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DETRÁS DE UN DOCTORADO 
 

Detrás de un doctorado 
Están todos estos años, 

Están los sueños y las risas… 
Detrás de un doctorado 

También están el miedo y el dolor 
Hay gente que en un doctorado 

Se la vive siempre añorando algo 
Algo que tal vez nunca existió, 
Algo que no pasó, que no se 

explicó… 
Algo que simplemente no se publicó. 

Añorando algo… 
Algo que nunca más volvió. 

Detrás de un doctorado, 
Están todos aquellos que no se 

fueron 
Pero también está el espacio 

De los que ya partieron… 
Y están los amigos 

Que antes no lo eran, 
Pero hoy están 

Y están los amigos que lo fueron 
Y que hoy no lo son más. 
Detrás de un doctorado, 

Me han enseñado 
A mirar el mundo 

Por el ojo de una aguja, 
Detrás de un doctorado, 

Están algunos que se dicen 
Doctores, 

Hombres de ciencia 
Esos que no te ven, 

Los que no te escuchan, 
Los que te miden en SNI, 

En factor de impacto 
Y en número de publicaciones. 

Esos doctores que viven siempre 
Solos y dentro de su propia burbuja. 

Detrás de un doctorado, 
Se van quedando sin vida las viejas 

fotos 
La de los amigos, la de la familia… 

Detrás de un doctorado, 
Están la verdad y la ciencia exacta 

Detrás de un doctorado 
También se esconde la mentira 

Y la traición. 

 
El jardín del doctorado, 

Se siembra con distancia y se abona 
a veces con separación. 

Detrás de todos los proyectos, 
De las plazas, y de una publicación 

Hay sueños de esperanza, 
Hay familia que te extraña 

Y hay muertos que ya no te hablan 
Detrás de un doctorado 

Mis ojos se van cansando 
De mirar el mundo 

Por el ojo de una aguja 
Detrás de un doctorado, 

Están algunos que se dicen 
Doctores, 

Los que te miden en SNI, 
En postdocs y número de citas 

Pero nunca en sueños ni canciones. 
Los que se la pasan viviendo 

Siempre solos 
Encerrados en su propia burbuja… 

Detrás del doctorado, 
Están todos estos años… 

Están mis sueños… 
El miedo, el coraje y el dolor 

Detrás de un doctorado, 
Se vive añorando algo… 

Y conforme se acerca uno 
A la codiciada meta, 

Se descubre con desilusión 
Que no sirvió de nada, 

De nada!!! 
Que te felicitan por tu esfuerzo 

Pero que “lástima la plaza ya estaba 
Dada” 

Que mejor hagas un postdoc 
Que no sirvió de nada, de nada 

O casi nada 
Que no es lo mismo pero es igual 
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BFA Brefeldina A. 
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FCS Suero fetal de ternera. Del inglés fetal calf serum. 

FITC Isotiocianato de fluoresceína. Del inglés fluorescein isothiocyanate. 

GALT Tejido linfoide asociado a intestino. Del inglés gut-associated 
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HEV Vénulas endoteliales altas. Del inglés high endothelial venules. 
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ICAM-1 Molécula de adhesión intracelular-1. Del inglés intracellular 
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MALT Tejido linfoide asociado a mucosas. Del inglés mucosal-associated 
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Resumen. 

Las diferencias entre las poblaciones de linfocitos de los compartimentos nasales, 

NALT y pasajes nasales (NP) no están bien establecidos, por lo que el propósito de 

este estudio contribuye a su caracterización. Se distinguieron claramente dos 

poblaciones de células B220+hi and B220+low en NP. Estas dos poblaciones 

fueron CD19+ pero sólo una fracción de B220low fue CD138+. En ambos tejidos 

se encontró: mayor células B que T, más células CD4+ que CD8+, una pequeña 

fracción de células NK (CD3-DX5) y una gran cantidad de células T CD4-CD8-

CD3+DX5-. Como era de esperarse en un sitio efector, los NP tuvieron 

proporciones mayores de células B220+, T CD4+ y T CD8+ que expresaron CD25 

y CD69 en comparación con el NALT. La proporción de células T que 

espontáneamente producen Il-2, IFN-γ e IL-4 fue más alta en NP que en el NALT. 

Estos datos indican que existen diferencias fenotípicas y funcionales en las 

poblaciones de linfocitos que residen en el NALT y NP. Cry1Ac es un potente 

inmunógeno y adyuvante de mucosas. Por la vía intranasal Cry1Ac protege contra 

la infección de Naegleria fowleri, pero sus efectos sobre los linfocitos del NALT y 

NP no han sido determinados. La inmunización i.n. con Cry1Ac: i) incrementó la 

proporción de linfocitos que expresan los marcadores de activación CD25 y CD69 

en ambos tejidos nasales; ii) aumentó la proporción de células T que 

espontáneamente producen IL-4, IL-5 e IL-10, y el efecto fue mayor en NP que en 

el NALT; iii) indujo respuestas específicas de células IgA e IgG en NP; y iv) 

modificó la expresión de los receptores de homing en las células T y B y de las 

moléculas de adhesión del NALT. Estos datos contribuyen a explicar la potente 

inmunogenicidad de Cry1Ac administrada por la vía i.n., además de sustentar que 

Cry1Ac es una herramienta valiosa para caracterizar la inducción de las respuestas 

inmunes. 
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Abstract. 

The differences among lymphocyte populations of the nasal compartments NALT 

and nasal passages (NP) have not been clearly established, so here we contributed 

to their characterization. Two populations of B cells, B220+
hi

 and B220+
low 

were 

clearly distinguished only in NP. Both 
hi

 and 
low

 B220
+
 cells were CD19+, but only 

a fraction of B220
low

 were CD138+. In both nasal compartments were found: more 

B than T cells, more CD4+ than CD8
+
 T cells, a small fraction of NK cells (CD3

-

DX5
+
) and a great amount of CD4

-
CD8

-
CD3

+
DX5

-
 T cells. As expected for a 

mucosal effector site, NP contained major proportions of B220+, T CD4+ and T 

CD8+ cells expressing CD25 and CD69 in comparison to NALT. Likewise, the 

proportion of T cells spontaneously producing IL-2, IFN-γ and IL-4, was higher in 

NP than in NALT. These data indicate that distinctive phenotypic and functional 

features exist in the lymphocyte populations residing at NALT and NP. 

Cry1Ac is a potent mucosal immunogen and adjuvant. Via intranasal (i.n.) route 

Cry1Ac improves vaccination against Naegleria fowleri infection, but their effects 

on nasal lymphocytes from NALT and NP have not been determined. Here we 

found that i.n. immunization with Cry1Ac i) increased the proportion lymphocytes 

expressing the activation markers CD25 and CD69 in both nasal tissues; ii) 

Increased the proportion of T cells spontaneously producing IL-4, IL-5 and IL-10, 

and the effect was higher in NP than in NALT; iii) Induced significant specific IgA 

and IgG cell responses, especially in NP; and iv) Modifies the expression of 

homing receptors on T and B cells and endothelial adhesion molecules on NALT. 

These data contribute to explain the potent immunogenicity of Cry1Ac via i.n. 

route, in addition they sustain that Cry1Ac is a valuable tool to characterize the 

induction of nasal immune responses. 
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN. 
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Introducción. 

 

El sistema inmune común de mucosas 

 

El sistema inmunitario de las mucosas está compuesto de los tejidos linfoides 

vinculados con las superficies mucosas de los aparatos digestivo, respiratorio y 

urogenital. Las superficies mucosas constituyen la ruta de entrada de la mayoría de 

los agentes infecciosos. Por lo tanto, este sistema ha evolucionado dentro de un 

ambiente antigénico muy diferente del existente en el interior del cuerpo y por tal 

motivo, presenta varias características que lo diferencian del sistema linfoide 

sistémico. 

El sistema inmune común de mucosas se divide en sitios inductores, donde el 

antígeno se capta, endocita, procesa y se presenta a los linfocitos T y B, mientras 

que en los sitios efectores se lleva a cabo la respuesta inmune (1). 

En cuanto a su organización el sistema inmune asociado a mucosas puede dividirse 

en tres compartimentos: 1) linfocitos intraepiteliales (IEL), 2) tejido linfoide difuso 

(lámina propia, LP) y agregados linfoides organizados como las placas de Peyer 

(PP). Se piensa que la inducción de la inmunidad en las superficies mucosas ocurre 

en los agregados especializados de tejido linfoide denominados colectivamente 

como tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT), formado principalmente en 

el: a) tracto respiratorio por el tejido linfoide asociado a los bronquios (BALT) y a 

la nasofaringe (NALT), por ejemplo, amígdala palatinal, lingual y nasofaringe; b) 

en el tracto gastrointestinal por el tejido linfoide asociado al intestino (GALT), por 

ejemplo, las PP, apéndice, nódulos linfáticos mesentéricos, nódulos linfoides 

aislados y linfocitos intraepiteliales (1). 
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Tejido linfoide asociado a la nariz (NALT). 

 

Como se mencionó, el MALT en el tracto respiratorio no se restringe a los 

pulmones. Desde la boca y nariz se pueden observar varios grupos de células 

inmunocompetentes. En los humanos, las amígdalas son el tejido linfoide más 

conspicuo de la naso y orofaringe. En roedores se ha identificado un tejido linfoide 

asociado a la nasofaringe (2), que representa los tejidos linfoides orofaríngeos de 

las vías respiratorias altas, que se denomina NALT y se considera análoga al anillo 

de Waldeyer en los humanos (3, 4) (Fig. 1.1). 

 

 

 

 

 

 

El tejido linfoide asociado a la nariz (NALT) es un órgano que está situado en el 

piso de la cavidad nasal justo a la entrada del ducto nasofaríngeo. Al igual que el 

BALT y las PP, el NALT está inmediatamente debajo del epitelio, en este caso el 

nasal. El epitelio del NALT consiste en un gran número de células ciliadas, pocas 

células caliciformes y numerosas células M. Las células M se presentan solas o en 

Fig. 1.1. En roedores se ha identificado un tejido linfoide asociado a la nasofaringe, se denomina NALT y 

representa los tejidos linfoides orofaríngeos de las vías respiratorias altas. Esta estructura se considera análoga al 

anillo de Waldeyer en los humanos (anillo de tejido linfoide, que comprende las amígdalas linguales las 

amígdalas palatinas, y amígdalas nasofaríngeas, también llamadas adenoides). 

NALT 

Amígdala larfngea 

Amlgdalas palatinas 

Amlgdalas lingua,",s 

ANILLO DE WALOEYER 

VISTA 
ANTERlOK 

VISTA 
VOSTER10R 

Aml9(la la 
larfr.gea 

Amlgdalas 
palatinas 
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grupos y microscópicamente son idénticas a las que se presentan en PP y BALT 

(5). El epitelio anterior al NALT está infiltrado principalmente con linfocitos T, 

donde la mayoría pertenecen a los cooperadores. Ocasionalmente se encuentran 

células dendríticas (DC). 

El NALT está compuesto por una red reticular poco definida, donde los linfocitos, 

macrófagos y DC están presentes. Los linfocitos están organizados en áreas 

foliculares (área de células B) e interfoliculares (área de células T). Existen vasos 

linfáticos y sanguíneos. La mayoría de los vasos linfáticos están en la base de las 

áreas de células B y T. Se presentan numerosas vénulas endoteliales altas (HEV) 

están presentes en el área de células T (5). 

Aunque el NALT no debe ser el único sitio que contribuye significativamente a la 

estimulación de los precursores mucosos efectores de las vías aéreas, su 

importancia se debe probablemente a su proximidad a la lámina propia nasal, lo 

que fortalece la idea de que esta estructura única es un tejido importante para 

estudiar procesos inmunológicos con antígenos introducidos por vía intranasal (6). 

A pesar de su importante función desde el punto de vista inmunológico de esta 

mucosa, poco se sabe sobre el sistema inmune nasal. Tanto el fenotipo como las 

funciones de las diferentes poblaciones de linfocitos nasales aún no están bien 

caracterizadas. Por lo que es importante la generación de conocimiento sobre este 

tejido para comprender la respuesta inmune bajo condiciones normales o 

patológicas (por ejemplo, la resistencia y susceptibilidad a infecciones, alergias, 

anergia y autoinmunidad) así como para el diseño de nuevas inmunoterapias y/o 

intervenciones profilácticas. 

Por otra parte, pocos estudios se han dedicado a la caracterización de la población 

de linfocitos localizada en el tejido difuso alrededor del NALT, que se ha 

denominado como linfocitos de los pasajes nasales (NP). Los NP incluyen el tracto 

nasal y varias partes de la nariz tales como los cornetes nasales, tabique y paredes 
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laterales, además de linfocitos de estructuras linfoides menos organizadas a lo largo 

del ducto lagrimal, lámina propia y el epitelio nasal (7). 

El NALT y los NP se consideran como sitio inductor y efector respectivamente, a 

pesar de que las diferencias fenotípicas y funcionales de las poblaciones 

linfocitarias entre estos compartimentos nasales no están establecidas claramente. 

La inmunización intranasal es muy eficiente para inducir respuestas inmunes 

humorales y celulares en la mucosa respiratoria y en sitios mucosos distantes tales 

como el tracto genital y el intestino (8-15). También se ha demostrado que esta ruta 

de inmunización es más efectiva que la oral y la vaginal para inducir respuestas 

generalizadas a nivel de mucosas y sistémicas (16-20), además de requerir una 

menor cantidad de inmunógenos (13). 

Se considera que el NALT es un tejido importante para la generación de la 

inmunidad mucosal hacia antígenos inhalados, capaces de diseminar células 

efectoras a sitios mucosales distintos. 

Por tal motivo, se considera que una mayor comprensión de las diferencias 

fenotípicas y funcionales entre los sitios inductores del NALT y de los sitios 

efectores, como los pasajes nasales podría facilitar el desarrollo de vacunas nasales. 

Aunque la inmunización intranasal puede lograr la inducción de respuestas 

inmunes antígeno específicas a nivel local y sistémico, además de conferir 

inmunidad protectora, generalmente se requiere emplear alguna estrategia para 

incrementar las respuestas en mucosas, como el uso de diversos sistemas de entrega 

de antígeno o el uso de adyuvantes. 
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Adyuvantes en mucosas. 

 

Existen pocos adyuvantes de la inmunidad de mucosas (21). Las toxinas de cólera 

(CT) (22, 23) y la termolábil de Escherichia coli (LT) (24) tienen efectos 

adyuvantes cuando se coadministran o se conjugan con proteínas solubles que por 

sí solas no son inmunogénicas para las mucosas (25). Sin embargo, la aplicación de 

estas toxinas en humanos no es conveniente por su toxicidad y alto costo de 

producción. Las formas mutantes no tóxicas de LT y CT que mantienen 

parcialmente la adyuvanticidad también son excesivamente costosas (25-28). En 

estudios previos, hemos reportado que la inmunogenicidad y adyuvanticidad de 

Cry1Ac recombinante tanto a nivel sistémico como de mucosas son tan potentes 

como las de la toxina del cólera. La administración oral e intraperitoneal intranasal 

y rectal de la protoxina Cry1Ac induce altas respuestas de anticuerpos a nivel 

intestinal y sistémico (29-35). Cry1Ac incrementa la inmunidad protectora hacia la 

meningoencefalitis experimental, por Naegleria fowleri en ratón, una enfermedad 

infecciosa aguda fatal iniciada en la mucosa nasal, Cry1Ac incrementó al 100% la 

sobrevivencia en ratones retados con una dosis letal de amibas, mientras que los 

lisados amibianos indujeron hasta un 60% de protección. Interesantemente la 

administración intranasal de Cry1Ac sola también tuvo efectos protectores contra la 

infección por N. fowleri ya que incrementó los niveles de sobrevivencia de manera 

similar a la inmunización con lisados amibianos solos (60%) (32). Estos resultados 

indican que Cry1Ac podría ser una herramienta útil para mejorar las vacunas 

mucosas. 

Por lo tanto consideramos importante caracterizar los efectos de la inmunización 

intranasal con Cry1Ac en las poblaciones de linfocitos nasales. 
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Este trabajo está estructurado en cuatro capítulos. El capítulo I, comprende una 

introducción general. El capítulo II, se refiere a las diferencias fenotípicas y 

funcionales de las poblaciones de linfocitos tanto del NALT como de los NP, en 

ratones normales BALB/c. En el capítulo III, se analiza el efecto de la 

inmunización intranasal con la protoxina Cry1Ac en las poblaciones linfocitarias de 

ambos tejidos nasales. Por último, el capítulo IV, trata sobre la caracterización del 

efecto de la inmunización intranasal con la protoxina Cry1Ac en la expresión de 

receptores de homing en linfocitos del NALT y NP, y sobre el análisis de la 

expresión de moléculas de adhesión endotelial en NALT. 
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Objetivos. 

 

1) Caracterizar las diferencias fenotípicas y funcionales de las poblaciones de 

linfocitos tanto del NALT como de los NP, en ratones normales BALB/c. 

a. Establecer los porcentajes de las poblaciones de linfocitos B220+, CD4+ 

y CD8+ del NALT y NP, mediante citometría de flujo. 

b. Determinar el porcentaje de expresión de los marcadores de activación en 

la superficie de linfocitos B220+, CD4+ y CD8+ del NALT y NP, 

mediante citometría de flujo. 

c. Determinar el porcentaje de expresión intracelular de IL-2, IL-4, IL-5, IL-

10, IFN-γ y TNF-α de los linfocitos T CD3+ del NALT y NP, mediante 

citometría de flujo. 

