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RESUMEN 
El envejecimiento es un proceso complejo que afecta distintas funciones del organismo como la 

función del sistema inmune. Numerosas evidencias indican que tanto células de la inmunidad innata 

como de la inmunidad adaptativa se encuentran afectadas por el envejecimiento. Las células dendríticas 

(DCs) son las células presentadoras de antígeno por excelencia y juegan un rol clave como enlace entre 

la respuesta inmune innata y adaptativa. Sin embargo, no se conoce con claridad cómo el 

envejecimiento puede afectar la función de las DCs. Es por ello que el propósito de este trabajo de tesis 

fue estudiar la función de las DCs en ratones viejos, focalizándonos en su habilidad para realizar 

presentación cruzada de antígenos a linfocitos T CD8. Utilizando ácido poliuridílico (polyU), un análogo 

sintético de ARNsh, y albúmina de huevo de gallina (OVA) como modelo de antígeno, en este trabajo de 

tesis se demostró que DCs de ratones viejos tienen una capacidad reducida para realizar presentación 

cruzada de antígenos a linfocitos T CD8. Se vio que este defecto podría deberse a cambios intrínsecos 

que sufre la DC con el envejecimiento, ya sea en el mecanismo de procesamiento y presentación 

antigénica como en la capacidad de las mismas para ser activadas. Cabe destacar, que se observó en los 

ratones viejos una alteración en el número y en la activación de la subpoblación cDCs CD8c, la principal 

responsable de activar linfocitos T CD8 a través de la presentación cruzada de antígenos. 

Los resultados obtenidos, permiten evidenciar el impacto que tiene el envejecimiento en la DC, 

afectando su función y por lo tanto disminuyendo la activación de linfocitos T CD8 vírgenes y la 

generación de una eficiente respuesta citotóxica. 

PALABRAS CLAVE  

Envejecimiento 

Célula dendrítica convencional CD8a 

Presentación cruzada de antígenos 

Respuesta citotóxica 

TLR7 
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BMDC: Célula dendrítica derivada de médula 
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CLIP: Péptido de cadena invariante asociado 
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DC: Célula dendrítica (del inglés Dendritic 
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GM-CSF: Factor estimulante de colonias de 

granulocitos y macrófagos (del inglés 

Gran ulocyte-macroph age colony-stimu/ating 

factor) 

H2Kb/OVA257264:  Complejo de moléculas 

MHC clase 1 unidas al fragmento de la 

proteína ovoalbúmina 

HBSS: Solución salina balanceada de Hanks 

(del inglés Hank's balancedsaltsolution) 
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inglés Haematopoieticstem ce/ls) 

IFN: Interferón 
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IRF: Factor regulador de interferón (del 

inglés /nterferon regu/atory factor) 
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(del inglés Leucine-rich repeats) 

MACS: Separación de células utilizando 

perlas magnéticas (del inglés Magnetic-

activated cel/ sorting) 

MAPK: Quinasas activadas por mitógenos 

(del inglés Mito gen-activated protein km ase) 
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factor KB) 

NLR: Receptor tipo NOD (del inglés 

Nucleotide-binding and oligomerization 

domain-like receptor) 

OVA: Albúmina de huevo de gallina (del 

inglés Ovalbumin) 

PAMPs: Patrones moleculares asociados a 

patógenos (del inglés Pat hogen-associated 
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Phosphate balanced solution) 
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polyU/DO: Ácido poliuridílico estabilizado 

con DOTAP 
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receptor) 

RIG-1: Gen 1 inducible por ácido retinoico 

(del inglés Retinoic acid-inducible gene 1) 

RLR: Receptor tipo RIG-1 (del inglés RIG-I /ike 

receptor) 
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SFB: Suero fetal bovino 

sh: simple hebra 

TAP: Transportador asociado al 

procesamiento de antígenos (del inglés 
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INTRODUCCIÓN 

1. SISTEMA INMUNE: CARACTERÍSTICAS GENERALES 

El sistema inmune constituye un notable mecanismo de defensa, que permite una respuesta 

protectora rápida y específica contra la gran cantidad de microorganismos potencialmente patógenos 

que habitan el mundo en que vivimos. También tiene un rol fundamental en la defensa contra tumores. 

La tarea del sistema inmune es extremadamente compleja y las amenazas deben ser detectadas con 

absoluta especificidad distinguiendo los agentes patógenos de las células y tejidos sanos del organismo. 

Cuando el sistema inmune no funciona correctamente puede dar lugar a una serie de enfermedades, ya 

sea inmunodeficiencias, reacciones de hipersensibilidad o enfermedades autoinmunes como son 

Diabetes Mellitus tipo 1, Esclerosis Múltiple, Artritis Reumatoidea, Lupus Eritematoso Sistémico, entre 

otras. 

a. INMUNIDAD INNATA 

La mayoría de los microorganismos patógenos que infectan a un individuo, se encuentran primero 

con una poderosa defensa no específica. El epitelio provee una barrera física contra la entrada de 

microbios y también produce una variedad de factores antimicrobianos. Los microbios que penetran el 

epitelio se enfrentan además con macrófagos y otras células relacionadas, las cuales poseen "sensores 

microbianos" que reconocen moléculas características de muchos agentes patógenos. Estos sensores se 

denominan receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, del inglés Pattern recognition receptors) e 

incluyen varias familias de moléculas, que se encuentran codificadas en la línea germinal. Los más 

extensamente estudiados son los receptores tipo tolI (TLR5, del inglés Toll-like receptors) y los 

receptores tipo nod (NLR5, del inglés NOD-Iike receptors: the nucleotide-binding and oligomerization 

domain-like receptors). Cuando un TLR interactúa con su ligando induce una serie de eventos de 

señalización intracelular, de los cuales la activación del sistema del factor nuclear KB (NF-KB, del inglés 

Nuclear factor KB) es particularmente importante. La activación de los macrófagos incrementa su 

actividad fagocítica y la inducción de sistemas antimicrobianos que ayudan a destruir el agente 

patógeno. La inducción de una respuesta inflamatoria como resultado de la activación del sistema 

inmune innato, recluta otros tipos celulares al sitio, incluyendo neutrófilos. De esta manera, el sistema 

inmune innato puede proveer un medio efectivo para controlar o eliminar patógenos. 

8 



INTRODUCCIÓN 

El sistema inmune innato también actúa reclutando respuestas inmunes antígeno (Ag)-específicas, 

no solamente atrayendo células del sistema inmune al sitio de infección, sino también a través de la 

captura de Ags por células dendríticas (DC5, del inglés Dendritic ce/ls) y su transporte a través de estas 

células hacia tejidos linfoides donde se inicia la respuesta inmune primaria. Las DCs activadas expresan 

moléculas coestimulatorias en su superficie y producen citoquinas que pueden regular la calidad de la 

respuesta inmune y combatir de manera más eficiente los distintos agentes patógenos, ya sean 

bacterias, virus o parásitos. 

b. RESPUESTA ADAPTATIVA PRIMARIA 

La respuesta primaria se inicia cuando una sustancia antigénica extraña interactúa con linfocitos 

vírgenes específicos para el Ag bajo circunstancias apropiadas. La respuesta consiste en la expansión y 

diferenciación de linfocitos T colaboradores y efectores, y en la producción de moléculas de anticuerpo 

específicas para el inmunógeno. La primera incluye células productoras de citoquinas y células T 

citotóxicas, capaces de lisar células infectadas. Generalmente, la combinación de la respuesta inmune 

innata y la respuesta inmune adaptativa primaria, son suficientes para erradicar o controlar los 

patógenos. En efecto, la función más efectiva del sistema inmunológico es la de montar una respuesta 

que elimine el agente infeccioso del cuerpo, lo que se denomina inmunidad esterilizante. 

c. RESPUESTA ADAPTATIVA SECUNDARIA Y MEMORIA INMUNOLÓGICA 

Como consecuencia del encuentro inicial con el microorganismo, el individuo inmunizado puede 

desarrollar un estado de memoria inmunológica. Si el individuo se infecta nuevamente con el mismo 

microorganismo (o uno íntimamente relacionado), se produce una respuesta secundaria. Esto 

generalmente consiste en una respuesta de anticuerpos más rápida, de mayor magnitud, y compuesta 

por anticuerpos que unen los Ags con mayor afinidad por lo tanto son más efectivos en eliminar el 

microorganismo del cuerpo. También, sobreviene una respuesta T celular más rápida y efectiva. 

Entonces, la infección inicial con un microorganismo, a menudo inicia un estado de inmunidad en el que 

el individuo está protegido contra una segunda infección. En la mayoría de las situaciones, la protección 

la proveen las moléculas de anticuerpo de alta afinidad que rápidamente eliminan el microorganismo re 

introducido. Esta es la base de la mayoría de las vacunas licenciadas actualmente. 
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2. SENSORES DEL SISTEMA INMUNE 

Los sensores microbianos del sistema inmune innato son los receptores de reconocimiento de 

patrones (PRR5) codificados en la línea germinal que detectan patrones moleculares relativamente 

conservados en la mayoría de los microorganismos de una especie determinada (1). Estas estructuras se 

denominan Patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP5, del inglés Pathogen-associated 

molecular patterns). En principio esta estrategia permite que un grupo finito de receptores reconozca 

una enorme diversidad de patógenos potenciales. La mayoría de los PAMPs reconocidos por PRR5 son 

comunes a una amplia clase de microbios patógenos, y son moléculas que no se encuentran en el 

huésped. Sin embargo, una clara excepción a esta generalización es el reconocimiento de ácidos 

nucleicos. Debido a que estas macromoléculas son comunes tanto para el huésped como para el posible 

patógeno, sus receptores tienen el potencial de responder a ligandos propios con el riesgo que eso 

implica. Por otro lado, la evidencia reciente indica que los PRR5 son también responsables del 

reconocimiento de moléculas endógenas liberadas por células dañadas, lo que se conoce como patrones 

moleculares asociados a daño (DAMP5, del inglés Damage-associated molecular patterns) (2). 

Los patógenos microbianos son reconocidos a través de múltiples PRR5 específicos (Tabla 1) que 

pueden ser clasificados por su ubicación en receptores secretados, transmembrana o citosólicos (3). Los 

PRR5 secretados, por ejemplo colectinas, ficolinas y pentraxinas, se unen a la superficie celular 

microbiana, activan las vías clásica y de lectinas del sistema del complemento y opsonizan los patógenos 

para que sean fagocitados por macrófagos y neutrófilos (3). Los PRRs de transmembrana incluyen la 

familia de receptores tipo TolI (TLR5) y las lectinas de tipo C (CLR5, del inglés C-type lectin receptors). Los 

TLR5 son una familia de receptores transmembrana tipo 1 que contienen un dominio extracelular con 

múltiples repeticiones ricas en leucina (LRR5, del inglés leucine-rich repeats) unidas mediante una región 

transmembrana a un dominio conservado de señalización llamado receptor To11/11--1 (TIR) (4). Son 

expresados en la membrana plasmática o en la membrana de organelas endosomales/lisosomales y su 

expresión depende del tipo celular. Los TLRs ubicados en la superficie celular reconocen patrones 

microbianos conservados que son accesibles a la misma, mientras que los TLRs endosomales 

principalmente detectan ácidos nucleicos microbianos. Por último, los PRR5 citosólicos incluyen los 

receptores tipo gen 1 inducible por ácido retinoico (RLR5, del inglés Retinoic acid-inducible gene / (RIG-I) 

like receptors) y receptores que contienen un dominio de unión a nucleótidos y repeticiones de leucinas 

(NLR5). 
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TABLA 1. PRRs y sus ligandos (2). 
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PRR Ubicación Ligando Origen del ligando 

TLRs 

TLRI 

TLR2 

TLR3 

TLR4 

TLR5 

TLR6 

TLR7/8 

TLR9 

TLR lO 

TLRI 1 

Membrana plasmática 

Membrana plasmática 

Endolisosoma 

Membrana plasmática 

Membrana plasmática 

Membrana plasmática 

Endolisosoma 

Endolisosoma 

Endolisosoma 

Membrana plasmática 

Triacil lipoproteína 

Lipoproteína 

ARNdh 

LPS 

Flageli na 

Diacil lipoproteína 

ARNsh 

CpG-ADN 

Desconocido 

Moléculas similares a profilina 

Bacterias 

Bacterias, virus, parásitos, 
endógeno 

Virus 

Bacterias, virus, endógeno 

Bacterias 

Bacterias, virus 

Virus, bacterias, endógeno 

Virus, bacterias, protozoos, 
endógeno 

Desconocido 

Protozoos 

RLRs 

RIG-1 

MIDAS 

LGP2 

Citoplasma 

Citoplasma 

Citoplasma 

ARNdh cortos 

ARNdh largos 

Desconocido 

Virus 

Virus 

Virus 

NLRs 

NOD 1 

NOD2 

Citoplasma 

Citoplasma 

Ácido g-D-glutamil-meso 
diaminopimélico 

Dipéptido muramilo 

Bacterias  

Bacterias 

CLRs 

Dectin- 1 

Dectin-2 

MINCLE 

Membrana plasmática 

Membrana plasmática 

Membrana plasmática 

f3-glucanos 

-gIucanos 

Proteína asociada a espliceosoma 130 

Hongos 

Hongos 

Endógeno, hongos 
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Los RLR5 detectan virus y a diferencia de los TLRs endosoma les son expresados por la mayoría de las 

células del organismo. NLR5 representan una gran familia de más de 20 sensores intracelulares que 

pueden detectar no sólo patógenos sino también señales de estrés. Por ejemplo detectan la degradación 

de productos de peptidoglicanos, productos microbiales y partículas cristalinas no infecciosas (5). 

La gran mayoría de los PRRs son capaces de inducir una respuesta inmune adaptativa mediada por 

linfocitos T o B mediante la activación de factores de transcripción NF-KB, factor regulador de interferón 

(IRF, del inglés interferon regulatory factor) o factor nuclear de células T activadas (NFAT, del inglés 

nuclear factor of activated T ce/ls). Sin embargo aquellos PRRs que son secretados y algunos 

transmembrana que son endocitados (por ejemplo el receptor de manosa y receptor basurero) no son 

capaces de inducir una respuesta inmune adaptativa por sí solos (6). 

a. RECONOCIMIENTO DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

Algunos PRRs transmembrana como otros citosólicos están involucrados en el reconocimiento de 

ácidos nucleicos. Mientras varios miembros de la familia de TLR5 monitorean el contenido de 

compartimentos endolisosomales, otros PRRs citosólicos detectan ácidos nucleicos en el citoplasma. En 

conjunto estos receptores pueden reconocer múltiples formas de ácidos nucleicos: ARN y ADN, simple 

hebra (sh) o doble hebra (dh). En algunos de estos casos, todavía no están totalmente definidas las 

características moleculares precisas de los ligandos. Conceptualmente, estos dos grupos de receptores 

son a menudo vistos como sistemas paralelos que sólo difieren en su localización, sin embargo ahora hay 

evidencia considerable de que la expresión, la señalización y la regulación de los dos grupos son muy 

diferentes (7). 

Cuatro miembros de la familia de TLR5 han sido implicados en el reconocimiento de ácidos nucleicos: 

TLR3, 7, 8 y  9 (Tablal). Mientras que TLR7, 8 y 9 reconocen ácidos nucleicos con un cierto grado de 

selectividad en la secuencia, la detección de ARNdh por TLR3 es independiente de la secuencia utilizada 

(7). Como ya se ha mencionado, estos receptores se localizan en endosomas y lisosomas donde 

monitorean el lumen de dichos compartimentos. Esta localización parece ser un punto clave en la 

regulación de la discriminación entre los ligandos del huésped o ajenos ya que en condiciones normales 

el ADN propio no llega a estas organelas. Estos receptores se expresan en varias células 

inmunológicamente relevantes como DCs, macrófagos y linfocitos B. En el caso de las DCs, se observa 

una expresión diferencial de estos TLRs entre las diferentes subpoblaciones, las DCs convencionales 

(cDCs) y las DCs plasmacitoideas (pDCs), ver más adelante. La unión del TLR con su ligando lleva a la 
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producción de citoquinas, efectores antimicrobianos, aumento en la expresión de moléculas del 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y coestimulatorias. Una respuesta característica de 

reconocimiento de ácidos nucleicos es la producción de interferones (IFN5) tipo 1, que activan el sistema 

inmune innato modulando de esta manera la respuesta inmune adaptativa. 

Los PRRs citosólicos son más variados en su composición así como en su señalización. Además se 

expresan en una mayor variedad de células que los TLR5. Los RLR5 reconocen ARN, y una familia de 

receptores análogos, aún sin identificar, responden a ADN citosólico (7). Ambas familias de receptores 

activan al factor de transcripción IRF3 y potencialmente inducen la producción de lFNs tipo 1 en todos 

los tipos celulares. Además el ADN citosólico activa un complejo multiproteico llamado inflamasoma, 

integrado por NLR5. 

Uno de los grandes desafíos para los investigadores en el estudio individual de los receptores 

implicados en el reconocimiento de un ácido nucleico, es el hecho de que cualquier agente patógeno 

probablemente sea reconocido por múltiples receptores. A pesar del solapamiento en el reconocimiento 

de ciertos ligandos por TLR y PRRs citosólicos, es importante reconocer que algunos aspectos de estas 

familias de receptores son conceptualmente muy distintos. Por ejemplo, el reconocimiento mediado por 

TLR no requiere la infección de la célula, lo que permite a una célula del sistema inmune responder a 

patógenos en ausencia de las modificaciones que a menudo se producen en células infectadas. Por el 

contrario, PRRs citosólicos detectan los ácidos nucleicos que llegan al citoplasma lo que normalmente 

indica que la célula ha sido infectada (7). En concordancia con la diferencial expresión encontrada de 

PRRs citosólicos y TLR5 intracelulares, se ha observado en muchos casos que DC5 no infectadas pueden 

presentar Ags derivados de células infectadas (8). Es por eso que muchos investigadores postulan que 

una célula no inmune infectada, puede reconocer los ácidos nucleicos dentro del citoplasma a través de 

RLR5, llevando a la secreción de IFNs tipo 1 y otros factores que activan a DC5. La célula infectada muere 

y es fagocitada por DCs, que en un contexto inflamatorio, se activa a través del reconocimiento de los 

ácidos nucleicos por TLR5 intracelulares (3). 

En conjunto, estos dos grupos de receptores facilitan el reconocimiento de los ácidos nucleicos 

derivados de agentes patógenos en los múltiples contextos asociados con la infección. 

b. TLR7: LIGANDOS 
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Originalmente el TLR7 fue identificado como receptor de derivados de imidazoquinolinas como 

imiquimod y resiquimod (R-848) y de análogos de guanina como loxoribina; actualmente se reconoce al 

ARNsh como su ligando fisiológico (9-12). El ARNsh puede ser derivado de virus cuyo genoma está 

formado por ARN como el virus de la estomatitis vesicular, virus de influenza A y el virus de la 

inmunodef¡ciencia humana (HIV) (13). En particular, TLR7 reconoce ARNsh ricos en guanosina y uridina, y 

cadenas sintéticas de poliuridinas. Por último, TLR7 puede reconocer algunos ARN de interferencia (14). 

En humanos comparte su especificidad por ARNsh ricos en guanosinas (G) y uridinas (U), y por 

imidazoquinolinas con el receptor TLR8. Sin embargo todavía no está claro si el gen tIr8 codifica a un 

receptor funcional en ratones. 

c. 	TLR7: LOCALIZACIÓN Y TRANSPORTE 

Utilizando inmunofluorescencia varios grupos de investigación pudieron demostrar que en células no 

estimuladas, el TLR7 y el TLR9, se encuentran en el retículo endoplásmico y no en endosomas o 

lisosomas como se esperaba. Sin embargo la activación sólo ocurre dentro de endolisosomas con pH 

ácido, ya que la respuesta es claramente inhibida con la utilización de drogas como cloroquina, 

bafilomicina Al o cloruro de amonio (15). 

Ahora se conoce que TLR7 se encuentra en el retículo endoplásmico y luego del ingreso del ligando a 

la célula, es movilizado rápidamente hacia endolisosomas (16). Este desplazamiento está regulado por 

UNC93131, una proteína transmembrana residente del retículo endoplásmico. UNC93131 se une 

específicamente a las regiones transmembrana de TLR3, 7 y 9 en el retículo endoplásmico, y favorece su 

movilización desde el retículo hacia los endolisosomas (16), requisito indispensable para la inducción de 

una respuesta inmune (17). TLR7 y TLR9 compiten por la asociación con UNC93131, mientras que TLR3 

parece no estar afectado (18). El tráfico de TLR también está regulado por otras dos proteínas que 

residen en el retículo endoplásmico: PRAT4A y gp96 (15). 

Como ya se ha mencionado, la maduración de los endosomas es requerida para la activación de TLR 

intracelulares por sus respectivos ligandos. Esta maduración podría en algunos casos facilitar la 

destrucción de microbios para la posterior liberación de los ligandos contenidos, pero también podría 

contribuir a un procesamiento de los TLRs. Por ejemplo, una vez que TLR9 ha alcanzado un endolisosoma 

su ectodominio es cortado por proteasas (19, 20). Aunque se han reportado cortes similares en TLR7 

(18-21), todavía no hay evidencias concluyentes. 
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d. TLR7: SEÑALIZACIÓN 

Cada TLR individual desencadena una respuesta biológica específica. Estas diferencias son explicadas 

gracias al descubrimiento de las moléculas adaptadoras que se unen al dominio TIR de un TLR. MyD88, 

TIRAP, TRIF y TRAM son moléculas adaptadoras que son reclutadas por los diferentes TLRs activando 

diferentes vías de señalización. Por ejemplo, MyD88 (del inglés Mye/oid differentiation primary response 

gene 88) es utilizada por todos los TLR5 a excepción de TLR3, activa el factor de transcripción NF-KB y las 

MAPKs (del inglés Mitogen-activated protein kinases) llevando a la inducción de citoquinas inflamatorias. 

