura 3.3. Amplificación del plásmido pMaORI-OVA-GFP en Leptospira spp. L biflexa  serovar Patoc I y  L 
interrogans serovar Manilae fueron transformadas por conjugación con el vector de expresión pMaORI-OVA-GFP. 
Se extrajo ADN total de cultivos de Leptospira  transformadas, resistentes a espectinomicina, y de bacterias 
salvajes, y se realizó una PCR para detectar la presencia del vector. El vector pMaORI-OVA-GFP purificado fue 
utilizado como control positivo. Bacterias sin transformar fueron incluidas como control de la especificidad de la 
reacción.



3.4-A logramos comprobar mediante  western blot la expresión de la proteína OVA-GFP en todas

las leptospiras que fueron positivas por PCR para el plásmido pMaORI-OVA-GFP, mientras que la

misma no se  encuentra  en  las  bacterias  salvajes,  de  acuerdo  a  lo  esperado.  De  esta  manera

verificamos la obtención de LBP y LIM recombinantes para péptidos OVA, que pueden ser cargados

en las moléculas de MHC clase I y clase II para su reconocimiento por células T CD8+ y T CD4+

específicas, respectivamente. 

La expresión de la proteína GFP de forma funcional, si bien no era un objetivo en si mismo, podía

ser útil para la detección de las bacterias en diversos ensayos. Por esto, exploramos la capacidad

de  visualizar  la  misma  mediante  diferentes  técnicas,  como  ser:  microscopía  de  fluorescencia,
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Figura 3.4. Expresión de la proteína OVA-GFP en Leptospira spp transformadas con el plásmido pMaORI-OVA-
GFP. A- La expresión de la proteína OVA-GFP fue evaluada mediante western blot, con un anticuerpo anti-GFP, a 
partir del lisado de L. biflexa serovar Patoc I (arriba) y L. interrogans serovar Manilae (abajo) WT o positivas por 
PCR para la presencia del plásmido pMaORI-OVA-GFP. La expresión de la proteína fue confirmada en todas las 
bacterias transformadas, mientras que no se detectó señal para la misma en las bacterias salvajes. Proteína GFP 
recombinante fue utilizada como control positivo. B- Cultivos de L. biflexa serovar Patoc I (arriba) y L. interrogans 
serovar Manilae (abajo) transformadas con el plásmido pMaORI-OVA-GFP fueron visualizados por microscopía de 
fluorescencia confocal. En todas las cepas recombinantes se detecto señal de GFP mientras que las bacterias 
salvajes fueron negativas para la misma. Se muestran imágenes representativas de un clon recombinante de 
cada especie.   



citometría  de  flujo  e  imagenología  in  vivo.  Mediante  microscopía  de  fluorescencia  logramos

distinguir las bacterias recombinantes para OVA-GFP de las salvajes, como se puede observar en la

Figura 3.4-B. Por citometría de flujo, sin embargo, no logramos detectar la expresión de GFP, lo

cual puede deberse a las dificultades, asociadas a su tamaño, de distinguir adecuadamente estas

bacterias de otras partículas pequeñas. 

3.4.4.  Proliferación  de  células  OT-II  en  respuesta  a  BMDCs  infectadas  con  Leptospira

recombinante para OVA

BMDCs  de  ratones  Tmem176b+/+ o  Tmem176b-/-  fueron  incubadas  con  LBP  o  LIM,  salvajes  o

recombinantes  para  OVA,  a  diferentes  multiplicidades de  infección.  Transcurrido  el  tiempo de

incubación las BMDCs se lavaron y las bacterias que pudieron quedar adheridas se eliminaron por

incubación con antibiótico. Luego, las BMDCs se incubaron con células T CD4+, purificadas por

selección positiva utilizando MACS, del bazo de ratones OT-II. En estos ratones aproximadamente

un 60% de sus células son específicas para el péptido mínimo de clase II de la proteína OVA, que se

expresa en nuestras leptospiras recombinantes. Luego de 3 días, se evaluó la proliferación de los

linfocitos T CD4+, mediante citometría de flujo, por dilución de DDAO. 

Encontramos  una  proliferación  significativamente  mayor  de  células  T  CD4+  OT-II  cuando  las

mismas  fueron  incubadas  con  BMDCs  Tmem176b+/+ infectadas  con  LBP-OVA  comparado  con

BMDCs infectadas con la bacteria salvaje (Figura 3.5-A). Sin embargo, no se observó proliferación

cuando BMDCs Tmem176b+/+ fueron infectadas con LIM-OVA, comparado con su control salvaje

(Figura 3.5-B). De manera interesante, la proliferación observada con LBP recombinante para OVA
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se pierde cuando se infectan BMDCs Tmem176b-/- en lugar de células WT (Figura 3.5-C). 

3.4.5. Producción de IFN-γ e IL-10 

El IFN-γ es una citoquina sumamente importante en la respuesta frente a bacterias extracelulares,
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Figura 3.5. Proliferación de células OT-II en respuesta a BMDCs infectadas con Leptospira spp. A- BMDCs WT o 
Tmem176b-/- fueron incubadas por 3 h con L. biflexa  serovar Patoc recombinante para OVA (LBP-OVA) o L. 
interrogans serovar Manilae recombinante para OVA (LIM-OVA), a diferentes multiplicidades de infección (MOI). 
Luego las BMDCs fueron lavadas, puestas en medio con antibiótico, e incubadas con células T CD4+ purificadas 
por MACS a partir del bazo de ratones OTII, en una relación 5:1 por 3 días. La proliferación de células T CD4+ fue 
evaluada por dilución de DDAO mediante citometría de flujo. LBP y LIM WT fueron utilizadas como control de la 
proliferación específica para el antígeno OVA. Los resultados son mostrados como el ratio entre el porcentaje de 
células DDAO- en cada condición y el porcentaje de estas células en el control no infectado. Para las células 
Tmem176b+/+ se representa un pool de 4 experimentos independientes y para Tmem176b -/- de 2 experimentos 
independientes. *p<0.05 t-test.   



que puede ser producida por células T CD4+ luego de su diferenciación. En el sobrenadante de

cultivo  de  los  ensayos  de  proliferación  encontramos,  mediante  ELISA,  una  presencia

significativamente mayor de IFN-γ en la condición en la cual las células OTII fueron incubadas con

BMDC  Tmem176b+/+ infectadas  con  LBP-OVA,  comparado  con  las  otras  condiciones  ensayadas

(Figura  3.6-A).  También  se  detectó  la  presencia  de  IFN-γ,  aunque  en  una  cantidad

significativamente menor,  cuando se utilizaron BMDCs Tmem176b-/- infectadas con LBP-OVA.  Si

bien no medimos el IFN-γ producido específicamente por las células T CD4+, el mismo se detecta

únicamente cuando las BMDCs son infectadas con LBP-OVA, que son las únicas capaces de inducir

la proliferación de las células OT-II, al presentar el antígeno OVA, y no con las bacterias salvajes.