2) Caracterizar el efecto de la inmunización intranasal con la protoxina Cry1Ac en 

las poblaciones de linfocitos tanto del NALT como de los NP, en ratones 

BALB/c. 

a. Establecer los porcentajes de las poblaciones de linfocitos B220+, CD4+ 

y CD8+ del NALT y NP de ratones inmunizados por la vía intranasal con 

Cry1Ac, mediante citometría de flujo. 

b. Determinar el porcentaje de expresión de los marcadores de activación en 

la superficie de linfocitos B220+, CD4+ y CD8+ del NALT y NP de 

ratones inmunizados por la vía intranasal con Cry1Ac, mediante 

citometría de flujo. 

c. Determinar el porcentaje de expresión intracelular de IL-2, IL-4, IL-5, IL-

10, IFN-γ y TNF-α de los linfocitos T CD3+ del NALT y NP de ratones 

inmunizados por la vía intranasal con Cry1Ac, mediante citometría de 

flujo. 
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3) Caracterización fenotípica de los linfocitos del NALT y NP, en cuanto a la 

expresión de receptores de homing y moléculas de adhesión, así como el efecto 

de la inmunización intranasal con la protoxina Cry1Ac en la expresión de 

dichas moléculas. 

a. Establecer el porcentaje de expresión de L-selectina y de las integrinas 

α4β1, α4β7 y LFA-1 en la superficie de linfocitos B220+, CD4+ y CD8+ 

del NALT y NP de ratones control e inmunizados con Cry1Ac, mediante 

citometría de flujo. 

b. Determinar la expresión de las moléculas de adhesión MAdCAM-1, 

VCAM-1, ICAM-1 y PNAd en el NALT mediante inmunohistoquímica. 
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CAPÍTULO II 

DIFERENCIAS FENOTÍPICAS Y FUNCIONALES DE LINFOCITOS DEL 

NALT Y NP DE RATÓN. 

(PUBLICACIÓN) 
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Introduction 

Abstract 

Nasal-associated lymphoid tissue (NALT) and nasal passages (NP) are cons id 
ered as inducci ve and effecror sites, respecrively. The di fferences among lym 
phocy ce popu lacions of chese nasal comparcmencs ha ve noc been clearly 
es tablished . The aim of chis work was ro contribuce ro che characceri zac ion of 
NALT and NP Iymphocy ces in m ice. We isolaced lymphocyres from boch 
comparcmenrs, decerm ined che frequencies of 8 22 0 + cells as well as CDS +, 
CD4 + T cells; and analysed [he express ion of CD 69 and CD 2 5. Besides \Ve 
analysed rhe proportion of T cell s producing IL-2 , IL-4, IL-5, IL- I0 , IFN-y 
and TNF-cc We found differences becween NALT and NP. Two popu larions 
of B cells, B2 20 +h

; and B220+ lo w were clearl y discing ui shed only in NP , buc 
nor in NALT. Boch h i and low B220 + ceUs expressed CD I9, bur only a fracrion 
of rhe B22 0 + lo w popul arion , expressed che plasma ceH marker CD1 3S +. More 
B chan T lymphocyres, as well as hig her freq uencies of CD4+ chan CDS + T 
cells were found in borh comparcmencs . A smaU fracrion of NK cells 
(CD 3-DX5 +) along wirh a sig nitlcanc proporci on of double negarive 
CD4- CD S- CD 3+DXS- T ceUs was detecced in boch nasal cissues . Furcher
more, as expecred for a mucosal effecror sire, NP conrained major proporcion s 
of B 220 +, T CD4 + and T CD S+ cells express ing CD 25 and CD69 in compar
ison ro N ALT. Likewise, che proporcion of T cells sponcaneously produ cing 
IL-2, IFN-y, and IL-4, \Vas h ig her in NP rhan in NALT. These da [a provide 
furcher evidence ind icacing char di srincrive phenorypi c and funcrion al feacures 
exi sr in rhe Iymphocyre popu lar ions res iding ac NALT and NP. 

The nasal mucosa, is an imporcanc sice for hos c defense 
againsr invad ing parhogens, as ir is che firsr sice of con 
raer \V irh inhaled anr igens [1] . I n add icion ro irs role in 
rhe defense of rhe upper and lower respirarory tracrs, rhe 
nasal Iymphoid sys cem cooperares wich che sysremic 
immune syscem and affecrs immune reacrions ar d iscanr 
mucosal sices, such as rb e urogeniral traer and rhe g ur 
[2, 3]. Consequencl y, new vaccinarion straceg ies based on 
nasal applicacion have been des ig ned and proven ro be 
effeccive procedures for indllcrion of ancigen specific 
immun icy in respirarory and reproduerive cissues. How
ever , despire irs cenrral role in mucosal immlln icy, li ccle 
is known abour che nasal immune sysrem. Indeed rhe 
phenocype and fllncrions of rhe d ifferenc nasal lympho
cyre popu lacions are noc fu ll y characrerized [41. Thus rhe 
generacion of an adequace base of knowledge wou ld be 

cricical ro underscand immllne responsiveness lInder nor
mal or pacholog ic condirions (e.g. res iscance and suscepri 
bility ro infeccion , allergy, anergy and aucoimmunity) as 
well as for che des ig n of new immune rherapeucic and /o r 
proph ylacri c incervencions. 

The pai red Iymphoid ceH agg regaces of rhe rodenr 
lIpper respiraco ry tract , named nasal-associaced lymphoid 
rissue (N ALT), have been recogni zed as rhe on ly well 
organi zed mucosal-associared lymphoid rissue In ch e 
upper respirarory tracc of rodencs [1 , 5-71. and is 
believed ro be che equ ivalenc of che Waldeyer's ring of 
humans. NALT, is located ar che Roor of che nasal cavity 
jusr undernearh rhe cili aced respirarory epi rhelium and 
eonsiscs of a rericular necwork filled wich various rypes of 
lympboid and non-Iym phoid cells. Severa l evidences sug
gesc char NALT may has an imporrant role in rhe induc
rion of mucosal immune responses afrer nasal 
immunization [81 ; however relacivel y li rrle attenrion has 

276 
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focused on che mechanisms involved in che induceion and 
expression of immune responses in rhe nasal mucosa . 
Bes ides given che intensiry of antigeni c exposure ar rhe 
nasa l mucosa , ir is cJear rhar local T cell acrivarion evenrs 
require strice control ro maintain rissue homeosrasis . 

Nasal -associ ared Iymphoid rissue seems ro be an 
im portant site in Iymphocyte rec ircular ion as Iympho

cyres m igrate back ro NALT and cervical Iymph nodes 
(CLNs) in far greater number t han ce ll s from Peyer 's pat
ches and, reci procally, ce ll s from rhe CLNs home more 
successfull y ro NALT rhan ro Peyer's patches [1 ,4, 5, 9]. 

Furthen nore, Iymphocyte homing ro the NALT seems ro 
be med iared p ri marily chrough L-selecrin (L-SeI )-periph
era l node addressin (PNAd ) in te ractions. 

Few studies have characterized the Iym phocyte popula

t ion located in the diffuse rissue around the NALT which 
has been ealled nasa l passages (N P) Iymphoeytes. The 
nasa l passages inc\ude nasa l tract and various pares of t he 
nose such as turbinates, septu m and latera l walls and 
include che Iymphoey tes fro m less organized Iymphoid 
struetures a long rhe lacrimal duce, lamina propri a and 
the nasal epithel iu m [1]. 

Nasa l-associatecl Iymphoid rissue and nasa l passages 
Iym phocyres are eonsidered as induc rive and effectOr si res, 
respecrively. D espi re only few works have sys remac ically 
eharanerized NALT Iymphoeyres a long wirh NP 
Iym phocyres. So rhe phenorypic and funce ional differ
enees in Iymphocyre popularions berween chese mucosal 
compartmem s have no r been cJea rl y establi shed. 

Thus che aim of chis work was ro contribure to the 
phenorypic and funcr ional descripcion of che Iymphocyce 
popularions of NALT and N P. We iso lacecl Iymphocyres 
from boch com partments from BALBh mice, and using 
ftow cyromerry we determi ned the frequencies of B220 · 
cell s as well as rhose of CD8 · , CD4 +, on CD3 + T cells; 

in addition we analysed rhe express ion of CD 69 and 
CD25 on these Iymphocyte popu lations. Besides, we ana
Iysed rhe proponion of T ce lls producing IL-2, IL-4, 
JL-5, JI - lO, and IFN-y and T N F-IX by intrace llu la r cy ro
kine stai ning. 

We found str iking differences between the cell surface 
phenotype of Iymphocytes from NALT and N P. Further
more, the proportion of acr ivaced Iymphocytes as we Jl as 

the pe rcentage of T cells spontaneously prod uc ing IL-2, 
IFN-y, and IL-4 , were hig her in N P than in N ALT. 
Altogether these data prov ide furr her ev idence ind icat ing 
that d isti nctive phenotypi c and functional features ex ist 

in the Iym phocyte popu lations residing at the different 
nasa l comparrments. 

Material s and methods 

Anima!J. M ale BALBIc mice used in rh is study were 
6--8 week old; housed in fi lrer-rop cages and provided 
sterile food and ad /ibit"lIl . AII procedures wi th an imals 

© 2007 The Auchors 
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were earried out in aceordance with institurionally 
approved protocols. 

lso/alÍon 01 NALT. Nasa l-associated lym phoid rissue 
anel Imoled N ALT cel l suspens ions were prepared using a 
dissecrion proceclure. Blood was wirhdrawn by cardiac 
puncture of ether anes rherized m ice, then they were killed 
by cervical dis locat ion and decapitaced, and t he 10\Ver jaw 
and rongues were removed. After rin si ng with ice-ca ld 
ste ri le phosphate-buffered saline (PBS) to remove blood, 
che heads were immobi li zed wirh pins on a wax dissect ion 
slab to reveal the upper palate. Using a zoom stereo 
microscope (total magnification: 63x; Model SZ6045; 
O lympus Mel vill e, N Y, USA), palates were excised as 
[10] usi ng a No. 11. sca lpel blade (Lance Blades, Sheffie ld, 
UK). After the incisions, palares were gri ppecl behind the 

incisor teeth \V it h fin e force ps and gen tl y pulled toward 
the molar reeth \Vh ile using che sca lpel ro gently release 
t issue between the palates, jawbones, and nasa l sep tum. 

Palates \Vere placed immed iately into a 24-m m Petri d ish 
containing 3.0 m i of ice-cald RPMI- 1640 m edium sup
plememed wirh 5% hear-inaer ivaced feral bovine serum , 
1% penic iJli n-streptomycin , 1% L-g lutamine at pH 7.4, 
(S ig ma Chemical Co. , St Lou is, MO, USA) and rhe NALT 
(visible under 10\V ang le il luminarion ) was reased gently 
imo che medium ro rdease cell s. NALT cell suspensions 
from individual animals were poolecl and cell s were 
washed r\Vice wirh RPMI- 1640 medi um by cemrifuga
rion (500 g for 10 m in ar 4 OC) and resuspended in 
RPMI - 1640 medium. 

NaJa! jJm.wge /ymjJhoryte jJI"ejJal"ation. Nasal passage 
Iymphocyres \Vere prepared from rhe port ion of rhe nasa l 
cav iry remaining afrer isolarion of rhe NALT (nasal tur
binaces, septum and lareral wa ll s). In order ro avoid rhe 
contam inarion with circu laring blood Iym phocyres, rhe 
componem s of che isolared nose were placed in a Petri 
dish and rinsed choroug hly with RPMI- 1640 medium 
rhe reafter rhey cut up into small pieces and rinsed again 
rw ice \V irh RPMI medium. T he pieces of nasa l ri ssue 
were transferred ineo a 15 mi conica l cemrifuge tube can
taining 3 mi of RPMJ-1640 wi rh 440 U / m i of rype JV 
co llagenase (S igma Chemical Co.), ane! incubate<:.! horizon
ra ll y ar 37 oC for 30 mi n in a shaker incubaror ar 
180 rpm /min . After incubarion, t he rel eased ce ll s were 

cent rifugee! 10 min at 500 gane! washed with RPMI-
1640 meclium. Then ce lls \Vere suspended in 4 m i of 

40% Percoll (Pharmaeia Fine Chem icals, P iscamway, N), 
USA) and overlaid OntO 4 mI of 70 % Percal\. Discon

rinuous 40%17 0% Perco ll gradients were centrifugee! ar 
600 g for 25 min ar room remperature. Nasal lymphoid 
ce ll s from che interface \Vere co llecred, wrt<;hed and resus
pended in camplere RPMI medium supplemeneed w irh 
1 % FCS and prepared d irectly fo r sta in ing w ith monocl o
nal aneibodies (mAb). 

F/OlV eytomet,.y. AII rhe phenorypic assays of NALT 
and N P \Ve re performed in parallel. Pooled N ALT and 

J ournal wmpilation © 2007 Blm.:kwdl Publi shin!: Led. 5C(//lllil/tIIúlI/ .!OIl/"lW/ o[ IlIIlIIlfl/ol lJg)' 65, 276-288 
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NP ceUs fram seven uncreated mice isolated as d es

cribed aboye \Vece suspended in 0. 5% bovine serum 

albumi n (BSA) char had been dissolved in PBS ar a 

cOllcenrrarioll of 105 cell s/ml fo ll owed by incubarioll a f 

room cem perarure in che dark \Virh 10 ,Lll of properl y 

d il ured mAb foc 30 mi n o Cells wece washed \Virh 0.5 % 
BSA- PBS , suspended in 400 {d of 1 % IJ-formaldehyd e 

in PBS and stored in che dark at 4 oC unril analysed. 

The surface phenQ[ype of cells was analysed using anti 
mOllse mAb (Beccon Di ckinson Tech no log ies, Gajehers

burg, MD , USA) purchased fra m PharMingen (San 

Di ego, CA, USA). The mAb used in chis srud y inclu
ded anri-CD 45 R /B 220 ' phycoeryrhrin (PE) (RA 3-6B 2), 

anti -CD 3 + fluorescein isorhi ocyanate (FITC) (molecular 

complex 17 A2), anci -CD 3 + peridini n chlorophyll prorei n 

(Pe rCP) (C D3B chain) (145-2C ll), anti -C D4 ' PITC 

(L3T 4) (6K 1. 5), and anti -CD 8a ' PE (Ly-2) (5 3-6 .7) 
For furcher analysis of B 220 + cells we used rhe mAb 

anri -CDl9 (P E), Biocin an r i-CDl 38 (Syndecan-l) (28 1-

2) and R-(PE)-conjugared Strepcoavid in . Por analysis of 

NK eells, we used anti-Pan-NK eells (DX5) (FlTC) and 
anri CD4 (APS) for fo ur colour anal ysis of DX5 expres

sion on D N CD 4-CDS-CD3 + cell s. For anal ys is of acr i

var ion marke r express ion rhe mAb used were anri -CD25 

(PITC) (IL-2 RO! cha in , p55) (7 D4), anri -C D2 5 (PE) 

(IL-2 R O! chain , p55) (7 D 4), anti -CD 69 (FITC) (very 
earl y acrivarion ant igen ) (H1.2F3) and anti -CD69 (PE) 

(H 1.2F3). To perform fl ow cycometric a nalyses reJari ve 

fluorescence inrensir ies were m easured us ing a FACSCal

ibuc cycomerer (Beccon Dick inson , San Jose, CA, USA) 
and BO CeU Quesr Pro v.5. l.1 sofr ware (Beccon Di ck

inson). For each phenorypic characreri sr ic dara were col
lecred fo r 20,000 evenrs. Lymphocyre p henorypes were 

d erermined by rwo, rhree or four-colour or immunofluo

rescence. The peccenrage of ceUs labelled \Virh each 

mAb was calcul ared in compar ison w irh cells s rain ed 
wirh iso rype conrrol anribody. B and T -cells were ana

lysed wirhin a lymphocyre gare defi ned by forward and 

side lig hr scatter. Eqll ivalenr gares \Vere lI sed in analyses 
of ce ll s d er ived from NALT and NP risslles for com par

Ison. Backgrou nd sra ining was conrroll ed by labelled 

isorype conr ro ls (Pharming en) and never exceeded 1.0% 

of ceUs. The res lllrs represen r rhe percenrage of posi

ri vely srai ned ceUs in rhe coral ce l! popula rion exceeding 

rhe background sra ining signa!. Each anal ys is was per
form ed ar leasr rhree rim es for verificarion , and rhe dara 
represenr (he mean ± srandard deviar ion from (h ree ro 

five experi m enrs ll s ing ceUs of a g iven rissue from seven 

mJCe. 

D etertioll 01 intracell"lar l)Jtokines: 11....-2, I FN- y , IL-4, IL-5, 
IL- IO and T NF-IX. The producr ion of cyro kines was 

measllred rhrollgh inrracellllla( sra ining. Briefl y, capped 
pol ysry rene Falcon rubes (Beccon Di cki nson) \Vece llsed ro 

incubare (1 X 106 cell s) Iymphocytes of rhe NALT and 

NP \Virh 25 ng/mI phocbol mycisrare acera re (PMA) 

M. A. Rodriguez-Monroy et al. 

(S ig ma), 1 ¡<g/m i ionomycin (S ig ma) and 10 ¡/g/ml 

Brefe ldin A (BFA) (posir ive control) or BPA only, fo r 4 h 

ar 37 oC and 5% CO2 . Anri bod ies ro ce ll surface 

m arkers, anri -CD 3 PerC P , were added ro aliquors of rhe 

sri mulared and non-sri mlllared lymphocyres and rhen 
incubared 30 min ar 4 oC in rhe da rk . Afrer incu bar ion, 

rhe cells were rhen cenrrifuged for 5 min ar 3000 g and 

supernaranrs were aspirared wirhour d isrurbing rhe pel!ers. 

FACS perm eabilizi ng solur ion (Becron Dickinson) was 

added ro rhe pell ers and incubared fo r 10 min ar room 
remperaru re in rhe dark, cell suspensions we re rhen washed 

wirh PBS con raining 0. 1 % BSA and 0.01 % sod ium azide 

(PBA), and cenrri fuged for 5 min a r 500 g, rhe superna
ranrs wece removed. T he fol!ow ing anri -cytokine mono

clonal anribodies used in rh is srudy Por inrrace ll u la r 

srain ing were rar an ri-mouse anri- IL4 (P E), anri- IL5 (PE), 

anri-1L- IO (PE), anri -T N F-alpha (PE), anri -lL2 receptor 
(f3 receptor) (FITC) and anti -IFN-y (FITC) (Becton 

Di ck inson Technolog ies) purchased from PharMingen (San 

Di ego, CA). mAb were added to rhe pe llers and cell sus

pensions were incubared ar 4 oC for 30 min in rhe dark. 