Después de la unión del ARNsh en la región LRRs sobre TLR7 (Figura 1), se produce una modificación 

conformacional del receptor lo que lleva a la unión de MyD88 hacia el dominio TIR en la porción 

citoplasmática del TLR. Luego, MyD88 interactúa con IRAK (del inglés IL-1 receptor associated kinasa) 4, 

quien fosforila a su vez a IRAK 1 y 2. Luego estas moléculas ya fosforiladas activan TRAF 6 (del inglés TNF 

receptor-associated factor 6), una ubiquitina ¡¡gasa [3. TRAF6 se une a TAK1 (del inglés TGF-8 activated 

kinase 1) quien se asocia a dos proteínas adaptadoras: TAB1 (del inglés TAK1-binding proteins) y TA132. 

Esta última sirve como receptor de las cadenas de poliubiquitinas entre TRAF6 y NEMO (del inglés NF-KB 

essential modulator). Finalmente TAK1 fosforila MO y activa la cascada de MAPKs comenzando con 

MAPKK3 y 6 lo que lleva a la fosforilación de JNKs, p38 y CREB. IKK fosforila IKB5 (inhibidor de KB) lo que 

induce su degradación con la resultante translocación de NF-KB al núcleo celular (15). La familia de 

factores de transcripción IRF también es activada. IRF1 se asocia directamente con MyD88 (22) e IRF5 

con MyD88 y TRAF6 (23). En última instancia, la activación de los factores de transcripción lRFs, NF-KB y 

AP-1 (del inglés activating protein-1), induce la transcripción de genes de citoquinas inflamatorias, como 

TNF e IL-12 (15, 22, 23). 

La cascada de señalización descripta en el párrafo anterior tiene lugar en macrófagos, cDCs, linfocitos 

B y pDCs, y lleva a la producción de citoquinas inflamatorias como IL-6, IL-12 y TNF-a pero no induce IFNs 

tipo 1. Las pDCs son únicas en su habilidad de inducir la producción de grandes cantidades de IFNs tipo 1 

luego de la activación de TLR7 y  9. Es por eso que es importante destacar que en pDCs existe una vía de 

señalización adicional (Figura 1). La activación de TLR7 y de TLR9 lleva al reclutamiento de MyD88 e 

IRAK4, que luego interactúan con TRAF6, TRAF3, IRAK1, IKKa, osteopontina e IRF7 (24, 25). Finalmente 

IRAK1 e lKKa fosforilan a IRF7 lo que induce su translocación al núcleo induciendo la producción de 

grandes cantidades de IFNs tipo 1 (26). Al presente no está claro si ambas vías de señalización en las 

pDCs ocurren de manera simultánea o secuencia¡ (15). 
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FIGURA 1. Vías de señalización de TIRs intracelular. La activación de TL113, 7 o 9 inicia cascadas de 
señalización distintas y superpuestas en DCs convencionales (cDCs), macrófagos y pDCs. En cDCs y 
macrófagos, la señalización de TLR3 (izquierda) induce IFN-13 a través de TRIF, TRAF6 y RIP1, un complejo que 
se asocia con TRAF3 para activar TBK1 e IKKe, que a su vez, fosforilan IRF3. TRAF6 y RIP1 activan NF-KB y 
MAPKs para inducir citoquinas inflamatorias (no representado). pDCs utilizan una vía diferente para inducir 
grandes cantidades de IFNs tipo 1 (derecha). La activación de TLR7 o TLR9 en pDCs recluta MyD88 e IRAK4, 
que a su vez interactúan con TRAF6, TRAF3, IRAK1, lKKa, osteopontina (OPN) e IRF7. IRAK1 e lKKa fosforilan y 
activan IRF7, dando lugar a la transcripción de genes inducibles por IFN y la producción de IFNs tipo 1. 
(Modificado de Blasius y colaboradores, 2010 (15)). 

16 



INTRODUCCIÓN 

3. 	LA CÉLULA DEN DRÍTICA 

En 1868, Paul Langerhans describió por primera vez a las DCs, asumiendo que eran células nerviosas 

de la piel, pero el papel de las DCs como células presentadoras de Ags (CPAs) no fue apreciado hasta 

1973, después de más de 100 años, cuando R. Steinman y Z. Cohn identificaron en el bazo de ratones 

DCs capaces de estimular una respuesta inmune primaria (27). Actualmente, las DCs constituyen un 

sistema integrado de células presentadoras que controlan tanto la inmunidad como la tolerancia 

inmunológica. 

Las DCs se generan a partir de precursores de médula ósea y tienen la capacidad tanto de iniciar 

como de modular las repuestas inmunes dependiendo de las señales recibidas por parte de los 

microorganismos como del microambiente y ambiente celular que las rodea (27, 28). Debido a su 

morfología particular, gracias a la presencia de unas largas prolongaciones citoplasmáticas, poseen una 

gran capacidad de movimiento así como también la capacidad de interaccionar con los efectores tanto 

de la respuesta inmune innata: células NK y NKT (29), como también con las células de la respuesta 

inmune adaptativa: linfocitos Ty linfocitos B (30, 31). 

Las DCs, junto a macrófagos y linfocitos B, son CPAs. Las DCs son las CPAs más poderosas, ya que son 

capaces de activar linfocitos T vírgenes e inducir una respuesta inmune adaptativa, incluida la respuesta 

citotóxica. Ello es debido a una combinación de diversas propiedades: capacidad de tomar Ags, de 

procesarlos en una forma adecuada y de presentarlos asociados a MHC clase 1 o MHC clase ¡¡,junto con 

la expresión de moléculas coestimu lato rías y la capacidad de secretar citoquinas. 

Distintas citoquinas están implicadas en el desarrollo de las DCs in vivo. Entre otras, la citoquina 

ligando de tirosin-quinasa 3 tipo Fms (Flt3L, del inglés Fms-Iike tyrosine kinase 3 ligand) es suficiente y 

esencial para el desarrollo de DCs in vivo. En contraste a F1t3-L, la citoquina factor estimulante de 

colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF, del inglés Gran ulocyte-macroph age colony-stimulating 

factor) no es indispensable en condiciones homeostáticas pero juega un papel importante en situaciones 

de inflamación. 

a. 	HETEROGENEIDAD Y LOCALIZACIÓN 

Las DCs constituyen una población muy heterogénea de células que pueden dividirse en dos 

poblaciones principales: 1) DCs migratorias provenientes de tejidos no linfoides y DCs convencionales 

(cDCs) residentes en el tejido linfoide y 2) pDCs. El término convencional en las cDCs se ha utilizado 
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para diferenciarlas de las pDCs dentro de las DCs residentes de un órgano linfoide. Las DCs de órganos no 

linfoides, por el contrario, son principalmente llamadas DCs de tejidos (32). Tanto las DCs migratorias 

como las residentes tienen dos funciones principales: el mantenimiento de auto-tolerancia y la inducción 

de una respuesta inmune específica contra patógenos invasores, mientras que la principal función de las 

pDCs es secretar grandes cantidades de IFN5 tipo 1 en respuesta a una infección vira¡ para activar 

linfocitos T contra Ags virales. 

Dentro de las DCs presentes en tejidos no linfoides se pueden distinguir las presentes en los tejidos 

estériles, como el páncreas y el corazón, las DCs presentes en los sitios de filtrado, como el hígado y el 

riñón, y las DCs presentes en la interfaz con el medio ambiente, como el pulmón, el intestino y la piel 

(Figura 2). 

Las DCs de los tejidos linfoides son las más estudiadas dentro de las subpoblaciones de DCs en ratón. 

Debido a que en este trabajo de tesis los estudios se realizaron con DCs de bazo, éstas se describen 

detalladamente a continuación. 

Los precursores de las DCs llegan al bazo a través de la sangre, donde terminan de diferenciarse (33). 

En ratones, DCs esplénicas expresan constitutivamente MHC clase II y la integrina CD11c. Dentro de las 

cDC (CD11c B220) se encuentran dos subgrupos principales, que incluyen cDCs CD4 CD8a CD11b que 

se localizan sobre todo en la zona marginal y cDCs CD8a CD4 CD11b localizadas principalmente en la 

zona de células T. También se han identificado cDCs CD4 CD8a CD11b y se las conoce como doble 

negativas. A pesar de la existencia de una baja cantidad de proliferación de progenitores de DCs a nivel 

local, no se auto-renuevan y son continuamente reemplazadas por precursores vía sanguínea (32). Las 

DCs de ganglios linfáticos son más heterogéneas, ya que incluyen las cDCs CD80C, CD4 y dobles 

negativas residentes de tejido que provienen de la sangre, y DCs migratorias que entran a través de los 

vasos linfáticos aferentes y varían de acuerdo al sitio de drenaje del ganglio linfático (34). El tejido 

linfoide asociado a mucosas incluye: tejido linfoide en la nasofaringe, las placas de Peyer y folículos 

linfoides aislados en el intestino delgado grueso. Estos tejidos son en su mayoría poblados por DCs 

derivadas de la sangre, cuyo fenotipo se asemeja al encontrado en bazo (35). En el timo, las DCs se 

ubican principalmente en la médula y en su mayoría son CD8ct. La función principal de estas DCs es 

participar en la selección negativa de los linfocitos T (36). 

Las pDCs expresan constitutivamente MHC clase II y en ratones se las reconoce por su baja expresión 

de CD11c y el fenotipo CD11b B220 Ly6C y PDCA1. Estas células circulan por la sangre y en 

condiciones normales son encontradas en médula ósea, bazo, timo, ganglios linfáticos e hígado. Las pDCs 
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LC 

Sitios de contacto con el exterior 

FIGURA 2. Población de DCs en ratón: localización y recambio en condiciones normales. Las 
DCs se distribuyen por todo el organismo. Se representan las principales subpoblaciones de DCs 

en los sitios hematopoyéticos, de contacto con el exterior (mucosas), de filtración, y donde 
ocurre la activación de una respuesta inmune. Los porcentajes corresponden al contenido de 
DCs en cada órgano con respecto al total de células hematopoyéticas nucleadas. El tiempo de 

renovación de aproximadamente el 50 % de las DCs se informa en días (d). * Ganglios linfáticos 

drenantes de piel; ** epidermis; + no se conoce el número exacto; '1' presentes en inflamación. 

(Modificado de Merad y colaboradores, 2009 (32)). 

ingresan a los ganglios linfáticos a través de las vénulas de endotelio alto y se acumulan en las zonas T 

paracorticales (37). El tiempo de vida de las pDCs en bazo y ganglio linfático es muy corto por lo que 

necesitan ser continuamente reemplazadas a través de la sangre. 
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Las DCs que se encuentran en sangre han sido principalmente estudiadas en humanos, donde se 

encuentran DCs de tejido tanto cDCs como pDCs. En ratones no están tan bien caracterizadas. La 

mayoría de las DCs murinas que circulan son pDCs MHC 11CD11c, sin embargo también se encuentra un 

bajo número de DCs progenitoras CD11c MHC ll y MHC 1l que dan origen a DCs CD8c( y CD8ct en 

órganos linfoides (38). 

b. BIOLOGÍA DE LA DC 

A partir de su generación en médula ósea, la DC sufre un proceso de desarrollo que puede dividirse 

en una fase de diferenciación y en una fase de maduración. En la fase de diferenciación, los progenitores 

derivados de médula ósea se diferencian en precursores circulantes que llegarán a generar los distintos 

subtipos de DCs. En este estado, se encuentran como centinelas y son consideradas como células 

inmaduras. Para poder llevar a cabo su función, las DCs experimentan un complejo proceso de 

transformación de una célula que captura Ag en una CPA, llamado maduración (Figura 3). Este proceso 

incluye (29): 1. cambios en la morfología como la reorganización del citoesqueleto y la adquisición de 

alta motilidad celular, 2. pérdida de receptores endocíticos/fagocíticos, 3. secreción de quimioquinas, 4. 

aumento en la expresión de moléculas coestimulatorias, S. translocación de MHC clase II de 

compartimentos a la superficie celular y 6. secreción de citoquinas. 

Una vez que las DCs han sido activadas, adquieren la capacidad para interactuar con linfocitos. Las 

DCs realizan esta interacción a través de por lo menos tres familias de moléculas: citoquinas, moléculas 

de la familia B7 y miembros de la familia de TNF. El inicio de la inmunidad adaptativa mediada por 

células T plantea varios desafíos. En primer lugar, la frecuencia de células T con su receptor (TCR, del 

inglés T ceil receptor) específico es extremadamente baja. En segundo lugar, las células infectadas 

expresan muy pocas moléculas MHC clase 1 y  ninguna MHC clase II para poder ser reconocidas por las 

células T específicas. En tercer lugar, las células infectadas carecen de moléculas coestimulatorias, 

indispensables para promover la expansión clonal de células T y la producción de citoquinas, por lo tanto 

carecen de capacidad para generar linfocitos T citotóxicos (CTL, del inglés Cytotoxic T Iymphocyte) y T 

cooperadores. Estos retos son ampliamente superados por las DCs, quienes capturan microbios, 

presentan sus Ags y proporcionan señales necesarias para la expansión y la diferenciación de células T. A 

partir del reconocimiento de PAMPs o en respuesta a citoquinas inflamatorias secretadas por células del 

tejido afectado, las DCs aumentan la expresión de moléculas coestimulatorias y migran a los sitios donde 
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se encuentran las células T específicas de Ag en órganos linfáticos secundarios. Así, las DCs han sido 

consideradas tradicionalmente como centinelas móviles que llevan los Ags a los linfocitos T  los activan. 

PAMPS, DAMPS, 
citoquinas, etc 

  

DC INMADURA 
bajo MHCII 

alta endocitosis y fagocitosis 
alto CCR1,5,6 
bajo CCR7 

bajo CD40,80,86 

DC MADURA 
alto MHCII 

baja endocitosis y fagocitosis 
bajo CCR1,5,6 

alto CCR7 
alto CD40,80,86 

FIGURA 3. Proceso de maduración de la DC. Después de la maduración, las DCs sufren grandes 

cambios morfológicos, fenotípicos y funcionales. Cuando la DC inmadura reconoce un producto 

microbiano o una señal de peligro, se activa y madura cambiando la expresión de un gran 

número de moléculas de superficie e intracelulares necesarias para que la DC pueda migrar 

hacia la zona T de los órganos linfáticos, procesar Ags, estimular y modular la activación y 

diferenciación de las células T vírgenes. La DC expresa de forma constitutiva MHC clase II y 

moléculas coestimulatorias, que incrementan su expresión con la maduración y le sirven para 

realizar la iniciación de la respuesta T contra Ags. 

CAPTURA DEL ANTÍGENO 

Los principales mecanismos de captura del Ag ejercidos por las DCs son pinocitosis, endocitosis 

mediada por receptor y fagocitosis. La pinocitosis, caracterizada por la invaginación de la membrana y la 

formación de vesículas de gran tamaño, permite la internalización de partículas solubles provenientes 

de los fluidos extracelulares. La endocitosis mediada por receptores ocurre en DCs a través de moléculas 

presentes en su superficie, tales como los receptores de los fragmentos Fc de las inmunoglobulinas 

(FcyR) para la captura de los inmunocomplejos, los receptores de tipo lectina y el receptor de manosa 

pudiendo fijar el Ag. Mediante la fagocitosis las DCs son capaces de internalizar cuerpos apoptóticos y 

necróticos, bacterias y parásitos. 
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Clásicamente, se ha descripto que estos mecanismos de captura de Ags son funciones especializadas 

de las DC5 inmaduras y que tras recibir un estímulo de maduración, las DC5 disminuyen su capacidad de 

endocitosis. Sin embargo, la formación de vesículas de clatrina (esenciales en la pinocitosis) tiene lugar 

de forma continua en las células. Por ello y por publicaciones recientes, no debería considerarse que las 

DC5 maduras no son capaces de llevar a cabo procesos de internalización de Ags. 

PROCESAMIENTO Y PRESENTACIÓN DEL ANTÍGENO 

Los Ags capturados son procesados por las DC5 en distintos compartimentos intracelulares, dando 

lugar a la generación de péptidos antigénicos que se unen a moléculas MHC de clase 1 o H. Una vez 

expresados en la superficie celular, los complejos MHC/péptido pueden ser reconocidos por linfocitos T a 

través de su TCR. Además de unirse al receptor T, las dos clases de moléculas de MHC son reconocidas 

de diferente manera por las dos moléculas correceptoras, CD4 y CD8, que caracterizan los dos grupos 

principales de linfocitos T. Los linfocitos TCD8 reconocen péptidos asociados a moléculas MHC clase 1 y 

los linfocitos TC1)4 reconocen péptidos asociados a moléculas MHC clase II. 

Existen distintas vías para la presentación de péptidos antigénicos. Los péptidos asociados a MHC 

clase 1 son producidos por la degradación proteolítica de proteínas citoplasmáticas, el transporte de los 

péptidos generados al retículo endoplásmico y la unión a moléculas MHC clase 1 (Figura 4A). Dichas 

proteínas citoplasmáticas pueden derivar de la síntesis endógena de proteínas, de virus que han 

infectado a la CPA o bacterias intracelulares. La generación de los péptidos a partir de Ags 

citoplasmáticos se realiza mediante una proteólisis por proteasoma, el cual puede generar una amplia 

variedad de péptidos. Los péptidos generados son trasladados al retículo endoplásmico por las proteínas 

transportadoras TAP donde se encuentran las moléculas MHC clase 1 recién sintetizadas. La síntesis y el 

ensamblaje de las moléculas MHC clase 1 implican un proceso de varios pasos. Las cadenas a y 132-

microglobulina de MHC clase 1 se sintetizan en el retículo endoplásmico y su plegamiento es asistido por 

proteínas chaperonas como calnexina y calreticulina. Dentro del retículo endoplásmico, la molécula MHC 

clase 1 recién formada se une a TAP de manera no covalente mediante una proteína enlazadora llamada 

tapasina. Luego de que los péptidos ingresan en el retículo endoplásmico a través de TAP, se unen a 

moléculas MHC clase l después de lo cual se libera de tapasina y es capaz de salir del retículo 

endoplásmico para ser transportados a la superficie celular en vesículas exocíticas. Una vez expresados 

en la superficie celular, los complejos MHC clase 1/péptido pueden ser reconocidos por linfocitos T CD8 

específicos a dicho Ag. 
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La generación de péptidos asociados a MHC clase II a partir de Ags endocitados implica la 

degradación proteolítica de las proteínas (o microbios) internalizadas y la unión de los péptidos 

FIGURA 4. Diferentes vías de presentación antigénica. (A). Moléculas MHC clase 1 presentan 
péptidos principalmente derivados de proteínas sintetizadas endógenamente, degradadas por 
el proteosoma y transportadas a través de TAP al retículo endoplásmico para la unión con 
moléculas MHC clase 1. (B). Por el contrario, moléculas MHC clase II presentan proteínas que 
entran en la célula a través de la vía endocítica. Durante la maduración de las moléculas MHC 
clase II, se les impide la unión a Ags endógenos en el retículo endoplásmico por la asociación 
con la cadena invariante (Ii). MHC clase II-li se mueve a través del aparato de Golgi al 
compartimento de carga MIIC/CIIV donde Ii se degrada a CLIP. CLIP se libera del complejo al 
intercambiarse con péptidos antigénicos. (C). Las DCs pueden endocitar Ags y realizar 
presentación cruzada a linfocitos T CD8. En la mayoría de los casos, estos Ags también serán 
procesados en la vía de MHC clase II para el reconocimiento de las células T CD4 cooperadoras. 
(Modificado de Heath y colaboradores, 2001 (39)). 

generados a moléculas MHC clase II en endofagosomas (Figura 4B). Los pasos iniciales para la de Ags 

extracelulares son la unión de la proteína a una CPA, su internalización y localización en endofagosomas 

que contienen enzimas proteolíticas. La degradación de las proteínas es un proceso activo mediado por 

proteasas que actúan a un pH ácido. Diferentes enzimas pueden participar en dicha degradación siendo 

las más comunes las catepsinas. Las cadenas a y 13 de las moléculas de MHC clase II son sintetizadas y 

ensambladas en el retículo endoplásmico y para su plegado se requieren proteínas chaperonas como 

calnexina. Una proteína llamada cadena invariante (Ii) se une a las moléculas MHC clase II recién 
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sintetizadas en el retículo endoplásmico lo que impide que péptidos presentes en el mismo se unan a 

éstas. Las vesículas que contienen moléculas MHC clase II surgen del complejo de Golgi y se dirigen hacia 

fagolisosomas donde se fusionan con los endosomas que contienen los Ags internalizados y procesados. 

Ii debe ser removida por las mismas enzimas proteolíticas que generan péptidos debido a que bloquea el 

sitio de unión de péptidos a la molécula MHC clase H. Esta ruptura deja un fragmento remanente de sólo 

24 aminoácidos llamado péptido de cadena invariante asociado a clase II (CLIP, del inglés Class II-

associated Ii peptide), cuya eliminación se logra por la acción de una molécula llamada HLA-DM en 

humanos (H-2M en ratón) que actúa como intercambiador de péptidos. Una vez expresadas en la 

superficie de la CPA, los complejos MHC clase lI/péptido son reconocidos por linfocitos T CD4 

específicos a ese Ag. 