Esto  indicaría  fuertemente  que  las  células  T  CD4+  serían  la  fuente  de  esta  citoquina,  siendo

coherente además con los resultados de proliferación mostrados antes. 

Las diferencias en la proliferación de las células T CD4+ en respuesta a L. biflexa y L. interrogans se
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Figura 3.6. IFNγ  e IL-10  en el sobrenadante de 
cultivo de células OT-II.  A partir del sobrenadante 
de cultivo de los ensayos de proliferación de 
células OTII incubadas con BMDCs WT o 
Tmem176b-/-, infectadas con L biflexa  serovar 
Patoc recombinante para OVA (LBP-OVA), L 
interrogans  serovar Manilae recombinante para 
OVA (LIM-OVA) o las cepas salvajes, a una 
multiplicidad de infección de 100, se evaluó 
mediante ELISA la presencia de A- IFNγ y B- IL-10. 
Se encontró una producción significativamente 
mayor de IFNγ en la condición con LBP-OVA y 
BMDCs WT comparado con el resto de las 
condiciones ensayadas. Para la condición de 
BMDCs Tmem176b-/- infectadas con LBP-OVA 
también se detectó la presencia de IFNγ aunque en 
una cantidad significativamente menor que para 
las BMDCs WT. No se encontraron diferencias 
significativas en la presencia de IL-10.   **p<0.01, 
***p<0.001 ANOVA.    



podrían explicar por la presencia de citoquinas inmunomoduladoras, que afectaran la capacidad de

proliferar de las células T, per se, o a la capacidad de las BMDCs de inducir una respuesta de células

T. Dentro de estas citoquinas se encuentra la IL-10, conocida por sus propiedades reguladoras.

Mediante ELISA, medimos la presencia de IL-10 en el sobrenadante de cultivo de los ensayos de

proliferación, no encontrando diferencias significativas entre las distintas condiciones (Figura 3.6-

B). Esto indicaría que la ausencia de proliferación frente a L. interrogans no se podría atribuir a un

efecto  mediado  por  la  IL-10,  aunque  restaría  evaluar  el  papel  de  otras  citoquinas

inmunomoduladoras. 

3.4.6. Maduración de BMDCs por Leptospira spp. 

Las diferencias encontradas en la proliferación de células T CD4+ en respuesta a BMDCs infectadas

con las dos especies de Leptospira puede deberse a varios motivos, uno de ellos es que existan

diferencias  en la  vías  de procesamiento  y  presentación  de antígenos.  Un punto clave en este

proceso  es  el  estado  de  maduración/activación  de  las  células  dendríticas  al  momento  del

encuentro con las células T. En este sentido, evaluamos la capacidad de L. biflexa y L. interrogans

de inducir la maduración de BMDCs, medido a través de cambios fenotípicos en estas células,

como ser, un aumento en la expresión de MHC de clase II y de moléculas coestimuladoras del B7

(CD80 y CD86). 

Como se puede observar en la  Figura 3.7. tanto  L. biflexa como  L. interrogans son capaces de

inducir la maduración de BMDCs, con una expresión mayor de MHC de clase II,  CD80 y CD86,

comparado  con  la  situación  control.  Esto  parece  indicar  que  las  diferencias  encontradas  con
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respecto a la respuesta de células T CD4+ frente a L. biflexa y  L. interrogans no se explicaría por

diferencias en la capacidad de ambas bacterias de inducir la maduración de BMDCs. Esto, tomado

en conjunto con que la proliferación en respuesta a L. biflexa se pierde cuando utilizamos BMDCs

deficientes en Tmem176b, un molécula reguladora del pH fagolisosomal, nos llevó a sospechar que

la explicación podía estar a nivel del procesamiento de las bacterias para su presentación.

3.4.7.  Proliferación  de  células  OT-II  en  respuesta  a  BMDCs  infectadas  con  Leptospira  spp y

péptido OVA

Nos propusimos evaluar si la ausencia de proliferación de células T CD4+ frente a L. interrogans se

debía a una falla en la presentación de antígenos en general por las BMDCs expuestas a la bacteria,

o era específico para antígenos bacterianos.  Para esto incubamos BMDCs Tmem176b+/+ con  L.

biflexa o  L.  interrogans salvajes  en  presencia  de  péptido  OVA  de  clase  II.  En  esta  situación

observamos una proliferación similar de células OT-II frente a BMDCs con péptido OVA en conjunto

con L. biflexa o con L. Interrongans (Figura 3.8.). De este experimento podríamos concluir que L.

interrogans no afecta la capacidad de presentar e inducir la proliferación de células T específicas

cuando el antígeno es provisto en forma de péptido, a diferencia de lo que ocurre cuando se
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Figura 3.7. Maduración de BMDCs inducida por Leptospira spp. BMDCs fueron infectadas con LIM o LBP a una 
MOI de 1, 10 o 100. Luego de 48 hs de incubación la expresión de MCH II, CD80 y CD86 en las BMDCs se evaluó 
mediante citometría de flujo, y se comparó con el control sin infectar.  



encuentra como un antígeno propio de la bacteria, y es necesario su procesamiento. 

3.4.8. Medida del pH fagolisosomal de BMDCs infectadas con Leptospira spp 

El procesamiento de antígenos para su presentación a células T CD4+ depende del fagolisosoma.

Algunos  patógenos  han  desarrollado  mecanismos  para  evadir  su  presentación  al  evitar  su

degradación en este compartimiento, ya sea al impedir la fusión del fagosoma con el lisosoma y/o

evitar su acidificación. Para explorar si  L. interrogans sería capaz de evitar su procesamiento por

esta vía,  realizamos medidas de pH fagolisosomal en BMDCs Tmem176b+/+ y Tmem176b-/-,  y lo

comparamos con lo que sucede con  L.  biflexa.  Para esto adaptamos el  protocolo descrito por

Sokolovska et al. 2012. Las bacterias se cargaron con una sonda fluorescente sensible al pH como

ser  FITC  y  la  sonda  no  sensible  Alexa  Fluor  647.  Luego,  se  incubaron  con  BMDCs  salvajes  o

Tmem176b-/- por 30 minutos para permitir la infección. Transcurrido este tiempo, las bacterias que

no fueron incorporadas se lavaron, y 2 h después de la infección inicial se realizaron las medidas de

pH por citometría de flujo. 
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Figura 3.8. Proliferación de células OTII en 
respuesta a péptido OVA clase II y Leptospira 
spp.  BMDCs Tmem176b+/+ fueron infectadas 
con L.  biflexa  serovar Patoc I (LBP) o L. 
interrogans serovar Manilae (LIM), a una MOI de 
100, al mismo tiempo que fueron pulsadas con 
péptido OVA de clase II a 1 o 10 μg/mL. Luego 
de 3 h fueron lavadas e incubadas con células T 
CD4+ purificadas por MACS a partir del bazo de 
ratones transgénicos OT-II, por 3 días. La 
proliferación fue evaluada por dilución de DDAO 
mediante citometría de flujo. La condición sin 
péptido OVA fue tomada como la proliferación 
basal.



