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1. RESUMEN 

MONTES DE OCA LAGUNAS MERCEDES SELINA. ‘‘Estandarización de un 

modelo murino para la evaluación de células Th1 y Th17 antígeno específicas 

in vivo’’. Bajo la supervisión de la Dra. María Gloria Soldevila Melgarejo y la Dra. 

Sandra Amyris Ortega Francisco. 

Los ratones son los animales más utilizados en la investigación médica, esto debido 

a que los seres humanos compartimos muchas características genéticas comunes 

con ellos y, al examinar la fisiología, anatomía y el metabolismo de un ratón a través 

de diversas investigaciones, se puede obtener una valiosa información que se 

puede extrapolar hacia los seres humanos, es por ello que se realizó la 

estandarización de un modelo murino para la evaluación de linfocitos T efectores 

Th1 y Th17 antígeno específicos in vivo.  

En el presente trabajo se evaluaron diferentes condiciones de inmunización y de 

reestímulo in vitro de células diferenciadas in vivo para llegar a las condiciones 

ideales que permitan evaluar la diferenciación de linfocitos T efectores Th1 y Th17, 

para ello se aislaron células CD4+CD25- de ratones OT-II que se transfirieron a 

ratones CD45.1 por vía intravenosa a través del seno retro-orbital. Después, se 

inmunizó a las ratonas CD45.1 por vía intradérmica en las orejas con las 

condiciones de PBS, OVA, OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA-CT. Pasada 

una semana, se realizó la colección y procesamiento de linfonodos mandibulares 

de las ratonas CD45.1 para obtener una suspensión de células CD4+Vβ5+CD45.1+ 

y realizar diferentes tiempos de reestímulo in vitro con el péptido de OVA y PMA-

Ionomicina. Al final se realizó inhibición del transporte de proteínas, una tinción 

superficial, permeabilización y tinción intracelular, para adquirir y evaluar las 

muestras por citometría de flujo y analizar los datos obtenidos de cada una de éstas. 

De acuerdo con los resultados, las condiciones ideales para observar una buena 

cantidad de células y un buen porcentaje de células diferenciadas para ambos 

linajes Th1 y Th17 es la inmunización con OVA-CT y 6 horas de reestímulo con 

PMA-Ionomicina. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1. La respuesta inmune  

El término "inmunidad" deriva del latín immunitas, término inicialmente utilizado para 

hacer referencia al estatus legal o protección de la que gozaban las ciudades-estado 

romanas a las que se les otorgaba inmunidad para pagar tributos a Roma o eran 

exentas de los deberes municipales (1). Posteriormente, el término se utilizó en un 

contexto biológico para hacer referencia a la defensa contra microorganismos 

infecciosos, como bacterias, virus, hongos y parásitos, así como el desarrollo de 

diversas enfermedades como el cáncer. Dicha protección es posible gracias a la 

organización de moléculas, células, órganos y tejidos con funciones especializadas, 

que forman al sistema inmunológico (2). 

La respuesta inmune utiliza una compleja serie de mecanismos de protección para 

regular y, por lo general, eliminar microorganismos dañinos o sus productos como 

toxinas. Todos estos mecanismos se basan en la detección de características 

estructurales de los patógenos que los distinguen de las células hospedero. Dicha 

discriminación hospedero-patógeno es esencial para permitir que el hospedero 

elimine el patógeno sin daño excesivo a sus propios tejidos. A partir de la integración 

de funciones de los componentes del sistema inmunológico, la respuesta inmune 

puede ser rápida, específica y protectora, y por consiguiente mantener la 

homeostasis inmunológica en un individuo (3) (4). 

El sistema inmunológico se divide para su estudio en dos "líneas de defensa": 

inmunidad innata e inmunidad adaptativa. La inmunidad innata y adaptativa no son 

mecanismos de defensa mutuamente excluyentes, sino que son complementarios, 
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por ende, la sinergia entre ellos es esencial para una respuesta inmunitaria 

completamente eficaz (5). 

 2.1.1. Inmunidad innata  

La respuesta inmune innata es un mecanismo de defensa del huésped de primera 

línea que se encuentra en todas las especies, desde organismos multicelulares 

primitivos hasta vertebrados (6). Está conformada por distintas barreras y 

mecanismos de defensa: anatómica (piel y membranas mucosas), fisiológica 

(temperatura, pH bajo y mediadores químicos), endocítica y fagocítica e inflamatoria 

(5). 