La defensa inmune contra patógenos intracelulares o tumores es mediada entre otros, por CTL5. 

Estas células activadas reconocen péptidos específicos presentados por moléculas MHC clase l sobre la 

superficie de células infectadas o transformadas y las destruyen para evitar la propagación de la 

infección o cáncer. Los CTL5 son inducidos a partir de la activación de células T CD8 vírgenes por medio 

de DCs maduras. La expansión clonal y diferenciación de estas células T vírgenes requiere la unión 

específica de su TCR y del correceptor CD8 al complejo MHC clase 1/péptido que se encuentra sobre la 

CPA. Dicha interacción Ag específica se denomina señal 1. Sin embargo esto no es suficiente. Se requiere, 

además, una fuerte señal coestimulatoria proporcionada por la misma CPA denominada señal 2 y  una 

señal 3 dada por las citoquinas secretadas que polarizan el tipo de respuesta (40). Las moléculas 

coestimulatorias mejor caracterizadas son las glicoproteínas 137.1 (CD80) y 137.2 (C1386). 

Para evitar la muerte de células sanas no infectadas, que han endocitado restos virales de células 

infectadas o restos tumorales, este material no suele entrar en la maquinaria de carga de MHC clase 1 en 

el retículo endoplásmico, vía que está reservada para los péptidos derivados de proteínas sintetizadas 

intracelularmente. Sin embargo, esta restricción para los Ags extracelulares para unirse a MHC clase 1 

tiene una excepción: los Ags de patógenos intracelulares incapaces de infectar las DCs. Los linfocitos T 

CD8 vírgenes necesitan ser activados por CPA5 profesionales, por lo general DCs, para que puedan 

ejercer sus funciones efectoras citotóxicas. Si un patógeno intracelular no infecta a la CPA, se 

compromete su presentación por vía MHC clase 1 y  la activación de linfocitos T CD8. Una situación 

semejante se observa con Ags de células tumorales. Los CTLs contra Ags derivados de patógenos 

intracelulares o células tumorales sólo pueden activarse si la CPA es capaz de internalizar Ags exógenos e 

incorporarlos a la vía de procesamiento y presentación de Ag asociado a las moléculas de MHC clase 1. 
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Este proceso es denominado presentación cruzada de Ags (Figura 4C) y fue descubierto en la década de 

1970 por Bevan y colaboradores (41), quienes mostraron que Ags de células inyectadas por vía 

intravenosa ingresaban en la vía de MHC clase 1 de las CPAs del huésped para activar CTLs (41). Ha sido 

demostrado que la presentación cruzada de Ags es necesaria para la defensa contra muchos virus y 

tumores, y es esencial para las vacunas con Ags de proteínas en las que se necesita la inducción de una 

respuesta mediada por CTLs. Los Ags propios también son presentados mediante presentación cruzada 

pero en lugar de activar CTLs (cross-priming), se produce normalmente la supresión de CTLs 

autorreactivos, en un proceso denominado tolerancia cruzada (cross-tolerance) (42). 

PRESENTACIÓN CRUZADA DE ANTÍGENOS 

Para la iniciación de la respuesta inmune citotóxica contra Ags exógenos, las DCs, las CPA más 

potentes, deben realizar presentación cruzada de Ags fagocitados a linfocitos T CD8 (43, 44). Gracias a 

este mecanismo las DCs pueden ingerir patógenos, células infectadas, células tumorales o células 

muertas y así obtener péptidos antigénicos. Las DCs son el principal tipo de células que realizan 

presentación cruzada de Ags in vivo (45, 46). In vitro, sin embargo, otros tipos celulares (incluidos 

macrófagos y células B) pueden también presentar Ags por esta vía (47-49), pero hasta ahora no está 

claro si los mecanismos intracelulares utilizados por estas células son similares a los empleados por las 

DCs. Aún en las DCs, los compartimentos intracelulares involucrados en la presentación cruzada de Ags 

no están completamente definidos. 

Se han descripto dos mecanismos principales mediante los cuales ocurriría la presentación cruzada 

de Ags exógenos: una vía citosólica y una vía vacuolar (50). 

La vía citosólica de presentación cruzada de Ags exógenos propone que las proteínas antigénicas 

presentes en los compartimentos endosómicos escapan al citosol, donde son degradadas por el 

proteasoma. Los péptidos generados de esta degradación, son luego recortados por aminopeptidasas 

presentes en el citosol o el retículo endoplásmico (51, 52) obteniendo el tamaño final adecuado para su 

unión a las moléculas MHC clase 1. Finalmente los péptidos generados son transportados al retículo 

endoplásmico mediante TAP para su unión a las moléculas MHC clase 1 (53). Algunos trabajos han 

propuesto que la carga de los péptidos también podría ocurrir en los compartimentos endocíticos, ya 

que se ha descripto que existe reclutamiento del complejo TAP y MHC clase 1 en endosomas y 
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fagosomas (54, 55). Según las evidencias actualmente disponibles, la vía citosólica sería la vía 

predominante en la presentación cruzada de Ags (50, 56). 

En la vía vacuolar de presentación cruzada de Ags la carga del Ag exógeno en las moléculas MHC 

clase 1 ocurre en los compartimentos endocíticos sin pasar en ningún momento por el citosol. Esto 

sugiere que el procesamiento de los Ags hasta alcanzar el tamaño adecuado para su unión en las 

moléculas MHC clase 1 es llevado a cabo por proteasas lisosomales. La presentación cruzada mediante la 

vía vacuolar es resistente a la acción de los inhibidores de proteasoma e independiente de TAP (57). 

Algunas de las vías anteriormente descriptas sugieren que la presentación cruzada de Ags se lleva a 

cabo en un compartimento intracelular especializado. Este compartimento puede ser un endosoma o 

fagosoma dependiendo del tamaño y modo de internalización del Ag (58). Los Ags que son 

internalizados por endocitosis o fagocitosis se someten a una degradación proteolítica gradual en su 

paso por endosomas tempranos y fagosomas hasta lisosomas. Una vez en los lisosomas, los Ags son 

degradados por proteasas lisosomales, que podrían destruir potenciales epitopes cruciales para la 

activación de células T. Las DCs evitan este problema mediante la expresión de bajos niveles de 

proteasas lisosomales (59). Además, como la mayoría de estas proteasas funcionan de manera óptima a 

un pH ácido, el mantenimiento de un pH alcalino en el compartimento de presentación cruzada, 

inhibiría la actividad de dichas proteasas, impidiendo así la degradación rápida de los antígenos. Para 

este fin, se informó que las DCs poseen un alto pH fagosomal, alcanzando valores de 7,5 a 8, en 

contraste con los macrófagos que acidifican rápidamente sus fagosomas, alcanzando valores de 4,5 a 5 

luego de fagocitar perlas de látex inertes. La alcalinización en las DCs sería mediada por la NADPH 

oxidasa NOX2, y es importante en la presentación cruzada de Ags particulados en los fagosomas y de 

Ags solubles en los endosomas (60, 61). 

Por otra parte, se ha observado que la eficacia en la presentación cruzada de Ags exógenos por 

parte de las DCs está relacionada con la capacidad de los Ags para escapar de la degradación lisosomal y 

ser exportados al citosol donde serán procesados por el proteasoma u otras proteasas citosólicas y de 

esta forma ser presentados vía MHC clase 1 a las células T CD8 (62, 63). 

Como ya se ha indicado anteriormente, las DCs son las CPA5 más importantes en cuanto a la 

realización de presentación cruzada de Ags. Entre las diferentes subpoblaciones de DCs, las que expresan 

los marcadores de superficie CD24, CD8ct y CD103 son las que usualmente realizan presentación cruzada 

de Ags en ratones (64-67). En condiciones inflamatorias en los tejidos de las mucosas y en los tumores, 
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las DCs que carecen de expresión de CD24, CD103 y CD8a pueden también realizar presentación cruzada 

en ratones (68-72). 

Una respuesta inmunológica requiere que las DCs capturen el Ag asociado con PAMPs indicativos de 

la presencia de microorganismos o de otras señales de peligro. Además de la ya descripta maduración de 

las DCs, la señalización por TLR5 mejora la carga de péptidos a las moléculas MHC clase 1 mediante la 

inducción de la reubicación de los componentes de la maquinaria de carga de péptidos a los endosomas 

en los que se realiza la presentación (55). Además, la activación de RLR5 y NLRs potencia las respuestas 

CTLs y la evidencia sugiere que estos sensores citoplasmáticos pueden estimular la presentación cruzada 

de Ags. Las DCs requieren además señales de linfocitos T CD4 cooperadores específicos para poder 

activar CTL5. La necesidad de ayuda específica de células T CD4 se puede ver como una estrategia de 

seguridad antes de la programación de CTLs para cumplir funciones citotóxicas. De esta manera, se 

reduce la probabilidad de un evento autoinmune ya que es necesario el encuentro de tres poblaciones 

celulares diferentes: DC, linfocito T CD8 y linfocito T CD4. Las DCs actúan como un puente temporal 

entre linfocitos cooperadores (CD4) y CTLs (CD8). 

Actualmente está ampliamente aceptado que los ligandos de los TLR5 no sólo estimulan la 

transcripción de citoquinas y moléculas coestimulatorias, sino también una serie de respuestas que 

afectan al sistema de membranas vacuolares, el citoesqueleto y la maquinaria de traducción y 

degradación de proteínas (73). Es por eso que un aspecto de la presentación cruzada que está siendo 

analizado es su relación con DCs estimuladas con los ligandos de TLR5. Ha sido descripto que la 

presentación cruzada puede ser estimulada por patrones moleculares microbianos, en particular por 

ligandos de TLR (74-77), cuyos efectos incluyen la inducción de la maduración de DCs, aumento en la 

expresión de moléculas coestimulatorias y aumento de la captura de Ag y su procesamiento (8, 78-83). 

Se ha demostrado que los ligandos de TLR7 resiquimod o imiquimod son débiles inductores de la 

activación de linfocitos T CD8 mediante presentación cruzada (77, 84, 85). Recientemente algunos 

autores, demostraron que otros ligandos de TLR7 como polyUs2l (del inglés phosphorothioate-Iinked 21-

merpolyU RNA), una línea celular infectada con influenza y polyU (ácido poliuridílico), pueden estimular 

la presentación cruzada en DCs generando una fuerte respuesta inmune citotóxica (86-88). 
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4. SISTEMA INMUNE Y ENVEJECIMIENTO 

"Para 2050, en los países desarrollados habrá el doble de personas de edad avanzada que de niños, 

y en los países en desarrollo está previsto que se duplique el número total de personas mayores. Esta 

tendencia tendrá consecuencias trascendentales tanto para los países como para los individuos". 

Mensaje del Secretario General de la ONU, Ban K¡-moon, 

con motivo del Día Internacional de las Personas de Edad 

1 de octubre de 2013. 

Debido al aumento de la esperanza de vida y a la disminución de la tasa de fecundidad, la 

proporción de personas mayores de 60 años está aumentando más rápidamente que cualquier otro 

grupo de edad en casi todos los países, según datos de la OMS. 

En la Argentina, según el último Censo Nacional de Población, Hogares y Viviendas 2010, la 

población de 65 años o más correspondería al 10,2 % del total y la de 60 años o más, al 14,3 %, haciendo 

que nuestro país sea el tercer país más envejecido de América Latina después de Uruguay y Cuba. 

El deseo del ser humano de vivir una vida más prolongada y saludable ha impulsado desde siempre a 

estudiar el proceso de envejecimiento. Un sistema inmune funcional es de vital importancia para que el 

organismo gane la lucha diaria contra el ataque de agentes patógenos. La importancia que tiene para la 

salud pública conocer más en detalle aspectos de la respuesta inmune de un sector de la población en 

continuo crecimiento es evidente. 

En humanos y otras especies, es conocido que el sistema inmune sufre alteraciones con el 

envejecimiento, fenómeno que se conoce como inmunosenescencia (89-91). El consenso general es que 

la función del sistema inmune disminuye con la edad, sin embargo, algunos parámetros permanecen 

inalterados mientras que otros aumentan. Las principales evidencias que indican una disminución en la 

función del sistema inmune con la edad, son los hallazgos clínicos en los que se observa que con el 

envejecimiento se produce un aumento de la susceptibilidad a las infecciones, un aumento de la 

incidencia de cáncer y enfermedades autoinmunes, y una pobre respuesta a la vacunación (92-99). 

Las enfermedades infecciosas siguen siendo una importante causa de muerte en las personas 

mayores. Se observa que esta población sufre de infecciones cada vez más severas como las 
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neumoccócicas, por virus influenza o por virus sincicial respiratorio. También se observa un aumento de 

la susceptibilidad a las infecciones bacterianas de los pulmones, tracto urinario y piel (96-98). 

Muchas alteraciones relacionadas con la edad han sido establecidas tanto en la inmunidad innata 

como la adaptativa (92, 100, 101), siendo principalmente reconocidas las alteraciones en la producción y 

función de los linfocitos, que son los principales mediadores de la inmunidad adaptativa (100, 102, 103). 

Sin embargo, estudios recientes demuestran que el envejecimiento también altera la función de las 

células madre hematopoyéticas (104). Al ser estas células las que dan origen a linajes mieloides y 

linfoides, esto podría relacionarse con las alteraciones que se encuentran en el sistema inmune innato y 

ada ptativo con la edad. 

a. CÉLULAS MADRE HEMATOPOYÉTICAS Y ENVEJECIMIENTO 

En médula ósea, el número de células madre hematopoyéticas (HSCs, del inglés Haematopoietic 

stem ce/ls) aumenta de dos a diez veces con el envejecimiento, tanto en ratones como humanos (104). 

Esto podría considerarse intuitivamente como beneficioso, sin embargo bajo condiciones de estrés y de 

regeneración las HSCs presentan varios defectos funcionales. Estudios en ratones han mostrado que el 

potencial regenerativo de las HSCs se encuentra reducido con el envejecimiento, y tras la mieloablación 

por trasplante, no logran reconstituir eficientemente el compartimento hematopoyético del receptor. 

Además, la diferenciación de las HSCs de un ratón envejecido se encuentra sesgada hacia linaje mieloide 

a expensas del linfoide. Evidencias similares han sido observadas en HSCs de donantes humanos 

mayores (105, 106). Los mecanismos subyacentes a estos hallazgos probablemente incluyen tanto 

alteraciones celulares intrínsecas asociadas con el envejecimiento como cambios en el microambiente. 

Por ejemplo mutaciones en el ADN mitocondrial, daño oxidativo producido principalmente por especies 

reactivas del oxígeno (ROS, del inglés Reactive oxygen species), daño en el ADN genómico, acortamiento 

de telómeros, cambios epigenéticos o factores secretados por el propio nicho de la médula ósea o a 

nivel sistémico (104). 

b. INMUNIDAD ADAPTATIVA Y ENVEJECIMIENTO 

La inmunidad adaptativa, también conocida como inmunidad adquirida, es específica para 

diferentes Ags microbianos y no microbianos y su respuesta aumenta con la exposición repetida al 

antígeno (memoria inmunológica). Existen dos tipos de respuesta inmune adaptativa: la inmunidad 
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humoral y la inmunidad celular, las cuales están mediadas por diferentes componentes del sistema 

inmune y cuya función es eliminar distintos tipos de microorganismos. La inmunidad humoral está 

mediada por los linfocitos B y sus productos de secreción—los anticuerpos— y actúa como el principal 

mecanismo de defensa contra los microorganismos extracelulares y sus toxinas. A su vez, la inmunidad 

celular está mediada por los linfocitos T y sus productos —las citoquinas— y resulta esencial en la defensa 

frente a microorganismos intracelulares, favoreciendo la destrucción de los microorganismos que 

residen en los fagocitos o células infectadas, con el fin de eliminar los reservorios de la infección. Los 

linfocitos, ya sean T o B, son las únicas células del organismo capaces de reconocer y distinguir 

específicamente diferentes determinantes antigénicos y, por lo tanto, son responsables de las dos 

características que definen la respuesta inmune adaptativa: especificidad y memoria (107). Dado el 

importante papel que los linfocitos tienen en la respuesta inmune, la mayor parte de los estudios sobre 

la inmunosenescencia, tanto en humanos como en animales de experimentación, se han centrado en el 

análisis del efecto del envejecimiento sobre la inmunidad adaptativa mediada por estas células (90, 

108). 

LINFOCITOS T 

Uno de los paradigmas más ampliamente aceptado es que el compartimento de células T se 

deteriora progresivamente con la edad, como consecuencia inevitable de la involución tímica que inicia 

poco antes del año de vida y se completa al final de la sexta década de la vida. Esta modificación tímica 

está acompañada por una disminución en el número de células T vírgenes que emigran del timo hacia la 

periferia (109). Asimismo, se ha reportado que en adultos mayores estas células presentan también 

numerosos defectos funcionales, incluyendo acortamiento de telómeros, repertorio de receptor de 

células T (TCR) restringido, menor producción de IL-2 y deficiencias en su diferenciación y proliferación 

hacia células efectoras, lo que conlleva a una disminución de su capacidad para mediar de manera 

efectiva la respuesta inmune contra nuevos Ags (103, 109). Esta disminución en el número de células T 

vírgenes relacionada con la edad, se acompaña de un aumento en el número de células T de memoria y 

células T efectoras, como consecuencia de la exposición repetida a diversos patógenos a lo largo de la 

vida (110). Sin embargo, estas células T efectoras también presentan cambios fenotípicos, como la 

pérdida de la molécula coestimulatoria CD28 que se ha considerado como un predictor clave de 

incompetencia inmune en los adultos mayores. Asimismo, en las células T CD4 la pérdida de la molécula 

CD28 se acompaña, además, por un defecto en la expresión de CD154 (CD40L); de ahí que su capacidad 
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de estimular a las células B para su subsecuente proliferación y producción de anticuerpos se encuentre 

disminuida (109). 

Trabajos recientes encontraron que células T reguladoras (Treg), un subtipo de células T CD4, se 

encuentran incrementadas con el envejecimiento tanto en humanos como en ratón. Además, se 

encontró recientemente, que Treg de ratones envejecidos tienen mayor capacidad supresora que Treg 

de ratones jóvenes (111). 

LINFOCITOS B 

El envejecimiento se acompaña de cambios importantes en el repertorio de células B y, en 

consecuencia, en la función de la respuesta inmune humoral. Similar al compartimento de células T, el 

compartimento de células B se llena de células de memoria a expensas de un desplazamiento 

simultáneo de células B vírgenes (112). El porcentaje de células B vírgenes, que se definen por la 

ausencia de CD27, se reduce de manera significativa con la edad. En contraste, las células B de memoria 

que muestran una disminución de la susceptibilidad a la apoptosis (113) se acumulan en personas de 

edad avanzada, lo que lleva a la expansión clonal de algunas células B específicas (114). Estas 

expansiones pueden limitar la diversidad del repertorio e influir en el resultado de la vacunación en 

personas de edad avanzada. También se han observado defectos intrínsecos en las células B con el 

envejecimiento, como defectos en el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas y en la hipermutación 

somática. Aunque los niveles de inmunoglobulinas son estables en suero durante el envejecimiento, se 

ha documentado un aumento en los títulos de autoanticuerpos. Estos autoanticuerpos no están 

generalmente asociados con enfermedades autoinmunes, posiblemente por la baja afinidad de los 

mismos (115, 116). 

c. 	INMUNIDAD INNATA Y ENVEJECIMIENTO 

Al igual que el sistema inmune adaptativo, se ha demostrado que el envejecimiento también tiene 

un impacto sobre la respuesta inmune innata, ya que muchas de sus funciones, sufren cambios 

importantes con la edad, contribuyendo así al deterioro general del sistema inmune. A pesar de que ha 

sido descripto un aumento en el número de precursores mieloides en la médula ósea de personas de 

edad avanzada, el estallido oxidativo y la capacidad fagocítica de macrófagos y neutrófilos están 

disminuidos en estos individuos (117, 118). Por otra parte, los niveles de mediadores solubles del 
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sistema inmune se alteran con el envejecimiento. Han sido descriptas concentraciones plasmáticas 

elevadas de varias citoquinas, tales como IL-6, TNF-a y la lL-10, como marcadores predictivos de 

morbilidad y mortalidad en los ancianos. Se cree que estos factores son el resultado de un estado 

inflamatorio subclínico asociado al envejecimiento descripto como inflammaging, que impulsaría el 

desarrollo y la progresión de enfermedades relacionadas con la edad tales como la osteoporosis y 

trastornos neurodegenerativos (119). 

NEUTRÓFILOS 

El tamaño de la mayoría de las poblaciones celulares de la inmunidad innata parece permanecer 

estable o bien disminuir con la edad. En particular, algunos estudios han reportado ningún cambio o sólo 

una leve disminución en el número de neutrófilos (120). Distintos trabajos indican que la capacidad 

fagocítica así como la capacidad microbicida intracelular de los neutrófilos están disminuidas en el 

envejecimiento, lo cual estaría asociado con alteraciones en la transducción de señales (121, 122). 