The samples \Vere \Vashed w irh PBA and fixed \V irb PBS 

conra ining 1 % p-fo rm aldehyd e. Inrracel lul ar cyrokine in T 
cells we re characrerized using a FACSCalibur cycom erer 

(Beccon Oi ckinson) and BO Cell Quesr Pro sofrware 
v.5. l.1 (Becron Dickinson). A minimllm of 20,000 ceUs 

wece analysed. 
Statisúral a nt"'¡ysis. The srarisrical analys is was per

form ed using Mann- W hitney U-resr, raking P < 0.05 as 

s ig nificanr . 

Results 

Charaeterization of NALT and NP Iymphoeytes 

Lymphocy res from isola red NAlT wece obra ined as d es
cribed aboye. The number of Iym phocyres recovered fro m 

isolared NALT of normal BALBh ml ce \Vas 7.2 
( ± 0. 7) X 105 ceUs foc a s ing le mOllse . In conrrasr, rhe 

number of cells recovered from nasal passages afrec NALT 
removal and fo llowing PercolI densiry gradienr separar ion 

was hig her 1.4 ( ± 0.5) X 10 6 cell s per mice . The pheno

type of NALT and NP lympbocyres analysed by Aow 

cyromerry is shown in Fig. 1. 

In borh NALT and N P B cell s \Vere more abund anr 
rhan T cells. Bur whereas rhe percenrage of B ce lls was 

nor norably d ifferenr berween rhese nasa l comparrmenrs, 

a norab ly differenr ial charac rerisric in rhe express ion 
8 220 + was observed, as rwo popul ar ions of B cells, 

B220 +h
; and B220 + lo

\V were clearly disr ing uished on ly in 
NP; while NALT contained only B220 , h; cell s (Pig. 1). 

The percenrage of B ceUs \Vas slig brly hig her in NP rhan 
in NALT, si nce lirrle more rhan hal f (55 % ) of rhe 

Iymphocyres in NALT were B220 + and rhis popularion 

represen red 47 % of rhe lymphocyres in NP. In conrease, 
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Figure I Lymphocytt: cornposition of nasal

assoc iated ly mphoid tissue (NALT) ane! nasal 

passages (NP). N ALT ane! N P lymphocytes 

\Vere iso lated from normal 3 ALB/c miet'.". Sin

gle cdl sLls~nsions (1 X l({;/sample) \Vére 

srained \Vir h Iluoroch rome-Iabell ed mAbs ancl 

ana lysed by llo\V cytornerry. Ploes shoWIl are 

fro m five represenm t ive experi ments, ancl rhe 

mean va [ues are indicated. Numbers in rhe 

upper plors refer to percentage of cells within 

Iym phocyte gate while numbers in IOW(;.'f 

plocs represenr rhe re larive frequencies in rhe 
CD 3 + popularion . 

8220 

CD8+ 

Table 1 Surfact' phenotype of fresh ly isolated lym phocyrcs from nasal

associated lymphoid t issut' (N ALT) Hnd nasal passages (NP ). 

NALT 

Cell markers % 

B220 · 47.2 :t 2.9 

CD3' 37.6 :t 2. 1 
B220+ ICD3+ 
B220-CD 3- 15.2 :t 3 .56 
CD4 ' 48.0 :t 2 .0 

CDS' 11.0:t3 .2 

CD4 '¡CDS' 
CD4-CDS- CD3 ' 4 1 :t 4.24 

Rat io 

1. 3 

4.4 

N P 

% 

55.2 :t 1.48 

[ 7.6 ± 4.45 

27 .2 ± 5.72 

49.0 :t 3.54 

7 .6 ± 2.4 [ 

43.4 ± 4.83 

R atio 

3. 1 

6.4 

Lym phocy ces isolated from N ALT and N P of normal BALBJe mice were 

srained wirh Ruorochrome-labelled m Abs and analysed by Row cytome

try. Data represen t the mean percentage of expression :t standard devi

ation from flve independenr exper imenrs using pooled cells of a given 

rissue from seven mice. Values of C D 4 ¡md CD8 expression indicare the 

percemages of gated C D 3 + cells w irhin rhe Iym phocyre ga teo 

rhe proponion of T cells in NALT and NP was markedl y 
diffe renr (Tabl e 1). Since NALT conrained a much hig her 
percenrage of T CD3 + cells rhan NP (37 % versus 17 % 
respenively). As a resulr rhe BIT cell rarios were hig her 
in NP rhan in NALT (3 .1 versus l. 3 BIT rarios respecr
ively) . 
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NALT 

COJ,nc 

CD3+ 

CO-Irnc 

CD4+ 

Besides in borh nasa l rissues was d erened a popula rion 
of cells rhar did nor express nor B220 + eirher CD3 +, bur 

whose size and g ranulariry corresponded ro rhar shown 
by lymphocyres. The proponion of rh is popular ion was 
lower in N ALT rhan NP (1 5% and 27 % respen ively) 
(Fig . 1. Table 1). 

On rhe orher hand a simi lar proponion of CD4+ cells, 
which represen red almosr a half of tOtal T CD3 + cells, 
were found in both NALT and NP (48 % and 49 % 
respecrively) (Tabl e 1). Even so , rhe pe rcenrage of CDS+ 

cells was slig htly lower In NP rhan JIl N ALT , 
co nsequentl y rhe CD4 +/CDS + rario was hig her in NP 
rhan in NALT (6.4 versus 4.4 respecri vely). In addi

rion , we found rbar borh NALT and NP conra ined a 
sig n ifi canr proporr ion of doub le neg arive (CD4- , CDS - ) 
T CD 3 + cell s; rh is popularion was sim il ar in NALT 
and N P (4 1 % versus 43 % respectively) (Fig 1 Table 1). 

Onlya fraction within B220+ lo ..... CD1 9+ B ce lls 

predominantly f ound in NP express CD1 38 

T he find ing of rhe r\Vo popularions of B 220 + cells 
among rhe NP cells were inreresring, rherefore in order 
ro d erermine if borh B 220 + hi and [ow popularions 

belong ro rhe B cell lineage, rhey were furtll er charac
rerized b y ana lys ing rhe express ion of CD19, CD1 38 
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NALT NP 
• • 2.3 97.7 7 .3 92.7 

B220+ , , 
¡, ,!Iiít¡. ¡, c;;I. I I '" • • 
, , _. _. 

e 019+ 
• • 94. 5.8 84.8 15.2 , , 
¡,~ I < 

;'<; ¡,~ I ' 
• • 
, , ..... .0 • 

e 0138+ 

1: 98.4 
• 1.6 

. 8~ 
10.8 

~k r, '. 1'; ~. I 

I : 
• 
• - -

I gA+ intracellular 

Fig u re 2 Flo\\! eyromerrie analys is of rhe 

exprt'Ssion of CDI9, CD 138 and intr:Kcllll lar 

IgA in 8 220 - n' ll s, in nasal-associared Iym 

phoid tissllc (N ALT) and nasal passagt'S (N P) 

Iymphocytes ísolared from normal BAL81r 

miet'. The representative plots shown were 

,gan.·d on 13 220- eells wirhin Iymphocyee 

g ateo Numbers represem the mean pereentage 

valucs of expression from three índependenr 

expenmenrs. A!mosr aH 8220- eeHs 

exprt'Ssed CDI 9, whíle only a fraetíon wirhín 

rhe predominam 8 220 -' .... ' popularion found 

in NP expressed CD1 38. 

and IgA. W e fo und chac che majoricy of ej cher hi or low 

8 220 ' cell s expressed CD1 9 indieating that they are 8 
ce lls (Fig. 2). Whereas a frae tion ( represent ing about 
15% of B 220+ ee ll s) wjch in the 8 220 +low populac ion , 
\Vhich \Vas observed only in N P, expressed the plasma 
cell marker C D1 3S, it \Vas not deteCted \Vithin the 
8220 hi popu lat ions nor in NALT neithe r in N P. 

D espite Ig A+ cells reeorded afce r incracel lu la r sca ining 
did not represem clea rl y d efi ned popu lations, their pro
porc ions \Vere hig her in NP than in NAL T. Alrogether 
chese data ind icace thac a fracc ion of eell s w ichin che 
8 220 +low populat ion, which was predominanc in N P 
b ur undeteCted in NALT, seems ro correspond ro 
p lasma cells, whieh as expeCted are more abundam in 
N P rhan in N ALT. 

Low numbers of NK cells (DXS+) are detected in NALT and 

NP but ON C03+ ce lls do not express OXS 

G iven that \Ve d etec ted in both nasal tissues rela tively 
hig h numbers of double negat ive CD 4 - C DS- C D3+ cells 
as wd l as a cons iderable proponíon of eel ls chac were 
negacive fo r 8 220, and CD3, \Ve analysed DX5 expres
sion in these populations ro decermine if so me of them 
could be either N K T or NK cells. W e used the pan-NK 
ce l! marke r DX5 mAb, which recogn ize CD49b (very 
late Ag-2, ca incegrin) , because ic sta ins N K cells fro m 

a ll mouse scra ins examined and can also be used co define 
func tionally distinCt subse ts of NK eells rl1J. Despite 
rhe DN CD4 - CDS- CD3 + cells do nor appea r co be 

NKT cells as chey did noe express che N K surfaee marker 
DX5, both NALT and NP com ained a si m ilar small frac
r;oo of N K cells C Or OXY· (F;g. 3) 

Flow cytometric ana lysis of activation marker expression on 

NALT and NP Iymphocytes 

As NALT and nasa l passages are conside red as inducc ive 
and effeccor m ucosal sites respeccively, \Ve thoug ht chat it 
\Vas important ro examine whether there \Vere differences 
in the number of Iymphocytes expressi ng accivation 
markers ac boch nasal sices. So \Ve analysed by Aow 
cyromerry in Iymphocyces isolated from NALT and NP, 
the proportion of 8 220+, T CD 4-t-, and T CDS + Iympho
cyces express l11g che accivac ion markers CD25 + and 
C0 69 ' , 

The data shown in Fig . 4 indicate the mean percent
age va lues of 8 220 +, C D4-t- and CD S+ eells express ing 
e¡cher CD2 5+ or CD69 + in che coca l Iymphocyre popula
cion of NALT and NP. While che mean percentage va l
ues indicating t he frequency of ei ther, CD25 + or CD69 -t
cell s, showll in Table 2 we re ealculated individually for 
eaeh gaced Iymphocyte pop u lac ion expressing che corres
pond ing su rface marker (CD4 ' , CD S ' or 8 220 · ). 
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(A) 

CD3+ 

F igure 3 Expression of rhe NK u ·1I markef 

DX5 in rotal Iy m phocyres ¡¡oc! in CD3+ 

DNCD4-C D8- cd ls fro m nasal-associated 

lympho id rissut' (NA LT) aoc! nasal passages 
(NP ). T he expression of DX5 in con junction 

\Virh CD4, C D8 ¡¡od C D 3 \Vas assessed by 

four colour cytometry. T he ploes shown are 

representative of rbree experiments. NumbNS 

refe r ti) rhe mean percentage vaJub. T he 

upper ploes sho\V ex pression of DX5 aoel 
CD3 + in total cdls within Iymphocyre gate; 

whére can be apprec iated rhar borh N AL T 

ane! N P contain a sma[[ proportion of NK 

cells CD3-DX 5 " .The lower ploes show DX 5 

expression 00 gan:d CD 3 " ONCD4-C D8-

cells; illustrating rhar chey did not express 

chis N K cd l marker. 

'--------------NK+ 

(B) 

CD3+ 

'---------------NK+ 

Figu re .4 Fl o\V cy cornerric analysis of acti va

rion rnarker ex pression on nasa[-assoc iated 

[ymphoid tissue (NA LT) and nasal passages 

(NP ) [ymphocytes. The frequency of B220+, 
CD4 + amI C D8 + cells expressing e ither 

CD25+ or C D69+ was determined wirhin the 

NALT and N P [ymphocyre popularion isola
red from normal BALBIc mice. Ce[[s were 

srained wirh (Iuorochrome con jugared mAbs 

and analysed by tlow cyromerry. Dorplors 
shown are from representarive experi rnents. 

Num bers represent the mean percenrage val 

ues of ex p ression of flve independent experi
mems (usi ng poo[ed cells of six mice per 

eac h tissue). The valu es were calcu lared for 

rhe emire popularion wirhi n [ymphocyre 

gateo 

CD25 

As expected for an effector mucosal sire \Ve found rhar 
NP contained hig her numbers of B2 20 +, T CD4 + and 
T CD 8 · cells express ing CD 25 · rhan NALT. The 

© 2007 The Aurhors 
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9.1 

percentages of B cells express ing CD 25 recorded in N P 
\Vere thrice hig her rhan those recorded in N ALT 
(2 5. 5 ± 1.1 7 versus 8 .2 ± 2.28 respecrively)(Table 2). 
Jndeed in N P B cel ls comprise rhe Iym phocyre popul a
rion which reg isrered rhe hig hesr percenrages of CD25 
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Tablc 2 Acrivarion marker expression on NALT and N P lym phocyrts 

from BALBk maje mice . 

Lymphocyres T issue 

C 0 4' NALT 

NP 
CDS ' NALT 

NP 
B220 ' NALT 

N P 

% of acrivarion marker 

express ion 

C0 25 C069 

20.5 • 2.5 1 29.8 ± 3. 11 

38.4 • 3.4 38.3 • 3.3 1 
I l.5 • 1.53 17.1 • 2.67 

58.8 ± 2. 17 64.4 ± 0.96 

8 .2 ± 2,28 2,3 ± 0.94 

25.5 ± 1.1 7 12.9 ± 3. 14 

Percentage of exprtssion of activarion markers C 0 25 and C069 on 

galt<:.] CD4 · , C08 + and B220+ lymphocyrts of NAL T and N P from 

normal BALBk miee. Numbtrs represent rhe mean percenmge of 

express ion ± SO of five independent experimcnts (using pooled cdls of 

six mice per each rissue). T he mean pereemage valuts indicating the fre 

quency of eirher, C025 · or CD 69+ edl.~, were ealculated individually 

fo r t"'.Ich gared lymphocyre population expressing rhe corresponding sur

face marker (CD-1 +, C D8 + or B220+). 

express ion (1 7%) (Pig. 4) . Likewi se rhe propon ion of T 
CD4 + ee lls express ing CD2Y" in NP doubled rhar found 
in NALT, as irs express ion \Vas dereeced in 38.4% of T 
CD4 + Iymphocyres in NP versus 20. 5% in NALT. 
Finally , alrhoug h T CDS + expressi ng CD2 5 + eells repre

sem ed a minor Iymphocyre popularion in rhese nasal ris
sues, ics percentages dereeced in NP were five rimes 
h ig her chan in NALT (58 .8 ± 2. 17 versus 11 .5 ± 1. 53 
respecrively) (Table 2). 

C069 

Susrain ing rhar N P are effecror sires, \Ve found char rhey 
eomained hig her proporrions of acrivared T and B 
Iymphocyres expressing CD69+ rhan NALT. T CD4 + 

cells were rhe Iymphocyre popularion which reg isrered 
rhe h ig hesr percenrages of CD69 express ion in borh N P 
and NALT (F ig. 4 ). The percentage of T CD4 ' CD69 ' 
cell s was hig her in N P rhan in NALT, alrhough rhis dif
ference was nor roo accenruared (38.3 ± 3 3 1 versus 
29.8 ± 3. 11 % respeecively). In contrasr NP conrained 
duice h ig her percenrages of T CD8 + ceUs express ing 
CD69+ in eomparison wirh NALT (64 .4 ± 0.96 versus 
17. 1 ± 2 .67 respecr ively) (Table 2) . Alrhoug h low num
bers of B cells express ing CD69 were recorded in N P 
( 12.9 ± 3 .1 4 % ), rhese were six rimes hig her in compar
ison wirh rhose derecred in NALT (2.3 ± 0 .94) (Fig. 4) . 

Pro portio n of cytokine producing T lymphocytes in NALT and 
NP by intracellular cytokine detection 

Alrhough cyroki ne express ion by Iymphocyres from 
murine NALT and NP has been examined in im mun ized 
m ice, in term s of prore in secrer ion [1 2] and by RT-PCR 

M. A. Rodríguez-Monroy et al. 

[1 3], in normal unsr imu lared mice, ir has on ly been 
srudied at rhe rransc riprion level by RT-PCR analysis of 
mRNA f131. 1n presenr \Vork \Ve ana lysed by flow cyrom 
erry rhe p roporrion of T cells sponraneously producing 
IL-2 , IFN-y, IL-4, IL-5, IL- IO and TNF-a in NALT and 
N P Iym phoeyres (Fig . 5). Spomaneously cyrokine produ
ci ng T cells \Vere dereeced in borh nasal eomparrmenrs. 
Even so, hig her proponions of T ce lls sponraneously pro
ducing IL-4, and IL- lO , were dereered in NP rhan in 
NALT; reinforcing rhe nor ion rhar NP is an effecror sire . 
Despire rhe proporrion of T N F-o:: p rod ucing T eells 
dereeced in NP \Vas very lo\V (3 .6% ), ir was hig her ro 
rhar found in NALT, where irs frequency was a lmosr 
insignifieanr (0. 5% ). Mosr sponraneous ly eyrok ine produ
cing T cells recorded in NALT and NP, expressed a Th2 
profile. IL-4 produe ing T ee lls represenred rhe cyrokine 
produci ng popu lar ion whieh reg iscered rhe h ighesr per
cenrages; irs frequency in N P \Vas one-rhird hig her rhan 
in NALT 04% versus 10% respeerively). Likewise rhe 
proporrion of rL- 1 O produei ng cel ls in NP was more rhan 

.... 
.!!! 
::::1 c: 
fj.~ 
E 1/1 - ~ .5: Q. - )( O Q) 
Q) Q) 
en .= "' .... 
- O c:_ 
Q) >
!:! <) 
Q) 
c.. 

NALT NP 

Fig ure; Pereemage of T C0 3+ ce lls producing imracellular cyrokines 

in nasal-associared Iymphoid rissue (NALT) and nasal passages (N P) 

Iymphocytc::s from normal BALBh mice. Cells isolatc::d from NA LT and 

NP were eul turt<:.! wirh 10 mg/ml brefeldin A for 3 h and swint<:.] \Vir h 

mAb ami C 0 3 PerC P. T hereafrer imraeellular cytokine sraining was 

performed using fl uorochrome con;ugated mAbs on fixc::<1 permeabilized 

cdl~ and analy~ed by Flow cytometry. D ara rc::pre~em mean percenr

ages ± SO of spontanc::ous eytokine producing C0 3+ cdls, of five inde

pendem experimenrs (lIsing pooJed cdls of six miee per eaeh rissue). 