Por definición, el sistema inmune innato es inespecífico del antígeno, carece de 

memoria y ocurre inmediatamente o en un breve lapso (de minutos a horas) 

después de la exposición al antígeno (2). Dentro de los componentes celulares de 

la respuesta inmune innata, se encuentran células fagocíticas, células dendríticas, 

mastocitos, basófilos, eosinófilos, células asesinas naturales (NK, por sus siglas en 

inglés) y células linfoides innatas (ILCs, por sus siglas en inglés) (Figura 1) (5). El 

reconocimiento de patógenos por parte de las células es mediado por receptores 

superficiales codificados en la línea germinal (7), dichos receptores, denominados 

receptores de reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en inglés), han 

cuestionado el concepto de que la inmunidad innata no es específica (8). Los PRR 

son capaces de reconocer patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs, 

por sus siglas en inglés), como polisacáridos complejos, glucolípidos, lipoproteínas, 

nucleótidos y ácidos nucleicos (9). Además de esto, reconocen moléculas 

endógenas asociadas con el daño celular y la inflamación, que generalmente se 
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conocen como patrones moleculares asociados a daño (DAMPs, por sus siglas en 

inglés) (2) (10). 

La inmunidad innata también está formada por una gran cantidad de elementos 

solubles, como las quimiocinas, citocinas, defensinas y el complemento. El sistema 

del complemento está compuesto por proteínas séricas que reaccionan contra 

microorganismos a través de una cascada molecular, lo que resulta en 

opsonización, aumento de la respuesta inflamatoria y formación de un poro 

macromolecular que penetra en la membrana, conocido como complejo de ataque 

a membrana (MAC, por sus siglas en inglés), que produce la lisis del 

microorganismo (9) (11). 

El reconocimiento de patógenos induce respuestas que desencadenan la 

producción de una variedad de citocinas y quimiocinas, lo cual promueve la 

migración y activación de células inmunes. Entre estas células inmunes, las células 

dendríticas (DC, por sus siglas en inglés) capturan y procesan péptidos derivados 

de microorganismos, dichos péptidos son presentados en la superficie celular 

mediante el complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en 

inglés), posteriormente las DCs migran hacia el linfonodo regional y activan las 

células T afines, lo que resulta de la inducción de la inmunidad adaptativa (6). 

  2.1.2. Inmunidad adaptativa 

La evolución de los vertebrados se condujo por importantes innovaciones 

morfológicas y funcionales, incluido el desarrollo de un sistema inmunológico 

adaptativo (12). La respuesta inmune adaptativa es el mecanismo de defensa de 
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segunda línea y se caracteriza por la especificidad del antígeno, la diversidad, la 

memoria y el reconocimiento de lo propio y de lo extraño. Está mediada por linfocitos 

T (inmunidad celular) y por linfocitos B (inmunidad humoral) (2). 

Los linfocitos B y T son las principales células de la inmunidad adaptativa porque 

dictan la especificidad y además regulan la respuesta inmune adaptativa (4) Figura 

1. Tanto los linfocitos B como los linfocitos T, se diferencian a partir de las células 

madre hematopoyéticas en la médula ósea. Las células B salen de la médula como 

células maduras, expresando un receptor de unión a antígeno único en su 

membrana. En contraste, los linfocitos T se dirigen al timo para completar su 

desarrollo y maduración (5). Ambas células reconocen antígenos a través de sus 

receptores, en el caso de los linfocitos B se denomina BCR, mientras que los 

receptores de los linfocitos T se denominan TCR. Cada linfocito tiene un receptor 