Defectos en distintas vías de señalización, incluyendo la generación del estallido respiratorio y las vías de 

apoptosis, resultarían en una menor protección contra infecciones microbianas. Aunque al principio se 

creía que la función de los neutrófilos de ratón se encontraba conservada con el envejecimiento, un 

estudio reciente en ratones envejecidos indica que los neutrófilos infectados in vitro con Staphylococcus 

aureus resistente a la meticilina (MRSA), mostraron una disminución en la producción del ligando de la 

quimioquina CXC-1 (CXCL1) y CXCL2 (121), y en la formación de trampas extracelulares (NET, del inglés 

Neutrophil extracelular traps). La quimiotaxis (movimiento direccional en respuesta a un gradiente de un 

estímulo) de los neutrófilos de humanos y ratón también parece estar afectada con el envejecimiento 

(123, 124). 

CÉLULAS NK Y NKT 

Las células asesinas naturales (NK, del inglés Natural Kil/er ce/ls) muestran una disminución de la 

citotoxicidad, la infiltración pulmonar y la producción de IFN-y en un modelo de infección por virus 

influenza en ratones de edad, en comparación con ratones jóvenes (125). En un modelo de virus de la 

viruela de ratón, células NK de ratones envejecidos mostraron defectos en la migración a ganglios 

linfáticos regionales (126). La citotoxicidad de las células NK inducida por lFNs de tipo 1 parece estar 

disminuida en ratones envejecidos, al igual que la producción de IFN-y y granzima B en respuesta a una 
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combinación de citoquinas específicas (127). En humanos, las células NK se pueden dividir ampliamente 

en una población CD561 '' que tiene principalmente actividad citotóxica y una población CDS6 high  que es 

más eficiente como productora de citoquinas (128). Las células NK CDS6hIgh  parecen disminuir en 

proporción, y en la secreción de citoquinas y quimioquinas con el envejecimiento. En los adultos 

mayores, el compartimento de células NK CD5610w  aumenta, pero su capacidad citotóxica disminuye 

(129, 130). 

Las células T asesinas naturales (NKT, del inglés Natural Kil/er T ce/ls) representan una población 

única y heterogénea de células T que comparten algunas características fenotípicas y funcionales con las 

células NK (131, 132). Las células principalmente estudiadas son las células NKT clásicas o invariantes 

(iNKT, del inglés invariant NKT) que expresan un receptor de células T alfa-beta (TCRaI3) y que están 

restringidas a las moléculas CD1d del MHC. El número de células iNKT en ratones envejecidos se 

encuentran incrementados en comparación con los ratones jóvenes (133), por el contrario, en humanos 

disminuyen con la edad y muestran una proliferación disminuida en respuesta al ligando de CD1d a-

galactosi ¡cera mida (134, 135). 

MACRÓFAGOS 

Varios informes han demostrado una disminución en la producción de óxido nítrico (QN) por 

macrófagos de ratón asociado al envejecimiento. Al mismo tiempo, también se ha reportado un 

aumento en la producción de PGE2 (protaglandina E2) y en la expresión de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) 

(136). Por el contrario, otros estudios han mostrado que macrófagos peritoneales de ratones BALB/c 

envejecidos estimulados con CpG-ODN son capaces de producir no sólo QN, sino también IL-12 (137). La 

evaluación de los efectos del envejecimiento en la fagocitosis ha producido resultados contradictorios. 

Aunque varios estudios informan una fagocitosis bacteriana conservada en macrófagos de ratones 

envejecidos, estudios de monocitos humanos sugieren que hay un deterioro en la fagocitosis asociada a 

la edad (138). La fagocitosis de células apoptóticas por macrófagos de ratones envejecidos se encuentra 

reducida (139). También se ha observado una disminución generalizada en la producción de citoquinas 

en respuesta a la activación de TLR2/6, 3, 4, 5, y  9 en macrófagos esplénicos y peritoneales de ratones 

C57BL/6 asociado con una disminución en la expresión génica de los TLR (98). Sin embargo, en ratones 

BALB/c envejecidos, se informó una disminución de la transducción de señales de TLR, por ejemplo a 

través de la vía de las MAPK y JNK, en lugar de una disminución en la expresión de TLRs (101). 
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CÉLULAS DEN DRÍTICAS 

En general, los estudios de DCs muestran un deterioro en su función asociado con el envejecimiento 

(140-142). Sin embargo, otros trabajos demuestran que no existe ninguna alteración (143, 144). En un 

modelo tumoral de melanoma, BMDCs de ratones envejecidos, no pudieron controlar el crecimiento 

tumoral, en comparación con BMDCs de ratones jóvenes (145). Al evaluar la respuesta inmune in vivo 

frente a un modelo de infección por Listeria monocytogenes, Li y colaboradores (146) demostraron 

alteraciones asociadas con el envejecimiento en las cDC CD8c( esplénicas murinas, caracterizadas por 

una expresión reducida de moléculas coestimulatorias en los primeros momentos después de la 

infección, pero no después de la incubación in vitro con LPS. En humanos se encontró una secreción 

reducida de IFN tipo 1 en pDC de personas mayores en respuesta al virus de influenza (17, 96), virus que 

activa pDCs a través de TLR7. Otro estudio también reportó una reducción en las respuestas de IFN tipo 1 

y tipo III en pDC de personas de edad avanzada en comparación con los jóvenes frente a la estimulación 

in vitro con virus de la influenza (147), un patógeno que induce mayor mortalidad en las personas de 

edad avanzada (148). Además, este estudio también encontró defectos en la fosforilación de IRF7 en 

pDC de ancianos en comparación con pDC de jóvenes pero no encontró alteraciones en la expresión de 

TLR7 o TLR9 con el envejecimiento. Otro estudio encontró que pDC y cDC de personas de edad avanzada 

también muestran una reducida producción de IFN tipo 1 en respuesta a la infección por virus del Nilo 

Occidental, un virus ARN de simple cadena, en comparación con jóvenes (149). En humanos, las cDCs 

parecen no sólo tener alteradas sus funciones básicas como endocitosis, quimiotaxis, producción de I1-

12, sino también su habilidad para activar células T CD4 naíve (93, 150). Esto se ha atribuido a una 

menor actividad de PI3K (151). Se ha reportado que las DC de personas mayores presentan mayor 

producción de citoquinas proinflamatorias y un aumento en la expresión de moléculas coestimulatorias 

en respuesta a Ags propios (152). En contraste, un estudio posterior, observó una reducción en la 

producción de lL-6 y TNF-a en cDC de personas mayores en respuesta a una amplia gama de activadores 

de TLR (153). Esta discrepancia podría estar relacionada con la diferencia en la preparación de las 

células. 

Algunas contradicciones encontradas en estos estudios, pueden atribuirse a la falta de una 

definición clara de las poblaciones de DCs estudiadas, la sensibilidad de las DCs a la manipulación ex vivo 

y el limitado número de células que puede ser recuperado a partir de ciertos órganos. Se han utilizado 

varias poblaciones de CPAs, que van desde células adherentes cultivadas in vitro, células mononucleares 

de sangre periférica (PBMC5, del inglés Peripheral Blood Mononuclear Ce/ls) a DCs diferenciadas in vitro 
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derivadas de médula ósea o BMDCs y más recientemente poblaciones definidas ex vivo por marcadores 

de superficie. El uso de diferentes fuentes de células dificulta la comparación de los estudios. También 

se desconoce cómo los datos obtenidos de modelos de DCs diferenciadas in vitro se traducen al 

comportamiento de estas células in vivo. 

En los estudios de DC5 de humano, el estado de salud en individuos de edad, es una fuente de 

discrepancia, y aún así utilizando protocolos con tantos criterios de exclusión que limitan los estudios a 

los individuos más sanos, como el SENIEUR de uso internacional, el 85 % de la población queda fuera de 

los estudios (154). Por otra parte, la heterogeneidad de estas observaciones puede así reflejar la 

naturaleza estocástica del proceso de envejecimiento en sí mismo. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

HIPÓTESIS 

Numerosas evidencias indican que el proceso de envejecimiento se caracteriza por una alteración en 

la función del sistema inmune, afectando células de la inmunidad innata como de la inmunidad 

ada ptativa. 

Las DCs poseen una poderosa maquinaria que les permite ser las CPAs más eficientes. Por lo tanto, 

si parte de esta maquinaria se encontrara alterada con el envejecimiento, esto podría ser una de las 

causas de la respuesta T deficiente observada en individuos envejecidos. 

La hipótesis de trabajo planteada en esta tesis doctoral considera que la DC se encuentra afectada 

por el proceso de envejecimiento a través de alteraciones funcionales relacionadas con su rol 

fundamental: la presentación antigénica a Linfocitos T. 

OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar el estado funcional de las DCs en ratones viejos y evaluar su contribución a las 

alteraciones del sistema inmune durante el envejecimiento 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar la capacidad de DCs de ratones viejos para montar una respuesta mediada por Linfocitos 

T CD8 frente a antígenos exógenos. 

2. Evaluar la capacidad de DCs de ratones viejos para capturar, procesar y presentar antígenos 

exógenos a Linfocitos T CD8. 

3. Evaluar la capacidad de DCs de ratones viejos para ser activadas in vitro e in vivo frente a 

ligandos de los TLRs. 
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RESULTADOS CAPÍTULO 1 

Efecto del envejecimiento sobre la capacidad de las 

DCs de inducir una respuesta inmune efectora 

1. MODELO EXPERIMENTAL DE ENVEJECIMIENTO 

El estudio del envejecimiento de seres humanos resulta complicado por diversas razones, como por 

ejemplo cuestiones éticas según el tipo de estudio a realizar, la larga duración de la vida natural, las 

influencias ambientales, etc. Además, el estudio del envejecimiento y el sistema inmune en humanos ha 

dado frecuentemente resultados contradictorios. Una de las mayores fuentes de discrepancia tiene que 

ver con la elección de los donantes que puedan tener alguna enfermedad de base que influye en la 

respuesta inmune y de allí, en los resultados de la investigación. Para obtener datos del efecto del 

envejecimiento sobre el sistema inmune es entonces de gran importancia que el verdadero proceso de 

envejecimiento esté libre de la influencia de enfermedades y del uso de medicación. 

Una característica interesante del envejecimiento en mamíferos es el hecho de que los cambios que 

ocurren son muy similares entre distintas especies incluso cuando la vida media entre ellas varía 

considerablemente. Esto ha permitido el trabajo en modelos animales para realizar estudios sobre 

envejecimiento. Los ratones son bastante similares a los seres humanos en gran parte de su fisiología y 

función celular, y en menor grado incluso en su anatomía. El sistema musculoesquelético, inmunológico, 

endócrino y digestivo de los ratones y los seres humanos son similares tanto en función como en 

arquitectura (155). Además, los ratones son fáciles de manipular y se puede controlar estrictamente la 

dieta, los antecedentes genéticos, el estado de salud, el medio ambiente. 

En nuestro laboratorio utilizamos ratones hembra C57BL/6 de 20 a 22 meses y de 2 a 3 meses de 

edad como ratones viejos y jóvenes, respectivamente, para poder estudiar el desarrollo espontáneo del 

envejecimiento "saludable". 

2. INDUCCIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE CITOTÓXICA IN VIVO 

Como se mencionó previamente en la introducción, es conocido que la presentación cruzada de Ags, 

puede ser estimulada por ligandos de TLR. Ha sido demostrado que polyU, un ligando de TLR7, es 

particularmente importante en promover la presentación cruzada de Ags en DCs. Basado en estos 

antecedentes, en este trabajo de tesis se utilizó polyU, en la mayoría de los experimentos como ligando 
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de TLR activador de DCs. Cabe destacar que para realizar los distintos ensayos, el polyU fue estabilizado 

con un lípido policatiónico como el DOTAP de manera de protegerlo de la degradación por ARNasas. 

En primer lugar, para determinar si el envejecimiento afectaba una respuesta citotóxica Ag-

específica in vivo, ratones jóvenes y viejos fueron inmunizados por vía endovenosa con perlas de 

poliestireno conjugadas a OVA (perlas OVA) como modelo de Ag, junto con polyU/DO. Como controles, 

se inyectaron grupos adicionales de ratones jóvenes y viejos con solución salina. Siete días posteriores a 

la inyección, se midieron los niveles de lisis específica en cada animal mediante un ensayo de 

citotoxicidad in vivo (Figura 5). Para ello, los ratones inmunizados fueron inyectados vía endovenosa con 

una mezcla de esplenocitos provenientes de ratones normales, preincubados con el péptido 0VA257264  y 

marcados con CFSE a una alta concentración (células blanco) y de esplenocitos preincubados con RPMI, 

marcados con una baja concentración de CESE para utilizar como referencia interna (células control). A 

las 24 horas se recuperaron las células totales de bazo y se analizó por citometría de flujo el porcentaje 

de lisis específica para cada ratón. Para el cálculo del porcentaje de lisis específica se utilizó la siguiente 

fórmula: [(1 - Rc0ntr0h/Rmnmzad0) x 100],  siendo R = (% células control CFSEb0/ % células blanco CFSEh1CI1) 

para cada ratón evaluado. 

esplenocitos totales 

1 

CITOMETRÍA DE FLUJO 

FIGURA S. Ensayo de citotoxicidad in vivo. Ratones C57BL/6 jóvenes y viejos fueron 

inmunizados con una única inyección endovenosa de 2,5x109  perlas OVA en 100 .tg polyU/DO. 

Grupos adicionales de ratones jóvenes y viejos fueron inyectados con solución salina como 

control. Siete días después se determinaron los niveles de lisis específica en cada animal 

mediante un ensayo de citotoxicidad in vivo. 
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Los ratones jóvenes inmunizados con perlas OVA + polyU/DO presentaron un alto porcentaje de lisis 

específica, revelando una fuerte respuesta citotóxica, mientras que la respuesta detectada en ratones 

viejos fue significativamente menor (Figura 6A-B). Como era de esperarse, no se observó respuesta en 

los ratones control. 

Además, se determinó la secreción de IFN-y en sobrenadantes de cultivo de esplenocitos 

provenientes de los grupos de ratones arriba mencionados, luego de haber sido reestimulados in vitro 

con OVA o con el péptido 0VA257264  por 72 horas. Los esplenocitos de ratones jóvenes inmunizados, 

secretaron mayores cantidades de FN-y en comparación con los de ratones viejos inmunizados (datos 

no mostrados). 

Para determinar si las DCs estaban implicadas en la menor respuesta citotóxica observada en 

ratones viejos, ratones jóvenes fueron inyectados con DCs purificadas de bazo de ratones jóvenes y 

viejos preincubadas con OVA + polyU/DO. Se usaron animales jóvenes como receptores de DCs de cada 

grupo, para así poder excluir el efecto del envejecimiento sobre los linfocitos T CD8. Los ratones 

control, recibieron DCs sin estímulo. Siete días posteriores a la inyección, se realizó un ensayo de 

citotoxicidad in vivo. Los ratones que recibieron DCs de ratones jóvenes desarrollaron una fuerte y 

específica respuesta citotóxica contra las células blanco cargadas con el péptido 0VA257264, mientras que 

los ratones control no mostraron una respuesta significativa (Figura 6C). En contraste, DCs de ratones 

viejos estimuladas mostraron una capacidad reducida para inducir una respuesta citotóxica, ya que se 

observó un bajo porcentaje de lisis específica en comparación con los jóvenes. 

En conjunto, estos resultados indicaron que la menor inducción de una respuesta citotóxica efectiva 

contra OVA en ratones viejos, es el resultado al menos en parte, de una menor capacidad de sus DCs 

para inducir esta respuesta luego de la inmunización. 

3. CAPACIDAD PARA ACTIVAR LINFOCITOS T CD8 VÍRGENES IN VITRO 

Con el fin de estudiar si la menor capacidad de las DCs de ratones viejos para inducir una respuesta 

inmune efectora podría deberse a diferencias en la capacidad de inducir la activación de linfocitos T 

CD8, comparamos la capacidad de DCs de ratones jóvenes y viejos para activar linfocitos T CD8 

vírgenes a través de un ensayo de proliferación in vitro por dilución de un colorante intracelular, CFSE. 
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FIGURA 6. Efecto del envejecimiento en la inducción de una respuesta citotóxica. (A, B) 

Ratones C57BL/6 jóvenes y viejos fueron inmunizados con una única inyección endovenosa de 

2,5x109  perlas OVA en 100 lig polyU/DO. Grupos adicionales de ratones jóvenes y viejos fueron 

inyectados con solución salina como control. Siete días después se determinaron los niveles de 

lisis específica en cada animal mediante un ensayo de citotoxicidad in vivo. (A) Histogramas 
representativos de células CFSEI0Wy  CFSEhIgh  de ratones control e inmunizados. (B) Porcentaje de 

lisis específica observado para cada ratón individual. (C) DCs purificadas de bazo de ratones 

C57BL/6 jóvenes y viejos fueron incubadas con 20mg/ml OVA en 20 p.g/ml polyU/DO, o con 

RPMI únicamente (control) por 90 minutos, luego fueron lavadas 2 veces. Un millón de DCs de 

cada grupo fueron inyectadas vía endovenosa en ratones jóvenes C57BL/6. Siete días después 

se determinó la respuesta citotóxica in vivo. En todos los casos, los controles jóvenes y viejos 

arrojaron similares resultados, por lo que sólo se graficó el resultado de ratones jóvenes 

control. Se muestra el porcentaje de lisis específica expresado como la media ± SEM. *p  <0,05; 

< 0,001. Los resultados son representativos de 2 experimentos independientes (4 

ratones/grupo etano/experimento). 

43 



RESULTADOS CAPÍTULO 1 

El CFSE es un reactivo ampliamente utilizado para el análisis de proliferación celular. Éste difunde 

libremente al interior celular, y no es fluorescente hasta que sus grupos acetato son procesados por 

esterasas intracelulares para formar un fluoróforo de alta intensidad. El CFSE (ya fluorescente) se une de 

forma espontánea e irreversible tanto a proteínas intracelulares como de la superficie, a través de una 

reacción con las cadenas laterales de lisina y otros grupos aminos disponibles. Cuando la célula se divide, 

este marcaje se distribuye de forma equitativa entre las células hijas, de modo que la intensidad de 

fluorescencia decae a la mitad con respecto a la célula que le dio origen. Como resultado, cada 

generación queda marcada con una fluorescencia concreta dentro de una población de células en 

constante proliferación que puede ser monitoreada por citometría de flujo. 

Para llevar a cabo este ensayo, se obtuvieron DCs de bazo de ratones jóvenes y viejos mediante un 

enriquecimiento de la población CD11c utilizando anticuerpos unidos a perlas magnéticas. Luego, las 

DCs fueron preincubadas con OVA + polyU/DO, posteriormente lavadas y cocultivadas durante 3 días 

con linfocitos T CD8 marcados con CFSE purificados de bazo de ratones jóvenes OT-l. Los ratones OT-1 

poseen la mayoría de sus células T CD8, con un TCR transgénico que reconoce los residuos de 0VA257264  

en el contexto de MHC clase 1. Los linfocitos T CD8, con un 98 % de pureza, fueron purificados de 

ratones jóvenes OT-1 para así poder analizar estrictamente el efecto del envejecimiento en DCs, sin ser 

afectado el experimento por la capacidad limitada de linfocitos T de ratones viejos para activarse y 

proliferar. Finalizado el tiempo de cultivo, se recogieron las células totales y por citometría de flujo fue 

determinada la proliferación de los linfocitos T CD8 a través de la dilución del contenido de CFSE en 

células CD3 7-AAD. En las mismas células se midió también por citometría de flujo, la expresión de la 

cadena alfa del receptor de IL-2 (CD25) como otro indicador de activación celular. A todas las muestras 

se les agregó 7-AAD antes de realizar la citometría de flujo, para descartar las células muertas durante el 

análisis. Conjuntamente se recolectaron los sobrenadantes de cultivo para evaluar por ELISA la secreción 

de IFN-y, citoquina secretada por linfocitos T CD8 activados. 

En presencia de DCs de ratones jóvenes estimuladas, un alto porcentaje de células T CD8 

proliferaron (Figura 7A-B) y aumentaron la expresión de CD25 (Figura 7C) a diferentes relaciones DC: 

célula T. En contraste, células T CD8 incubadas con DCs de ratones viejos estimuladas, proliferaron 

pobremente y fallaron en incrementar la expresión de C1325. Por lo tanto, DCs de ratones viejos fueron 

menos eficientes en inducir la proliferación de linfocitos T CD8 en comparación con las DCs de ratones 

jóvenes. Linfocitos  CD8 cultivados con DCs de ratones jóvenes o viejos incubadas con RPMI solamente 

(control), no proliferaron. Para evaluar otro parámetro de activación celular, se determinó la habilidad 
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FIGURA 7. DCs de ratones viejos son poco eficientes en activar linfocitos T CD8 vírgenes in 

vitro. DCs purificadas de ratones jóvenes y viejos fueron incubadas con lmg/ml de OVA + 20 

ig/mI polyU/DO por 90 minutos. Grupos adicionales de DCs de ratones jóvenes y viejos fueron 

incubados con RPMI como control. Las DCs fueron lavadas y co-incubadas durante 3 días con 

linfocitos T CD8 marcados con CFSE, aislados de bazo de ratones OT-I. La activación se midió 

como proliferación de linfocitos y su expresión de CD25 por citometría de flujo, así como su 

secreción de FN-y por ELISA. Se indica la relación DC: T CD8 utilizada en cada punto. (A) 

Histogramas representativos de proliferación de células T CD8 para una relación 1:1. Control 

joven y viejo mostraron resultados similares por lo que sólo se grafica el resultado de control 

joven (B) Porcentaje de proliferación de células T CD8, (C) expresión de CD25 y (D) niveles de 

FN-y en sobrenadantes de cultivo de células OT-1 cultivadas con DCs. Se muestran los datos 

como la media ± SEM. Los resultados son representativos de 2 experimentos independientes. (2 

ratones/grupo eta rio/experimento). 
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de células T para diferenciarse y secretar IFN-y luego de la incubación con DCs estimuladas. 