*indicates Significanr difference~ (P < 0.05) in the pereemage of CDr 

cdls expn:ssing rhe (:orresponding cyrokine in N P in rdarion ro N ALT. 
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cwice h igher rhan in N ALT ( 13% versus 5% respecr
ive ly). W ich regard m IL-5 produci ng cell s sim ilar low 
percencages were recorded in NALT and N P (around 
5% ). In cont rasr si mi lar pe rcentages of T cells spomane
ously producing JL-2 and JFN-y were regiscered ben veen 
N ALT and N P. A lrhough che percemages of cell s p rodu
cing rhese cytokines ar borh nasal rissues we re low, (Iess 
chan 2.5 % for IL-2 and nor more rhan 0.5 % for IFN-y), 
chese da ra indicare rhac ar leasc a small number of nasal 
T cel ls p rod uce Th 1 cytokines. 

Di scussion 

T he mucosa l im mune syscem can be d ivided ineo ind uct
ive and effecto r comparrmencs. The NALT is a cypica l 
inducr ive region, and rhe nasa l passages are considered as 
effecmr sires . H owever, rhe phenorype and functions of 
rhe di fferene ce ll ular subpopu larions residi ng ar (hese 
nasal com parrments are no r fu ll y characre riled. 

P rese nc scudy provides addirional knowledge rega rd
ing rhe phenorypic and functional differeneia l properc ies 
be tween NALT and N P Iymphoeytes. In agreemene wi rh 
che asse rr ion rhar nasa l passages are effecmr sices, rhe data 
ac h ieved, sho\V rhar N P concai n major proporr ions of 
act ivared Iym phocyres and cytokine p roduc ing T cel ls 
than the N ALT, rhe wel l defi ned ind ucrive si re. Besides 
we show evidence indicaring rhar distincrive p henorypic 
characrer isrics exisr berween N ALT ane! nasa l passages on 
chei r B and T Iym phocy re proporcions. The new informa
cion presenred here is im portanr, as ir is necessary to have 
a tho roug h unders rand ing of rhe un ique molecular and 
cell ular propercies of rhe nasa l im mune syscem for rhe 
developmenr of sllccessful nasal vacc ines. 

Regardi ng rhe phenoryp ic fea ru res of nasal Iympho
cyres, r\Vo m ai n differences \Vere found berween N ALT 
ane! N P . Fi rsr, a lrhoug h rhe percenrage of B220+ cel ls 
was si m ilar ar borh nasa l compartmen rs, (approxi marely 
50% of to ral lym p hocyres), a norab ly disrinceive charac
ce ri sric in rhe express ion B220 + was observed, as rwo 
populations of B ce lls, B220+l>i and B220+ low were 

clea rl y dis ringui shed only in N P , while NALT coneained 
onl y B220 ... hi cell s. 

I n order m derermine che nacure, of rhe cwo popula
cions B220 '" foune! in N P rhey were fur rher characteri led, 

because alrhoug h CD 45 R/ B220 is common ly used as a 
pan-B ce ll marker in rhe mouse, nor all B220+ cel ls 
be long to rhe B cell lineage. For exam ple murine plasma
cytoid dendr iric cell s wh ich represenr a uniq ue D C su bser 
ab le m promprl y re lease la rge amounrs of rype I inre r
feron (I FN-af3) upon vira l encou nrer also express 
B220+ low [141. T herefore \Ve analysed CD 19 expression 
in 8 220 '" nasa l popularions since CD 19 p rovides a more 
lineage-res tricted marker in -vivo, as ir is a di rece rarger 
gene of rhe transcriprion factor pax-5, which is cr irical 
foc com m irmene m rhe 8 cell li neage [151- In view of rhe 
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face rhar alm osr all B220+ derecred in N ALT and N P 
also expressed CD1 9 we cons ider rhar borh rhe 8 220 + low 

and hi popularions, belong m rhe 8 cell lineage and do 
nar seem to be plas macytoid dendriric cell s, beca use one 
characteris ric of rhe surface p rofi le of plasmacymid D C 
(8 220"' CD1 9-CD1 1c+Gr-1.) is rhe absence of exp ress ion 
of CD I9. In rhe mouse, S - l ineage cell s express rhe h igh 
molecular weighc for m of rhe com mon leucocyre anr igen 
CD 45, rermed 8 220, on rheir cell surface, which is 
already presenr on rhe earl iesr idenri fi ed CD 43 + pro-B 
ee lls and express ion is eone inued in p re- B, im macure 8 
and mature B cells, and is only downregu lared ar che lace 
plasma eell s tage [16 1. Therefore our d ata showing rhar 
only a fraction of che 8 220 + low popularion expressed 

CD 13S "' , wh ile ch is p lasma cell marker [17] was noc 
de rected in B220 +hi

};:h popu larions, suggesr rhar w irh in 
rhe B220 +low popularion, wh ich was on ly found in N P , 
are conrai ned plasmablasrs or plasma cells. B ce ll s con
ra ining Ig A did nor represenc clearl y defined popu larions, 
alchough rhey were more abundant io N P chan in NALT 
and seemed ro display low express ion of 8 220. A lro
gerher rhese data ind ica te rha t only a fraer ion of rhe 
B220 + low popularion, w hich was predom inane in N P but 
undececced in NALT, seem to correspond ro plasma cells, 
wh ich as expecred are more abundanr in rhe nasa l effector 
sire N P rhan in N ALT. 

The second d isrincrive phenoeypic difference fou nd 
berween N AL T an N P was rhar, al rhoug h more B cells 
rhan T eells \Vere found in borh nasal cissues, NALT 
con rai ned a much hig her percentage of T CD 3 + ce lls 
rhan N P (37 % versus 17% respecrive ly). Besides in 
boch nasa l ti ssues we derected a population of cell s, rhar 
did noc express B220+ neicher C D 3 +, buc whose sile 
and granu lari ry corresponded to rhar shown by I ym pho
cyres, and represeneed abour 20 % of chem. On che 
ocher hand \Ve fOllnd char in borh N ALT and NP, half 
of che tocal T CD 3 + ce ll s were CD 4 + wh ile less rhan 
10 % of T ce ll s were CDS -+ . Hi roi el d. [S] also have 
found rhar rhe freq uency of CD4 ~ T cells was a lways 
higher rhan rhe CD S + T ee lls in borh NALT and N P . 
H owever, in cont ras r, chey recorded h igher freq ue ncies 
of CD4· T ce lls ;n NALT (75 % ) chan ;n NP (50%); 
and higher frequencies of CDS + cells in N P rhan io 
N ALT (30% versus 23% respectively) . Alchough ic is 
im portant to consider rhar H iroi el ti/. [S] lIsed in rheir 
srudy C57 BL/6 m ice, wh ile we used BALB/c mice, si nce 
ir has been observed char che proporrio ns of B and T 
ce lIs recorded in m ice vary depend ing on che srrain of 
m ice. For instaoee, eo incidi ng wirh ou r resu lrs ir has 
beeo observed rhar 8 cells are rhe mosr ab undam cel l 
popularion in NALT b ur rhe frequency recorded in d if
ferene mice srra ins varies fro m 47 ro 78% ; likewise rhe 
racio of B:T d iverges from 4 ro 1, w here as che 
CD 4:CD S rario varies from 3 to 1.6 [lS]. O rher diver
gences in rhe freq llencies of 8 and T cell s recorded by 
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d ifferene researchers in N AL T may a lso be accributable 
tO species and sex d iffe rences . 

We found rhac borh NALT and NP com ained a signi
ficam proporrion of double negarive (C D4- , CDS- ) T 
CD3 " cel ls; chis popu larion represented approximarely 
40% of CD3 + cells in borh ri ssues and was more abun
dam rhan rhe proportion of CD4 + and CDS + ce lls. Acyp

ical cells have been previously desc ribed in assoc iac ion 
wirh NAlT and NP, bU( ar rarher d ifferenr proporr ions 
tO rhose recorded by US . Hiroi el al. rSl, reported in 
C5 7BL/6 mice rhar NP comained hig her percencages of 
CD4- CDS- DN T cells (approximarely 20 % of CD3" T 
cells) chan NALT (2 %). Whereas Rharbaoui el al. f19"1 
found in female BALB/c mice char a large fraer ion of 
NALT cells (approximarely 45 % of rhe tOtal cells) corres
ponded ro CD31owB2201owCD4- CDS- cells. Based on 

rheir resu lrs rhey poscu lared rhar rhe immune responses 
in NALT may be in part modulared by rh is unconven
rional double-negarive B2 2at°\v ceU subpopulac ion, rhat 

maintains a rolerogenic mi lieu by irs proapoproric scatus 
and suppress ive acriviry, wh ich can be reve rted rhroug h 
srimularion of a TLR sig na lling cascade. The unconven
rional B2201o\VC D 31o\V T cel l subpopu lac ion dereeced by 

Rharbaoui el al. [1 9] parr ially resembles rhe phenorype of 
rhe double negarive T ce ll s recorded by us in NALT an 
NP, however we did nor observed low express ion of 
B2 20 in rhis T subpopu lar ion , as rhey did. On rhe orher 
hand in marked ly contrasr \Virh our resulrs and wirh 

orher repores [3, 10J, Rharbaoui el al. [19] found rhar 
inscead of B cells, rhe B2201owC D 31ow subpopu lat ion con

sritucee! che major iry of cell s from NALT. 
W hereas some of rhe CD4- CDS- DN CDY' cell s 

reg iseered by us in borh NALT and NP mighe be rdaeed 
wirh one of rhe va rious desc ri bed populacions of regu la
rory T cells, and chus may play an important ro le in che 
regulacion of rhe immune response ro nasa l antigens, \Ve 

cons icler rhar, anorher pare may comprise naive ce ll s wirh 
porent ia l ro differentiare ineo ei cher Thl or Th2 cells 
llpon ant igen ic scimu larion. 

In su ppore ro rh is norion, several d ifferent regularory 
ce ll popu lacions have been identified, includi ng (afiTC R + 
double-negac ive, DN CD4- CD S- NKl.l-) regularory T 
cell s (Tregs) which a re able ro downregulare immune 
responses in vill"o and in vivo, and rhus m ig hr playa very 
important role in concrolling che development of aucoim
mune diseases, rransplanc rejeerion , malignancy, and 
infecc ious diseases as has been demonsrraeed in general 
for various regu larory T ce ll s. [20, 2 1]. Based on che 
express ion of NK cell markers, DN T ce lls can be divi
ded furrher inco cwo subpopularions: NK+DN T ce lls 
referred ro as NKT cells and NK- DN T cells referred ro 
as DN Tregs . According ly wirh rhi s concepc che DN T 
cells d eceeced by us in NALT and NP mig hr be relared 
wirh DN T regs insread of wi rh NKT cells as rhey did 
nor express rhe NK marker DX 5), however, fureher 
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ana lysis on rhese cel ls is required using add ic iona l NKT 
cell surface markers ro ru le our rhar chey d id noc belong 
ro any NKT cell popularion. Because alrhough using ami 
DX 5 ancibody we dereeced c1early in boch NALT and 
NP, a small proponion of CD 3 - cells rlmc ap pear tO be 
NK cells fllJ, ic has been shown char NKT are pheno
ryp ically diverse as d ifferenc subsers of NKT cells have 
been identified wh ich diffe r in rhei r expression of a range 
of ce ll surface molecll les (V g S, DX5, CD69, CD45RB, 
Ly6C) 1221 and are d ifferenrially disrribuced in a rissue
spec ific fas hion. For example DX5 is expressed only by 
approximacely one-chird of DN NKT in spleen [231. 

Jc has been recencl y shown char rhe d evelopmem of 
funcriona l DN Tregs does nor require che chymus r201 . 
Although currencly, rhe specific locarion for rhe matur
arion of DN Tregs remains lInclear, scudies have also 
sllggesred rhar some DN T ce ll poplllarions may develop 
excrarhymically in rhe appendix , female genital craer , 
NALT, or rhe li ver [19, 24-261. Moreover, ir has been 
suggesred rhar che non-regu larory D N T cell subsers 
deve lops and matures rhrough rhe chymus, whereas regu
latory DN T cells may preferenrially develop ollts ide rhe 
rhym us [201. H owever considering chac fu rrher srudies 
are sr ill needed co ident ify ce llular markers ro differenti
are berween regu larory DN T ce ll s and non-regularory 
DN T cel ls, a long wieh ehe facc rhe numbers of DN T 
cells found in NAlT and NP were coo h ig h in compar
ison wich irs propon ion recorded in ocher sires, ir is rea
sonable ro propose rhac noc a ll of ehem serve regularory 
funcrions. In sllppon ro rhis belief rhe inrranasa l roure is 
perhaps che mosc effeccive for che inducrioll mucosal ane! 

syscemic immllne response [27, 2S], indicacing chac 
NALT musr conrains a vasr popu lacion of naive ce ll s. In 
agreement ic has been sho\Vn char che majoriry of B cells 
in NALT \Vere llllswirched B cells and char helper T cell s 
\Vere tI1 relarively nalve scaee as rhey expressed 

(C045RB +hi) (1 3]. 
Much less informacion is available concerning rhe 

nasal immune syscem in comparison wich rhe intesrinal 
immune sysrem. NALT has been compared \Vich oeher 
mucosal secondary Iymphoid ri ssues such as PP and 
BALT as \Vell as wirh cell s found in mucosal incesrinal 
effecror sires [13, 2S]. NAlT and PP share srruccural and 
fu ncr iona l propercies, alrhough chey should Iloe be con
sidered eq uivalent ri ssues since rhey have subsrantia l dif
ferences chac make tO rhese mllcosal-assoc iaced Iymphoid 
rissues, unique scrucrures due co rhe parcicular adapca
cions char rheir anaro mically and environmenca ll y disc incc 
locat ions have conferred rhem [10, 271. For examp le 
NALT and Peyer's pacches had been rhollghc tO have 
similar immunolog ica l characreri srics and biological 
funccions, as well as co contain che same rype of resi
denc immunocomperenr cel ls. H owever com pared 
\Virh cell s obrained from Peyer's parches, NALT cells 
concai ns a hig her p ropon ion of T cells, especi all y naive 
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(CD45 RB+hi ) T -helper ce ll s, and fe\Ver surface (s)Ig A+ 

ce lls [13]. In addirion recem evidences ind icare rhat rhe 
ri ssue organogenes is and bio log ica l fu ncr ions of NALT 
and Peyer's parches are d iffe rem [27, 29]. Emphasiz ing 
rhar more efforrs should be ai med ar elucidar ing rhe dis
rincr cellu lar, mol ecula r and func rio nal characrerisrics of 

rhe nasa l immune sysrem. 
Evidence from several sources sup porr rhe asse rtion 

rhar second ary Iympho id organs conrain mostly na ive 
Iymphocyres whereas ir has recentIy emerged rha r at 
ex rral ymphoid t issues reside effecror as well as effecror! 
memory Iymphocyres [30]. The acrivarion of naive T 
ce lls, \Virh eirher specinc Ag or po lyclonal srim ul i, resulrs 
in rhe differemial reg ularion of a se ries of cell adhesionl 
acrivarion molecu les. Cells rra nsiendy upregu la re a range 
of act ivarion markers, such as C D 25 (lL-2R), C D40 lig
and (CD40l )2, lFA- l , phagocyric g lycoprorein- l 
(CD 44), aod CD69 13 1, 32]. l o ccnrm$[, CD45RB aod 
L-selecrin (CD62L) are rhoughr ro dec rease on T cell aCti

va rion [3 3-371. 
G iven rhe inrensiry of an rig en ic exposure, ex rremeIy 

complex mechanisms are rhough ro be operaring at rhe 
leve! of rhe nasal immune sys rem ro regulare hig h ly spe
cialized processes, such as immune reaCt iviry and mucosal 
rolerance. In vie\V of rhe facr rhar NALT and N P are 
cons idered ind ucrive and effecror si res respecrively, ir 
would be predicrable rhar rhe ir Iymphocyre popular ions 

should exhibir d isrinct levels of express ion of acr ivarion 
markers as well as d ifferenr proport ions of cyrokine pro
duci ng cel ls. 

As expened for an effecror mucosa l sire \Ve fou nd rhar 
nasal passages conrai ned major p roporrions of B220 · , T 
CD 4 + and T CD8 + cell s express ing CD25 + and CD69+ 

in comparison \Virh NALT. Ir has recendy became appar
enr rhar memory T cells persisr, nor only in secondary 
Iymphoid organs bU( also in a var iery of ex rralymphoid 

peri phera l ri ssues including rhe lungs [30, 38, 39], con
sisrem wirh rhe idea rhar periphera l memory T celIs p lay 
a major role in combaring mucosal in fecr ions. lndeed ir 
has been recentl y shown t har su bs ranc ial numbers of 
virus-specific CD4 and CD8 T ce lls can be recovered 
fro m rhe lung airways more rhan 1 year afrer reso lllrion 
of ei rher an influenza or Senda i vi rus infecr ion [38, 40, 
4 11. These lung-derí ved T ce lls are dísrincr from l ym
phoid m emory T celIs in rhar rhey express markers cha r
acreris ric of hig h ly acrivared T cells, including CD25 and 
CD 69 [38, 40] and some constitutive effector func r ions. 
As rhey produce anriviral cyrokines and rapid ly acquire 
cyrolyric acriviry in response ro Ag simi lar ro rhe effec ror 
memory cells desc ríbed by SallustO el al. f421. Thus ir 
has been speculared rhat rhese Ag-specinc memory T 
ce lls in rhe lung ai rways provide a nrsr line of defe nse 
againsr su bseq uenr ínfecrion [43J. 