único, y tienen la capacidad de proliferar y diferenciarse si reciben las señales 

apropiadas (4). La función principal de las células B es la producción de anticuerpos 

contra antígenos y bajo ciertas circunstancias, las células B también pueden actuar 

como células presentadoras de antígenos (APC por sus siglas en inglés). Cuando 

se activan por antígenos a los que tienen un receptor específico de antígeno 

apropiado, las células B proliferan y se diferencian en células plasmáticas 

secretoras de anticuerpos o células B de memoria. Las células B de memoria son 

"de larga duración" de infecciones pasadas y continúan expresando receptores de 

unión a antígeno. Dada su función en la producción de anticuerpos, las células B 

desempeñan un papel importante en la respuesta inmune humoral o mediada por 

anticuerpos (5). Por su parte, las células T requieren la acción de APCs para 
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activarse y reconocer un antígeno específico, generalmente son células dendríticas, 

pero también lo son los macrófagos y linfocitos B. Las superficies de las APCs 

expresan un grupo de proteínas conocido como complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés). Los MHC se clasifican como 

clase I que se encuentran en todas las células nucleadas, o clase II que se 

encuentran solo en ciertas células del sistema inmune, incluidos los macrófagos, las 

células dendríticas y las células B. La proteína MHC une fragmentos de antígenos 

(péptidos) intracelulares o antígenos fagocitados (5). 

Las células T se activan cuando encuentran una APC que presenta al TCR los 

péptidos específicos unidos a sus moléculas de MHC. Este proceso de presentación 

de antígenos estimula a las células T a diferenciarse principalmente en células T 

CD8+ citotóxicas o células T CD4+ efectoras o reguladoras. Las células T CD8+ se 

activan por la interacción de su TCR con el péptido unido a las moléculas de MHC 

de clase I. Participan en la eliminación de células infectadas por microorganismos, 

como virus, y en la destrucción de células tumorales que expresan antígenos 

tumorales. Las células CD4+ juegan un papel importante en el establecimiento y la 

maximización de la respuesta inmune. Estas células no tienen actividad citotóxica o 

fagocítica. Sin embargo, “median" la respuesta inmune al dirigir a otras células a 

realizar estas tareas y regular el tipo de respuesta inmune que se desarrolla. Las 

células CD4+ se activan mediante el reconocimiento por TCR del antígeno unido a 

las moléculas de MHC de clase II. Una vez activadas, las células Th liberan citocinas 

que influyen en la actividad de muchos tipos de células, incluidas las APCs que las 
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activan. Una APC puede inducir varios tipos de respuestas de células Th, como Th1, 

Th2, Th17 y Treg (5). 

El establecimiento de un sistema inmune funcionalmente competente que puede 

responder a los patógenos y tolerar los auto-antígenos ocurre durante el desarrollo 

de linfocitos. En el caso de los linfocitos T, el timo cumple esta función especializada 

(13). 

 

Figura 1. Componentes del sistema inmune innato y adaptativo. La respuesta inmune innata funciona como 

la primera línea de defensa contra la infección. Se compone de factores solubles, como proteínas del 

complemento y diversos componentes celulares, incluidos granulocitos (basófilos, eosinófilos y neutrófilos), 

mastocitos, macrófagos, células dendríticas y células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés). La 

respuesta inmune adaptativa es más tardía, pero se manifiesta con una mayor especificidad antigénica y de 

memoria. Se compone de linfocitos T CD4+ y CD8+, linfocitos B y anticuerpos.  Modificado de Medina, 2016 (4). 
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2.2. Linfocitos T 

2.2.1. Desarrollo de los linfocitos T 

El timo es el órgano en el que se lleva a cabo la diferenciación y selección de células. 

El estroma tímico promueve el desarrollo de linfocitos T al producir factores de 

crecimiento y ligandos para receptores expresados en timocitos (14). Este órgano 

consta de dos lóbulos piramidales conectados por un istmo de tejido conectivo 

fibroso. Una delgada cápsula de tejido conectivo rodea cada lóbulo y, en la mayoría 

de las especies da lugar a septos, que subdividen parcialmente el timo en lóbulos 

interconectados. No hay sub-lobulación en el ratón. En los mamíferos se encuentra 

en la región anterior del mediastino, ventral a la base del corazón y el arco aórtico 

(15) (16). 

Histológicamente, el timo se divide en dos compartimentos principales, la corteza y 

la médula (13). La corteza es suministrada por extensas redes de capilares que 

están conectados a las vénulas y las arteriolas en la unión corticomedular (CMJ, por 

sus siglas en inglés (17)). Cada región está compuesta de células epiteliales 

especializadas; células epiteliales tímicas corticales (cTECs, por sus siglas en 

inglés) o células epiteliales tímicas medulares (mTECs, por sus siglas en inglés). 