Linfocitos T CD8 cultivados con DCs de ratones jóvenes estimuladas, secretaron altos niveles de IFN-y, 

mientras que aquellos cultivados con DCs de ratones viejos estimuladas secretaron bajos o 

indectectables niveles (Figura 7D). Linfocitos T CD8 cultivados con DCs incubadas con RPMI solamente, 

no fueron capaces de secretar niveles detectables de lEN-y ni expresar de CD25 (datos no mostrados). 

Estos resultados demuestran claramente, que in vitro, DCs de ratones viejos son menos eficientes 

para activar linfocitos T CW vírgenes, que DCs de ratones jóvenes. 

4. EVALUACIÓN DEL CONTENIDO DE DCs EN RATONES JÓVENES Y VIEJOS 

Dentro de las distintas subpoblaciones de DCs presentes en bazo, es conocido que la cDC CD80(, es 

la principal CPA que activa linfocitos T CD8 y la más eficiente en realizar presentación cruzada de Ags 

(50). Como en los experimentos anteriores se utilizaron DCs convencionales totales de bazo (CD11ch1), 

el siguiente objetivo fue evaluar el contenido y distribución de las subpoblaciones presentes en bazo de 

ratones jóvenes y viejos, ya que una menor proporción de las cDC CD8a podría ser causa de la menor 

inducción de la respuesta T CD8 efectora previamente encontrada. 

Una vez removidos los bazos, se encontró por citometría de flujo, una reducción significativa de cDCs 

CD8ct en bazo de ratones viejos en comparación con los jóvenes, tanto en su número absoluto como en 

porcentaje (Tabla 2). 

Tabla 2. Contenido de subpoblaciones de DCs en bazo de ratones jóvenes y viejos 

Tipo DO 

cDC CD8a 

cDC OD8a 

pDO 

Porcentaje 	 Número Absoluto x 106 

joven viejo joven viejo 

0,65 ± 0,09 0,25 ± 0,03 ** 0,7 ± 0,1 0,3 ± 0,1 ** 

1,3 ± 0,1 1,1 ± 0,1 ns 1,4 ± 0,2 1,1 ± 0,2 ns 

0,29 ± 0,03 0,18 ± 0,01 * 0,33 ± 0,04 0,22 ± 0,02 ns 

Porcentaje y número absoluto de cDC CD8f (CDllch16h  CD8f), cDC CD8c. (CD11ch1  CD8c) y pDC 
(CD11cb0N B220 PDCA1) presentes en bazo de ratones C57BL/6 jóvenes y viejos. Los valores se expresan 

como la media ± SEM. *p < 0,05; **p < 0,01; ns (diferencia no significativa). Los resultados son 

representativos de 2 experimentos independientes (4 ratones/grupo eta rio/experimento). 
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RESULTADOS CAPÍTULO 1 

A diferencia de la población cDC CD8a, el número absoluto y el porcentaje de las cDC C13801 no 

mostraron diferencias significativas entre jóvenes y viejos. El porcentaje pero no el número absoluto de 

pDCs presentes en bazo de ratones viejos fue menor que en los jóvenes. 

Además, comparamos el contenido de DCs convencionales totales (M11&") en distintos tejidos de 

ratones C57BL/6 jóvenes y viejos. Bazo, médula ósea, hígado y ganglios mesentéricos y poplíteos fueron 

removidos de ratones jóvenes y viejos vírgenes, posteriormente se evaluó el contenido relativo de DCs 

convencionales por citometría de flujo. El porcentaje de DCs en bazo de ratones viejos fue 

significativamente menor que en los jóvenes (Figura 8A). Sin embargo, no se encontraron diferencias en 

el número absoluto. Resultados similares fueron hallados en ratones Balb/c (datos no mostrados). En 

contraste, en la médula ósea de ratones viejos se observó una mayor proporción de DCs que en los 

jóvenes (Figura 8B). No se encontraron diferencias en DCs de hígado, ganglios mesentéricos y poplíteos 

de ratones jóvenes y viejos (Figura 8B). 

- médula ósea 

1  hígado 

1  ganglio mesentérico 

ganglio poplíteo 

FIGURA 8. Contenido de DCs en ratones viejos. Bazo, médula ósea, hígado, ganglios poplíteos y 

mesentéricos, de ratones vírgenes jóvenes y viejos, fueron removidos para la obtención de 

suspensiones celulares que fueron marcadas para detectar DCs por citometría de flujo. (A) 

Porcentaje y número de células DCs CD llCligh en bazo de ratones jóvenes y viejos. (B) Porcentaje 

de DCs CD llChigh  en médula ósea, hígado, ganglios mesentéricos y poplíteos de ratones jóvenes y 

viejos. Los datos se expresan como la media ± SEM. *p < 0,05; **p < 0,01; ns (diferencia no 

significativa). Los resultados son representativos de 2 experimentos independientes (4 

ratones/grupo etano/experimento). 
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S. EL ENVEJECIMIENTO AFECTA LA CAPACIDAD DE LAS cDCs CD8a PARA ACTIVAR LINFOCITOS T 

CD8 VÍRGENES IN VITRO 

Debido al defecto cuantitativo hallado en la subpoblación de cDCs CD8a en bazo de ratones viejos, 

comparamos la capacidad de cDCs CD8a de ratones jóvenes y viejos para activar linfocitos T CD8 

vírgenes a través del mismo ensayo de proliferación in vitro utilizado anteriormente en el inciso 3. Se 

obtuvieron cDCs CD8a de bazo de ratones jóvenes y viejos mediante un enriquecimiento de la 

población CD11c utilizando anticuerpos unidos a perlas magnéticas y posteriormente fueron purificadas 

por FACS (ver materiales y métodos). Una vez obtenidas fueron preincubadas con OVA + polyU/DO, 

luego lavadas y cocultivadas durante 3 días con linfocitos T CD8 marcados con CFSE purificados de bazo 

de ratones jóvenes OT-l. Finalizado el tiempo de cultivo, se recogieron las células totales y por 

citometría de flujo fue determinada la proliferación de los linfocitos T CD8 a través de la dilución del 

contenido de CFSE en células CD3 7-AAD. A todas las muestras se les agregó 7-AAD antes de realizar la 

citometría de flujo, para descartar las células muertas durante el análisis. 

En presencia de cDCs CD8a de ratones jóvenes estimuladas, un alto porcentaje de células T CD8 

proliferaron (Figura 9A-B) a diferentes relaciones DC: célula T. En contraste, las cDCs CD8ct de ratones 

viejos estimuladas indujeron la proliferación de un menor porcentaje de células T CD8. Linfocitos T CD8 

cultivados con cDCs CD8a de ratones jóvenes o viejos incubadas con RPMI solamente (control), no 

proliferaron. 

6. CONCLUSIONES CAPÍTULO 1 

Los resultados mostrados en este capítulo nos permiten concluir que utilizando OVA como modelo 

de Ag y polyU como adyuvante, DCs de bazo de ratones viejos tienen una reducida capacidad para 

montar una respuesta citotóxica Ag específica in vivo, en comparación con las DCs de bazo de ratones 

jóvenes. 

Además se observó que frente al mismo estímulo, DCs de bazo de ratones viejos activan 

pobremente linfocitos T CD8 vírgenes in vitro. 

Por último, se observó una significativa alteración en la proporción de las subpoblaciones de DCs 

presentes en bazo de ratones viejos, en comparación con los jóvenes. Para destacar, además de su 

reducción en número absoluto y porcentaje en bazo de ratones viejos, la población de cDCs CD80t 

presentó defectos funcionales para activar linfocitos T CD8 vírgenes in vitro, en comparación con las 

cDCs CD8a de ratones jóvenes. 
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FIGURA 9. cDCs CD8a4  de ratones viejos inducen menor activación de linfocitos T CD8 

vírgenes in vitro. cDCs CD8ct purificadas de ratones jóvenes y viejos fueron incubadas con 

lmg/ml de OVA + 20 ig/ml polyU/DO por 90 minutos. Grupos adicionales de DCs de ratones 

jóvenes y viejos fueron incubados con RPMI como control. Las DCs fueron lavadas y co-

incubadas durante 3 días con linfocitos T CD8 marcados con CFSE, aislados de bazo de ratones 

OT-l. La activación se midió como proliferación de linfocitos por citometría de flujo. (A) 

Histogramas representativos de proliferación de células T CD8 para una relación DC: T CD8 

1:1. Control joven y viejo mostraron resultados similares por lo que sólo se grafica el resultado 

de control joven (B) Porcentaje de proliferación de células T CD8. Se indica la relación DC: T 

CD8 utilizada en cada punto. Se muestran los datos como la media ± SEM. *p < 0,05; **p < 

0,01. Los resultados son representativos de 2 experimentos independientes. (4 ratones/grupo 

etario/experi mento). 
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RESULTADOS CAPÍTULO 2 

La maquinaria de procesamiento antigénico de DCs 

se altera con el envejecimiento 

1. DETERMINACIÓN DE LA PRESENTACIÓN ANTIGÉNICA EN MHC CLASE 1 

Las DCs tienen la habilidad de capturar Ags exógenos, procesarlos en péptidos de 8-9 aminoácidos 

de largo para ser presentados en moléculas de MHC clase 1, y  además proveer las señales 

coestimulatorias y citoquinas necesarias para la activación de linfocitos T CD8 vírgenes. Este proceso se 

denomina presentación cruzada de Ags, y es crucial para la generación de respuestas de linfocitos T 

CD8 citotóxicos (CTLs) contra Ags derivados de patógenos intracelulares o células tumorales. 

Para la activación de los linfocitos T CD8, es necesario que los complejos MHC 1/péptido, sean 

presentados en la superficie de la DC. Es posible determinar de manera indirecta la capacidad de las DCs 

de presentar los complejos H2Kb/OVA257264  sobre su superficie, utilizando un hibridoma B3Z de 

linfocitos T CD8 que expresan un TCR específico que reconoce el péptido 0VA257264  asociado a la 

molécula Kb  del MHC clase 1. El hibridoma B3Z posee un plásmido conteniendo la secuencia de la enzima 

3-Galactosidasa bajo el control del promotor de la IL-2. Cuando el hibridoma recibe la señal antigénica a 

través de su TCR, se activa la expresión del gen de IL-2 y, paralelamente, el gen de 3-Galactosidasa. La 

expresión de 3-Galactosidasa puede luego ser determinada por una reacción colorimétrica, y es un 

índice de activación del hibridoma frente al complejo H2Kb/OVA257254.  Las células del hibridoma B3Z no 

son linfocitos vírgenes y se encuentran en constante proliferación espontánea, por lo que no requieren 

señales coestimu lato rías para su activación. 

En primer lugar, se evaluó la habilidad de las DCs de ratones viejos para presentar Ags a linfocitos T 

CD8 en condiciones ex vivo. Con este propósito, ratones jóvenes y viejos fueron inyectados por vía 

endovenosa con perlas OVA y  90 minutos después se purificaron las DCs y se incubaron con el hibridoma 

B3Z. La presencia de los complejos H2Kb/OVA257264  en DCs fue monitoreada a través de la activación del 

hibridoma B3Z, por medio de una reacción colorimétrica (ver Materiales y Métodos). Se encontró que 

las DCs purificadas de bazo de ratones jóvenes activaron eficientemente el hibridoma. La activación del 

hibridoma fue mayor mientras mayor número de DCs se utilizaron (Figura lOA). En cambio, las DCs de 

ratones viejos fueron poco eficientes en activar el hibridoma, sólo lo hicieron con la más alta cantidad de 

DCs utilizadas (Figura lOA). 
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FIGURA 10. La presentación de OVA en MHC clase 1 se encuentra afectada en DCs de ratones 
viejos. (A) Ensayo de presentación ex vivo. Perlas OVA fueron inyectadas vía endovenosa en 

ratones jóvenes y viejos. 90 minutos después las DCs fueron purificadas e incubadas toda la 

noche con el hibridoma B3Z. Como control se utilizaron células CD11c de ratones jóvenes y 

viejos. La activación de las células B3Z se grafica frente a distintos números de DCs utilizados y 

fue monitoreada por la actividad de 3-galactosidasa a través de un test colorimétrico con 0,15 

mM clorofenol rojo-13-D-galactopiranósido (CPRG) como sustrato, expresado como densidad 

óptica (OD) a X=595. (B) Ensayo de presentación in vitro. DCs purificadas de bazo de ratones 
jóvenes y viejos fueron incubadas con distintas concentraciones de OVA formando lC-OVA por 4 

horas y luego fueron lavadas e incubadas con células B3Z toda la noche. Se grafica la actividad 
de 3-galactosidasa frente a distintas concentraciones de OVA formando IC-OVA. Se muestran los 

datos como la media ± SEM. **p  <0,01;  ***p < 0,001. Los resultados son representativos de 2 

experimentos independientes. (4 ratones/grupo eta rio/experimento). 

Las fracciones de células CD11c de ambos ratones joven y viejo, incubadas en las mismas 

condiciones, fueron incapaces de activar el hibridoma B3Z, lo cual indica que en los ratones viejos 

ninguna otra población estaría compensando la deficiencia de la DC como CPA. 

Luego se realizó el ensayo in vitro para probar la habilidad intrínseca de la DC para llevar a cabo la 

presentación antigénica en MHC clase 1. DCs de ratones jóvenes y viejos fueron incubadas con distintas 

concentraciones de OVA formando inmunocomplejos (1C-OVA) durante 4 horas a 37°C para permitir su 

internalización y procesamiento. Luego las células fueron lavadas y enfrentadas al hibridoma. Las DCs de 

ratones jóvenes presentaron de manera eficiente el péptido 0VA257264  a las células B3Z, mientras que la 

presentación por parte de las DCs de ratones viejos fue menor (Figura 10B). Como control positivo de los 

experimentos, se utilizó como Ag el péptido 0VA257264, que se une a H2Kb  con alta afinidad sin 

necesidad de ningún procesamiento o digestión previa, y se observó la correcta activación del hibridoma 

(datos no mostrados). 
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2. COMPARACIÓN DE LA CAPACIDAD PARA CAPTURAR ANTÍGENOS 

El procesamiento de Ags exógenos para su presentación a linfocitos T CD8, se inicia con la captura 

de Ags por las DCs a través de mecanismos de fagocitosis, endocitosis mediada por receptor y/o 

micropinocitosis. 

Para evaluar si en las DCs de ratones viejos existe una alteración en la capacidad de captura de Ags 

que pudiera explicar el defecto observado en la presentación antigénica, se evaluó el efecto del 

envejecimiento en la capacidad para capturar Ags in vitro utilizando OVA soluble conjugada a FITC (OVA-

FITC), u OVA-FITC formando inmunocomplejos con un anticuerpo anti-OVA (IC-OVA-FITC) como modelo 

de endocitosis mediada por receptores Fc. En primer lugar, esplenocitos de ratones jóvenes y viejos 

fueron incubados con distintas concentraciones de OVA-FITC. Posteriormente, las células fueron lavadas 

y marcadas con anticuerpo anti-CD11c para su análisis por citometría de flujo La captura de OVA-FITC 

fue igualmente eficiente en DCs de ratones jóvenes y viejos, ya que no se observaron diferencias en la 

intensidad media de fluorescencia (IMF) leída en el canal FITC (Figura hA) ni en el porcentaje de DCs 

OVA-FlTC (Figura liB). Resultados similares se observaron con esplenocitos incubados con IC-OVA-FITC 

(Figura liC y D). Para descartar diferencias que pudieran existir en el pH fagosomal entre DCs de 

ratones jóvenes y viejos, los mismos experimentos fueron repetidos empleando OVA conjugada a Alexa 

Fluor 647, un fluorocromo insensible al pH. Pero nuevamente, no se encontraron diferencias en la 

captura de Ags entre DCs de ratones jóvenes y viejos (datos no mostrados). 

Las DCs endocitan Ags solubles a través de 2 mecanismos distintos, por macropinocitosis o por 

endocitosis mediada por clatrina. La endocitosis mediada por clatrina en DCs incluye la endocitosis de 

receptores, como la del receptor Fc, receptor de transferrina, receptor de manosa (CD206), DEC 205 

(CD205) y DC-SIGN. Se ha visto que en DCs, la endocitosis de OVA es realizada predominantemente por 

C13206. Sin embargo, en este trabajo no se encontraron diferencias en la expresión del receptor CD206 

entre DCs de ratones jóvenes y viejos (Figura 12A). Al determinar la expresión de FcyRll/lll (C1332/C1316), 

el cual captura lC, se encontró una menor expresión en DCs de ratones viejos en comparación con las 

DCs de ratones jóvenes (Figura 12B). 

Al mismo tiempo, las DCs pueden fagocitar Ags particulados, como las perlas OVA de poliestireno, 

utilizadas en uno de los experimentos de citotoxicidad (Figura 6A-B) y en uno de los ensayos de 

presentación antigénica (Figura 10B). Por ello, también se analizó la capacidad de capturar Ags in vivo a 

través de la captura de perlas de poliestireno acopladas al fluorocromo Yellow Green (perlas YG), 

Ratones jóvenes y viejos fueron inyectados vía endovenosa con perlas YG. Se encontró que el porcentaje 
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de DCs YG en bazo de ratones viejos fue la mitad aproximadamente del observado en jóvenes, lo que 

indicaría que in vivo hay menos DCs capaces de capturar Ags particulados (Figura 13A). Esto podría 

explicar en parte la menor presentación antigénica observada en el ensayo ex vivo de la Figura 1013. En la 

figura 1313 se muestra un histograma representativo de DCs que capturan perlas YG. Cuando se analizó la 

cantidad de células totales presentes en bazo que capturaron perlas YG también se observó un menor 

porcentaje de esplenocitos YG en el bazo de ratones viejos (Figura 13C). 
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FIGURA 11. El envejecimiento no afecta la capacidad de DCs para endocitar antígenos in vitro. 
Esplenocitos de ratones jóvenes y viejos fueron tratados con colagenasa/DNA5a 1 e incubados 

90 minutos a 37°C con OVA-FITC (A) y (B) o IC-OVA-FITC (C) y (D). Luego las células fueron 

lavadas y marcadas con anticuerpo anti-CD11c para su análisis por citometría de flujo. Los 

resultados se expresan como la media ± SEM de las IMF del canal FITC analizando la región de 

DCs CD 11c 	(A) y (C) y como el porcentaje de DC OVA-FlTC (B) y DC IC-OVA-FITC (D). 

Resultados representativos de al menos 2 experimentos independientes (4 ratones/grupo 

etano/experimento). 
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FIGURA 12. Expresión de receptores involucrados en la captura de antígenos. Esplenocitos de 

ratones jóvenes y viejos fueron tratados con colagenasa/DNAsa 1 y  marcados con anticuerpos 

anti-CD206 (A) o anti-CD32/CD16 (B) para análisis por citometría de flujo. Los resultados se 

expresan como la media ± SEM de la IMF analizando la región de DC5 CID 11Chigh.  ** p < 0,01; ns 

(diferencia no significativa). Resultados representativos de 2 experimentos independientes (4 

ratones/grupo eta rio/experimento). 
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FIGURA 13. Ensayo de captura in vivo. Ratones jóvenes y viejos fueron inyectados con 2,5x109  

perlas VG por vía endovenosa. Dos horas después, los esplenocitos fueron obtenidos y tratados 

con colagenasa/DNAsa 1. Posteriormente las células fueron incubadas con anticuerpo anti-

CD11c para análisis por citometría de flujo. (A) Porcentaje de DC YE' expresado como la media 

± SEM. (B) Se muestra un histograma representativo de DCs de ratones jóvenes (histograma 

vacío) y viejos (histograma lleno) que capturaron perlas VG. (C) Porcentaje de esplenocitos YG 

expresado como la media ± SEM, *p  <0,05;  ***p  <0,001. Los resultados son representativos 

de 2 experimentos independientes (3-4 ratones/grupo eta rio/experimento). 
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3. EL ENVEJECIMIENTO AFECTA LA CAPACIDAD DEGRADATIVA DE OVA MEDIADA POR DCs 

Debido a que las DCs de ratones viejos pudieron capturar OVA in vitro de manera eficiente (Figura 

11), pero la presentación a linfocitos T CD8 in vitro fue menor que en los jóvenes (Figura 10), el 

siguiente paso fue evaluar la degradación intracelular de OVA como Ag. Para ello se determinó por 

Western BIot la persistencia de OVA en lisados de DCs a distintos tiempos. DCs de bazo de ratones 

jóvenes y viejos, fueron pulsadas con OVA + polyU/DO durante 60 minutos, luego de varios lavados se 

incubaron libres de Ag por O y  4 horas. En la Figura 14A, se observa que luego de 60 minutos de pulso (0 

horas), los lisados de DCs de ambos grupos de ratones mostraron una banda similar de 45 kDa 

correspondiente a OVA. Cuatro horas después, la banda de OVA desapareció casi por completo en los 

lisados de DCs de ratones jóvenes, mientras que los lisados de DCs de ratones viejos mostraron una 

banda de OVA persistente. Esto indicaría, como se muestra en el análisis densitométrico de la Figura 

1413, que las DCs de ratones viejos no pudieron degradar completamente la OVA en los tiempos 

estudiados, sugiriendo una menor habilidad para procesar Ags exógenos. 