Cuando  utilizamos  BMDCs  salvajes,  se  puede  observar  que  luego  de  2  h se  registra  una

disminución pronunciada del pH en el caso de  L. biflexa mientras que para  L. interrogans el pH

continúa cercano a la neutralidad (Figura 3.9.).  En el caso de las BMDCs Tmem176b-/- el pH se

presenta más alcalino que el de las BMDCs salvajes, como ya había sido reportado previamente

(Segovia et al. 2014). De manera interesante, en las células deficientes en Tmem176b, el pH se

mantiene alcalino con ambas bacterias, perdiéndose la acidificación encontrada para L. biflexa con

las células salvajes (Figura 3.9.). 

Estos resultados indicarían que L. interrogans es capaz de evitar su exposición a un ambiente ácido

dentro de las BMDCs, lo que provocaría que sus antígenos no sean procesados correctamente para

su presentación a células T CD4+ y explicaría la falta de respuesta de células OT-II  encontrada

antes. Por otra parte, L. biflexa si se expondría a un ambiente ácido, pudiendo ser degradada, lo

que es coherente con que las células OT-II proliferen en respuesta a BMDCs salvajes infectadas con

esta  bacteria.  Sin  embargo,  en  concordancia  con  lo  que  habíamos  observado  antes,  cuando

utilizamos BMDCs Tmem176b-/- hay una falla en la acidificación que repercute en una pérdida de
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Figura 3.9. Medida de pH fagolisosomal de 
BMDCs infectadas con Leptospira spp.   El pH 
fagosomal fue evaluado a través del método 
previamente descrito(Curr Protoc Immunol. 
2012 Nov;Chapter 14.) Brevementes, L.  biflexa 
serovar Patoc I (LBP) y L. interrogans  serovar 
Manilae (LIM) fueron cargadas con las sondas 
fluorescentes FITC y AlexaFluor647. BMDCs WT 
o Tmem176b-/- fueron incubadas con las 
bacterias fluorescentes, a una MOI de 10, por 30 
minutos. Luego de 2 h la intensidad de 
fluorescencia fue evaluada mediante citometría 
de flujo. Una curva de calibración para cada 
especie de leptospira fue realizada a partir de 
BMDCs infectadas, permeabilizadas, y expuestas 
a medios de pH conocido. Se muestra una 
gráfica representativa de lo encontrado en 3 
experimentos independientes.  



proliferación de células T CD4+ frente a L. Biflexa.

3.4.9. Infección de ratones con L. interrogans y depleción de células T CD4+

Para  evaluar  la  relevacia  biológica  de  la  presencia  de  células  T  CD4+  específicas  contra  L.

interrogans  en  la  respuesta  inmune  frente  a  la  bacteria,  realizamos  ensayos  de  infección  en

ratones a los cuales depletamos o no de linfocitos T CD4+. Los resultados de inmunohistoquímica

contra  L. interrogans  mostraron un inmunomarcado positivo en los ratones infectados, con y sin

depleción de células T CD4+, mientras que los ratones del grupo control fueron todos negativos

para la presencia de la bacteria, por esta técnica. De esta manera se verificó la presencia de  L.

interrogans en riñón a los 15 días post infección en los animales inoculados. Además se realizó un

inóculo  de  riñón  de  los  animales  control  e  infectados  en  medio  EMJH,  constatándose  el

crecimiento de Leptospira únicamente en el último caso, verificando de esta manera la presencia
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Figura 3.10. Infección con L. Interrogans serovar Manilae y depleción de células T CD4+. Hembras C57B6 de 8-

10 semanas fueron infectadas por vía intraperitoneal con un único inóculo de 1x107 bacterias LIM en PBS. La 
depleción de células T CD4+ se realizó mediante la administración i.p. de un anticuerpo anti-CD4 comenzando un 
día antes  de la infección y repitiendo cada 3 días. El análisis histológico se realizo como se describe en materiales 
y métodos por la Plataforma de Salud Animal, INIA La estanzuela. *p<0.05 análisis de Dwass, Steel, Critchlow-
Flinger. 5 animales por grupo. 



de  bacterias  viables  en  el  riñón  de  los  animales  infectados.  No  se  encontraron  diferencias

significativas en el score de inmunomarcado entre los grupos de ratones infectados depletados de

linfocitos T CD4+ e infectados sin depletar (Figura 3.10.). 

En  lo  que  refiere  a  la  presencia  y  grado  de  lesiones  en  riñón,  se  encontraron  diferencias

significativas entre los animales control e infectados, pero no entre los depletados de células T

CD4+ y los sin depletar. Sin embargo, se puede observar una tendencia a un score para lesiones

mayor en el grupo de ratones infectados a los cuales se les depletó de células T CD4+ comparado

con los infectados control (Figura 3.10.). Se registró una co-localización entre el inmunomarcado

para Leptospira y la presencia de lesiones.   

3.4.10. Infección de ratones WT y Tmem176b-/- con L. interrogans

En este punto nos propusimos determinar si Tmem176b podría ser una molécula relevante en la

respuesta contra L. interrogans. Su papel como regulador del pH fagolisosomal y la importancia del

procesamiento de la bacteria por esta vía, para la generación de una respuesta inmune adaptativa

contra  ella,  mostrada  anteriormente,  nos  llevó  a  evaluar  el  curso  de  la  infección  en  ratones

Tmem176b-/-,  comparado  con  animales  salvajes.  Los  resultados  de  inmunohistoquímica

confirmaron la presencia de la bacteria en los grupos de animales WT y Tmem176b -/- infectados,

siendo negativa para los grupos control sin infectar. No se observaron diferencias estadísticamente

significativas  en  el  score  de  inmunohistoquímica  entre  los  animales  infectados  salvajes  y

deficientes en Tmem176b (Figura 3.11). 
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Para  el  score  de  H/E,  que  evalúa  la  presencia  y  grado  de  lesiones,  tampoco  se  observaron

diferencias significativas entre ambos grupos, aunque si una clara tendencia a un score mayor en

los riñones de los animales Tmem176b-/- comparado con los animales WT (Figura 3.11).  No se

registraron  lesiones  en  ninguno  de  los  grupos  de  animales  no  infectados,  de  acuerdo  a  los

esperado. Cabe destacar que se constató la muerte de un animal del grupo KO 3 días luego de la

infección. Se realizarón además marcados para detectar la presencia de células T CD4+ y CD8+

específicas para OVA en ratones Tmem176b-/- o WT infectados con  L. interrogans recombinante

para OVA.  