D espire we performed rhe characrer izarion of N P 
Iymphocyres in untreared mice, and rhus we d id nor 
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evaluare any speci fic immune response, our resulrs sho\V
ing rhar N P com ains major proporr ions of lymphocyres 
express ing rhe acri varíon markers CD25 and CD69, along 
\Vi rh more T cel ls prod ucing cy to kines in relarion ro 
NAlT, are in ag reemenr wirh previous srudies demon
sr raring rhar lymphoid and exr ralymphoid memory T 
ce lls are phenorypica ll y and funcriona ll y d ifferenr [30, 

39]. 
Indeed analys is of surface Ags afrer Sendai vi rus infec

t ion have indicated t har a large majori ry of rhe virus-spe
ci fi c CD4 + T cells in rhe lung airways rerained a hig hly 

acriva red phenorype and exp ressed hig h leveIs of rhe 
acure acr ivarion markers CD69 and CD2 5 on day 4 1 
afrer infecr ion f441; rhi s was similar ro rhe acrivared phe
no rype of virus-specific CD8 T cells in rhe lungs des
cri bed in earl ier srud ies [4 01. H owever , a notably 
differenr parreen of surface Ags was derecred on CD4 T 
ce lls fro m rhe parenchymal rissues of rhe lungs. Since 
l ike rhe BAL cells, rhe re rramer-specific CD 4 T cells 
from rhe lung parenchyma expressed CD69 and CD44 ar 
hig h levels, wirh reduced CD62L and C D45 RB expres
sion. H owever, rhese ce ll s were d isr incc from che BAL 
cells in rhar CD2 5 was absenr , and CDlla was expressed 
ar hig h levels as in rhe orher rissues [44]. 

Likewise ir has been showed rhar rhe ma joriry of cyro
kine-p rocl uci ng memory T cells, are enriched in extra
Iym phoid rarher rhan in Iymphoid sices. D espire cyrokine 

express ion of murine NALT and N P T Iymphocyres had 
been exam ined in immun ized mice in rerms of prorein 
secrer ion [1 1, 12], in unrreared m ice ir has only been 
srudied ar rhe rranscriprio n leve l using sing le cell reverse 
rranscriprion (RT)-PCR ana lys is [8], insread of measu ring 
rhe prorein expression . In present work using inrracellu
lar cyroki ne sra ini ng and fl ow cyromecry ana lys is we 
derened spontaneously cyrokine procl ll cing T cells in 
borh nasa l comparrmenrs. In accordance wirh H iroi el a/. 

[8] we found rhar N P comained h ig her proportions of T 
ce lls sponraneously producing cyrok ínes in compari son 
\Vi rh NAlT, as rheir freq uencies of IL-4, Il- 10, and 
TNF- Cl prodllci ng cell s were g rearer in N P. Mosr sponca
neously cy to ki ne prod ucing T celIs recorded in borh 
NALT and N P , express a Th2 profil e; as hig her percenr
ages of IL-4, IL- lO and IL-5 producing T celIs \Vere 
reg isrered in re larion ro rhe proponíon of lL-2 and IFN
y producing cells. Following ana lysis of cyroki ne-s pec ific 
mRNA, H iroi el a/. [81 also observed a h ig her freq ll ency 
of Th2 cell in N P. H owever, since mRNA for borh IFN 
Y+ and IL-6 was derecred in 12 % of rhe 50 T CD 4 + cells 
assayed from NALT rhey concluded rhar rhi s rissue was 
com posed of T hO and very fe\V Th 2 CD4 + T cells (4 % ). 

The d iffe rences in rhe cyrokine pronle repon ed by H iroi 
el a/. [8] in NALT and NP wirh respecr wirh rhe resulrs 
recorded by us, maybe due ro rhe di ffe renr mouse srrain 
used, since BALB/c is known ro elicire Th2 b iased 
res ponses. Alrernarively, rhe disc repancy may be 
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attribuced to che di srincc mechodolog ica l approach 
employed. Because whereas chey used a sing le-cell 
RT-PCR assay to ana lyse ac che cransc ripcion leve l l FN-y, 
lL-4 and IL-6 cyrokine-spec ific mRNA in isolaced CD4 + 
cel ls, we analysed by Row cyromecry che freq uency of 
cyrokine producing cells in che emire CD 3 "'" Iym phocyce 
popu lacion. Bes ides ic musc be cons idered chac des pice \Ve 
included in our analys is addicional cy tok ines, such as 
lL-2, IL-5, 11- 10 and TNF-Ct:, \Ve did not analysed 11-6, 
and chus \Ve \Vere noc able ro reg iscer che described ThO 
popu lacion producing boch IFN-y und IL-6. 

Boch Th 1 and Th2 cells develop ftom na ive T cells 
chroug h che same T cell precursor (ThO) phase. ThO ce lls 
can differemiace imo Th 1 or Th2 cells, depending on che 
idemicy of che ad ministered am igens r271. According ly 
follo\Ving intranasa l im muni :t:ar ion or infec tion polari :t:ed 
Th 1 oc Th 2 oc even mixed Th lITh2 cell mediated 
responses can be attained depending on che idemicy of 
rhe nasally administered anrigen r4, 27, 4 51. For example 
int ranasal administration of recombinant ¡Vl ycobctcterj¡tlll 
baúl/lis Calmerte-G ué rin lec! ro Th 1 ce ll -mediated 
respo nses r4 61. Simi larl y, primary ovalbumin-specific 
C D4 "'" T -ce ll responses in the NALT, drai n ing Iymph 
noc!es, and spleen have been reported fo llowing infection 
wirh group A streptococcus expressi ng an ovalbum in epi 
tope on its cell surface [47]. In contrast , nasa l delivery of 
protei n anrigens, g iven rogether \V ith cholera tox in, 
enhances spec ific Th 2 or mixed T hllTh 2 type responses 
[1 2,48,49]. 

Despice \Ve found h ig her num bers of T cells sponrane
ous ly express ing a Th2 t han a Tb l cy tokine profi le in 
both NALT and N P ce lls , this not exclude the potent ia l 
of nasa l compartment for the inducrion of Th! ceH 
responses . Si nce nasal T ce ll populacions mig hc al so com
prise na''-ve T ce ll s. Indeed \Ve observed chat rhe g rearer 
part of T cel ls, \Vere not spontaneousl y p roducing any 

cyrokine. Bes ides the majority of T cells (ound in borh 
N ALT and N P appear to be D N T ce ll s. Thus DN 
CD3 + cells may possi bl y inc lude terminally differenciated 
T reg ulatory Iymphocytes in addition to cel ls with pre
cursor pocenc ial for CD 4 + or CD 8 "'" T CD 3 "'" Iympho
cyces. Consideri ng char rhe abi liry of rhe NALT ro 
respond elic iting e ither Thl or Th 2 immune responses 
seems ro be dependent on antigen type and t he presence 
of mucosal ad juvancs, rhen fo ll owing srimu larion wich 
some m icrobia l ancigens, such as cerrain TLR ligands, 
nasal DC and mac rophages \V i 11 produce IL- 12 and thus 
mig ht pro mote chat some na'lve T ce ll s in NALT can 
become Th l cells 14 5, 50 1. Ho\Vever, ir resr ro be derer
mined if D N CD4 - CDS- CD 3 '" cells \Vhich consritu re 

rhe predominanc T cel l populacion found in NALT and 
N P d isplay sponraneous cyrokine production. Given chac 
ir has been reporred rhar cyrokine producrion exhibi red 
by rh ymocyre subsers or CD 3 + D N CD4 - CDS- spleen T 
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cells is disc re te, al thoug h it is inc reased upon st imularion 

[5 1]. 
Indeed ir has been reporred rhar upon srimularion , 

murine DN CD4- C DS- CD3 + T CR y/ (5 peripheraJ T 
cell s are ab le ro pro liferace and ro produce IL2 and IFN-y 
bur noc IL4 , resembl ing convencional CD 4 + THl cells in 
chis rega rd r521 . Besides upon srim ularion che cyrokine 
proclucr ion profi le of hu man a. [3 TCR CD4 - C DS- T ce ll 

clones \Vith anti -CD3 \Vas predominantl y ThO-l ike [5 3]. 
Moreover, ir has been reported char 40-60 % of rhe 
CD3 "'" cells in filrrar ing rhe lung during rhe immune 
response in mice \Vere CD 3 + CD4 - CDS- T cR -a. fJ bear
ing cells, which upon ConA sr imu lacion , syncherized 
mRNA for IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, I FN-y, TNF-a, 

GM-CSF, and TGF beta [54]. In addirion unconvenr ional 
DN TCRa.fJ+ T cells which appear to d ifferenriare ex tra
chym icall y, seem to part icipate in earl y respo nse aga inst 
Liste,.ia monoC)'togeneJ and cytomegalovirus infecrions 
chrough IFN-y procluct ion but lacked expression of lL-4 
[55, 56]. 

In summary present study provide furth er evidence 
indicaring rhar disrincrive phenorypic and funcriona l fea
cures exis t between NALT and NP in thei r Iymphocyte 
populacions conta ined. As expecred for an effector mucos
al site \Ve fou nd tbat nasa l passages contai ned major pro
porc ions of act ivated Iymphocyres a long as hig her 
numbers of T cells spontaneously produc ing cytokines in 
comparison to NALT. 
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CAPÍTULO III 

EFECTOS DE LA INMUNIZACIÓN INTRANASAL CON LA PROTOXINA 

CRY1AC SOBRE LAS DIFERENCIAS FENOTÍPICAS Y FUNCIONALES 

DE LINFOCITOS DEL NALT Y NP DE RATÓN. 
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Introducción. 

La mucosa nasal es un sitio importante para la defensa del huésped contra 

patógenos que invaden esta vía, así como el primer sitio de contacto con los 

antígenos inhalados (5). Además del papel que juega en la defensa de las vías 

respiratorias altas y bajas, el sistema linfoide nasal coopera con el sistémico y tiene 

que ver con las reacciones inmunes en sitios distantes, tales como el tracto 

urogenital y el intestinal (8, 15). Tomando en consideración esta característica, se 

han diseñado nuevas estrategias de vacunación basadas en la aplicación nasal, y se 

ha demostrado que son procedimientos efectivos para la inducción de inmunidad 

específica a antígenos en los tejidos respiratorio y reproductivo. Sin embargo, a 

pesar de su papel en la inmunidad mucosal, poco es lo que se sabe sobre el sistema 

inmune nasal. 

Existen varias evidencias que sugieren que el NALT puede tener un papel 

importante en la inducción en la respuesta inmune de la mucosa después de la 

inmunización intranasal (36), sin embargo, no se han determinado los mecanismos 

involucrados en la inducción y expresión de la respuesta inmune en la mucosa 

nasal. 

El NALT y los NP son considerados como el sitio inductor y efector, 

respectivamente, a pesar de esto, son pocos los trabajos que han caracterizado 

sistemáticamente a las poblaciones de linfocitos de estos dos tejidos nasales. En un 

trabajo previo (37) caracterizamos las diferencias fenotípicas y funcionales 

existentes en linfocitos del NALT y NP mientras que el objetivo principal de este 

estudio es caracterizar el efecto de la inmunización intranasal con la protoxina 

Cry1Ac en la activación y en la producción de citocinas en linfocitos del NALT y 

NP. 

La inmunización intranasal es una ruta efectiva para estimular la inmunidad de 

mucosas hacia una variedad de patógenos (12, 38, 39) y proteínas solubles, (8, 40). 
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La inmunización intranasal es muy eficiente para inducir respuestas inmunes 

humorales y celulares en la mucosa respiratoria y en sitios mucosos distantes tales 

como el tracto genital y el intestino (8-15). También se ha demostrado que esta ruta 

de inmunización es más efectiva que la oral y la vaginal para inducir respuestas 

generalizadas a nivel de mucosas y sistémicas (16-20), además de requerir una 

menor cantidad de inmunógenos (8, 13, 41-43). 

Existen pocos adyuvantes de la inmunidad de mucosas (21). La toxina de cólera 

(CT) (22, 23) y la toxina termolábil de Escherichia coli (LT) (24) tienen efectos 

adyuvantes cuando se coadministran o conjugan con proteínas solubles que por sí 

solas no son inmunogénicas para las mucosas (25). Sin embargo, la aplicación de 

estas toxinas en humanos no es conveniente por su toxicidad y altos costos de 

producción. Las formas mutantes no tóxicas de LT y CT que mantienen 

parcialmente la adyuvanticidad también son excesivamente costosas (25, 26, 28). 

Por lo anterior se infiere que es necesario descubrir y estudiar nuevos adyuvantes 

de mucosas y proteínas u otras moléculas que pudieran utilizarse como 

acarreadoras de epítopes vacunales que sean capaces de estimular la respuesta 

inmune en las superficies mucosas al mismo tiempo que sean innocuas para 

vertebrados, estables, de bajo costo de producción y que puedan aplicarse por vías 

mucosas. 

 

Cry1Ac como adyuvante mucosal. 

 

Cry1Ac es una proteína producida por la bacteria Bacillus thuringiensis que se ha 

utilizado desde los años 1930’s como bioinsecticida. Esta proteína es producida por 

las bacterias como protoxina (130 kDa) y se solubiliza y procesa proteolíticamente 

por proteasas intestinales de insectos para producir la toxina (75 kDa). Se ha 

demostrado que Cry1Ac, como toxina o protoxina, no es tóxica para vertebrados 
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(44). Aunque los estudios con Cry1Ac se han enfocado principalmente en 

cuestiones vinculadas a la agricultura, se ha demostrado que es una proteína muy 

inmunogénica, capaz de generar respuestas potentes en suero y mucosas, incluso 

con una sola aplicación (29). Más aún, la coadministración de Cry1Ac por rutas 

mucosales con antígenos como albúmina sérica bovina, el antígeno de superficie 

del virus de hepatitis B y polisacáridos de neumococo ha aumentado la respuesta 

inmune hacia éstos, a niveles similares a los obtenidos cuando se usó la toxina de 

cólera como adyuvante (31, 34). Cry1Ac incrementa la inmunidad protectora hacia 

la meningoencefalitis experimental por  Naegleria fowleri en ratón, una 

enfermedad infecciosa aguda fatal iniciada en la mucosa nasal (32). 

Así pues, dado que la pCry1Ac es altamente inmunogénica y tiene propiedades 

adyuvantes a nivel sistémico y de mucosas; en este trabajo se determinó si la 

inmunización intranasal de la pCry1Ac modificaba la activación y producción de 

citocinas en linfocitos tanto del NALT como de los NP, además de analizar las 

respuestas de células productoras de anticuerpos en ambos tejidos. 

 

Material y métodos. 

 

Obtención de la protoxina Cry1Ac. 

El plásmido pCry1Ac (Cry1Ac clonado en el vector pKK3322), donado por el Dr. 

Donald Dean (Ohio State University, Columbus, USA), se introdujo en células 

competentes TOP10 de Escherichia coli por medio de un shock térmico. Se 

seleccionaron las cepas resistentes a la ampicilina y se cultivaron en medio LB 

suplementado con 100 µg/ml de este antibiótico a 37°C con agitación constante 

(~300 rpm). A las 48 h de cultivo las bacterias se cosecharon por centrifugación 

(7000 g por 7 min), se resuspendieron en buffer TE (10 mM TrisCl, 1 mM EDTA, 

pH 8), se incubaron durante 30 min a 37°C con 1 mg/ml de lisozima (Sigma, MO) 
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y se lisaron por sonicación (Fisher Sonic Dismembrator Model 300). La fracción 

insoluble del lisado se lavó dos veces con TE/Tween-20 1%, dos veces con 0.5 M 

NaCl y una vez con agua bidestilada. La protoxina Cry1Ac se solubilizó 

disgregando la pastilla en buffer PCB 30 mM Na2CO3, 70 mM NaHCO3, 1 % (v/v) 

2-mercaptoetanol, pH 9.6) e incubando durante 30 min a 37°C. Posteriormente se 

aclaró por centrifugación a 16 000 g durante 10 min, se determinó la concentración 

de proteína por el método de Bradford y se analizó la pureza por SDS-PAGE en un 

gel al 7.5%. Una vez obtenida la pCry1Ac se eliminaron los restos de endotoxina 

que pudiera tener al pasarla por una columna de Polimixina (Affi-Prep® 

Polymyxin Matriz BIO-RAD 156-0010) para posteriormente verificar la ausencia 

restos de endotoxina con la prueba de detección semicuantitativa de endotoxina 

Sigma E-TOXATE® (Limulus amebocyte lysate). La proteína se almacenó a 4ºC 

hasta ser usada. 

 

Ruta y esquema de Inmunización. 

Se emplearon ratones BALB/c machos de 6 - 8 semanas de edad. Se administraron 

50 g del antígeno pCry1Ac por vía intranasal. Los grupos experimentales 

consistieron de siete animales que recibieron tres dosis de 50 g de la pCry1Ac 

(una cada semana) y se sacrificaron 7 días después de la última inmunización.  

 

Prueba de ELISPOT. 

Se utilizaron placas de 24 pozos, donde se colocó papel de nitrocelulosa en cada 

pozo. Los pozos se recubrieron con la protoxina Cry1Ac disuelta en PBS (10 

µg/500µl por pozo), posteriormente se incubaron las placas por 24 h a 4ºC. Las 

placas se lavaron 3 veces con PBS-T (0.05%) para posteriormente ser bloqueadas 

con albúmina 1% en PBS-T durante 2 h a temperatura ambiente. Se realizó 

nuevamente el proceso de lavado (3 veces con PBS-T y tres veces con PBS). Se 
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agregaron 5 X 10
5
 linfocitos por pozo en 500 µl de medio RPMI-1640 y se 

incubaron a 37ºC con CO2 5% por 4 horas. Las placas con linfocitos del NALT y 

NP se lavaron 5 veces con PBS-T, y se agregaron los anticuerpos monoclonales 

anti-inmunoglobulinas conjugados a peroxidasa (1:1000) anti-IgA, IgG e IgM. Se 

incubaron por dos horas a temperatura ambiente, a continuación, se lavaron 3 veces 

con PBS-T y se reveló con 4-cloronaftol. La membrana de nitrocelulosa se observó 

en un microscopio estereoscópico para contar el número de células productoras de 

anticuerpo (AFC) anti-Cry1Ac de linfocitos aislados del NALT y NP de ratones 

BALB/c inmunizados con la protoxina. 