4. CONCLUSIONES CAPÍTULO 2 

En este capítulo se analizaron algunos de los cambios funcionales en los mecanismos de 

presentación antigénica afectados por el envejecimiento en DCs. Dichos cambios afectarían la así 

llamada señal 1, que reciben los linfocitos T para activarse. 

Cuando se analizó la presencia de los complejos H2Kb/OVA257264,  se observó que las DCs de ratones 

viejos poseen una menor capacidad de presentación antigénica evaluado por una menor capacidad para 

activar un hibridoma de linfocitos T CD8 tanto ex vivo como in vitro con Ags exógenos. Este defecto 

podría ser causado en parte, por una menor capacidad de las DCs de ratones viejos para degradar Ags, 

como fue observado al comparar la degradación de OVA por DCs de ratones jóvenes y viejos. 

In vitro, la capacidad de capturar Ags exógenos solubles o en forma de inmunocomplejos no se vio 

afectada en las DCs ratones viejos. Se encontró una expresión similar del receptor CD206 en DCs de 

ratones jóvenes y viejos, sin embargo la expresión del receptor Fc a través del cual la DC captura lC-OVA, 

fue menor en DCs de ratones viejos. 

La captura de Ags particulados in vivo fue menor por parte de DCs de ratones viejos, como también 

por parte del total de células presentes en el bazo de ratones viejos. 
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FIGURA 14. Menor degradación de OVA por DCs durante el envejecimiento. (A) Persistencia 

de la proteína OVA en lisados celulares de DCs purificadas de bazo de ratones jóvenes y viejos 

determinada por Western Blot luego de 1 hora de pulso (tiempo O, Oh) y 4 horas de incubación 

con RPMI sin OVA (0). Como control de carga se utilizó calreticulina. Se muestra una banda 

control correspondiente a lisados de DCs sin estímulo. (B) Análisis densitométrico expresado 

como densidad óptica integrada (DO¡) a tiempo O en relación a DOl a tiempo de incubación. Los 

resultados se expresan como la media ± SEM de cultivos por duplicado y son representativos de 

2 experimentos independientes. ***p  <0,001. 
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El envejecimiento disminuye la activación de DCs 

frente a liga ndos TLR 

1. MADURACIÓN DCs IN VITRO E IN VIVO FRENTE A polyU/DO 

Para que una respuesta inmune pueda iniciarse de manera apropiada, el estado de activación de la 

DC resulta de gran importancia, ya que según el microambiente local y el estímulo madurativo que 

reciba, una DC inducirá inmunidad o tolerancia (40). Defectos en la capacidad de las DCs para ser 

activadas, podrían explicar la menor activación de linfocitos T CD8 efectores inducida por DCs de bazo 

de ratones viejos. Para comparar la habilidad de DCs de ratones jóvenes y viejos para ser activadas 

frente a polyU/DO, se estudió por citometría de flujo, el aumento en la expresión de moléculas 

coestimulatorias en las distintas subpoblaciones de DCs presentes en bazo, frente al estímulo con 

polyU/DO. Como se muestra en la Figura 15A, luego de 18 horas de una inyección intravenosa con 

polyU/DO, se observó un aumento en la expresión de las moléculas CD86, CD40 y MHC clase II en DCs 

convencionales (cDCs) de ratones jóvenes, mientras que las pDC de ratones jóvenes sólo mostraron un 

modesto incremento de CD86. Si bien en los ratones viejos inyectados con polyU/DO, las cDCs CD8a 

exhibieron un leve aumento en la expresión de CD86 y MHC clase II, esta expresión fue 

significativamente más baja respecto a la expresión observada en su contraparte joven. Las pDC de 

ratones viejos no aumentaron la expresión de ninguna molécula frente al estímulo con polyU/DO. Para 

remarcar, las cDCs CD8a de los ratones viejos inyectados con polyU/DO exhibieron un aumento en la 

expresión de CD86, CD40 y MHC clase II, sin embargo esta expresión fue significativamente más baja 

respecto a la expresión observada en su contraparte joven. En los controles inyectados con solución 

salina, la expresión de ninguna de las moléculas estudiadas fue significativamente diferente entre DCs 

de ratones jóvenes y viejos control. Además, se analizó la expresión de una molécula implicada en la 

inhibición de la respuesta T, PDL1, frente a las mismas condiciones. Luego de 18 horas de una inyección 

intravenosa con polyU/DO, se observó un aumento en la expresión de PDL1 en las subpoblaciones de 

DCs de ratones jóvenes (Figura 15B). Si bien en los ratones viejos inyectados con polyU/DO, aumentó la 

expresión de PDL1 en las distintas poblaciones, esta expresión en pDC y cDCs CD801 fue 

significativamente más baja respecto a la observada en su contraparte joven. En los controles 

inyectados con solución salina, la expresión de PDL1 fue similar en las poblaciones de DCs de ratones 

jóvenes y viejos. 
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Por otro lado, se realizó un ensayo de maduración de DCs in vitro, para evaluar la secreción de 

citoquinas por ELISA. DCs purificadas de bazo de ratones jóvenes y viejos fueron estimuladas con 

polyU/DO por 24 horas. En los sobrenadantes de DCs de ratones viejos estimuladas, se observó menor 

cantidad de TNF-a, IL-6, IL-12p40 e IL-12p70 y mayor contenido de IL-10, respecto a los sobrenadantes 

de DCs de ratones jóvenes (Figura 16A). Notablemente, se observaron niveles levemente incrementados 

de lL-6 en sobrenadantes de cultivo de DCs de ratones viejos no estimuladas, en comparación con las 

DCs de ratones jóvenes no estimuladas (Figura 16B). Esto último, concuerda con el estado inflamatorio 

subclínico reportado en individuos de edad avanzada (119). 
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FIGURA 15. Menor activación de DCs de ratones viejos in vivo. Ratones jóvenes y viejos fueron 

inyectados vía endovenosa con 100 .ig polyU/DO. Luego de 18 horas, los esplenocitos fueron 

obtenidos y tratados con colagenasa/DNAsa 1. Posteriormente, las células fueron incubadas con 

anticuerpos marcadores de subpoblaciones de DCs y de las moléculas coestimulatorias CD86, 

CD40 y MHC clase 11 (A) o de la molécula PDL1 (B) y analizadas por citometría de flujo. Los 

resultados se expresan como la media ± SEM de la IMF para cada molécula y son 

representativos de dos experimentos independientes (4 ratones/grupo etano/experimento). *p 

<0,05; 	<0,01; ***p  <0,001. 
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FIGURA 16. Menor activación de DCs de ratones viejos in vitro. (A) 1x106  DCs purificadas de 

bazo de ratones jóvenes y viejos fueron estimuladas con 20 ig/mi- polyU/DO. Luego de 24 

horas, se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo para medir la producción de citoquinas por 

ELISA. Se muestran los valores obtenidos luego de restar los valores basales (DCs de ratones 

jóvenes y viejos incubadas sin estímulo). (B) Se muestran los valores de IL-6 obtenidos en 

sobrenadantes de DCs de bazo de ratones jóvenes y viejos incubadas por 24 horas sin estímulo. 

Los resultados se expresan como la media ± SEM y son representativos de 2 experimentos (3-4 

ratones/grupo etano/experimento). *p  <0,05;  **p  <0,01. 

2. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE ARNm DE TLR7 

Debido a los resultados detallados en los párrafos anteriores, en los que se observó una menor 

activación de DCs de ratones viejos estimuladas con polyU/DO, tanto in vivo como in vitro, el siguiente 

objetivo fue cuantificar los niveles del receptor de polyU, TLR7, en DCs de ratones jóvenes y viejos. 

Inicialmente se intentó realizar la cuantificación proteica de TLR7 en extractos celulares por Western 

BIot. Sin embargo, los anticuerpos comerciales utilizados fueron incapaces de revelar el contenido de 

TLR7. Debido a esto, se analizaron mediante qRT-PCR los niveles de ARNm de TLR7 en las distintas 

subpoblaciones de DCs purificadas de bazo de ratones jóvenes y viejos. Se observó una notable 

reducción en los niveles del ARNm en todas las poblaciones de DCs de bazo de ratones viejos estudiadas, 

respecto a las jóvenes (Figura 17). 

61 



T 

* 

** 
T 

n'
i
r
_i
i
 
m
i
 
i
:
i
i
 
i
 

	

0.20 	 

0.15-

0.10-

0.05-

0.00

.15-

0.10- 

	

0.05-

0.00 	 

*** 

ci 	
b° 	

%-T 

¿p0  ¿? 

2c 

-\" , 

RESULTADOS CAPÍTULO 3 

<... •0 s .0 (s .0 
, _4 , 	

,e. - 

FIGURA 17. Menor nivel de ARNm de TL117 en DCs de ratones viejos. Subpoblaciones de DCs 

de bazo de ratones jóvenes y viejos fueron purificadas y procesadas para extracción del ARN 

total de 1x106  células. Se cuantificaron los niveles del ARNm para TLR7 por qPCR normalizados 

con HPRT1. Los resultados se expresan como la media ± SEM y son representativos de 2 

experimentos (3-4 ratones/grupo etano/experimento). *p < 0,05; **p  <0,01;  ***p  <0,001. 

3. SEÑALIZACIÓN TLR7 

La activación de NF-KB es crucial en la maduración de DCs mediada por TLR7 (156). Como se explicó 

en la introducción, frente a la estimulación celular, IKK se activa y fosforila IKB, el cual es posteriormente 

poliubiquitinado y degradado por el proteasoma. La degradación de IKB permite la translocación de NF-

KB al núcleo, donde se une a sus sitios blanco (156, 157). 

Como índice de activación de NF-KB, se determinó por Western BIot, la fosforilación de IKB-a en DCs 

de ratones jóvenes y viejos estimulados con polyU/DO. Como se puede observar en la Figura 18 A y B, 

DCs de ratones jóvenes no estimuladas, no mostraron la banda correspondiente a IKB-cc fosforilado 

(pIKB-a). Luego de 15 minutos de estímulo con polyU/DO, DCs de ratones jóvenes mostraron una banda 

correspondiente a pIKB-cc, la cual disminuyó rápidamente a los valores basales. En las DCs de ratones 

viejos sin estímulo, se observó una banda de pIKB-cc, pero se requirieron 30 minutos después del 

estímulo con polyU/DO, para mostrar un incremento en la fosforilación del kB-cc. Estos resultados 

indicarían que las DCs de ratones viejos presentan una cinética de fosforilación del IKB-cc diferente a la 
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observada en DCs de ratones jóvenes, lo que podría sugerir que en las DCs de ratones viejos la 

señalización a través de TLR7 se encuentre alterada. 

A 
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FIGURA 18. La cinética de fosforilación de kB-a es diferente en DCs de ratones jóvenes y 
viejos. (A) DCs de bazo de ratones jóvenes y viejos fueron purificadas e incubadas con 20 1g/mL 

de polyU/DO durante los tiempos indicados. Luego se lisaron las células y se evaluaron por 

Western BIot los niveles de fosforilación de IKB-ct, utilizando un anticuerpo anti-pIKB-ct. Se 
utilizó -actina como control de carga. (B) Se muestra la densidad óptica integrada (DO¡) de 

pIKB-a normalizados con 3-actina. Los resultados se expresan como la media ± SEM de 2 

experimentos independientes unidos (3-4 ratones/grupo etano/experimento). 

Con el objetivo de corroborar la fuerte fosforilación de kB-a observada en las DCs de ratones viejos sin 

estímulo, se evaluó por inmunofluorescencia la presencia de NF-KB en el núcleo de DCs purificadas de 

bazo de ratones jóvenes y viejos sin estímulo. En la figura 19, se observan imágenes representativas en 

las que en DCs de ratones jóvenes sin estímulo, la distribución de NF-KB es citoplasmática, en cambio en 

las DCs de ratones viejos sin estímulo se observa un patrón nuclear de localización de NF-KB. 
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FIGURA 19. Activación basa¡ de NF-KB en DCs de ratones viejos. DCs de bazo de ratones 

jóvenes y viejos fueron purificadas y posteriormente fijadas en portaobjetos sin utilizar ningún 

estímulo. Se muestra la inmunorreactividad de la subunidad p65 de NF-KB (rojo) en las DCs 

determinada por inmunofluorescencia. Para visualizar el núcleo celular se utilizó Hoeschst 

(azul). Se muestran imágenes representativas de 2 experimentos independientes. 

4. EVALUACIÓN DE LA ACTIVACIÓN POR TLR4 

Para evaluar la capacidad de activación de DCs de ratones viejos frente a otro ligando de TLR, se 

utilizó LPS, ligando de TLR4. En primer lugar, se estudió por citometría de flujo, el aumento en la 

expresión de moléculas coestimu lato rías en las distintas subpoblaciones de DCs presentes en bazo de 

ratones jóvenes y viejos luego de la estimulación in vivo con LPS. Como se muestra en la Figura 20A, 

luego de 18 horas de una inyección intravenosa con LPS, se observó un aumento en la expresión de las 

moléculas CD86 y CD40 en cDCs y pDCs de ratones jóvenes. Si bien en los ratones viejos inyectados con 

LPS, las distintas subpoblaciones exhibieron un leve aumento en la expresión de CD86, en las pDC y cDC 

CD8a esta expresión fue significativamente más baja respecto a la expresión observada en su 

contraparte joven. En los ratones viejos inyectados con LPS, la expresión de CD40, sólo aumentó en las 

cDC CD8a pero esta expresión fue significativamente menor respecto a su contraparte joven. En los 

controles inyectados con solución salina, la expresión de ninguna de las moléculas estudiadas fue 

significativamente diferente entre DCs de ratones jóvenes y viejos control. 

Cuando se midieron los niveles de TLR4 en DCs de ratones jóvenes y viejos, se observaron menores 

niveles del ARNm de TLR4 a través de qRT-PCR, en DCs purificadas de ratones viejos respecto a los 

jóvenes (Figura 20B). 

64 



pDC 

	

salina - 	 

	

LPS- 	 

salina - 	  

salina - y  

1 * LPS- 

salina - 
cDC CD8cL 

LPS- 	 LPS- 	  , 

salina -' salina - 	  
cDC CD8c * 1* LPS- LPS- 	 * 

	H  1* 

1* 

0 	 50 	100 	150 	0 50 100 150 200 250 

A 

RESULTADOS CAPÍTULO 3 

• joven 
ri  viejo 

IMF CD86 	 IMF C040 

B 
0.0010 	 

a- 
0.0008- 

0.0006- 

E 
0.0004- 

<D 

0.0000 

Figura 20. La maduración de DCs con LPS también se encuentra afectada con el 

envejecimiento. (A) Ratones jóvenes y viejos fueron inyectados vía endovenosa con 10 ig de 

LPS. Luego de 18 horas, la expresión de CD86 y CD40 fue determinada en subpoblaciones de 

DCs de bazo por citometría de flujo. (B) DCs de bazo de ratones jóvenes y viejos fueron 
6 

purificadas y el ARN total de ixiO DCs fue extraído. Se muestran los niveles de ARNm TLR4 

cuantificados por qPCR y normalizados con HPRT1. Los resultados se expresan como la media ± 

SEM y son representativos de 2 experimentos (3-4 ratones/grupo etano/experimento). *p < 

0,05; **p  <0,01;  ***p  <0,001. 

S. CONCLUSIONES CAPÍTULO 3 

En este capítulo se evaluaron cambios en DCs de ratones viejos que afectarían las señales 2 

(moléculas coestimulatorias) y 3 (citoquinas que polarizan el tipo de respuesta) que reciben los linfocitos 

T para activarse. 
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Al evaluar la activación de las DCs frente al estímulo in vivo ya sea con polyU/DO y también con LPS, 

se observó que en DCs de ratones viejos se indujo una menor expresión de moléculas coestimu lato rias 

respecto a los jóvenes. Pero no se observaron diferencias en la expresión basal de estas moléculas entre 

DCs de ratones jóvenes y viejos. 

Cuando las DCs fueron estimuladas in vitro con polyU/DO, las DCs de ratones viejos secretaron 

menos citoquinas proinflamatorias que las DCs de ratones jóvenes. Sin embargo se observaron niveles 

levemente incrementados de IL-6 en los sobrenadantes de cultivo de DCs de ratones viejos sin estímulo. 

Por último, se observaron menores niveles de ARNm de TLR7 y TLR4 en DCs de ratones viejos, lo que 

podría explicar, en parte, la menor respuesta observada en DCs de ratones viejos frente al estímulo con 

los ligandos polyU/DO y LPS. Sin embargo, al evaluar indirectamente, el paso final en la cascada de 

señalización del TLR7, como lo es la activación de NF-KB, medido por la fosforilación de IKB-a, se 

encontró una cinética diferente en DCs de ratones viejos estimuladas con polyU/DO respecto a las DCs 

de ratones jóvenes, por lo que este cambio también podría contribuir a la menor activación de DCs de 

ratones viejos frente a polyU/DO. 
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La DC juega un rol crítico en la regulación de la respuesta inmune y la tolerancia. Debido a la 

heterogeneidad de las DCs, y a los numerosos estímulos que las activan, distintos autores han 

encontrado resultados contradictorios en cuanto al efecto del envejecimiento sobre la función de las 

mismas. Por lo que en el presente trabajo de tesis se consideró relevante evaluar el efecto del 

envejecimiento en DCs utilizando una población de células primarias provenientes de bazo y definiendo 

claramente el contexto activador para evaluar su función de CPA (tipo de Ag y ligando activador 

utilizado). Con esa estrategia fue posible poner en evidencia el impacto del envejecimiento sobre la 

función de las DCs durante la activación por TLR7, focalizándonos en DCs convencionales. 

Utilizando polyU/DO, ligando activador de DCs a través de TLR7, encontramos que DCs de ratones 

viejos exhiben una menor habilidad para madurar, secretando menores niveles de citoquinas 

proinflamatorias e induciendo una menor expresión de moléculas coestimulatorias, con respecto a las 

DCs de ratones jóvenes. Además, hemos demostrado que DCs de ratones viejos inducen una menor 

presentación cruzada de Ags, esto es, tienen una reducida habilidad para activar linfocitos T CD8 

vírgenes específicos de Ags no expresados por las CPAs. También hemos demostrado que en ratones 

viejos, el porcentaje de subpoblaciones de DCs de bazo se encuentra alterada de manera significativa. 

Estas alteraciones afectan particularmente a las cDCs CD8a, mientras que las otras subpoblaciones de 

DCs parecen encontrarse menos afectadas por el envejecimiento. Sin embargo, el estudio del efecto del 

envejecimiento en pDC ha sido abordado por otros grupos que revelaron una reducción de las mismas 

en sangre periférica y una disminución en la producción de IFN tipo 1(96, 153, 158). 

Para una eficiente presentación antigénica e inducción de una respuesta inmune específica por DCs, 

el número y la estabilidad de los complejos MHC clase 1-péptido son de crucial importancia. Nuestros 

resultados indican que DCs de ratones viejos tienen una menor capacidad para presentar los complejos 

H2Kb/OVA257264  a células T CD8. Como encontramos que la capacidad de capturar OVA in vitro, no está 

alterada en DCs de ratones viejos, las diferencias en la presentación antigénica y la activación de células 

T CD8 pueden atribuirse a diferencias en el procesamiento antigénico así como a deficiencias en la 

activación de las DCs. Observamos que DCs de ratones viejos, tienen una menor habilidad para degradar 

OVA a tiempos cortos, en comparación con las DCs de ratones jóvenes. Aunque las DCs de ambos grupos 

degradan completamente toda la OVA a las 24 horas (datos no mostrados). Por lo que resulta factible 

pensar, que lo que sucede rápidamente luego de la internalización de OVA y del estímulo de TLR7, 

plantea una diferencia entre DCs de ratones jóvenes y viejos. La presentación cruzada de Ags se ve 

favorecida por una menor degradación de Ags en endosomas tempranos y persistencia del Ag en los 
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mismos, sin embargo nosotros encontramos menor presentación cruzada de OVA y menor degradación 

de OVA en DCs de ratones viejos. La degradación de OVA fue medida en usados totales de DCs en lugar 

de endosomas puros, ya que los estudios endosomales requerían cantidades de células difíciles de 

obtener a partir de los bazos de ratones viejos. Una posibilidad a considerar es que la degradación 

proteasomal en DCs de ratones viejos, podría estar particularmente afectada, impidiendo la degradación 

final de OVA en el citosol y evitando de este modo una efectiva presentación cruzada de Ags. 

Considerando que ha sido reportado que el envejecimiento afecta al sistema ubiquitina-proteasoma 

(159-163), esta hipótesis debería ser confirmada con más estudios. Otra posibilidad es que haya una 

baja degradación de OVA endosomal en DCs de ratones viejos, pero que el pasaje de péptidos hacia el 

citoplasma se encuentre impedido. Si hubiera una menor degradación de OVA en los endosomas de las 

DCs de ratones viejos, esto podría atribuirse a menores niveles de proteasas en los compartimentos 

endocíticos o a una menor actividad de las proteasas causada por una alcalinización de los endosomas y 

fagoso mas. 

Además es importante considerar otras posibilidades que puedan explicar una menor presentación 

cruzada de Ags por DCs de ratones viejos, que aún no hemos estudiado y que tienen que ver con la 

eficiencia de la misma per se. Hemos cuantificado indirectamente la presentación cruzada de Ags en 

términos de activación del TCR de células transgénicas T CD8 o de hibridomas de células T CD8, en 

lugar de medirlo directamente. Una manera de evaluar la presentación cruzada de OVA directamente, 

es utilizar un anticuerpo específico de los complejos H2Kb/OVA257264,  sin embargo se han reportado 

inconvenientes metodológicos con la utilización de este anticuerpo (50), por lo que no hemos podido 

evaluar la cinética y formación de los complejos H2Kb/OVA257264  en nuestro modelo. 