3.4.11. Producción de IL-1β por BMDCs en respuesta a Leptospira spp

Si bien el incremento de lesiones por Leptospira en los animales deficientes en Tmem176b podría

ser atribuible a una respuesta de células T CD4+ disminuida en este grupo, no debemos olvidar el
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Figura 3.11. Infección con L. Interrogans serovar Manilae en ratones WT y Tmem176b KO . Hembras C57B6  de 
8-10 semanas Tmem176b-/-, o su control WT, fueron infectadas por vía intraperitoneal con un único inóculo de 

1x107 bacterias LIM en PBS. Los animales se sacrificaron 15 días post infección. El análisis histológico se realizó 
como se describe en materiales y métodos por la Plataforma de Salud Animal, INIA La estanzuela. Se contó con 2 
animales en los grupos WT y 3 en los grupos KO. 



papel de esta molécula como reguladora del inflamasoma Nlrp3. En este sentido, existen algunos

trabajos que evalúan la activación del inflamasoma en respuesta a la bacteria en macrófagos, pero

no hay  literatura  disponible  que lo  haga en células  dendríticas.  En este  trabajo,  evaluamos la

producción de IL-1β por BMDCs WT o deficientes en Tmem176b en respuesta a  L. biflexa y  L.

interrogans. 

Detectamos una presencia mayor de IL-1β en el sobrenadante de cultivo de BMDCs infectadas con

L.  interrogans comparado con  L.  Biflexa  (Figura 3.12).  A su vez,  de acuerdo a lo esperado,  se

registró una producción mayor de esta citoquina frente a L. interrogans por BMDCs Tmem176b-/-

comparado con células WT (Figura 3.12). Las diferencias se observan a MOIs bajas, lo que puede

deberse a que luego haya una saturación del sistema. En esta dirección creemos, que de suceder

in  vivo,  la  producción  incrementada  de  esta  potente  citoquina  proinflamatoria  por  BMDCs

deficientes  en  Tmem176b  frente  a  L.  interrogans podría  explicar,  al  menos  parcialmente,  el

aumento de lesiones renales encontrada en los animales Tmem176b-/-. 
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Figura 3.12. Producción de IL-1β  por 
BMDCs infectadas con Leptospira spp.   
BMDCs WT o dificientes en Tmem176b 
(KO) fueron incubadas con LIM o LBP a 
difrentes MOI. Transcurridas 48 hs de 
cultivo se midió, mediante ELISA, la 
presencia de IL-1β en el sobrenadante de 
cultivo. BMDCs sin infectar fueron 
utilizadas como control. 



3.5. DISCUSIÓN

Leptospira puede causar dos manifestaciones clínicas distintas de la enfermedad, dependiendo del

hospedero mamífero y del serovar infectante, yendo desde una infección crónica asintomática a

una enfermedad aguda grave. El desarrollo de una u otra depende de factores poco comprendidos,

siendo la interacción entre el sistema inmunitario del hospedero y la cepa de la bacteria críticos en

determinar el resultado final de la infección. Los mecanismos responsables de la patogénesis de

Leptospira no están del todo elucidados. Si bien se considera que para el desarrollo de la infección

son importantes tanto elementos del patógeno como del hospedero, la ausencia, durante muchos

años,  de mecanismos de manipulación genética de esta bacteria ha retrasado la identificación

precisa de factores de virulencia. 

El  reciente  desarrollo  de  herramientas  genéticas  ha  facilitado  la  construcción  de  mutantes

definidos de Leptospira, lo que ha permitido identificar factores de virulencia y comprender mejor

la biología de estas bacterias. Se puede introducir ADN a  Leptospira mediante electroporación o

por conjugación con E. coli, utilizando vectores de transporte (Picardeau 2015). En el año 2015 se

describió la construcción del plásmido pMaORI, el primer vector replicativo y estable en especies

patógenas de Leptospira (Pappas et al. 2015). Aprovechando la disponibilidad de esta herramienta,

clonamos  dentro  del  vector  pMaORI  la  secuencia  codificante  para  una  proteína  de  fusión

conteniendo dos péptidos OVA y la proteína fluorescente GFP. El vector contiene la secuencia de

los péptidos OVA y GFP en una única copia, bajo el promotor de la proteína FlgB, de expresión

constitutiva en  Leptospira,  pretendiendo lograr,  de esta manera,  la expresión basal  de nuestra

proteína en la bacteria. 
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La secuencia OVA-GFP fue testeada para el uso de codones por Leptospira, encontrándose algunos

codones extraños, lo que, en principio, podía dificultar la expresión de la proteína. Por esto, se

diseño, como plan alternativo, una secuencia nueva con codones optimizados para su expresión en

Leptospira, conteniendo un repetido en tándem de tres secuencias codificantes para los péptidos

OVA y un tag FLAG. La secuencia incial funcionó correctamente por lo que no fue necesario utilizar

la alternativa, pero disponemos de la misma en caso de que busquemos mejorar la expresión de

los epítopes OVA.

Mediante transformación, por conjugación con E. coli, logramos generar Leptospiras transgénicas

para los péptidos OVA. Se generó una especie patógena,  L. Interrogans serovar Manilae,  y una

saprófita,  L. Biflexa serovar Patoc I,  recombinantes para OVA, lo que nos permitió comparar la

respuesta inmune inducida por cada una de ellas, tratando de encontrar elementos que expliquen

el por qué de la patogenicidad de L. interrogans. En una primera instancia se intentó corroborar la

expresión de la proteína mediante la realización de un western blot utilizando anticuerpos contra

la proteína OVA. Este primer abordaje no fue exitoso, creemos que debido a que la secuencia de

OVA  presente  en  el  plásmido  no  codifica  para  la  proteína  completa  sino  para  dos  péptidos

pequeños  de  la  misma,  que  pueden  no  ser  reconocidos  por  los  anticuerpos  con  suficiente

sensibilidad. Finalmente, la expresión de la proteína de fusión se evidenció mediante un western

blot anti-GFP,  a  partir  del  lisado  de  las  bacterias  recombinantes,  utilizando  bacterias  sin

transformar como control. 

Las bacterias expresan dos péptidos OVA, uno puede ser cargado en el MHC de clase I, y por tanto

ser reconocido por células T CD4+ específicas, y el otro puede ser cargado en el MHC de clase II,
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siendo reconocido por células T CD8+ específicas. En este modelo, los péptidos OVA se expresan

dentro de una proteína de fusión, como si fueran antígenos de la bacteria. La utilización de este

antígeno modelo  facilita  el  estudio  de  la  respuesta  inmune de  células  T  específicas  contra  la

bacteria. Si bien se podría evaluar la respuesta de células T contra cualquier antígeno bacteriano, la

proporción de células presentes en un animal normal capaces de reconocer un antígeno peptídico

particular es muy baja. Trabajar con porcentajes tan bajos, dificulta encontrar diferencias, por lo

que  el  uso  de  patógenos  recombinantes  para  epítopes  OVA  se  ha  vuelto  una  estrategia

experimental interesante. Para esto, actualmente se dispone de la cepas de ratones transgénicos

OT-I y OT-II. En los ratones OT-I sus células T CD8+ portan TCRs específicos para el péptido OVA de

clase I, mientras que en los OT-II sus células T CD4+ portan TCRs específicos para el péptido OVA de

clase II. Esto ha permitido estudiar, de una manera más precisa, la respuesta de células T, tanto  in

vitro como in vivo, a distintos patógenos, por ejemplo influenza, así como en modelos tumorales y

de transplante (Garulli et al. 2011).