Cada subconjunto de células epiteliales tiene funciones específicas para establecer 

un repertorio de células T competente (13). 

Originalmente desarrollados en la médula ósea, los progenitores linfoides 

tempranos (ELP, por sus siglas en inglés) circulan en la sangre hasta que ingresan 

al timo a través de los vasos sanguíneos ubicados en el CMJ (Figura 2). Dentro del 



 

- 9 - 
 

timo, los timocitos transmigran entre microambientes anatómicamente distintos 

donde interactúan continuamente con las células estromales residentes. Estas 

interacciones son fundamentales para lograr la maduración, proliferación y 

selección de timocitos. Por lo tanto, la quimiotaxis es una de las características 

fundamentales de los timocitos (17). 

Los ELP pierden el potencial para el desarrollo de células B y de células NK. El 

resultado es un precursor de células T doble negativo (DN; no CD4 o CD8). Los 

timocitos DN pueden subdividirse en cuatro etapas secuenciales de diferenciación 

(Figura 2), que se identifican por su expresión superficial de CD44 y CD25: DN1, 

CD44+CD25−; DN2, CD44+CD25+; DN3, CD44-CD25+; y DN4, CD44-CD25-(18). El 

desarrollo inicial de timocitos de DN1 a DN3 es promovido por moléculas producidas 

por cTEC, principalmente interleucina-7 (IL-7) y el ligando Notch (14). Los timocitos 

DN3 se someten a un reordenamiento de la cadena β del TCR con la proteína pre-

Tα invariante y moléculas de señalización CD3, lo que da como resultado la 

expresión de un complejo pre-TCR que induce el reordenamiento de la cadena α 

del TCR y permite la expresión del complejo αβTCR (selección β) (18) (19). La 

siguiente etapa es la de dobles positivos (DP; CD4+, CD8+) donde la especificidad 

y la fuerza de unión del αβTCR correctamente ensamblado para los ligandos del 

MHC determinan la supervivencia y diferenciación celular.  Las células DP 

interaccionan con antígenos propios en el contexto de MHC de clase I o clase II 

(Figura 2). Aquellas células que interaccionan con afinidad débil resultan en 

apoptosis tardía (muerte por negligencia), mientras que las que interaccionan con 

una alta afinidad resultan en apoptosis aguda. Los timocitos DP que interactúan con 
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avidez intermedia para los complejos del propio-péptido-MHC (presentados por 

cTEC, DC y fibroblastos) experimentan una selección positiva, y la expresión de un 

TCR auto-restringido por el MHC. Los timocitos DP se comprometen con el linaje 

CD4 simple positivo (SP; CD4+ CD8-) o CD8 simple positivo (SP; CD4- CD8+) (20). 

El desarrollo de timocitos, y más específicamente su paso a través de la etapa de 

selección β inducida por el pre-TCR, está regulada por numerosos factores de 

transcripción (14). Durante la maduración, debido a las interacciones con sus 

microambientes estromales circundantes, los timocitos SP migran a la médula y se 

someten a una selección negativa, lo que elimina los timocitos SP con TCR de alta 

afinidad para antígenos propios, reduciendo así la posibilidad de generar células 

autorreactivas. Durante este estadio comienza el desarrollo regulatorio de las 

células T FoxP3+ (19). Los linfocitos T reguladores (Treg) expresan el factor de 

transcripción específico del linaje FoxP3 (Forkhead box P3) y altos niveles de la 

cadena α del receptor de interleucina 2 (IL-2) (CD25). Estas células desempeñan 

un papel vital en el mantenimiento de la tolerancia inmunológica (21). Las células 

simples positivas maduras dependen en gran medida de la expresión del receptor 

1 de esfingosina-1-fosfato (S1P1, por sus siglas en inglés), por lo que aquellos 

timocitos que sean S1PR1+ SP saldrán del timo hacia la circulación a través del 

espacio perivascular, que se canaliza a las vénulas postcapilares, arteriolas y vasos 

linfáticos, donde hay un mayor gradiente de S1P1 (14) (20). 
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Figura 2. Esquema general del desarrollo de linfocitos T en el timo. Los progenitores linfoides surgen en la 