Las diferentes funciones de las DCs in vivo, son en parte conferidas por las distintas subpoblaciones 

de DCs. Cuando se obtienen las DCs a partir de una diferenciación in vitro, no es posible recuperar todas 

las subpoblaciones que se encuentran presentes in vivo. Las cDCs CD8a son altamente eficientes para 

realizar presentación cruzada de Ags e inducir respuestas T CD8, mientras que las cDCs CD8ct son más 

efectivas induciendo respuestas T CD4 (50). Las pDCs, por otro lado, son caracterizadas por producir 

interferón tipo 1 y  jugarían un rol significativo en la tolerancia inmunológica (164, 165). En el presente 

trabajo, demostramos una alteración significativa en la proporción de las subpoblaciones de DCs 

presentes en bazo de ratones viejos. Encontramos que el número absoluto y el porcentaje de cDCs 

CD8a y el porcentaje de pDCs disminuyen en bazo de ratones viejos. Una reducción similar en el 

porcentaje de las cDCs CD8a fue observada por Wong y colaboradores (94), mientras que Stout- 
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Delgado y colaboradores (158) no encontraron diferencias en el porcentaje de pDC. Sioh-Yang Tan y 

colaboradores (143) no observaron diferencias en la incorporación de BrdU entre cDC de ratones 

jóvenes y viejos. Esto indica que las cDC de distintos órganos (bazo, ganglios linfáticos mesentéricos y 

poplíteos, timo, pulmón) de ratones jóvenes y viejos exhiben una cinética de recambio similar. 

Considerando estos y nuestros hallazgos, quedaría por evaluar la susceptibilidad a la apoptosis de las 

cDC de bazo de ratones viejos ya que numerosos estudios han visto una correlación entre apoptosis y 

envejecimiento (166, 167). Otros estudios documentaron que con el envejecimiento el porcentaje de 

CPAs presentes en piel, conjuntiva, mucosa y cavidad oral de ratones y humanos se encuentra reducida 

(168, 169). Mientras que las cDC residentes en tejido linfoide derivan de precursores que llegan desde la 

sangre y continuamente son renovadas a lo largo de la vida, las células de Langerhans se producen 

dentro de un margen temprano en la vida y se mantienen por recambio local en ausencia de inflamación 

(170). La médula ósea de ratones viejos contiene mayor porcentaje de células madre hematopoyéticas 

multilinaje, con potencial hacia diferenciación mieloide (171-173). En concordancia con estos estudios, 

nosotros hemos observado también un mayor porcentaje de células CD11c en médula ósea de ratones 

viejos. 

Considerando las distintas funciones propuestas para las subpoblaciones de DCs, las alteraciones en 

la proporción de las subpoblaciones que encontramos en bazo de ratones viejos, podrían tener 

consecuencias importantes en la activación de la célula T. Las cDCs CD8ct son especializadas para 

realizar presentación cruzada de Ags y han desarrollado adaptaciones específicas en la vía endocítica 

para tal fin, incluyendo alto pH y baja degradación de proteínas a nivel endosomal así como el pasaje de 

proteínas al citosol (50). Previamente hemos reportado que la estimulación de DCs totales y cDCs CD8ci 

con polyU induce cambios en la vía endocítica de las mismas que facilitan la presentación cruzada de Ags 

y la activación de linfocitos T CD8 (88). En el presente trabajo encontramos que además de una 

reducción en el número de las mismas, las cDCs CD8a de ratones viejos son menos eficientes en realizar 

presentación cruzada de OVA a linfocitos T CD8, lo cual induciría una pobre respuesta citotóxica contra 

OVA en ratones viejos. 

Además de una reducida presentación antigénica a linfocitos T CD8, también hemos observado una 

menor secreción de citoquinas pro¡ nfla mato rías por DCs de bazo de ratones viejos estimuladas con 

polyU/DO y también lo observamos con LPS (datos no mostrados). Estos resultados concuerdan con 

reportes en los que se observan diferencias en la producción de TNF-a entre DCs de bazo de ratones 

jóvenes y viejos frente al estímulo con LPS (94). Observamos una menor inducción en la expresión de 
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moléculas CD86, CD40 y MHC clase II en las subpoblaciones de DCs de bazo de ratones viejos 

estimuladas con polyU y LPS, en comparación con los jóvenes. La subpoblación CD8a de ratones viejos 

mostró una inhabilidad particular para aumentar la expresión de moléculas coestimulatorias frente a la 

estimulación de TLR7. Li y colaboradores (146) encontraron resultados similares al observar que cDCs 

CD8a de ratones viejos mostraron un pobre aumento en la expresión de moléculas coestimulatorias a 

tiempos cortos, luego de la infección con Listeria monocytogenes. Previamente observamos que la 

estimulación con polyU es crucial para que las cDCs CD8a4  realicen presentación cruzada de OVA en 

ratones jóvenes y que la cDC CD8cf es la principal población blanco frente al estímulo con polyU entre 

las subpoblaciones de DCs (88). Nuestros resultados muestran que las cDC CD8f de ratones viejos 

responden pobremente a la estimulación con ligandos TLR, con una activación defectuosa. Estos 

hallazgos con polyU y LPS se correlacionan con los menores niveles en DCs de ratones viejos de ARNm 

de TLR7 y TLR4 respectivamente. Por lo que la menor activación de las DCs de ratones viejos luego del 

estímulo con polyU, podría deberse, al menos en parte, a una reducción en los niveles de TLR7, 

afectando significativamente a la cDC CD8a. 

Por otra parte, NF-KB ha sido propuesto como causante del estado inflamatorio sistémico, crónico y 

de bajo grado, asociado con el envejecimiento conocido como inflammaging (Salminen y colaboradores 

(174). Encontramos un nivel bajo de fosforilación del KB-a en DCs de ratones viejos sin estimular, 

indicativo de una activación basa¡ del NF-KB. Esto mismo fue corroborado a través de 

inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo contra la subunidad p65 de NF-KB. Además, observamos 

una cinética de fosforilación de IKB-ct diferente en DCs de ratones viejos luego de la estimulación de 

TLR7, en comparación con los jóvenes. Consideramos que esta podría ser otra razón por la que DCs de 

ratones viejos, secretan menos citoquinas proinflamatorias e inducen una menor expresión de 

moléculas coestimulatorias frente al estímulo con polyU/DO. Proponemos que una reducida habilidad 

para responder a ligandos activadores resultaría finalmente en la inducción de una pobre respuesta 

citotóxica. 

Como se mencionó en la introducción, la DC es las CPA más poderosa capaz de activar linfocitos T 

vírgenes e inducir una respuesta inmune adaptativa. Para que los linfocitos T sean activados requieren 

tres señales dadas por la CPA. La señal uno está dada por la presentación antigénica, en la que el 

péptido antigénico unido a moléculas de MHC expresadas en la superficie de la DC se une a los 

receptores TCR presentes en la célula T y determina así una respuesta Ag específica. La señal dos 

proviene del fino balance entre señales coestimulatorias positivas y negativas (como por ejemplo la 
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interacción con CD28 y CTLA4 en la célula T y las moléculas CD80 y CD86 en la DC). La ausencia de esta 

señal 2 vuelve anérgica a la célula T. Por último, la señal tres consiste en las citoquinas secretadas por 

las DCs y otras células, que van a polarizar el tipo de respuesta que los linfocitos T van a desarrollar. 

Claramente, nuestros resultados muestran que las alteraciones observadas en DCs de ratones viejos 

afectan las 3 señales requeridas para activar los linfocitos T CD8 vírgenes. (Figura 21). 

La señalización por TLR7 juega un rol esencial en la inducción de una respuesta citotóxica luego de la 

inmunización con virus influenza inactivado (175) y  durante la infección (176). Las infecciones severas 

por virus influenza son muy comunes durante la vejez y usualmente se acompañan de infecciones 

bacterianas concomitantes que pueden ser letales (177-180). La capacidad antiviral de las células T CD8 

ha sido asociada a la protección contra influenza en personas ancianas (181). Por lo tanto, una reducida 

respuesta T CD8 inducida por DCs activadas por TLR7 en individuos ancianos, debiera tener 

consecuencias en la respuesta inmune contra las infecciones, en particular contra virus. Nuestros 

hallazgos sugieren que DCs de ratones viejos inducen una menor activación de linfocitos T CD8 como 

resultado, en parte, de una alteración en la señalización por TLR7. Esto podría sugerir que el incremento 

en la frecuencia y severidad de infecciones por influenza en pacientes ancianos, se asociaría a defectos 

funcionales de la DC. Esta hipótesis también fue propuesta por Liu y colaboradores, quienes reportaron 

que la menor producción de TNF-a por parte de las DCs de pacientes ancianos, induce una menor 

respuesta T CD8 frente a la infección por influenza (182). 
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Figura 21. Cambios funcionales con la edad en DCs. JOVEN. Una vez que la DC internalizó un 

Ag exógeno y fue activada a través de un ligando TLR, se encuentra capacitada para activar 

linfocitos T CD8 vírgenes y conferirles funciones citotóxicas. Para llevar a cabo esta función se 

necesitan 3 señales otorgadas por las CPA. La primera señal es la presentación antigénica a 

través de MHC clase 1, la señal 2 está dada por las moléculas coestimulatorias expresadas en las 

CPA y las señal 3 dada por las citoquinas que estimulan la expansión y diferenciación de 

linfocitos T CD8 (lL-12, IFN-1, IL-2), polarizando así el tipo de respuesta. VIEJO. En el modelo de 

envejecimiento, la DC de ratón viejo provee una pobre señal 1, ya que la presentación de OVA a 

linfocitos T CD8 es baja y esto se debe en parte a una menor capacidad de degradación de 

OVA. La señal 2 también se encuentra disminuida ya que frente al ligando de TLR7, la DC de 

ratón viejo induce una menor expresión de moléculas coestimulatorias como CD40, CD80 y 

CD86. Además la secreción de citoquinas como IL-12 necesarias para la inducción de una 

respuesta citotóxica también es menor. 
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CONCLUSIÓN 

A partir de este trabajo de investigación se pudo concluir: 

La DC se encuentra afectada por el proceso de envejecimiento ya que presenta alteraciones 

funcionales que comprometen la presentación de Ags exógenos a linfocitos T CD8. 

Este defecto podría ser causado por la menor capacidad para degradar Ags exógenos y por menor 

activación de las DCs a través de polyU/DO. 

Los defectos en la activación de DCs de ratones viejos observados con polyU/DO se deberían a los 

menores niveles de ARNm de TLR7 o bien a los defectos observados en la señalización del TLR7, 

De manera que la reducción en el número de cDCs CD8ct hallada en bazo de ratones viejos no sería 

únicamente responsable de la menor capacidad de inducción de una respuesta citotóxica, sino que 

juegan un rol preponderante los defectos funcionales intrínsecos hallados en esta subpoblación, sobre 

todo en las cDCs en general. 

Considerando estos hallazgos, este trabajo de tesis aporta conocimientos que pueden ayudar a 

comprender el deterioro en la función del sistema inmune en personas de edad avanzada. Además, 

conocer los defectos funcionales que presentan las DCs con el envejecimiento puede ser de gran 

importancia al momento de diseñar vacunas que generen una respuesta citotóxica robusta. 
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RATONES 

Se utilizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6 (H2b)  de 6 a 8 semanas de edad (jóvenes) y de 20 a 

22 meses de edad (viejos). Fueron adquiridos en la Fundación Facultad de Ciencias Veterinarias de la 

Universidad Nacional de La Plata (Argentina). Los ratones transgénicos OT-1, en los que el receptor de 

sus células T (TCR) reconocen los residuos de 0VA257264  en el contexto de MHC clase 1 (H2Kb)  (183), 

fueron donados por el Dr. F.A. Goldbaum (Fundación Instituto Leloir, Buenos Aires, Argentina). 

Los ratones fueron mantenidos en el Bioterio del Departamento de Bioquímica Clínica de la Facultad 

de Ciencias Químicas donde dispusieron de alimento balanceado y agua ad libitum. 

Los protocolos de uso de animales estuvieron en acuerdo con la Guía para el uso y cuidado de 

animales de experimentación publicada por el Consejo Canadiense de Cuidado de Animales (expediente 

N2 A5802-01) asignado por la oficina de Bienestar de Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de 

Salud de Estados Unidos (NIH) y el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales (expediente 

N 2  15-07-44195 y  resolución del Honorable Consejo Directivo 450/07 de la Facultad de Ciencias 

Químicas de la Universidad Nacional de Córdoba). 

Los ratones viejos fueron excluidos de los ensayos si exhibían signos de enfermedad 

(aletargamiento, pérdida de peso, ojos hinchados y/o con secreción), tumores visibles, esplenomegalia o 

alteraciones en el tamaño o apariencia de cualquier otro órgano. 

MEDIO DE CULTIVO 

El medio de cultivo completo consistió en RPMI 1640 (Life Technologies CeIl Culture Systems) 

suplementado con 1 % de L-Alanil-L-Glutamina (GlutaMAX 1, Life Technologies CelI Culture Systems), 

10% de suero fetal bovino (SFB) (Natocor SA), 5x10 5  M 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) y antibióticos: 

penicilina 100 U/ml con estreptomicina 100 ig/mi (PAA Laboratories GmbH). Todas las células fueron 

incubadas en una estufa a 37 °C, atmósfera controlada con 5 % CO2. 

LÍNEAS CELULARES 

B3Z es un hibridoma de células T CD8 específicas para los residuos de 0VA257264  presentados en el 

contexto de MHC clase 1 (H2Kb)  (184), cedido por el Dr. N. Shastri (University of California, Berkeley, CA). 
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Esta línea celular se mantuvo en medio completo con los antibióticos necesarios para su selección: 

Higromicina B (0,4 mg/mi) y Geneticina (0,5 mg/mi). 

ANTÍGENOS Y PÉPTIDOS 

Como Ag para los diferentes experimentos se utilizó albúmina de huevo de gallina (OVA) grado y 

(Sigma Aldrich) u OVA purificada por cromatografía (Worthington Biochemical), solubilizada en PBS y 

dializada. También se utilizaron Ags particulados formados a partir de OVA: en forma de complejos 

inmunes con IgG de conejo anti-OVA (IC-OVA) (ver en métodos de ensayos) o unida de manera covalente 

a perlas de poliestireno (perlas OVA). Las perlas OVA fueron preparadas como se describe en 

Boisgerault y colaboradores (185). En resumen, microesferas monodispersas de poliestireno Polybead® 

Amino, (Polysciences) fueron activadas con 8 % de glutaraldehído y unidas de manera covalente con 0,4 

mg/ml de OVA, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Para los estudios de endocitosis, se empleó OVA conjugada a FITC (Molecular Probes, Invitrogen) y 

perlas de poliestireno conjugadas al fluorocromo Yellow Green (Polysciences, Inc.). 

También se empleó un péptido correspondiente al fragmento 257-264 de OVA, sintetizado por el 

Laboratorio Nacional de Investigación y Servicios en Péptidos y Proteínas (Facultad de Farmacia y 

Bioquímica, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina). 

AGONISTAS Y ANTAGONISTAS DE TLR 

Como ligando de TLR7 se utilizó ácido poliuridílico (polyU, Sigma-Aldrich), siempre acomplejado con 

metilsulfato de N-[1-(2,3-dioleoiloxi) propil]-N,N,N-trimetilamonio, DOTAP (Roche Diagnostics). Para 

evaluar el contenido de endotoxinas se realizó un ensayo estándar LAL (Limulus amebocyte lysate) 

(BioWhittaker Inc, Walkersville MD, EE.UU.) que indicó que los niveles de endotoxina eran menores a 1 

EU/mI. 

Como ligando de TLR4 se utilizó lipopolisacárido (LPS) de Escherichia coli (E. coli) serotipo 011:134 

(Sigma-Aid rich). 
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ANTICUERPOS 

Todos los anticuerpos utilizados fueron obtenidos en Becton Dickinson Argentina o eBioscience. 

Fueron conservados según indicaciones del fabricante y titulados antes de utilizar en los ensayos 

descriptos. 

MÉTODOS DE ENSAYO 

1. Obtención de suspensiones celulares 

Células de bazo 

Los bazos fueron removidos quirúrgicamente y colocados en placas bacteriológicas de 60 mm de 

diámetro conteniendo RPMI con antibiótico y  2 % SFB. Las suspensiones celulares se obtuvieron por 

disgregación mecánica, seguido de tratamiento con buffer de lisis (Sigma-Aldrich) durante 5 minutos a 

temperatura ambiente para eliminar los glóbulos rojos. Luego de un lavado, las células se 

resuspendieron en medio completo y se realizó el recuento celular con líquido de Turk. Las células así 

obtenidas fueron utilizadas en cultivo celular o citometría de flujo, entre otros ensayos. 

Purificación de DCs (CD11c) de bazo 

La purificación de células CD11c se efectuó como se describe por Morón y colaboradores (46). Se 

realizó una selección positiva utilizando la metodología de separación magnética (MACS). En resumen, 

los bazos de ratones fueron perfundidos y tratados durante 45 minutos con 0,4 U/ml de Liberase 

Blendzyme 2 más 100 U/ml de ADNasa 1 (ambos de Roche Diagnostics). Después de la inhibición de la 

actividad de las enzimas con 6 mM de EDTA, los bazos fueron disgregados y las suspensiones de células 

individuales se incubaron con anticuerpo MACS anti-CD11c (clon N418, Miltenyi Biotec) en un buffer PBS 

0,5 % SFB (Natocor), 2,5 mM EDTA, antibióticos (buffer MACS). Después de 20 minutos de incubación a 

4-6°C, las células fueron lavadas y seleccionadas en una columna LS MACS (Miltenyi Biotec). La pureza de 

las células CD11c fue rutinariamente mayor al 70 % (Figura 22, panel del medio). 

En algunos experimentos, luego de la separación con MACS, las células fueron marcadas durante 20 

minutos a 4°C con anti-C1316/32 (clon 2.4G2) y anti-CD11c (clon HL-3) conjugado a algún fluorocromo, 

lavadas con buffer MACS, para luego ser separadas por citometría de flujo mediante separación por 
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fluorescencia (FACS, del inglés Fluorescence-activated CelI Sorting) en un separador de células FACSAria 

II (BD). La pureza de las células CD11c fue rutinariamente mayor al 98 % (Figura 22, panel derecho). 

Bazo normal 
	

Post- MACS 
	

Post- Sort 

Figura 22. Doble purificación de DCs a partir del bazo de un ratón normal. Esplenocitos fueron 
obtenidos de los ratones normales, procesados y separados por MACS y luego FACS. Gráficos 

representativos donde se observa el porcentaje de células CD11c+ en un bazo normal (panel 

derecho), el enriquecimiento obtenido por la técnica de MACS (panel del medio) y luego 
utilizando el FACSAria II (panel izquierdo). 

Purificación de subpoblaciones de DCs de bazo 

Utilizando la separación por FACS, fue posible obtener diferentes subpoblaciones de DCs por 

separado. Luego de la separación por MACS, las células fueron incubadas durante 20 minutos a 4 °C con 

anti-CD11c (clon HL-3), anti-13220 (clon RA3-6132), anti-CD8 (clon 53-6.7) y anti-PDCA-1 (clon 129c) todos 

conjugados a diferentes fluorocromos, y anti-CD16/32 (clon 2.4G2). Posteriormente, se realizó un lavado 

con buffer MACS, para luego ser separadas en el equipo FACSAria II (BD). Se obtuvieron tres poblaciones 

celulares, todas con un porcentaje de pureza mayor al 98 %: pDCs (CDllcmnt  B220 PDCA-1), cDCs CD8 

(CD11c B220 CD8) y cDCs CD8(CD11c B220 CD8). 

Purificación de linfocitos T CD8 

Para purificar linfocitos T CD8 se utilizó separación por citometría de flujo. Para este fin, 

esplenocitos totales de ratones OT-1 fueron incubados durante 20 minutos a 4°C con anti-CD16/32 (clon 

2.4G2) y anti-CD813 (clon H35-17.2) conjugado a algún fluorocromo (BD Biosciences), lavadas con buffer 
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MACS, para luego ser separadas y recogidas en FACSAria II (BD). La pureza de las células CD8Í3 fue 

rutinariamente mayor al 94 % (Figura 23). 

co 
o 
o 

Bazo normal 

1 	. 0.07% 

8. 054% 

Post- Sort 
• 

0.00% 

5,58% 0,09% 

Figura 23. Purificación de linfocitos T CD8 a partir del bazo de un ratón OT-I. Esplenocitos 
fueron obtenidos de los ratones OT-1, procesados y separados por FACS. Gráficos 

representativos donde se observa el porcentaje de células CD8 previo y post-separación por 

fluorescencia (Sort). 

2. Estimulación de DCs 

Maduración in vivo 

Ratones jóvenes fueron inyectados por vía endovenosa con 100 pg de polyU estabilizado con 60 ig 

de DOTAP en buffer Hepes 20mM o con 10 ig LPS en solución salina. Para formar el complejo polyU/DO, 

a una mezcla de 60 Iii de DOTAP (1 mg/mi) con 40 uI de buffer 20 mM de Hepes en solución salina, se le 

agregó 100 lil de polyU (lmg/ml). La mezcla se incubó en un tubo libre de ARNasas durante 15 minutos 

a temperatura ambiente. La cantidad inyectada para ratones viejos se ajustó según su peso corporal. 