Como mencionamos en la introducción de este capítulo, tanto las células B como las T tienen un

papel importante en la generación de una respuesta inmune protectora frente a la infección por

Leptospira. Sin embargo, la respuesta de células T ha sido significativamente menos explorada. En

este trabajo nos propusimos estudiar la respuesta de células T CD4+ frente a células dendríticas

derivadas  de médula  ósea murinas  infectadas  con una especie  de  Leptospira patógena y  una

saprófita. Observamos una proliferación significativa de células T CD4+ provenientes de ratones

OT-II, con producción de IFN-γ, en respuesta a BMDCs infectadas con L. biflexa recombinante para

los péptidos OVA. Esta proliferación no la observamos cuando utilizamos la bacteria salvaje, por lo

que podemos concluir que se trata de una respuesta específica al péptido OVA. En este mismo
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experimento no observamos proliferación de células T CD4+ OT-II frente a BMDCs infectadas con L.

interrogans recombinantes, una especie patógena de Leptospira. 

Si bien se corroboró la expresión de la proteína de fusión en las dos especies de Leptospira, no

podemos saber si los péptidos OVA se expresan en la misma proporción en ambas. Para descartar

que la falta de respuesta se debiera a una expresión menor del antígeno en la especie patógena,

incluímos una MOI de 200 para esta última, no observándose tampoco proliferación. Además, las

imágenes de microscopía mostraron una señal de GFP similar en ambas especies recombinantes,

por  lo  que,  en  principio,  se  podría  descartar  que  las  diferencias  se  deban  a  una  expresión

diferencial del antígeno en ambas especies. 

Además  de  evaluar  la  tasa  de  proliferación,  medimos  algunas  citoquinas  relevantes  en  el

sobrenadante de cultivo de los ensayos de proliferación. El resultado más interesante lo obtuvimos

para  el  IFN-γ,  encontrando  que  la  proliferación  observada  para  L.  biflexa recombinante  se

acompañaba de una producción significativa de esta citoquina. Si bien no podemos asegurar que la

fuente de dicha citoquina fueran las células  T  CD4+ la  misma se encuentra únicamente en la

condición en la cual utilizamos la leptospira OVA, capaz de inducir la respuesta de las células T

CD4+ transgénicas. Si se tratara de un efecto sobre la células dendrítica esperaríamos observar la

presencia de la misma tanto con las leptospiras recombinantes como con las salvajes. El IFN-γ es

producido principalmente por células T CD4+ diferenciadas a un perfil Th1, siendo a priori esta la

respuesta  celular  más  efectiva  para  eliminar  este  tipo  de  patógenos.  De  hecho,  las  células  T

productoras de IFN-γ parecen ser la principales responsables de la eliminación de leptospira en

riñón en un modelo de ratón (Chassin et al. 2009). 

150



Otra citoquina que nos pareció interesante estudiar, dada la falta de respuesta encontrada para L.

Interrogans, fue la IL-10. Como se mencionó en la introducción, la IL-10 es una potente citoquina

inmunoreguladora que puede ser producida por células dendríticas tolerogénicas, en respuesta a

distintos  estímulos,  llevando  a  una  respuesta  de  tipo  reguladora  en  lugar  de  una  respuesta

efectora. En este caso, no encontramos diferencias significativas en la presencia de IL-10 en el

sobrenadante  de  cultivo  de  las  distintas  condiciones  ensayadas.  Si  bien  restaría  evaluar  la

presencia en el sobrenadante de otras citoquinas reguladoras, como el TGF-β,  ensayos realizados

por RT-PCR,  en BMDCs infectadas  con LBP y LIM, no mostraron diferencias significativas en la

expresión  de  TGF-β  frente  a  la  infección  por  una  u  otra  bacteria  (Figura  S4.5.).  Tomado  en

conjunto,  esto  parece  descartar  un  papel,  al  menos  protagónico,  de  las  citoquinas

inmunoreguladoras, en este contexto.  

La falta de respuesta de células T CD4+ frente a L. interrogans, a diferencia de lo observado con L.

biflexa, nos llevó a preguntarnos si la bacteria patógena no dispondría de algún mecanismo de

evasión que le permitiera evitar su procesamiento y/o presentación a las células T. En este punto,

es clave la interacción del patógeno con la célula dendrítica. En la bibliografía se encuentra un

único trabajo que aborda la interacción célula dendrítica-leptospira (Gaudart et al. 2008). En este

trabajo encontraron que carbohidratos de Leptospira ricos en manosa pueden ser reconocidos por

el receptor DC-SIGN de células dendríticas humanas derivadas de monocitos (MoDC), mediando

esta interacción la adherencia a la célula  (Gaudart et al.  2008). Este reconocimiento, a su vez,

llevaría a la maduración de las MoDCs, con un aumento en la expresión de CD83 y CD86 (Gaudart

et  al.  2008). En  línea  con esto,  nosotros  encontramos  que  L.  biflexa y  L.  interrogans serovar
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Manilae, son capaces de inducir la maduración de BMDCs, en este caso murinas, con un aumento

en  la  expresión  de  CD80,  CD86  y  MHC  de  clase  II,  sin  diferencias  significativas  entre  ambas

especies. Esto parece indicar que las diferencias encontradas con respecto a la respuesta de células

T CD4+ no se explicaría por diferencias en la capacidad de las dos especies de Leptospira de inducir

la maduración de BMDCs. 

En el trabajo de Gaudart et al. encontraron, además, que si bien la maduración fue igual frente a L.

interrogans de distintos serovares (Autumnalis L‐643, Autumnalis BL‐6 y Pyrogenes, virulenta y

avirulenta),  la  producción  de  citoquinas,  como  TNF-α,  IL-12p70  e  IL-10,  presentó  algunas

diferencias  (Gaudart et al. 2008). De acuerdo a lo esperado, dado que se trata de dos especies

distintas de Leptospira, nosotros encontramos, también, diferencias en la producción de citoquinas

por  BMDCs  frente  a  L.  biflexa y  L.  interrogans,  medidas  por  RT-PCR  (Figura  S4.5).  Resta,  sin

embargo, repetir estos ensayos y realizar un análisis profundo para poder sacar conclusiones al

respecto. 