médula ósea y migran al timo. Éstas carecen de la expresión del TCR y se denominan timocitos doblemente 

negativos (DN; no CD4 o CD8). A medida que las células progresan a través de las etapas DN2 a DN4, expresan 

un pre-TCR, que se compone de la cadena pre-Tα no reordenada y una cadena β TCR reordenada. La 

expresión exitosa de pre-TCR conduce a una proliferación celular sustancial durante la transición de DN4 a 

doble positivo (DP). Los timocitos αβTCR CD4+ CD8+ (DP) interactúan con las células epiteliales corticales que 

expresan una alta densidad de moléculas de MHC de clase I y clase II asociadas con propio-péptidos. El destino 

de los timocitos DP depende de la señalización mediada por la interacción del TCR con estos ligandos propio-

péptidos-MHC, por lo que el nivel intermedio apropiado de señalización del TCR inicia la maduración efectiva 

(selección positiva). Los timocitos que expresan un TCR que se unen a los complejos propio-peptídicos-MHC-

clase-I se diferencian a células T CD8+, mientras que los que expresan TCR que se unen a ligandos propio-

peptídicos-MHC-clase-II se diferencian a células T CD4+. Estas células están entonces listas para migrar desde 

la médula a los sitios linfoides periféricos. DP, dobles positivos; DN, dobles negativos; MHC, complejo principal 

de histocompatibilidad; TCR, receptor de linfocito T. Tomado de Germain, 2002 (18). 
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2.2.2. Activación de los linfocitos T 

Los linfocitos T naïve CD4+, CD8+ y linfocitos T reguladores originados en el timo 

(tTregs), circulan por todo el sistema linfoide en la espera de reconocer un antígeno 

en la superficie de las APC. El reconocimiento del antígeno por los linfocitos T 

desencadena en éstos los procesos de activación, proliferación y diferenciación en 

células efectoras, reguladoras o de memoria (22). 

La activación y funcionalidad de los linfocitos T requiere de una participación 

estructurada de las APC, las DCs son las células más importantes (23). Las DCs se 

han denominado células presentadoras de antígenos profesionales debido a su 

potente capacidad para cebar células T naïve (24). Estas células reconocen 

antígenos a través de moléculas de MHC de clase I y clase II para presentar 

péptidos en la superficie celular de los linfocitos T CD8+ y CD4+, respectivamente 

(25). Este proceso se lleva a cabo principalmente en los órganos linfoides 

secundarios (SLO, por sus siglas en inglés) que incluyen el bazo, los linfonodos y 

tejido linfoide asociado a mucosas (MALT, por sus siglas en inglés) (26). El 

reconocimiento de antígenos y la expresión de moléculas coestimuladoras en la 

superficie de las DC como CD80 y CD86, y su unión al receptor CD28, conducen a 

una sinapsis inmunológica (IS, por sus siglas en inglés) necesaria para la activación 

de los linfocitos T (27). 

El TCR es uno de los receptores más complejos del sistema inmunológico. Está 

compuesto por las cadenas α y β asociadas no covalentemente con tres dímeros 

de la subunidad de la proteína de señalización invariante CD3 (CD3ε-CD3γ, CD3ε-

CD3δ y CD3ζ-CD3ζ), encargada de dar las señales necesarias para la activación 
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de células T (27) (28). Las cadenas CD3 (γ, δ, ε) contienen cada una un motivo 

ITAM (por sus siglas en inglés “Immunoreceptor Tyrosine based Activation Motif”), 

mientras que la cadena CD3ζ contiene tres motivos ITAM en tándem, por lo que 

cada TCR contiene un total de 10 ITAMs (28). La señalización intracelular inicia con 

la fosforilación de los sitios ITAM en los dominios citoplásmicos de CD3 mediante 

las cinasas LCK de la familia Src (asociadas principalmente con los correceptores 

CD4 y CD8), lo que conduce al reclutamiento de la cinasa ZAP70 (Figura 3) (27). 