 

La obtención de los tejidos (NALT y NP) y las células de éstos así como los 

anticuerpos utilizados para determinar los efectos de la inmunización intranasal con 

la protoxina Cry1Ac, sobre estas poblaciones celulares, son exactamente los 

mismos que los descritos en el capítulo I. 

 

Análisis estadístico.  

El análisis estadístico fue realizado con la técnica no paramétrica Mann–Whitney 

U-test, con una P < 0.05 de significancia. 

 

Resultados. 

 

Cry1Ac modifica las poblaciones de linfocitos del NALT y NP. 

Los linfocitos del NALT y NP se obtuvieron como se describió anteriormente (37). 

El número de linfocitos recuperados del NALT de ratones normales BALB/c, fue 

de 7.2 (± 0.7) X 10
5
 células y de 1.4 (± 0.5) X 10

6
 células para los NP. En el grupo 

inmunizado con Cry1Ac, se observa un incremento en el número obtenido de 

células tanto para el NALT (1.2 ± 0.3 X 10
6
 células) como en los NP (1.6 ± 0.1 X 
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10
6
 células). El fenotipo de los linfocitos del NALT y NP analizados por citometría 

de flujo, de ambos grupos (control e inmunizado) se muestra en la Fig. 3.1. Tanto 

en el grupo control como en el inmunizado, las células B fueron más abundantes 

que las T, en ambos tejidos nasales (NALT y NP). Al inmunizar con Cry1Ac, los 

porcentajes de células B son muy similares y no existe diferencia significativa en 

los valores observados en el NALT del grupo control (46.8 % ± 2.39 y 47.2 % ± 

2.9 respectivamente). Sin embargo, hay un aumento significativo de linfocitos B en 

los NP del grupo inmunizado (69.2 % ± 5.93) con respecto al control (55.2 % ± 

1.48) (Fig. 3.1, Tabla 3.1). En contraste, las células T presentan porcentajes muy 

similares entre ambos grupos, 37.6 % ± 2.1 para el NALT del grupo control y 36.8 

% ± 3.11 para el inmunizado; en los NP, se observó un 17.6 % ± 4.45 en el grupo 

control, mientras que en el inmunizado el porcentaje fue de 16.8 % ± 2.28 (Fig. 3.1, 

Tabla 3.1). Las células T CD4+ disminuyen en el NALT al inmunizar con Cry1Ac, 

de 48.0 % ± 2.0 a 35.8 % ± 5.36 y los T CD8+ de 11.0 % ± 3.2 a 5.2 % ± 1.79, 

estas disminuciones de células T CD4+ y CD8+ en el NALT de ambos grupos son 

significativamente diferentes. Sin embargo, en los NP se puede observar un cambio 

importante en las proporciones de estas células, hay un aumento significativo en 

células T CD4+ del grupo inmunizado (67.8 % ± 3.03) con respecto al control (49.0 

% ± 3.54), de igual forma, los linfocitos T CD8+ se ven aumentados en el grupo 

inmunizado (16.6 % ± 2.7) con respecto al control (7.6 % ± 2.41) (Fig. 3.1, Tabla 

3.1). 
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Tabla 3.1. Caracterización fenotípica de la superficie de linfocitos del NALT y NP 

en ratones control e inmunizados intranasalmente con Cry1Ac. 

 
Marcadores 

celulares 

NALT NALT+Cry1Ac NP NP+Cry1Ac 

B220
+
 47.2 ± 2.9 46.8 ± 2.39 55.2 ± 1.48 69.2 ± 5.93 * 

CD3
+
 37.6 ± 2.1 36.8 ± 3.11 17.6 ± 4.45 16.8 ± 2.28 

B/T 1.3 1.3 3.1 4.2 

CD4
+
 48.0 ± 2.0 35.8 ± 5.36 § 49.0 ± 3.54 67.8 ± 3.03 * 

CD8
+
 11.0 ± 3.2 5.2 ± 1.79 § 7.6 ± 2.41 16.6 ± 2.7 * 

CD4
+
/CD8

+
 4.4 6.9 6.4 4.1 

CD3
+
CD4

-
CD8

- 41.0 ± 4.4 59.0 ± 3.0 § 43.4 ± 3.0 15.6 ± 3.2 * 

 

 

 

 

 

Tabla 3.1. Los linfocitos aislados del NALT y NP de ratones normales e inmunizados se tiñeron con mAbs acoplados con 

fluorocromos y analizados por citometría de flujo. Los datos representan la media de los porcentajes de expresión ± la desviación 

estándar de 5 experimentos independientes usando un conjunto de células de 7 ratones. § señala las diferencias significativas 

(p<0.05) de los porcentajes de las poblaciones celulares entre el NALT del grupo control e inmunizado. * señala las diferencias 

significativas (p<0.05) de los porcentajes de las poblaciones celulares entre los NP del grupo control e inmunizado. 

Fig. 3.1. Porcentaje de las poblaciones de linfocitos del NALT y NP. Los linfocitos de ambos tejidos nasales fueron aislados 

de ratones BALB/c normales e inmunizados con Cry1Ac. 1 X 10
6
 células fueron teñidas con mAbs con fluorocromos y 

analizados por citometría de flujo. Los dotplots son representativos de 5 experimentos independientes y los valores representan 

la media de los porcentajes. 
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Cry1Ac induce respuestas de células secretoras de anticuerpos específicas en 

NALT y NP. 

Se inmunizaron siete ratones BALB/c por la vía intranasal con 50 µg de Cry1Ac, 

las poblaciones de células del NALT y NP se analizaron para determinar la 

presencia de células formadoras de anticuerpos (AFCs) específicas a Cry1Ac. La 

inmunización intranasal con Cry1Ac provocó un aumento considerable de AFCs 

productoras de IgA e IgG específicos a Cry1Ac en el NALT, IgA fue el isotipo con 

mayor número de células (1245 /10
6 

± 185) con respecto a IgG (801 /10
6
± 97 

células). En NP el número de células fue mucho mayor, sobre todo en lo que 

respecta al isotipo IgA, en el que el número fue aproximadamente tres veces mayor 

que en el NALT (NP, 3456 /10
6 

± 237 células) y el número de células específicas a 

Cry1Ac productoras de IgG también fue mucho mayor (1233 /10
6 

± 85 células) que 

en el NALT (Tabla 3.2). 

 

Tabla 3.2. Detección de células secretoras de anticuerpos específicas para Cry1Ac 

mediante el ensayo de ELISPOT. 

 

                          No. Células secretoras de anticuerpos/10
6
 ± DS 

 NALT NP 

IgA 1245 ± 185 * 3456 ± 237 

IgG 801 ± 97 * 1233 ± 85 

IgM < 10 < 10 

 

 

 

 

 

Tabla 3.2. Linfocitos del NALT y NP de grupos de 7 ratones BALB/c inmunizados. Las células fueron incubadas 

para evaluar la presencia de células formadoras de anticuerpos (AFC) IgA-Cry1Ac específicas, IgG e IgM, a través 

de la prueba de ELISPOT. Los valores representan la media del número de AFC Cry1Ac-específicas por 1 X 10
6
 

células ± la desviación estándar de 3 experimentos independientes. § señala los grupos con diferencias significativas 

(p<0.05) del número de AFC Cry1Ac-IgG específicas por millón de células entre el NALT y NP. * señala los grupos 

con diferencias significativas (p<0.05) del número de AFC Cry1Ac-IgA específicas por millón de células entre el 

NALT y NP. 
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La inmunización intranasal con Cry1Ac incrementa la expresión de 

marcadores de activación CD25 y CD69 en linfocitos del NALT y NP. 

Para estudiar el efecto de la inmunización intranasal con Cry1Ac sobre la expresión 

de marcadores de activación en linfocitos nasales, se analizó por citometría de flujo 

la proporción de linfocitos B220+, T CD4+ y T CD8+ que expresaron los 

marcadores de activación CD25 y CD69. Los datos en las Fig. 3.2 y 3.3 muestran 

las medias de los porcentajes de células B220+, T CD4+ y T CD8+ que expresan 

CD25 y CD69 en las poblaciones totales de linfocitos del NALT y NP de los 

grupos control e inmunizados. 

 

CD25 

Como era de esperarse para un sitio efector, en los NP se encontró un mayor 

número de células B220+, T CD4+ y T CD8+ que expresan CD25 con respecto al 

NALT. Estos valores presentan un aumento significativo ante el estímulo 

inmunogénico que provoca la inmunización intranasal con Cry1Ac. Las células B 

que expresan CD25 en el NALT del grupo inmunizado es seis veces mayor que en 

el grupo control (52.6 % ± 3.92 y 8.2 % ± 2.28 respectivamente) (Fig. 3.2 y 3.3, 

Tabla 3.3). De igual forma, se observó un incremento de estas células en los NP de 

ratones inmunizados (54.9 % ± 4.39) en relación al grupo control (25.5 % ± 1.17) 

(Fig. 3.2 y 3.3, Tabla 3.3). En lo que se refiere a las células T CD4+ que expresan 

CD25, se observó que tanto en el NALT como NP de ambos grupos, la expresión 

de este marcador aumentó al doble después de la inmunización con Cry1Ac, 

teniendo un 46.1 % ± 4.44 en el NALT de ratones inmunizados contra un 20.5 5 ± 

2.51 del grupo control. En NP del grupo experimental se observó un 76.6 % ± 3.72 

contra un 38.4 % ± 3.4 de los NP de ratones normales, siendo esta diferencia 

significativa también. Finalmente, aunque los linfocitos CD8 presentan los 

porcentajes más bajos de las poblaciones del NALT y NP en ambos grupos, el 
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porcentaje de expresión de CD25 también se incrementó de forma significativa en 

los dos grupos y en ambos tejidos (NALT control 11.5 % ± 1.53 contra 21.2 % ± 

1.28 del grupo inmunizado y en NP control 58.8 % ± 2.17 contra 73.9 % ± 5.38 en 

el grupo experimental) (Fig. 3.2 y 3.3, Tabla 3.3). 

 

 

 

Tabla 3.3. Porcentaje de expresión de CD25 en las diferentes poblaciones de 

linfocitos del NALT y NP en ratones control e inmunizados con Cry1Ac. 

 

 NALT NP 

 control Cry1Ac i.n. control Cry1Ac i.n 

B220
+
 8.2 ± 2.28 52.6 ± 3.92 * 25.5 ± 1.17 54.9 ± 4.39 * 

CD4
+
 20.5 ± 2.51 46.1 ± 4.44 * 38.4 ± 3.4 76.6 ± 3.72 * 

CD8
+
 11.5 ± 1.53 21.2 ± 1.28 * 58.8 ± 2.17 58.8 ± 2.17* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3.3. Los linfocitos aislados del NALT y NP de ratones normales e inmunizados se tiñeron con mAbs conjugados con 

fluorocromos y analizados por citometría de flujo. Los datos representan la media de los porcentajes de expresión ± la desviación 

estándar de 5 experimentos independientes usando un conjunto de células de 7 ratones. § indica los grupos con diferencias 

significativas (p<0.05) del porcentaje de expresión de CD25 entre las diferentes poblaciones de linfocitos del NALT del grupo 

control e inmunizado. * indica los grupos con diferencias significativas (p<0.05) del porcentaje de expresión de CD25 entre las 

diferentes poblaciones de linfocitos de los NP del grupo control e inmunizado. 
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Fig. 3.2. Porcentaje de expresión del marcador de activación CD25 en las poblaciones de linfocitos del NALT y NP. 

Los linfocitos se aislaron de ratones BALB/c normales e inmunizados con Cry1Ac. 1 X 10
6
 células se tiñeron con 

mAbs acoplados a fluorocromos y los resultados se adquirieron por citometría de flujo. Los valores representan la 

media de los porcentajes ± la desviación estándar de 5 experimentos independientes. § indica los grupos con diferencias 

significativas (p<0.05) del porcentaje de expresión de CD25 entre las diferentes poblaciones de linfocitos del NALT del 

grupo control e inmunizado. * indica los grupos con diferencias significativas (p<0.05) del porcentaje de expresión de 

CD25 entre las diferentes poblaciones de linfocitos de los NP del grupo control e inmunizado. 
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CD69 

Es importante mencionar que tanto en el NALT como en los NP del grupo 

inmunizado con Cry1Ac se presentaron incrementos significativos en la expresión 

de CD69. En el NALT las células B220+ del grupo control, registraron los 

porcentajes más bajos de expresión de CD69 (2.3 % ± 0.94) pero después de la 

inmunización, la expresión de CD69 aumentó a 29.2 % ± 5.27 (Fig. 3.4 y 3.5, 

Tabla 3.4). De forma muy similar, se registró el aumento de células B220+ CD69+ 

en NP de ratones inmunizados (40.6 % ± 2.61) con respecto al grupo control (12.9 

Fig. 3.3. Porcentaje de expresión del marcador de activación CD25 en las poblaciones de linfocitos del NALT y 

NP. Los linfocitos se aisalron de ratones BALB/c normales e inmunizados con Cry1Ac. 1 X 10
6
 células se 

tiñeron con mAbs con fluorocromos y se analizaron por citometría de flujo. Las gráficas son representativas de 5 

experimentos independientes y los valores representan la media de los porcentajes. 
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% ± 3.14) (Fig. 3.4 y 3.5, Tabla 3.4). Las células T CD4+ del NALT, en ambos 

grupos, si bien es cierto que tienen un alto porcentaje de expresión, no se 

registraron cambios significativos con o sin inmunización (29.8 % ±3.11 contra 

28.6 % ± 2.9 respectivamente) (Fig. 3.4 y 3.5, Tabla 3.4). Algo muy parecido 

ocurrió con los linfocitos T CD8+. En lo que respecta a los NP, Cry1Ac aumentó la 

expresión de CD69 tanto en células B220+ como T CD4+, para las células B, 

aumentan de 12.9 % ± 3.14 (control) a 40.6 5 ± 2.61 (inmunizado) y en T CD4+ el 

aumento va de 38.3 % ± 3.31 en ratones normales a 56.2 % ± 4.23 en el grupo 

experimental (Fig. 3.4 y 3.5, Tabla 3.4). 

 

Tabla 3.4. Porcentaje de expresión de CD69 en las diferentes poblaciones de 

linfocitos del NALT y NP en ratones control e inmunizados con Cry1Ac. 

 

 NALT NP 

 control Cry1Ac i.n. control Cry1Ac i.n 

B220
+
 2.3 ± 0.94 29.2 ± 5.27 * 12.9 ± 3.14 40.6 ± 2.61 * 

CD4
+
 29.8 ± 3.11 28.6 ± 2.9 38.3 ± 3.31 56.2 ± 4.23 * 

CD8
+
 17.1 ± 2.67 13.5 ± 3.71 64.4 ± 0.96 63.2 ± 5.38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3.4. Los linfocitos aislados del NALT y NP de ratones normales e inmunizados se tiñeron con mAbs conjugados con 

fluorocromos y se analizaron por citometría de flujo. Los datos representan la media de los porcentajes de expresión ± la 

desviación estándar de 5 experimentos independientes usando un conjunto de células de 7 ratones. § indica los grupos con 

diferencias significativas (p<0.05) del porcentaje de expresión de CD69 entre las diferentes poblaciones de linfocitos del NALT 

del grupo control e inmunizado. * indica los grupos con diferencias significativas (p<0.05) del porcentaje de expresión de CD69 

entre las diferentes poblaciones de linfocitos de los NP del grupo control e inmunizado. 
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Fig. 3.4. Porcentaje de expresión del marcador de activación CD69 en las poblaciones de linfocitos del NALT y NP. Los 

linfocitos se aislaron de ratones BALB/c normales e inmunizados con Cry1Ac. 1 X 10
6
 células se tiñeron con mAbs con 

fluorocromos y analizados por citometría de flujo. Los valores representan la media de los porcentajes ± la desviación 

estándar de 5 experimentos independientes. § indica los grupos con diferencias significativas (p<0.05) del porcentaje de 

expresión de CD69 entre las diferentes poblaciones de linfocitos del NALT del grupo control e inmunizado. * indica los 

grupos con diferencias significativas (p<0.05) del porcentaje de expresión de CD69 entre las diferentes poblaciones de 

linfocitos de los NP del grupo control e inmunizado. 
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Cry1Ac aumenta la proporción de linfocitos T productores de citocinas en el 

NALT y NP. 

En un estudio previo (37) se observó que de forma espontánea, se producían 

principalmente IL-4, IL-5, IL-10 y también aunque en menor proporción IL-2, IFN-

γ, y TNF-α en el NALT y NP. Al inmunizar con Cry1Ac se observaron células T 

productoras de citocinas en ambos tejidos, siendo mayor la proporción de células T 

que producen IL-4 (27.4 % ± 3.85), IL-5 (19.1 % ± 4.1) e IL-10 (16.3 % ± 3.26) en 

los NP que en el NALT, donde se registró 18.1 % ± 3.13 para IL-4, 13.6 % ± 2.27 

Fig. 3.5. Porcentaje de expresión del marcador de activación CD69 en las poblaciones de linfocitos del NALT y 

NP. Los linfocitos se aislaron de ratones BALB/c normales e inmunizados con Cry1Ac. 1 X 10
6
 células se 

tiñeron con mAbs con fluorocromos y analizados por citometría de flujo. Las gráficas son representativas de 5 

experimentos independientes y los valores representan la media de los porcentajes.  
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para IL-5 y 10.9 % ± 2.61 para IL-10 (Fig. 3.4), dichos cambios son 

significativamente diferentes y refuerzan la idea de que los NP actúan 

predominantemente como un sitio efector. En lo que respecta a las otras citocinas 

reportadas (37), se observó que en el NALT la IL-2, IFN-γ y TNF-α, a pesar de 

presentar porcentajes muy bajos, éstos aumentaron al inmunizar con Cry1Ac, 

aunque estas diferencias no fueron significativas en lo que se refiere al NALT, 

mientras que en NP los pequeños aumentos que se registraron en los ratones 

inmunizados fueron significativamente diferentes con respecto al NP control, con 

excepción de TNF-α. 