Para determinar si L. interrogans cuenta con algún mecanismo que evite la proliferación de células

T CD4+ en general, por ejemplo al inducir la expresión de moléculas inhibidoras en la DC, o al

evitar el cargado de péptidos en moléculas de MHC de clase II, o si, por el contrario, lo que está

impedido es el procesamiento de antígenos, se realizaron ensayos de proliferación en presencia de

L. interrogans salvajes y péptido OVA.  En esta situación observamos una proliferación similar de

células OT-II frente a BMDCs con péptido OVA en conjunto con L. biflexa o con L. interrongans. Esto

indicaría que la proliferación se ve afectada cuando el antígeno OVA se presenta como parte de la

bacteria y es necesario su procesamiento, pero no si es provisto en forma de péptido, sugiriendo
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que las diferencias se encontrarían a nivel del procesamiento de antígenos. Coherente con esto,

cuando evaluamos la proliferación de células T CD4+ OT-II frente a BMDCs infectadas con L. biflexa

deficientes en Tmem176b, un regulador del pH fagolisosomal, se pierde la respuesta observada

para la bacteria con BMDC WT. 

Varios trabajos realizados en macrófagos sugieren que la internalización de la bacteria depende de

la presencia de anticuerpos específicos, siendo mínima, o incluso inexistente, en ausencia de estos.

Es por ello que, antes de adentrarnos a estudiar el procesamiento de la bacteria, verificamos que

efectivamente las BMDCs son capaces de incorporar ambas especies de Leptospira, ya que la falta

de proliferación podía deberse, simplemente, a que L. interrogans no pudiera ser internalizada por

estas  células.  Nuestros  ensayos  de  fagocitosis  mostraron  que  ambas  especies  pueden  ser

incorporadas por las células dendríticas murinas (Figura S4.6.). En este sentido, un estudio con L.

interrogans serovar Manilae, en macrófagos murinos derivados de médula ósea, demostró que

esta bacteria era capaz de sobrevivir y replicar dentro de compartimentos en esas células, y ser

liberada al espacio extracelular (Toma et al. 2011). Otro estudio, realizado en una línea celular de

macrófagos murinos, mostró que L. interrogans serovar Lai se localiza dentro de los fagolisosomas

de estas células de manera transitoria y luego es eliminada (Li et al. 2010). En el mismo trabajo

vieron que en macrófagos humanos la bacteria también replicaba, pero en el citosol de las células,

y  luego  inducía  la  apoptosis  celular,  con  la  consecuente  liberación  de  las  bacterias  al  medio

extracelular. En relación con esto, si bien no lo evaluamos específicamente, L. interrogans serovar

Manilae no parece inducir la muerte de las células dendríticas de ratón utilizadas en nuestros

ensayos.  
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Como mecionamos antes, algunos trabajos han sugerido que especies virulentas de  Leptospira

pueden  evitar  la  fusión  de  fagosomas  conteniendo  bacterias  con  lisosomas  en  macrófagos,

evitando de esta manera su destrucción (Toma et al. 2011). No existe evidencia de que lo mismo

ocurra en células dendríticas. Pero, la degradación de antígenos a péptidos por la vía fagolisosomal

es fundamental para la presentación a células T CD4+, siendo la acidificación del compartimiento

fagolisosomal  un evento clave.  En este sentido,  evaluamos el  pH fagolisomal  de BMDCs WT y

deficientes en Tmem176b, infectadas con L. biflexa o L. interrogans. Observamos una disminución

marcada del pH para L. biflexa, mientras que el mismo se mantuvo cercano a la neutralidad en el

caso de L. interrogans, cuando utilizamos BMDCs WT. No podemos saber si esto se debe a que L.

interrogans es capaz de impedir la fusión del fagosoma con el lisosoma, o si lo que hace es evitar la

acidificación  de  este  compartimiento,  ya  que  no  contamos  con imágenes  de  microscopía  que

evidencien, o no, la co-localización de la bacteria con marcadores lisosomales. 

Cuando se utilizaron BMDCs deficientes en Tmem176b, no se observó acidificación con ninguna de

las bacterias, siendo esto coherente con los resultados de proliferación. Esto sugiere, además, que

Tmem176b podría ser una molécula relevante para el curso de la infección por  Leptospira. En base

a estos resultados se realizaron experimentos de manera de evaluar la relevancia  in vivo de las

células T CD4+ y de Tmem176b, en un modelo de ratón. Durante muchos años se ha cuestionado

la utilización del ratón como modelo animal para la infección por Leptospira. De hecho los ratones

son bastantes resistentes a la infección aguda por Leptospira, por lo que no son un buen modelo

para estudiar este tipo de enfermedad. Sin embargo, como mencionamos antes, la leptospirosis

incluye un amplio espectro de manifestaciones clínicas, y los ratones pueden ser un buen modelo

si lo que queremos es evaluar la infección renal crónica por esta bacteria. Este modelo presenta,
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además,  como clara  ventaja  que  se  dispone de  un  amplio  panel  de  reactivos  para  evaluar  la

respuesta inmune en estos animales.  

Para evaluar la relevancia de las células T CD4+, se infectaron ratones con L. interrogans serovar

Manilae y se depletó a los animales de este tipo celular, utilizando un anticuerpo específico. Los

resultados de histología e inmunohistoquímica de riñón de los animales infectados no mostraron

diferencias  significativas  entre el  grupo depletado de células  T  CD4+ y  el  control  sin  depletar,

aunque se observa una tendencia a un daño tisular mayor en el primero. Previamente, ya se había

evaluado la relevancia de las células T en un modelo de infección aguda por Leptospira en ratones

deficientes en CD3  (Chassin et al. 2009). En este trabajo concluyeron que las células T no eran

relevantes, ya que a diferencia de lo que ocurría frente a la ausencia de células B, los ratones no se

volvían susceptibles a la infección aguda por Leptospira (Chassin et al. 2009). Sin embargo, en ese

mismo estudio, la evidencia histológica de daño en el tejido renal mostró ser mayor en animales

CD3-/- que carecen de células T funcionales, en comparación con ratones WT o μMT (deficientes en

células  B).  El  examen  histológico  de  los  riñones  infectados  mostró  evidencia  de  inflamación

intersticial y desarrollo de infiltrados nodulares en ratones con deficiencia de células T que estaban

ausentes en los riñones de ratones con deficiencia de células B o WT infectados (Chassin et al.