La activación de ZAP70 facilita la fosforilación de proteínas de andamiaje como 

LAT3, que proporciona una multitud de sitios de acoplamiento para el reclutamiento 

de otras moléculas adaptadoras como la proteína 2 unida al receptor del factor de 

crecimiento (GRB2, por sus siglas en inglés), la proteína adaptadora promotora de 

la adhesión y desgranulación (ADAP, por sus siglas en inglés) y la fosfolipasa Cγ1 

(PLCγ1, por sus siglas en inglés). La activación de estas moléculas induce la 

reorganización citoesquelética y desencadenan un aumento en el calcio intracelular, 

así como la activación de varios efectores de señalización descendentes, incluidas 

las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAP, por sus siglas en inglés), la 

proteína cinasa C (PKC, por sus siglas en inglés) y la calcineurina. El resultado de 

estos eventos de señalización es la activación y translocación nuclear de varios 

factores de transcripción clave, incluida la proteína activadora 1 (AP-1, por sus 

siglas en inglés), el factor nuclear-κB (NF-κB, por sus siglas en inglés) y el factor 

nuclear de células T activadas (NFAT, por sus siglas en inglés), que, junto con el 

receptor co-estimulador y las señales de los receptores de citocinas, desencadenan 

múltiples respuestas de los linfocitos T, incluyendo proliferación, migración y 

producción de citocinas (29). 
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Los factores de transcripción activados regulan la transcripción de genes 

responsables de la activación del linfocito T. Dentro de éstos, NFAT es el más 

destacado ya que puede formar complejos con otros factores de transcripción, por 

ejemplo, la acción de la calcineurina sobre NFAT produce que ésta interaccione con 

AP-1 y promueva la expresión de genes como IL-2, y a la inversa, NFAT induce la 

anergia de los linfocitos T si no interactúa con AP-1 (30). La interleucina-2 (IL-2) es 

una citocina que desempeña un papel fundamental ya que promueve la actividad 

citolítica de los linfocitos T CD8+ y de las células NK, así como la diferenciación de 

las células T CD4+ naïve en T helper 1 (Th1) y T helper 2 (Th2) mientras que en 

cantidades altas inhibe la diferenciación de las células T helper 17 (Th17). Además, 

es esencial para el desarrollo y mantenimiento de las Tregs y para la muerte celular 

inducida por activación, por lo que media la tolerancia y limita las reacciones 

inmunes inapropiadas (31). 
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Figura 3. Señalización mediante el TCR. La activación de las células T se desencadena del entrecruzamiento 

(cross-linking) y el cambio conformacional del TCR. Los sitios ITAM de las cadenas CD3 son fosforilados por 

LCK, lo que permite el acoplamiento y la activación de la ZAP70, y ésta a su vez fosforila la proteína de 

andamiaje LAT. La activación de moléculas efectoras asociadas a LAT permite la propagación de la señal río 

abajo a través de diferentes vías de señalización, dando como resultado la activación de factores de 

transcripción implicados en la proliferación y diferenciación celular. TCR, receptor de linfocito T; ITAM, motivo 

de activación de inmunorreceptor basado en tirosina; LCK, proteína tirosina cinasa específica de leucocitos; 

ZAP70, cadena Z asociada a proteína; LAT, enlazador para la activación de las células T.  Modificado de Delves, 

2000 (32). 

 

2.2.3. Diferenciación de linfocitos T cooperadores 

Después de la activación de linfocitos T CD4+ naïve por las APC, la señalización a 

través del TCR en presencia de citocinas específicas promueve la diferenciación de 

estas células en distintos subtipos de linfocitos T cooperadores (33). La capacidad 

de los linfocitos T CD4+ naïve para someterse a la polarización del linaje en distintos 

subtipos efectores está mediada por citocinas, factores de transcripción maestros y 

modificaciones epigenéticas (34). 
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Las citocinas son moduladores clave de la maduración, activación y proliferación de 

los linfocitos T (35). Dirigen la diferenciación de células T CD4+ para poder 

diferenciarse en varios subtipos como: Th1, Th2, Th9, Th17, Thf y subtipos T 

reguladores como Tregs FoxP3+ y reguladoras tipo 1 (Tr1) (33). Figura 4. Además 

de la selección del linaje, las citocinas tienen un papel crítico en la homeostasis y 

función de los linfocitos T (35). 