Como puede observarse, tanto espontáneamente como por efecto de la 

inmunización, se registra tanto en el NALT como en NP un perfil de citocinas tipo 

Th2. Las células productoras de IL-4, representó la población con mayor porcentaje 

en el NALT (9.8 % ± 1.54) y NP (14.5 % ± 0.93) del grupo control como del 

inmunizado (18.1 % ± 3.13 en el NALT y 27.4 % ± 3.85 en NP) (Fig. 3.6). La 

segunda población con mayor porcentaje en el grupo control, fueron las células T 

productoras de IL-10, tanto en el NALT como en NP (4.9 5 ± 1.8 y 12.9 % ± 1.54 

respectivamente), mientras que en el grupo experimental la población de células T 

productoras de IL-5, fueron la segunda población con mayor porcentaje (NALT, 

13.6 5 ± 2.27 y en NP, 19.1 % ± 4.1). Aunque los porcentajes de células T que 

producen IL-2 e IFN-γ representan los valores más bajos en los dos grupos y en 

ambos tejidos, estos datos sugieren que al menos un número pequeño de células T, 

producen citocinas Th1 tanto espontáneamente como por efecto de Cry1Ac. 
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Fig. 3.6. Porcentaje de células T CD3+ productoras de citocinas en el NALT y NP de ratones BALB/c normales e 

inmunizados intranasalmente con Cry1Ac. Los linfocitos aislados del NALT y NP se cultivaron con brefeldina-A (10 

mg/ml) por 3 horas y teñidos con mAb anti-CD3. La expresión intracelular de citocinas se observó al realizar la tinción 

con mAb conjugados a fluorocromos, a células fijadas y permeabilizadas. Las células se aislaron por citometría de 

flujo, los datos representan la media de los porcentajes ± la desviación estándar de 5 experimentos independientes 

(usando un conjunto de células de 7 ratones por cada tejido). § indica las diferencias significativas (p<0.05) en los 

porcentajes de células CD3+ productoras de citocinas entre el NALT del grupo control y el inmunizado. * indica las 

diferencias significativas (p<0.05) en los porcentajes de células CD3+ productoras de citocinas entre los NP del grupo 

control y el inmunizado. 
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Discusión. 

 

El sistema inmune de mucosas puede dividirse en compartimentos inductores y 

efectores. El NALT es una región típicamente inductora y los pasajes nasales son 

considerados como sitios efectores. Sin embargo, el efecto de la inmunización 

intranasal sobre el fenotipo y las funciones de las diferentes subpoblaciones 

celulares que residen en estos compartimentos nasales, aún no están bien 

caracterizadas sobre todo ante estímulos inmunogénicos como la inmunización 

intranasal con Cry1Ac (29-31, 34, 35, 45). 

En este estudio, la inmunización intranasal con 50µg de Cry1Ac, dió como 

resultado cambios en los fenotipos y funcionalidad de las poblaciones de linfocitos 

tanto del NALT como de NP. Cuando se comparan los porcentajes de poblaciones 

de estos compartimentos nasales, de los grupos control e inmunizado, Cry1Ac 

induce respuestas específicas de células B IgA+ e IgG+ en ambos tejidos, aunque 

los porcentajes son menores en el NALT que en NP (p < 0.05). Las respuestas de 

células formadoras de anticuerpos (AFC) anti Cry1Ac -IgA fueron las más 

abundantes y no se detectaron AFC-IgM, estos resultados coinciden con los 

reportados al estudiar la respuesta ante la inmunización con CT (46, 47). Incluso en 

otros estudios, se ha demostrado que la respuesta IgA específica ante una infección 

viral, está perfectamente correlacionada con la presencia de anticuerpos IgA, los 

cuales están directamente relacionados con la respuesta de la mucosa nasal en 

ratones infectados con el virus de la influenza (39, 48). Un dato relevante es la 

presencia de las células IgG+, que a pesar que se detectaron cantidades menores 

que las IgA+, en otros estudios o no se han reportado o simplemente no se han 

estudiado. Estos resultados sugieren que el NALT y NP por la inmunización 

intranasal de Cry1Ac, son estimulados por la protoxina dando una alta respuesta de 

AFC-IgA y también de AFC-IgG para proporcionar en primer instancia una gran 
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cantidad de anticuerpos, los cuales podrían estar involucrados en la protección de 

las vías respiratorias altas. El desarrollo de AFC en el NALT y NP así como la 

producción de diferentes anticuerpos en ratones inmunizados intranasalmente con 

diferentes proteínas de origen bacteriano, aún no está bien caracterizado y son 

importantes para comprender cuál es el papel que juegan estos compartimentos 

nasales en la diferenciación de las células B. 

Por otra parte, en este estudio se demuestra la propiedad de Cry1Ac de aumentar 

una respuesta inmune cuando es aplicada intranasalmente. El incremento de AFC-

IgA e IgG específicas, así como la activación y producción de citocinas en 

linfocitos del NALT y NP, son cambios significativos entre el grupo control e 

inmunizado. 

La expresión de citocinas por linfocitos del NALT y NP ya ha sido estudiada en 

ratones inmunizados con CT (14) y por RT-PCR (40) en ratones no inmunizados, 

por lo que tomando en cuenta las características inmunogénicas de Cry1Ac , se 

consideró importante analizar el efecto de la inmunización con la protoxina Cry1Ac 

en la expresión intracelular de citocinas, por medio de la citometría de flujo. 

El aumento significativo (p < 0.05) de la expresión intracelular de la producción de 

citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10, así como la baja expresión de IL-2 e IFN-γ, 

indican una respuesta Th2 dominante. Estos datos son consistentes con trabajos 

previos donde después de la inmunización intranasal con Cry1Ac coadministrada 

con extracto amibiano de Naegleria fowleri, se da una respuesta mucho mayor de 

IgG1 que de IgG2 (32). Se ha demostrado que Cry1Ac tiene propiedades 

inmunogénicas y de adyuvante al igual que CT (29-31, 34, 35) y existen evidencias 

de que este tipo de proteínas de origen bacteriano aumentan predominatemente esta 

respuesta Th2 (21, 49-52). 

En conclusión, se encontró que la aplicación intranasal de Cry1Ac induce 

activación de linfocitos de NALT y NP, incrementa la proporción de linfocitos T 
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que producen citocinas (preferentemente Th2), e induce respuestas específicas de 

células productoras de anticuerpos IgA e IgG. Estos resultados ayudan a explicar 

los efectos inmunogénicos y adyuvantes inducidos por la aplicación intranasal con 

Cry1Ac, que es una proteína con potencial para mejorar las vacunas mucosas. Por 

otra parte los resultados indican que Cry puede utilizarse como una herramienta 

para caracterizar la compartamentalización del sistema inmune nasal. 
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CAPÍTULO IV 

EFECTO DE LA INMUNIZACIÓN INTRANASAL CON LA PROTOXINA 

CRY1AC EN LA EXPRESIÓN DE RECEPTORES DE HOMING Y 

MOLÉCULAS DE ADHESIÓN DEL NALT Y NP. 
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Introducción. 

 

Se sabe que la inmunización intranasal es una ruta efectiva para estimular la 

inmunidad de mucosas hacia una variedad de patógenos (12, 38, 39) y proteínas 

solubles incluyendo la toxina de cólera (8, 40). Esta ruta de inmunización induce 

respuestas inmunológicas favorables no sólo a nivel local sino también en sitios 

mucosos distantes. En particular la inmunización intranasal proporciona inmunidad 

en el tracto genito-urinario (8, 41-43). 

Las estrategias recientes de vacunación a nivel de mucosas, se han enfocado en el 

hecho de que la inmunización intranasal, desencadena una respuesta inmune a 

través del sistema inmune de mucosas (42). Esta ruta de inmunización es atractiva 

debido a su fácil administración y a la posibilidad de inducir inmunidad tanto en 

vías respiratorias altas como en sitios distales como el tracto urogenital, sin 

embargo, a pesar de que se ha probado satisfactoriamente que la inmunización 

intranasal es un método altamente efectivo, incluso para proporcionar inmunidad en 

sitios distantes, aún no se sabe como la estimulación del NALT guía una respuesta 

inmune a sitios mucosos distantes. 

Estructuralmente el NALT es muy similar a las PP, contienen células M, zonas de 

organización para células B y T (47). Aunque posiblemente el NALT no debe ser el 

único sitio que contribuye significativamente a la estimulación de los sitios 

mucosos efectores de las vías aéreas, su importancia se debe probablemente a su 

proximidad a la lámina propia nasal, lo que fortalece la idea de que esta estructura 

única es un tejido importante para estudiar procesos inmunológicos con antígenos 

introducidos por vía intranasal (6). 

Es posible que la habilidad del NALT de inducir una respuesta inmune a sitios 

mucosos distantes se deba en parte a los ligandos especializados expresados en sus 

HEV. Estos ligandos o adresinas interactúan con receptores específicos de homing, 
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expresados por linfocitos B y T y permiten el tránsito de los linfocitos, de la sangre 

hacia el tejido linfoide. Sin embargo, los perfiles de adresinas mostrados por estas 

HEV no han sido bien identificados, pero se han podido observar algunas de sus 

características funcionales del homing de linfocitos del NALT. 

Se ha observado que los linfocitos aislados del NALT de rata, preferentemente 

regresan al NALT, a los nódulos linfáticos cervicales y a los nódulos linfáticos 

mesentéricos, en lugar de hacerlo hacia las PP. Esta evidencia sugiere que el perfil 

de adresinas del NALT debe ser diferente al perfil de las PP (6). El homing de los 

linfocitos a las PP está bien estudiado y se ha observado que la molécula 

MAdCAM-1 juega un papel importante en el tránsito de células B y T no activadas, 

hacia las PP. MAdCAM-1 se expresa en las PP, en el nódulo linfoide mesentérico 

(MLN) y en la LP del intestino. Las células B y T, interactúan con MAdCAM-1 a 

través del ligando celular 47. En algunos tejidos, MAdCAM-1 puede unirse a 

células que expresan L-selectina a través de la expresión del carbohidrato PNAd 

(peripheral nod adressin) sobre el esqueleto glicoprotéico de MAdCAM-1. En 

contraste, el tránsito de linfocitos no activados hacia los nódulos linfáticos 

periféricos (PLN) está mediado por la unión de L-selectina a PNAd expresada en 

otras glicoproteínas diferentes a MAdCAM-1. De esta manera, parece haber una 

separación bien definida entre los patrones de circulación mucosos y periféricos de 

linfocitos, y hasta la fecha no se ha determinado si las HEV del NALT expresan un 

fenotipo exclusivo, ya sea del tipo mucoso o periférico, o una combinación de 

ambos (6). Se ha descrito que las HEV del NALT expresan un perfil único de 

adresinas que no se parece en forma estricta a un fenotipo mucoso o periférico. 

Todas las HEV del NALT expresan PNAd, ya sea sola o coexpresada con 

MAdCAM-1. Este perfil difiere considerablemente con las PP. Los linfocitos del 

NALT también muestran una expresión única del perfil de L-selectina, además, el 

NALT mostró tanto MAdCAM-1 como VCAM-1 dentro de las áreas de células B. 



P á g i n a  | 55 

 

Estos resultados sugieren que el NALT es un tejido mucoso de características 

únicas, donde la unión de linfocitos está principalmente mediada por PNAd; y que 

la expresión de MAdCAM-1 y VCAM-1 puede jugar un papel importante en el 

reclutamiento y retención de los linfocitos. 

Hasta este momento, los receptores de homing y adresinas que permiten el tránsito 

de linfocitos al NALT, no están bien definidos (6). Lo único que se sabe al respecto 

es que en este tejido, el homing de linfocitos está mediado primeramente por PNAd 

y su interacción con L-selectina (53). 

La respuesta inmune depende de un intrincado sistema de moléculas de adhesión 

para coordinar el homing y retención de linfocitos tanto en tejidos linfoides como 

en los sitios de infección. Sin embargo, con respecto al estudio del homing en el 

NALT, sólo se han realizado estudios en modelos de inmunización con CT y en 

condiciones normales (grupos controles), y no se ha estudiado la variación de la 

expresión de estas moléculas inmunógenos no tóxicos como adyuvantes mucosos, 

como sería el caso de la protoxina Cry1Ac. 

En estudios previos, se ha demostrado que Cry1Ac, como toxina o protoxina, que 

no es tóxica para vertebrados (44), es una proteína muy inmunogénica, capaz de 

generar respuestas potentes en suero y mucosas, incluso con una sola aplicación 

(29). La coadministración de Cry1Ac por rutas mucosales con antígenos como 

albúmina sérica bovina, el antígeno de superficie del virus de hepatitis B y los 

polisacáridos de neumococo, aumenta la respuesta inmune hacia éstos, a niveles 

similares a los obtenidos cuando se usó la toxina de cólera como adyuvante (31, 

34). Recientemente, (54) se demostró que la inmunización intranasal con pCry1Ac 

modifica de forma significativa la expresión de CD25 en linfocitos B220+, T CD4+ 

y T CD8+ tanto en el NALT como en NP. En cuanto a la expresión de de CD69, en 

el NALT se incrementa aproximadamente 10 veces más en linfocitos B220+. 

Cry1Ac también incrementa significativamente la expresión de este marcador tanto 
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en linfocitos B220+ como T CD4+ en NP. En este mismo estudió se demostró que 

la inmunización intranasal con Cry1Ac permite observar células T productoras de 

citocinas tanto en el NALT como en NP, siendo mayor la proporción de células que 

producen IL-4, IL-5 e IL-10 en NP que en el NALT. En lo que respecta a las otras 

citocinas reportadas en estos tejidos (37), se observó que en el NALT la IL-2, IFN-

γ y TNF-α, a pesar de presentar porcentajes muy bajos, éstos aumentaron al 

inmunizar con Cry1Ac, aunque estas diferencias no fueron significativas en lo que 

se refiere al NALT, mientras que en NP los pequeños aumentos que se registraron 

en los ratones inmunizados fueron significativamente diferentes con respecto al NP 

control, con excepción de TNF-α. Por último, en otros estudios se ha sugerido que 

los efectos inmunogénicos de la protoxina Cry1Ac, varían dependiendo de la vía y 

de la dosis administrada (29-31, 34, 35, 45). Tomando en cuenta estos 

antecedentes, el objetivo principal de este capítulo fue mostrar que la inmunización 

intranasal con el inmunógeno Cry1Ac modifica de manera diferencial la expresión 

de receptores de homing en linfocitos T y B tanto del NALT como de NP además 

de provocar cambios en el patrón de expresión de las moléculas de adhesión del 

NALT. 

 

Material y métodos. 

 

La obtención de la protoxina Cry1Ac, de las células del NALT y NP, así como la 

ruta de inmunización, son exactamente igual a los descritos en el capítulo III. 
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Inmunotinción de la superficie de linfocitos del NALT y NP para determinar 

la expresión de α4β7, α4β1, αEβ7, LFA-1 y L-selectina por citometría de flujo. 

 

La tinción de los linfocitos se llevó a cabo con los siguientes anticuerpos anti-ratón 

(Becton Dickinson Technologies, Gaithersburg, MD) obtenidos de PharMingen 

(San Diego, CA). Los anticuerpos utilizados en este estudio fueron: anti-

CD45R/B220
+
 (PE) (RA3-6B2), anti-CD3

+
 (FITC) (molecular complex 17A2), 

anti-CD3
+
 (PerCP) (CD3 chain) (145-2C11), anti-CD4

+
 FITC (L3T4) (6K1.5), y 

anti-CD8a
+
 PE (Ly-2) (53-6.7); anti-LPAM-1 (integrina 47 complex) PE 

(DATK32); anti-CD62L FITC (L-selectina, LECAM-1, Ly-22) (MEL-14); anti-

CD29 FITC (integrin 1 chain) (Ha/2); anti-CD11a PE (integrin L chain, LFA-1); 

anti-CD103 FITC (integrin IEL chain) (2E7). 

 

Tinción inmunohistoquímica de MAdCAM-1, VCAM-1 y PNAd, para su 

localización dentro del NALT. 

 

El paladar con el NALT se disecó perfectamente e impregnó con Tissue-Teck y se 

puso en contacto con pentano (Merck) a-70ºC para alcanzar la congelación del 

tejido, para luego hacer cortes transversales de 6 m de espesor mediante criostato 

(Leica CM 1510) y colocar entre 6 y 8 cortes en laminillas silanisadas, se fijaron 

con acetona por 10 minutos, el siguiente paso fue hidratar con PBS 1x pH 7.4 por 

10 minutos, para después colocar las laminillas en PBS 1x mas 0.1% de azida de 

sodio y 0.3% de peróxido de hidrógeno por 15 minutos, se lavaron tres veces con 

PBS 1x, se bloqueó con suero bovino de adulto al 10% por 30 minutos, y se incubó 

posteriormente con los anticuerpos monoclonales biotinilados de rata anti-ratón 

CD106 (VCAM-1), (PharMingen, San Diego, CA), a una concentración de 1:500, 
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PNAd (PharMingen, San Diego, CA) 1:500, MAdCAM-1 (PharMingen, San 

Diego, CA) 1:500 y CD 54 (ICAM-1) (PharMingen, San Diego, CA) 1:500 por una 

hora y se lavaron con PBS-tween. Se incubaron con estreptoavidina peroxidasa 

(Zymed Labs Inc., San Francisco,CA), por una hora y se lavó con PBS-tween, para 

realizar la exposición a la diaminobencidina como sustrato (Pierce –cc48182) por 5 

minutos, se lavó nuevamente y se tiñeron los núcleos con hematoxilina para 

después deshidratar los tejidos con varios pases de alcohol y xilol, finalmente las 

muestras se protegieron con un cubre-objetos sellando con resina para conservar los 

cortes. 

 

 

Resultados. 

 

Modificación del patrón de expresión de moléculas de adhesión en el NALT, 

mediado por la inmunización intranasal con Cry1Ac. 

El tránsito de linfocitos en los tejidos linfoides asociados a mucosas así como en 

otros órganos linfoides, depende en parte por ligandos especializados que se 

expresan en las paredes de sus HEV. Estos ligandos o adresinas, interactúan con 

receptores específicos expresados en la superficie de linfocitos B y T, y permiten el 

tránsito de estas células del torrente sanguíneo hacia el tejido linfoide. En el 

presente trabajo, se estudió por inmunohistoquímica, si la expresión de MAdCAM-

1, VCAM-1, ICAM-1 y PNAd en cortes del NALT se modificaba por efecto de la 

inmunización intranasal con Cry1Ac mediante una tinción inmunohistoquímica 

para revelar la expresión de estas moléculas. 