2009).  Finalmente, los marcadores serológicos de daño renal  estaban elevados en ratones con

deficiencia de células T infectados, pero no en ratones con deficiencia de células B o WT (Chassin

et al. 2009). Combinados, estos datos proporcionan un argumento convincente de que la respuesta

Th1, o CMI, que involucra a las células T es un componente importante de la respuesta inmune en

lo  que  se  relaciona  con  la  infección  por  Leptospira. Nos  resta  repetir  este  experimento  para

intentar obtener resultados convincentes en este sentido. 
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En lo que respecta a la función de Tmem176b en la infección por  Leptospira,  observamos una

tendencia a un score mayor de daño tisular en el riñón de ratones infectados con L. Interrogans,

deficientes en esta proteína. Esto podría explicarse principalmente de dos maneras. Una es que

los ratones Tmem176b-/- presenten una respuesta de células T CD4+ específicas contra Leptospira

disminuida, comparado con los animales WT. Esto iría en línea con los resultados obtenidos  in

vitro,  donde  las  células  presentadoras  de  antígeno  de  animales  deficiente  en  Tmem176b

mostraron un impedimento en la acidificación fagolisosomal. Coherente con esto, un resultado

preliminar, en el que evaluamos mediante tetrámeros la presencia de células T CD4+ específicas de

OVA, en animales Tmem176b-/- o WT infectados con L. interrogans serovar Manilae recombinantes

para OVA, indicaría un número menor de células T CD4+ específicas en los animales dificientes en

Tmem176b comparado con los animales control. 

Otra  explicación  al  incremento  en  el  daño  tisular observado  en  los  ratones  Tmem176b-/- se

relaciona con su función como proteína reguladora del inflamasoma. Varias líneas de evidencia

sugieren que la activación robusta de los inflamasomas puede contribuir al daño tisular debido a la

infección por  Leptospira, particularmente en pulmón y riñón. Los dos factores desencadenantes

necesarios para obtener un alto nivel de activación de los inflamasomas (LPS y salida de potasio),

que dan como resultado una producción robusta de IL-1β, están presentes durante la leptospirosis

aguda (Mariathasan & Monack 2007). El LPS es un componente de la membrana externa de la

bacteria y el eflujo de potasio es inducido por una glicolipoproteína leptospiral (Lacroix-Lamande

et al. 2012). De acuerdo con esta hipótesis, se han presentado evidencias de una sobreexpresión

masiva de citoquinas proinflamatorias en hámsters que experimentan leptospirosis grave (Matsui
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et  al.  2011).  Otros  estudios  también  han encontrado niveles  altos  de  citoquinas  inflamatorias

asociados con la infección letal en estos animales (Marinho et al. 2009; Vernel-Pauillac & Goarant

2010). Además, los pacientes que sufren de leptospirosis aguda también presentan evidencias de

sobreexpresión de citoquinas inflamatorias, y se ha indicado al ST2 soluble y la pentraxina larga

PTX3 como posibles marcadores para la infección aguda (Wagenaar et al. 2009). 

En este trabajo, evaluamos la producción de IL-1β por BMDCs WT o deficientes en Tmem176b en

respuesta  a  L.  biflexa y  L.  interrogans, detectando  una  presencia  mayor  de  IL-1β  en  el

sobrenadante de cultivo de BMDCs infectadas con L. interrogans comparado con L. biflexa y, a su

vez, una producción mayor de esta citoquina frente a  L.  interrogans por BMDCs Tmem176b-/-,

comparado con células WT, a bajas MOI. Esto apoyaría un papel de Tmem176b como proteína

capaz de regular la activación del inflamasoma Nlrp3 en respuesta a L. interrogans, lo que, tomado

en  conjunto  con  los  resultados  obtenidos  en  los  animales  Tmem176b-/-,  sugiere  un  papel

importante de la misma en el curso de la infección.  

En  un  trabajo  publicado  este  año  se  demostró  por  co-inmunoprecipitación  la  interacción  de

TMEM176A con la proteína EspF de Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC) O157:H7 (Hua et al.

2018). EHEC es un patógeno presente en los alimentos que ha desarrollado varias vías de evasión

de la respuesta inmune. La proteína EspF es un factor de virulencia importante de esta bacteria,

para la cual se postula un papel dual, promoviendo por un lado la respuesta inflamatoria en las

células del hospedero, y por otro evitando la fagocitosis, y/o etapas posteriores de procesamiento,

por parte de los macrófagos (Hua et al. 2018). EspF es un factor de virulencia presente también en

bacterias del genero Mycobacterium (Bottai et al. 2011). Si bien en el trabajo de Hua et al. (2018)
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no muestran la relevancia fisiológica de la interacción entre EspF y TMEM176A es una primera

evidencia de que proteínas bacterianas asociadas a virulencia e inmunoevasión podrían interactuar

fisicamente con TMEM176A y/o B. 

Dado el papel de las proteínas TMEM176 en el procesamiento y presentación de antígenos por

células  dendríticas  y  en  la  regulación  de  la  respuesta  inflamatoria,  la  acción  de  factores  de

virulencia  sobre  las  mismas  aparece  como  una  forma de  modular  ambos  procesos  al  mismo

tiempo. Un BLAST de la proteína EspF de EHEC no mostró posibles homólogos de la misma en L.

interrogans.  Sin  embargo,  dado  que  los  factores  de  virulencia  asociados  a  la  infección  por

Leptospira no están del todo elucidados, no se podría descartar que proteínas de esta bacteria

pudieran  interactuar  con  Tmem176  y  regular  su  función,  como  mecanismo  de  evasión  de  la

respuesta inmune.  

158



 CONCLUSIONES GENERALES

En esta maestria nos propusimos aportar conocimientos que contribuyan a la caracterizacion de

los  canales  iónicos  Tmem176a  y  Tmem176b,  como  moléculas  inmunorreguladoras.  Para  esto

trabajamos en un modelo infeccioso, con el patógeno Leptospira, y en la leucemia linfoide crónica,

una de las oncologías hematológicas más comunes en adultos en nuestro país.

En la LLC demostramos que la expresión de TMEM176A por células  leucémicas se asocia  a  la

progresión  de  la  enfermedad.  En  linfocitos  B  leucémicos,  TMEM176A  inhibe  la  activación  de

caspasa-1,  evitando  la  muerte  piroptótica.  La  disminución  en  la  expresión  o  inhibición

farmacológica de TMEM176A en estas células induce su piroptosis, de una manera dependiente de

caspasa 1. La asociación del inhibidor de TMEM176A a un fármaco descrito como activador de la

apoptosis y de uso común en la clínica de la LLC, como es el venetoclax, induce la muerte de las

células  tumorales  en  niveles  superiores  a  los  obtenidos  con  la  monoterapia.  En  este  modelo

mostramos  como  TMEM176A  regula  la  activación  de  caspasa-1  y  la  piroptosis  en  células

tumorales, siendo un posible blanco terapeútico en este tipo de leucemias.