Como controles, se inyectaron ratones jóvenes y viejos con solución salina o con buffer Hepes en 

solución salina según correspondiera. 18 horas después de haber inyectado se obtuvieron los bazos para 

analizar las DCs por citometría de flujo. 

Maduración in vitro 

1,5x106  DCs puras fueron estimuladas con 20j.ig/mL de polyU/DO y luego de 24 horas se obtuvieron 

los sobrenadantes para ser analizados por ELISA. 
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3. Evaluación de la endocitosis de antígenos en DCs 

In vitro: 

DCs esplénicas (2x105) fueron incubadas durante 90 minutos a 37 oc con distintas concentraciones 

de OVA-FITC o con distintas concentraciones de OVA-FITC formando inmunocomplejos con un 

anticuerpo anti-OVA (lc-OVA-FITc) en presencia o ausencia de 20 tg/ml de polyU/DO, en una placa de 

cultivo fondo en U con medio completo. Luego las células fueron lavadas y marcadas para analizar las 

DCs por citometría de flujo con anticuerpo anti CD11c. 

In vivo: 

Ratones jóvenes fueron inyectados por vía endovenosa con 2,5x109  perlas de poliestireno 

conjugadas a Yellow Green (perlas YG). La cantidad inyectada para ratones viejos se ajustó según su peso 

corporal. 2 horas después de haber inyectado, se obtuvieron los bazos para analizar las DCs por 

citometría de flujo con anticuerpo anti cDllc. 

4. Evaluación de la presentación cruzada de antígenos en DCs 

Presentación cruzada de antígenos: hibridoma B3Z 

Para el ensayo in vitro, DCs esplénicas (0.1 a 1x105  células por pocillo) fueron pulsadas con lC-OVA 

durante 4 horas a 37 °c en placas de cultivo. Luego, las células fueron lavadas y coincubadas a 37 °C 

durante toda la noche con iü células del hibridoma T CD8 B3Z. Para el ensayo ex vivo, ratones jóvenes y 

viejos fueron inyectados vía endovenosa con 2,5x109  perlas OVA, La cantidad inyectada para ratones 

viejos se ajustó según su peso corporal. 90 minutos después, las DCs esplénicas fueron purificadas e 

incubadas con el hibridoma B3Z toda la noche. Finalmente, la activación del hibridoma B3Z se midió a 

través de una reacción colorimétrica determinando la actividad de 3-galactosidasa. En primer lugar, se 

lavaron las células dos veces con PBS y se agregaron 125 pi de una solución de PBS conteniendo: 0.15 

mM de colorante rojo de clorofenol-3-D-galactopiranósido (CPRG) (Roche Diagnostics Corporation), 100 

mM de 2-3-mercaptoetanol, 9 mM de MgCl2, 0,125 % de NP40 (IGEPAL CA 630, Sigma-Aldrich). Luego de 

4 horas de incubación a 37°C en oscuridad, se leyó la densidad óptica a 595 nm en un lector de placas. 

S. Activación de linfocitos T CD8 vírgenes 

Cocultivo y ensayo de proliferación de linfocitos T CD8 con CFSE 
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Se realizó un cocultivo de linfocitos T CD8I3 purificados de ratones OT-1 con DCs previamente 

estimuladas. Para ello, DCs purificadas (0.5, 1 o 2x105  células por pocillo) fueron incubadas con 1 mg/ml 

de OVA en ausencia o presencia de 20 ig/ml de polyU/DO, durante 90 minutos a 37 oc en medio 

completo. Luego las DCs fueron lavadas y se agregaron a la placa los linfocitos T CD8 (2x105  células por 

pocillo) previamente coloreados con 5 hM de CFSE en PBS al 2,5 % de SFB. Se incubaron a 37 °C durante 

72 horas. Finalmente se obtuvieron los sobrenadantes para cuantificar la secreción de IFN-y por ELISA y 

las células obtenidas del cultivo fueron lavadas, marcadas para citometría de flujo con anticuerpos anti-

CD3 para identificar a los linfocitos T y con anti-CD25. Previo a la adquisición de las células en el 

citómetro, se agregó 7-AAD (BD Biosciences) para excluir las células muertas, ya que este marcador 

fluorescente se intercala con las hebras de ADN de células muertas o en apoptosis. Durante cada división 

celular, la intensidad relativa de fluorescencia correspondiente al CESE disminuye a la mitad. Así, la 

proliferación celular fue evidenciada por la dilución del CFSE y por la expresión de la cadena alfa del 

receptor de IL-2 (CD25). 

6. Citotoxicidad específica a antígeno in vivo 

Para las inmunizaciones, ratones jóvenes fueron inyectados por vía endovenosa con 2,5x109  perlas 

OVA en 100 ig  de polyU estabilizado con 60 .ig DOTAP (polyU/DO), en buffer Hepes 20 mM. La cantidad 

inyectada para ratones viejos se ajustó según su peso corporal. Como controles, se inyectaron ratones 

jóvenes y viejos con buffer Hepes. Para algunos experimentos, ratones jóvenes recibieron 1-2x106  DCs 

purificadas de bazo de 3 ratones jóvenes o de 3 ratones viejos, previamente incubadas con 20 mg/ml 

OVA y  20[¡g/ml de polyU/DO durante 90 minutos en RPMI sin suero. 

Para el ensayo de citotoxicidad, esplenocitos de ratones normales singénicos con los inmunizados, 

fueron incubados con 10 ig/ml de 0VA257264  durante 30 minutos a 37 °C en RPMI sin suero (células 

blanco). Luego fueron lavados y coloreados con CESE disuelto en PBS a una concentración alta (3 pM). 

Por otro lado, esplenocitos de los mismos animales que no fueron incubados con el péptido, fueron 

coloreados con una concentración baja de CESE disuelto en PBS (0,5 pM) (control interno). Finalmente, 

ambas suspensiones celulares fueron resuspendidas en solución salina, mezcladas en partes iguales y la 

mezcla resultante se inyectó vía endovenosa (20x106  células) en los ratones inmunizados. 

24 horas después se obtuvieron los bazos de los animales inyectados y el porcentaje de células CFSE 

remanente en los mismos se determinó por citometría de flujo. En la Figura 24 se muestra una imagen 
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representativa de lo que se observa cuando se realiza la citometría de flujo en ratones controles (panel 

izquierdo) o inmunizados (panel derecho). Para el cálculo del porcentaje de lisis específica se realizó la 

siguiente operación: [(1 - 	 unzado) x 100], siendo R = (% células control % células OVA) para cada 

ratón evaluado. 

Animal control 
	

Animal inmunizado 
Cortrol OVA 

    

OVA 

 

    

    

    

CFSE 
	

CFSE 

Figura 24. Ensayo de citotoxicidad específica a antígeno in vivo. Esplenocitos marcados con 

diferentes concentraciones de CFSE fueron inyectados vía endovenosa en ratones inmunizados. 
Gráfico representativo que muestra la disminución en el número de eventos de la población 

celular que fue pre-incubada con 0VA257264  (marcada con la concentración más alta de CESE) 

en el animal inmunizado, con respecto al animal control. 

Reestimulación de linfocitos T in vitro 

Esplenocitos de ratones inmunizados fueron incubados (1,25x106  por pocillo) con 0,1 mg/ml de 

OVA, 0,1 ig/ml de 0VA257264  o sólo medio completo como control, en placas de cultivo de 48 pocillos 

durante 72 horas a 37 °C en un volumen final de 0,5 ml de medio completo. Luego se tomaron los 

sobrenadantes para evaluar el contenido de IFN-y, IL-17 e IL-5 por ELISA. 

7. Determinación de citoquinas mediante un ELISA sándwich 

Placas de 96 pocillos fondo plano para microtécnica fueron sensibilizadas con 25 iI de anticuerpo de 

captura específico para la citoquina a determinar, diluido en un buffer fosfato, por toda la noche en 

cámara húmeda a 4 °C. Al día siguiente, los pocillos fueron bloqueados con 100 iI de buffer de bloqueo 
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(PBS/10 % SFB) durante 90 minutos a temperatura ambiente. Luego de cuatro lavados con PBS/Tween 

0,05 %, se agregaron 50 1.11 del sobrenadante de cultivo de las muestras problemas. En paralelo se realizó 

la curva del testigo con 50 ii de diluciones seriadas de una solución de la citoquina recombinante de 

interés de concentración conocida. Se incubó durante toda la noche a 4 °C en cámara húmeda. Se 

realizaron cinco lavados y se incubó con 50 uI de anticuerpo de detección biotinilado por 90 minutos a 

temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron seis lavados y se agregaron 50 pl de estreptavidina 

marcada con peroxidasa (BD Biosciences). La presencia de peroxidasa fue revelada con el reactivo BD 

OptEIATM TMB+ Substrate-Chromogen (BD Biosciences). 

TABLA 3. Anticuerpos empleados en ELISA de citoquinas. 

Especificidad Clon Marca Empresa/Origen 

IFN-'y R4-6 A2 

XMG1.2 

S/marca 

Biotina 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

IL-10 JES5-2 A5 

JES5- E16E3 

S/marca 

Biotina 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

IL-12p40 C15.6 

C17.8 

S/marca 

Biotina 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

IL-12p7O 9A5 

C17.8 

S/marca 

Biotina 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

IL-6 MP5-20F3 

MP5-32C11 

S/marca 

Biotina 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

TNF-a 1F3F3D4 

XT3/XT22 

S/marca 

Biotina 

e-Bioscience 

e-Bioscience 

8. Reacción de transcripción reversa de ARNm y reacción en cadena de la polimerasa en tiempo 

real (qRT-PCR) 

Se purificaron DCs y subpoblaciones y se evaluó la expresión de TLR7 y TLR4. La evaluación de la 

expresión de ARNm de HPRT1, TLR7 y TLR4 se realizó utilizando oligonucleótidos específicos de 

secuencias (primers): HPRT1, sentido, 5'-AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA-3', antisentido 5'-

TCCAACAAAGTCTGGCCTGT-3'; TLR7, sentido, 5 '-GGATCTGCCATCCAGCTTAC-3', a ntisentido, 5'-

ATTAGGTGGCAAAGTGGTGG-3' y TLR4, sentido, 5'-ATGGCATGGCTTACACCACC-3', a ntisentido, 5'- 
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GAG GCCAATTTTGTCTCCACA-3'. El ARN total (1x106  células) se extrajo con TRlzol ®  (Life Technologies, 

Gibco) y se cuantificó midiendo la absorbancia a 260 nm. La reacción de transcripción reversa se realizó 

tomando 2 ig del ARN total e incubando con 0,5 ¡.ig de oligo (dT) (Promega) por 5 minutos a 70 oc y se 

dejó reposar 5 minutos en hielo. Las muestras se incubaron 1 hora a 42 °C con 25 U del inhibidor de 

ribonucleasas (RNasin) (Promega), 1 mM deoxinucleótidos trifosfatos (Invitrogen, Life Technologies) y 

200 U M-MLV de transcriptasa reversa (Promega) en el buffer de reacción M-MLV 5X (Promega). La 

qPCR se realizó en un volumen total de 25 pil en buffer de PCR (Invitrogen, Life Technologies). Se 

incubaron 15 ng de ADNc con SYBR® Green PCR Core Reagents y los primers sentido y antisentido. Las 

condiciones utilizadas fueron iciclo de 10 minutos a 95 °C seguido por 40 ciclos que consistieron en 15 

segundos a 95 °C seguido por 1 minuto a 60 °C. Para analizar la expresión relativa del gen de TLR7 y 

TLR4, se utilizó el método 2AT  previamente descripto (186), y  HPRT1 como gen constitutivo. 

9. Western Biot 

Para la detección de IKB-a fosforilado, DCs purificadas de bazo de 3 ratones/grupo fueron incubadas 

con 20 ig/mL de polyU/DO por 0, 15, 30 y  60 minutos. Luego, las células fueron lavadas con PBS para 

remover las proteínas séricas. Para obtener los lisados celulares, se utilizó solución buffer SDS y se 

llevaron a ebullición por 3 minutos. Los lisados de 5x105  células fueron sembrados en geles de 

poliacrilamida al 15 % y sometidos a electroforesis en un aparato Miniprotean III (Bio-Rad) a 150 V 

(voltaje constante). como control, se corrió en paralelo un marcador molecular preteñido para un 

amplio rango de pesos moleculares (Bio-Rad). 

Las proteínas separadas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Millipore) por 60-80 

minutos a 100 V (voltaje constante). Luego se bloquearon las membranas con PBS al 3-5 % leche 

descremada por 2 horas a temperatura ambiente y se incubaron posteriormente con el anticuerpo 

primario toda la noche a 4°C. Al día siguiente se realizaron lavados y las membranas se incubaron con el 

anticuerpo secundario marcado con peroxidasa disuelto en PBS-Tween-leche descremada por 1 hora a 

temperatura ambiente. Finalmente, la reacción se reveló con SuperSignal West Pico chemiluminescent 

substrate (Pierce, Rockford, IL). como control de carga se utilizó 3-actina. 

Para los experimentos de degradación de OVA, 5x105  DCs purificadas de bazo de 3 ratones/grupo 

fueron pulsadas por 1 hora a 37°C con OVA + polyU/DO. Para remover los restos de Ag las DCs fueron 

posteriormente lavadas 3 veces con medio de cultivo e incubadas libres de Ag a 37°C por O y 4 horas. 

Luego se obtuvieron los lisados celulares como se explicó anteriormente y la siembra se realizó en geles 
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de poliacrilamida al 10 %. Corrida electroforética y transferencia se realizaron como anteriormente y la 

membrana se incubó con 2 anticuerpos primarios simultáneamente. Posteriormente se incubó con el 

anticuerpo secundario y la señal se detectó mediante fluorescencia infrarroja utilizando un equipo 

Odyssey. Como control de carga se utilizó calreticulina. 

TABLA 4. Anticuerpos empleados en Western Biot 

Especificidad Marca Empresa/Origen 

Phospho- IKB-a de conejo S/marca Celi Signaling 

R- Actina de ratón s/ma rca Sigma-AId rich 

Caireticulina de conejo S/marca ABR Affinity 

BioReagents 

OVA de conejo S/marca Natocor 

Anti IgG de conejo POD CeIl Signaling 

Anti lgG de ratón POD Sigma-AId rich 

Anti lgG de conejo lRDye 800CW LI-COR Biosciences 

POD: peroxidasa. 

10. Citometría de flujo 

Determinación de antígenos de superficie 

Entre 1-1,5x106  células fueron incubadas con anticuerpos anti-CD16/CD32 (para bloquear la unión 

inespecífica de los anticuerpos a los receptores de la porción Fc de las inmunoglobulinas) más los 

anticuerpos monoclonales correspondientes (disueltos de acuerdo a concentraciones pre establecidas 

en la solución buffer para citometría: HBSS - 2 % SFB — 5 mM EDTA y  0,1 % de azida sódica) durante 20 

minutos a 4 °C. Se lavó con la solución buffer a 4 °C. Posteriormente, las células fueron adquiridas en el 

citómetro de flujo FACS Canto II (Becton Dickinson Argentina S.R.L). Finalmente, los datos obtenidos se 

analizaron con el programa FIowJo (Tree Star, Inc.) o FCS Express V3 (DeNovo Software). 
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TABLA S. Anticuerpos empleados en citometría de flujo 

Especificidad Clon Marca Empresa/Origen 

CD3 145-2C11 

17A2 

PE-Cy7 

APC 

APC-eFluor 780 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

B220 RA3-6B2 APC BD Biosciences 

CD11c HL-3 PE 

APC 

FITC 

PE-Cy7 

APC-Cy7 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

e-Bioscience 

e-Bioscience 

CD8a 53-6.7 PE 

APC 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

CD813 H35- 17.2 PE BD Biosciences 

PDCA-1 (CD317) 129c PE e-Bioscierice 

CD32/CD16 2.4G2 si marca Hibridoma in 

house 

CD40 HM40-3 FITC BD Biosciences 

CD80 (137.1) 16-1OA1 FITC BD Biosciences 

CD86 (B7.2) GL-1 FITC BD Biosciences 

1-A" (MHC II) 25-9-17 

M5/114.15.2 

FITC 

PE 

BD Biosciences 

BD Biosciences 

CD25 (IL-2R) PC61.5 PE-Cy7 e-Bioscience 

11. Inmunofluorescencia 

Las DC5 puras fueron resuspendidas en 100 iI de buffer MACS en una concentración de 0.5 a 1 

millón! 100 il y posteriormente aplicadas sobre portaobjetos mediante centrifugación a 600-800 rpm 

durante 3 minutos (Cytospin 2, Shandon, Astmoor, United Kingdom). Posteriormente se fijó con metano¡ 

durante 10 minutos a -20°C. Luego de 2 lavados con PBS se procedió a permeabilizar con Tritón X-100 al 

0,01 % en PBS por 10 minutos. Se realizaron 3 lavados con PBS y luego se realizó el bloqueo por 1 hora a 

temperatura ambiente en cámara húmeda con PBS conteniendo 4 % SFB y Tween 20 (0,05 %). Posterior 

al lavado, se incubó con anticuerpo primario anti NF-KB p65 de conejo (e-Bioscience) durante toda la 
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noche a 4°C. Luego con anticuerpo secundario anti lgG conejo - Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) y los 

núcleos marcados con Hoescht 33258 (Molecular Probes) durante 30 minutos a 37°C en cámara 

húmeda. Finalmente, se realizaron 3 lavados en PBS, se cubrió con cubreobjetos con medio de montaje 

(MOBIOL) y se analizó usando un microscopio óptico de fluorescencia Nikon TE2000-U. 

12. Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism version 5.00 (Graph-Pad Software, San 

Diego, CA). Los resultados se expresan como el promedio ± SEM. Se utilizó la prueba t de Student para 

comparar ambos grupos. Todas las diferencias fueron consideradas como estadísticamente significativas 

cuando p<0,05. 

90 



MATERIALES Y MÉTODOS 

SOLUCIONES 

1. Soluciones buffer 

a. Solución buffer salino de fosfatos (PBS) pH 7,2-7,4 

NaCI 	 7,20 g 

KH2 PO4 	 0,43 g 

Na2HPO4.2H20 	  14,80 g 

H20 	 C.S.P. 1000 ml 

b. Solución salina balanceada de Hank's (HBSS) 

KCI 	 0,40g 

KH2  PO4 	 0,06 g 

Na2 H PO4 	 0,05 g 

NaCI 	 8,OOg 

Glucosa 	  1,00 g 

H2O 	 C.S.P. 1000 ml 

2. Soluciones utilizadas para contar células 

a. Líquido de Turk 

Solución de violeta de genciana o azul de metileno en ácido acético glacial al 

3 % en H2O. 

b. Azul de tripón 

Solución A: 0,05 % de azul de tripán en H20. 

Solución B: 0,425 % de NaCI en H20. 

Solución de trabajo: 1 ml de solución B + 4 ml de solución A + 45 ml de PBS. 
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3. Soluciones madres utilizadas en citometría de flujo 

a. EDTA (Cicarrelli) 

Solución 0,5 M en H20, pH S. 

b. Azida sádica (Sigma-Aldrich) 

Solución 10% en H20. 

4. Soluciones utilizadas para mediciones de citoquinas por ELISA 

a. Buffer fosfato pH 9 (Sensibilización) 

Solución A: 0,1 M de Na 2 HPO4  en H20. 

Solución B: 0,1 M de NaH2 PO4  en H20. 

Ajustar el pH de la solución A a pH=9 con la solución B. 

b. Solución de bloqueo 

PBS con SFB al 10%. Filtrar con membrana de 0,22 hm. 

c. Solución de lavado 

PBS con Tween 20 al 0,05 %. 

d. Solución para disolver las muestras 

PBS con SFB al 10 % más Tween 20 al 0,05 %. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

S. Soluciones utilizadas en SDS-PAGE y Western biot 

a. Tampón para sembrar las muestras (sample buffer)6X 

Tris-HCI 0,51VI pH 6,8 	 2,1 ml 

Glicerol 	 0,9 ml 

SDS 	 0,3g 

Azul de Bromofenol 	  0,36 g 

En el momento de usar se agregan 20 ii de 2-ME para 100 ii de preparación y 10 tt DTT 1OX 

b. Soluciones para preparar los geles 

Tris-HCI pH 8,8 (Tris 1,51VI = 18,16 g/ 100 mi) - Llevar a pH con HCI. 

Tris-HCI pH 6,8 (Tris 0,51VI = 6,05 g/ 100 mi) - Llevar a pH con HCI puro. 

SDS 10 %. Conservar a 4C. 

Acrilamida/ Bisacrilamida 30 %: 

Acrilamida 	  14,6 g 

Bisacrilamida 	 0,4 g 

H20 	 C.S.P. 50 ml 

Persulfato de amonio 	 10% 

c. Tampón para la corrida electroforética (1X pH 8,3) 

Tris 	  3,0 g 

Glicina 	  14,4 g 

SDS 	  1,0 g 

H20 	 C.S.P. 1000 ml 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

d. Tampón para la transferencia (1X pH 8,1-8,4) 

Tris 	  3,0 g 

Glicina 	  14,4 g 

Metano¡ 	 200 ml 

H20 	 C.S.P. 1000 ml 
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Vieja madera para arder, 
viejo vino para beber, 

viejos amigos en quien confiar, 
viejos autores para leer. 

Sir Francis Bacon. 
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