En el NALT del grupo control, se observó que las moléculas de adhesión que 

presentaron una mayor marca fueron ICAM-1 y PNAd. Aunque la tinción no es 

uniforme, se pudo apreciar que ICAM-1 se expresa prácticamente en todo el NALT 
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a través de la red reticular y que la marca es más intensa en las HEV (Fig. 4.1-A, 

B). Después de la inmunización, se observó que hay un aumento considerable de la 

expresión de dicha molécula en todo el tejido y predominando de igual forma en las 

HEV (Fig. 4.1-C, D). MAdCAM-1 en el grupo control tiene una expresión difusa, 

mientras que en el inmunizado la expresión se da preferentemente hacia la periferia 

del NALT y no hay expresión en las HEV (Fig. 4.1-E, F), sin embargo, en el grupo 

inmunizado se hace más localizada la reacción en zonas cercanas a las HEV pero 

no en éstas (Fig. 4.1-G, H). En lo que se refiere a PNAd, es la molécula que 

manifiesta cambios más drásticos después de la inmunización intranasal con 

Cry1Ac, en el grupo control se observó (Fig. 4.1-I, J) que hay una intensa marca en 

toda la red reticular y preferentemente en las HEV, sin embargo, en el grupo 

inmunizado hay una reducción casi total de la expresión sobre la red reticular y 

sólo permanece en las HEV (Fig. 4.1-K, L). Por lo que respecta a VCAM-1, el 

cambio más interesante que se observó es que en el grupo control no hay expresión 

en las HEV (Fig. 1-M, N) mientras que en el NALT del grupo inmunizado es 

evidente la marca en las HEV (Fig. 4.1-O, P) 
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Fig. 4.1. Detección inmunohistoqímica de la expresión de las moléculas de adhesión en cortes congelados de 6µm de espesor del NALT de ratones BALB/c de los 

grupos control e inmunizado con Cry1Ac. La detección se realizó usando mAb anti-ICAM-1, MAdCAM-1, PNAd y VCAM-1 biotinilados. Las imágenes son 

cortes representativos de 5 experimentos independientes. 
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Efecto de la inmunización intranasal con Cry1Ac en la expresión de receptores 

de homing en linfocitos T y B del NALT y NP. 

Considerando los resultados anteriores, donde se apreció la expresión de las 

moléculas de adhesión como ICAM-1, PNAd, MAdCAM-1 y VCAM-1, se decidió 

estudiar la expresión de las integrinas α4β7, α4β1, α4β7 and LFA-1 además de L-

selectina, para caracterizar el perfil de receptores específicos de homing en la 

superficie de las células B y T del NALT y NP en ratones control e inmunizados 

con Cry1Ac. 

L-selectina. En el NALT del grupo control, tanto en linfocitos T como B, existe un 

porcentaje alto de expresión de esta lectina (41.2 % ± 2.3 y 42.1 % ± 1.5 

respectivamente). Sin embargo, al inmunizar con Cry1Ac, se observó una 

reducción de la expresión de L-selectina muy drástica en las células T (3.4 % ± 1.2) 

y aunque más moderada, también hay reducción de la expresión en las células B 

(30.4 %± 3.2) (Tabla 4.1 Fig. 4.2). En contraste, en los NP la inmunización 

intranasal con Cry1Ac provocó un incremento en la proporción de linfocitos T y B 

L-selectina +. La proporción de linfocitos T que expresan L-selectina en NP se 

incrementó de 39.7 % a 58.8 % mientras que la proporción de linfocitos B L-

selectina + se incrementó de 26.6 % a 38.2 % (Tabla 4.1 Fig. 4.2). 
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Tabla 4.1. Perfil de los receptores de homing en linfocitos T y B del NALT y NP 

de ratones BALB/c control e inmunizados con Cry1Ac. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CD3+ (%) 
 NALT NALT+Cry1Ac NP NP+Cry1Ac 

L-selectina 41.2 ± 2.3  3.4 ± 1.2 § 39.7 ± 3.4 58.8 ± 3.9 * 
α4β1 24.9 ± 2.8 8.1 ± 2.5 § 51.5 ± 4.2 62.9 ± 4.6 * 
LFA-1 42.0 ± 3.9 33.0 ±2.9 § 31.4 ± 2.3 40.4 ± 3.5 * 
α4β7 0.6 ± 0.4 1.3 ± 0.7 2.5 ± 1.2 2.8 ± 0.9 

B220+ (%) 
 NALT NALT+Cry1Ac NP NP+Cry1Ac 

L-selectina 42.1 ± 1.5 30.4 ± 3.2 § 26.6 ± 3.1 38.2 ± 2.5 * 
α4β1 32.2 ± 2.3 7.2 ± 2.7 § 55.4 ± 2.9 66.6 ± 4.4 * 
LFA-1 51.9 ± 3.4 34.6 ± 2.9 § 38.6 ± 2.5 53.2 ± 3.7 * 
α4β7 1.4 ± 0.6 1.6 ± 0.7 3.5 ± 1.1 3.1 ± 0.9 

Tabla 4.1. Los linfocitos aislados del NALT y NP de ratones normales e inmunizados se tiñeron con mAbs 

conjugados con fluorocromos y analizados por citometría de flujo. Los datos representan la media de los porcentajes 

de expresión ± la desviación estándar de 5 experimentos independientes usando un conjunto de células de 7 ratones. § 

indica los grupos con diferencias significativas (p<0.05) del porcentaje de expresión de las diferentes integrinas y L-

selectina entre las diferentes poblaciones de linfocitos del NALT del grupo control e inmunizado. * indica los grupos 

con diferencias significativas (p<0.05) del porcentaje de expresión de las diferentes integrinas y L-selectina entre las 

diferentes poblaciones de linfocitos de los NP del grupo control e inmunizado. 
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Fig. 4.2. Porcentaje de expresión de L-selectina en las poblaciones de linfocitos del NALT y NP. Los linfocitos 

de ambos tejidos nasales fueron aislados de ratones BALB/c normales e inmunizados con Cry1Ac. 1 X 10
6
 

células fueron teñidas con mAbs con fluorocromos y analizados por citometría de flujo. Los dotplots son 

representativos de 5 experimentos independientes y los valores representan la media de los porcentajes. 

 

 

 

 

 

α4β1. La inmunización intranasal con Cry1Ac modificó de manera diferencial las 

proporciones de linfocitos T y B que expresan α4β1 en el NALT y NP. Ya que en 

el NALT disminuyeron y en NP se incrementaron. El porcentaje de expresión de 

α4β1 en células T, disminuyó de 24.9 % ± 2.8 (control) a 8.1 % ± 2.5 

(inmunizado). En los linfocitos B de este tejido nasal, la expresión también 

disminuye de forma significativa después de la inmunización (de 32.2 % ± 2.3 en el 

grupo control a 7.2 % ± 2.7 en el inmunizado) (Tabla 4.1 Fig. 4.2). En contraste, en 

linfocitos de NP, se observó que en los grupos control, existe un alto porcentaje de 

expresión de esta integrina tanto en células T como B (más de 50%) y que dicho 

porcentaje aumenta significativamente en ambas subpoblaciones de manera similar 

a más de 62% (Tabla 4.1 Fig. 4.3). 
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LFA-1. En el NALT la expresión de LFA-1 también se modificó en linfocitos T y 

B del NALT y NP por efecto de la inmunización con Cry1Ac. La expresión de esta 

molécula en linfocitos T del grupo control, disminuye al inmunizar con Cry1Ac (de 

42.0 % ± 3.9 a 33.0 % ±2.9 respectivamente), mientras que en las células B 

también se observó una disminución significativa en ambos grupos (51.9 % ± 3.4 

del grupo control contra 34.6 % ± 2.9 del inmunizado) (Tabla 4.1, Fig. 4.4). En los 

NP se incrementó la expresión de LFA-1 tanto en linfocitos B como T por efecto de 

la inmunización. El porcentaje de linfocitos T LFA-1+ se incrementó del 31 al 40 

% mientras que en linfocitos B se incrementó de 38 a 52 % (Tabla 4.1 Fig. 4.4). 

 

Fig. 4.3. α4β1 expresada en la superficie de linfocitos B y T del NALT y NP. Los linfocitos de ambos tejidos nasales 

fueron aislados de ratones BALB/c normales e inmunizados con Cry1Ac. 1 X 10
6
 células fueron teñidas con mAbs con 

fluorocromos y analizados por citometría de flujo. Los dotplots son representativos de 5 experimentos independientes y 

los valores representan la media de los porcentajes. 
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α4β7. Los porcentajes de linfocitos T y B que expresan α4β7 fueron bajos en el 

NALT y NP y no se observaron cambios significativos al inmunizar con Cry1Ac 

(Tabla 4.1) 

 

Discusión. 

 

El principal hallazgo de este trabajo fue el mostrar que la inmunización intranasal 

con el inmunógeno Cry1Ac, modifica de manera diferencial la expresión de 

receptores de homing en linfocitos T y B en el NALT y NP, además de provocar 

cambios en el patrón de expresión de moléculas de adhesión en el NALT. 

Fig. 4.4. Porcentaje de expresión de LFA-1 en las poblaciones de linfocitos del NALT y NP. Los linfocitos de 

ambos tejidos nasales fueron aislados de ratones BALB/c normales e inmunizados con Cry1Ac. 1 X 10
6
 células 

fueron teñidas con mAbs con fluorocromos y analizados por citometría de flujo. Los dotplots son representativos 

de 5 experimentos independientes y los valores representan la media de los porcentajes. 
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Este hallazgo es relevante debido a que aunque se sabe que el NALT es un 

importante sitio inductor de la mucosa del tracto respiratorio alto y es importante en 

el desarrollo de la inmunidad mucosal tanto local como distante, contra antígenos 

introducidos intranasalmente y que la inmunización intranasal es tal vez la más 

efectiva para lograr la estimulación de las respuestas en mucosas. Se conoce muy 

poco sobre los cambios que ocurren por efecto de la inmunización intranasal en los 

ligandos especializados expresados en las HEV del NALT y sobre los cambios en 

la expresión de los receptores de homing. 

Los datos aquí mostrados, demuestran que el perfil de adresinas expresado en el 

NALT es considerablemente diferente de lo reportado en otros sitios inductores 

como PP. Además de corroborar que existe una reacción más intensa de VCAM-1 

que de MAdCAM-1 (6), se observó la expresión importante de ICAM-1 y la 

reducción considerable de la expresión de PNAd al inmunizar con Cry1Ac. 

Con respecto a L-selectina, se sabe que regula el homing de linfocitos no activados 

(naive) y de memoria hacia tejidos linfoides secundarios a través de la unión a 

PNAd (55, 56) y que PNAd se expresa en las HEV de los órganos linfoides 

secundarios (57). Al observar que con la inmunización con Cry1Ac hay cambios 

significativos en la expresión de PNAd en el NALT y si se toma en cuenta que la 

mayoría de los linfocitos no activados expresan L-selectina en su superficie y esto 

los capacita para transitar a través de muchos sitios linfoides diferentes mediante 

las interacciones con PNAd, se puede sugerir que estos cambios facilitan el tránsito 

de linfocitos del NALT a los NP para que rápidamente puedan circular y encontrar 

el antígeno introducido por la vía intranasal. 

Por otra parte, se sabe que la recirculación y homing de linfocitos no activados 

hacia los nódulos linfoides periféricos requiere de L-selectina (58) y LFA-1 (59). 

Sin embargo, el o los mecanismos del tránsito de linfocitos hacia los pulmones aún 

no están bien establecidos. En modelos de inflamación pulmonar en ratones, se ha 
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demostrado que ICAM-1 está implicada en el reclutamiento hacia los pulmones 

(60), que la integrina α4β1 y su receptor VCAM-1 juegan un papel importante en la 

migración de linfocitos hacia los pulmones después de un reto intratraqueal con 

eritrocitos de oveja, los cuales causan una rápida inducción de VCAM-1 endotelial 

(61, 62). L-selectina y en mayor grado ICAM-1 han mostrado ser importantes en la 

migración de linfocitos hacia los pulmones durante una respuesta alérgica 

inflamatoria en modelos de asma (63). 

Otra aportación importante, es que los resultados muestran que linfocitos de ratones 

no inmunizados expresan en su superficie un conjunto de receptores de homing (L-

selectina, LFA-1, α4β1, α4β7) y que no dependen de un solo par de moléculas 

como la interacción α4β7-MAdCAM-1 que regula el homing a las PP y sitios 

mucosos extralinfoides como la lámina propia (64, 65). 

A pesar de no observar porcentajes altos de la expresión de α4β7-MAdCAM-1, 

estas moléculas pueden ser importantes en el tránsito de linfocitos de memoria al 

NALT, ya que algunos de estos linfocitos expresan preferentemente α4β7 y hacen 

homing a sitios donde la expresión de MAdCAM-1 es importante, como ocurre en 

las PP (66, 67). Algo similar podría explicarse con los resultados de la expresión de 

VCAM-1 y α4β1, en donde esta interacción es importante para la unión de los 

linfocitos de memoria en PLN (68, 69). 

El hecho de que en el NALT se presenten estas interacciones: L-selectina-PNAd, 

α4β1-VCAM-1, LFA-1-ICAM-1 y α4β7-MAdCAM-1, nos sugiere que juegan un 

papel funcional muy importante en el reclutamiento de linfocitos en los tejidos 

nasales y poder entonces proporcionar un modelo de diseminación de células 

productoras de anticuerpos y linfocitos T a sitios mucosos efectores distantes. 

La inmunización de los tejidos mucosos proporciona inmunidad a nivel regional así 

como en mucosas distantes. Tomando en cuenta esta característica y las 

propiedades inmunogénicas de Cry1Ac, es importante que se tome en cuenta a esta 
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protoxina en las estrategias recientes de vacunación enfocadas en la inmunización 

intranasal como una forma efectiva de estimular sitios tan distantes como el tracto 

reproductivo. 

Estos resultados, sugieren que la inmunización intranasal con Cry1Ac, modifica de 

manera diferencial la expresión de los receptores de homing en el NALT y NP, 

principalmente en L-selectina, α4β1 y LFA-1, ya que su expresión disminuyó tanto 

en linfocitos T como en B después de la inmunización y aumentó en los NP. 

Cry1Ac modifica la expresión de las moléculas de adhesión en el NALT, 

disminuyendo considerablemente la red de PNAd e incrementando la expresión de 

ICAM-1 y también de VCAM-1 en las HEV. 

Los datos aquí presentados, apoyan la evidencia de que el NALT presenta un 

patrón de homing de linfocitos único, donde las células T y B activadas en el 

NALT son capaces de circular a sitios mucosos alternos. 
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CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES. 
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Las conclusiones de este trabajo se pueden dividir en dos apartados, en lo referente 

al NALT y los NP y por otra parte a los efectos de la inmunización intranasal con 

Cry1Ac. 

1. Se aportaron evidencias novedosas que indican la existencia de diferencias 

fenotípicas y funcionales respecto a las poblaciones de linfocitos en NALT y 

NP. 

 Encontramos dos diferencias importantes entre los fenotipos de las superficies 

celulares de linfocitos del NALT y NP. Una diferencia es que aunque el 

porcentaje de células B220+ fue similar entre los dos compartimentos, existe 

una característica distintiva en la expresión de B220+. Se observaron claramente 

en NP, dos poblaciones de células B (B220+
hi

 y B220+
low

), mientras que el 

NALT solo contiene células B220+
hi

. 

 La otra diferencia importante es que aunque en ambos tejidos hay mayor 

cantidad de células B que de células T, el NALT contiene un porcentaje mayor 

de células T CD3+ con respecto a los NP. 

 Tanto el NALT como los NP, contienen una proporción significativa de células 

doble negativas (DN) que son CD4- CD8- T CD3+. Esta población representa 

aproximadamente el 40% de las células CD3+ en ambos tejidos y es más 

abundante que la proporción de células CD4+ y CD8+. Consideramos que una 

parte de estas células DN pueden estar relacionadas con células T regulatorias y 

por lo tanto jugar un papel importante en la regulación de la respuesta inmune 

contra antígenos nasales, por otra parte, estas células pueden ser células naive 

con el potencial para diferenciarse en células Th1 o Th2, dependiendo de la 

estimulación antigénica. 
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 Los NP contienen una proporción mayor de células B220+, células T CD4+ y T 

CD8+ que expresan los marcadores de activación CD25 y CD69 en 

comparación con el NALT. 

 Existen células T productoras de citocinas en el NALT y NP. La proporción de 

estas células es mayor en NP que en el NALT. 

 En ambos compartimentos, las células T productoras de citocinas expresan un 

perfil Th2 y en una proporción menor un perfil Th1. 

 El NALT, además de ser un sitio inductor, también tiene funciones efectoras. 

 

2. La inmunización intranasal con Cry1Ac  induce respuestas inmunes en 

linfocitos de NALT y NP. Induce la activación de linfocitos, induce respuestas 

de células productoras de anticuerpos e incrementa la proporción de linfocitos T 

que producen citocinas Th2. 

 La aplicación intranasal de Cry1Ac, produce cambios fenotípicos en la 

superficie de linfocitos tanto del NALT como de NP. El porcentaje de células 

B220+, T CD4+ y T CD8+ aumentan en NP. 

 Cry1Ac induce una respuesta específica de células productoras de anticuerpos 

IgA+ e IgG+ en ambos compartimentos. La cantidad de células es menor en el 

NALT que NP. 

 El efecto de la inmunización intranasal con Cry1Ac con respecto al número de 

células productoras de anticuerpos es mayor al compararlo con otras moléculas 

usadas como adyuvantes, como CT y vacunas con partículas del virus de la 

influenza. 

 Cry1Ac induce in vivo, activación de linfocitos del NALT y NP. 
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 Cry1Ac incrementa la proporción de linfocitos T que producen citocinas, con un 

perfil predominantemente Th2. 

 Cry1Ac administrada intranasalmente, tiene propiedades inmunogénicas y de 

adyuvante parecidas a CT, con la ventaja de no ser tóxica para vertebrados y sus 

bajos costos de producción. 
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