Con respecto a la infección por  Leptospira, observamos que la infección de DCs con  L.  biflexa

induce la activación de linfocitos T CD4+ específicos de la bacteria, mientras que esto no sucede

con  L.  interrrogans.  Dicha  capacidad de  estimular los  linfocitos  T  se  pierde  si  se  utilizan  DCs

Tmem176b-/- .  El pH fagosomal observado en DCs WT infectadas con las bacterias se acidifica a los

pocos minutos luego de la infección. En contraste, el pH fagosomal de DCs Tmem176b-/- infectadas

no logra acidificarse. La infección de DCs WT con L. interrogans inhibe la acidificación fagosomal y

la presentación de antígenos a las células T. Estos resultados sugieren que la bacteria inhibe la
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activación  de  una  respuesta  inmune  adaptativa  mediada  por  células  T  CD4+  a  través  de  la

manipulación del pH fagosomal. Estudios preliminares in vivo, en un modelo de infección crónica

de ratones por  L. interrogans, sugieren que la deficiencia genética de Tmem176b se asocia a un

daño tisular mayor en los riñones, lo que se podría explicar por una respuesta de células T CD4+

disminuida  y/o  un  aumento  de  la  respuesta  inflamatoria.  En  este  modelo  mostramos  nuevos

indicios de Tmem176b como regulador clave, no solo la respuesta inflamatoria, sino también del

procesamiento y  presentación de antígenos,  con consecuencias  para la subsecuente respuesta

inmune adaptativa. 
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CAPÍTULO IV: FIGURAS Y TABLAS SUPLEMENTARIAS

S4.1. Expresión de TMEM176B en PBMCs de pacientes con LLC

S4.2. Análisis de la pureza de células CD19+ obtenidas por MACS a partir de PBMCs de LLC

Tabla S4.1. Resultados post-purificación de PBMCs de pacientes con LLC por MACS para
dos muestras

%IgM+ PRE-MACS %IgM+ POST-MACS %IgM+CD5+  PRE-
MACS

%IgM+CD5+  POST-
MACS

P275 96,6 99,8 97,3 99,8

P279 96,3 99,6 96,6 99
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Figura S4.1. Expresión de TMEM176B en 
PBMCs de LLC. A- Se realizó un Western 
Blot para detectar la presencia de 
TMEM176B en lisados célulares de PBMC 
aisladas de individuos con LLC. De 
acuerdo con los datos clínicos los 
individuos fueron clasificados como 
indolentes o progresores para la 
enfermedad. La figura es representativa 
de lo encontrado al analizar 14 muestras 
(7 de pacientes clasificados como 
indolentes y 7 de progresores). La 
proteínas de expresión constitutiva 
GAPDH fue utilizada como control. B-  Se 
determinó la expresión de TMEM176B 
relativa a GAPDH para cada una de las 
muestras analizadas en ambos grupos. La 
cuantificación de las bandas de WB fue 
realizada utilizando el programa Image J.  
No se encontraron diferencias 
significativas en la expresión de 
TMEM176B entre los grupos. Test de 
Mann Whitney U. 
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      Caspasa-1       NLRP3       Merge

Figura S4.2. Co-localización de caspasa-1 activa y NLRP# en células de LLC. Se detectó la presencia de caspasa-1 
activa y NLRP3 en células de sangre periférica de pacientes con LLC por inmunofluorescencia. Rojo: caspasa-1 
verde: NLRP3 y azul: DAPI. Aumento 60X, con lente de inmersión en aceite. Microscopio confocal Leica DMI6000, 
TCS-SP5. Imágen obtenida por Angimar Uriepero.  

Figura S4.3. Liberación de LDH por células de LLC en cultivo. PBMCs de pacientes con LLC progresiva se colocaron 
en cultivo y se determinó la presencia de LDH en sobrenadante a las 24 y 48 h utilizando un kit comercial. Como 
control se utilizó la linea celular MEC-1. En gris se representan los pacientes con LLC, cada símbolo corresponde a 
un paciente distinto. Se analizaron un total de 10 pacientes. Se observa un incremento significativo de la presencia 
de LDH en cultivo a las 48 h con respecto a la situación inicial. Medidas realizadas por Angimar Uriepero.
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S4.5. Efecto de IL-1β recombinante humana sobre PBMCs de pacientes con LLC
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Figura S4.4. Evaluación de la apoptosis de células B de pacientes con LLC tratadas con IL-1β. PBMCs de pacientes 
con LLC progresiva fueron incubas en presencia de cantidades crecientes de IL-1β  humana recombinante (0-100 
ng/ml). 3, 16 y 24 h luego fueron analizadas por citometría de flujo para evaluar la muerte celular. Se utilizó 
anexina V como marcador de apoptosis y ioduro de propidio (PI) como marcador de permeabilizanción de la 
membrana celular. No se encontraron diferencias significativas en ninguna de las condiciones ensayadas, aunque 
parecen observarse tendencias.  
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Figura S4.5. Expresión de TMEM176A en PBMCs de LLC en cultivo. A- Se realizó un Western Blot para detectar 
la presencia de TMEM176A en lisados célulares de PBMC aisladas de individuos con LLC a las 24, 48 y 72 h 
luego de ponerlas en cultivo. La proteínas de expresión constitutiva GAPDH fue utilizada como control. Se 
muestra un resultado representativo de los encontrado para 3 pacientes diferentes B-  Se determinó la 
expresión de TMEM176A relativa a GAPDH para cada una de las muestras analizada. La cuantificación de las 
bandas de WB fue realizada utilizando el programa Image J.  *p<0.05, **p<0.01, Test de Mann Whitney U. 
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Figura S4.6. Expresión relativa de citoquinas por BMDCs en 
respuesta a Leptospira. BMDCs WT o Tmem176b-/- (KO) a día 8 
fueron co-incubadas con LIM o LBP a una MOI de 100. Transcurridas 
4 h las células se levantaron, se extrajo el ARN y se retrotranscribió a 
ADN copia. Se analizó la expresión relativa de iNOS2, IL-10. TGF-β, IL-
6, IL-4, IL-12 y TNF-α,  por RT PCR siguiendo exactamente el mismo 
protocolo descrito en Russo 2015. La expresión de las diferentes 
moléculas en cada muestra fue normalizada con la expresión de 
GAPDH y expresada en función a su expresión relativa contra el 
calibrador. Como calibrador se utilizó ADN copia obtenido a partir 
del ARN de esplenocitos de ratón activados con Concavalina A. 
Incrementos de más de 2 veces en la expresión relativa fueron 
considerados como significativos.   
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Figura S4.7. Fagocitosis de Leptospira por BMDCs. Se realizó un ensayo de fagocitosis de Leptospira por BMDCs WT 
o Tmem176b-/- (KO) de acuerdo al protocolo descrito en Sokolovska et al. 2012. Se incubaron las BMDCs con LBP y 
LIM, cargadas con la sonda Alexa 647, a 1, 10, 50 y 100 de MOI durante 2 horas en hielo o a 37 °C. Luego se lavaron 
las células y el porcentaje de fagocitosis se determinó por citometría de flujo como el procentaje de células Alexa 
647 positivas. Las células co-incubadas en hielo se utilizaron como control de bacterias adheridas a la superficie 
celular pero no fagocitadas. Se puede observar que a una MOI de 100 tanto para LIM como LBP el procentaje de 
fagocitosis es cercano al 100%. No se observaron diferencias en la fagocitosis en tre células WT y deficientes en 
Tmem176b.
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