 

Figura 4. Diferenciación de linfocitos T CD4+. Una vez que los linfocitos T CD4+ han madurado, se diferencian 

en la periferia de acuerdo con el microambiente presente que dependerá de la expresión de los factores de 

transcripción y la producción selectiva de citocinas. Th, célula cooperadora; Thf, célula folicular; Bcl-6, proteína 

6 del linfoma de células B; T-bet, proteína T-box expresada en células T; IFN-γ, interferón gamma; Gata-3, 

proteína de unión a gata 3; TGF-β, factor de crecimiento transformante β; RORγt, receptor huérfano gamma 

relacionado con ácido retinoico; Treg, célula T reguladora; FoxP3, caja de horquilla P3. Modificado de O’Shea, 

2010 (36). 

Los linfocitos Th1 tienen como regulador maestro al factor de transcripción T-bet, 

se caracterizan por secretar IFN-γ de forma dominante y su diferenciación depende 
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de la estimulación con IL-12. Los linfocitos Th2 tienen como factor de transcripción 

regulador maestro a GATA-3, secretan IL-4, IL-5 e IL-13 y su diferenciación es 

inducida por la estimulación con IL-4. Los linfocitos Th9 se caracterizan por secretar 

IL-9, su regulador maestro es PU.1 y su diferenciación se induce por la estimulación 

con IL-4 y TGF-β. Los linfocitos Th17 tienen por regulador maestro a RORγt, secreta 

IL-17 y necesita IL-6, IL-23 y TGF-β para poder diferenciarse. Por otro lado, los 

linfocitos T reguladores se caracterizan por tener de regulador maestro a FoxP3 y 

secretar TGF-β, IL-10, mientras que las Tr1 solo secretan IL-10 (33) (Tabla 1). 
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Tabla 1. Características principales de los subtipos de linfocitos T CD4+. 

Subtipo 

de 

linfocito 

T 

Citocinas que 

inducen la 

diferenciación 

Factor de 

transcripción 

maestro 

Citocinas 

características 

de secreción 

 

Función efectora 

Th1 IL-12 T-bet IFN-γ 
Defensa contra patógenos 

intracelulares (33). 

Th2 IL-4 GATA-3 IL-4 

Participa en la respuesta a 

reacciones alérgicas y en la 

defensa contra helmintos 

(33). 

Th17 
IL-16, IL-23, 

TGF-β 
Ror-γt IL-17 

Protección frente a bacterias 

extracelulares y hongos (33). 

Th9 IL-4, TGF-β 
-----------------

- 
IL-9 

Defensa contra helmintos 

(34). 

iTreg IL-2, TGF-β FoxP3 TGF-β, IL-10 Mantenimiento de la auto-

tolerancia y el control de 

respuestas inmunes 

excesivas (33). 

Tr1 IL-10 -----------------

- 

IL-10 

 

Los factores de transcripción dictan el ‘’destino’’ (“fate”) de los linfocitos ya sea 

induciendo la expresión de genes y coactivadores específicos de linaje o 

reprimiendo la expresión de genes que están asociados con linajes alternativos (34). 
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Además de los factores de transcripción maestros, las proteínas del transductor de 

señalización y activador de la transcripción (STATs, por sus siglas en inglés) son 

indispensables para la determinación del ‘’destino’’ de los linfocitos T cooperadores 

y la producción de citocinas. Las actividades de los factores de transcripción 

maestros están determinadas principalmente por sus niveles de expresión, mientras 

que las de los STATs están reguladas por la modificación postraduccional mediada 

por citocinas (37). 

La principal vía de señalización desencadenada por las citocinas es la activación de 

la familia de proteínas STAT (38). Se han identificado siete STATs (STAT1, 2, 3, 4, 

5a, 5b, 6) (39). Éstas desempeñan funciones críticas en el crecimiento y la 

diferenciación de muchos tipos de células, pero son particularmente importantes en 

la diferenciación de los linfocitos T efectores (40). Por ejemplo, STAT4 se activa río 

abajo de IL-12 y es fundamental para la diferenciación de linfocitos Th1, mientras 

que STAT6 se induce río abajo de IL-4 para la diferenciación de linfocitos Th2. Se 

ha demostrado que la diferenciación de linfocitos Th1 también depende de la 

señalización de IFN-γ a través de STAT1, posiblemente por regulación autocrina, 

similar a la IL-4 en linfocitos Th2. La diferenciación de linfocitos Th17 y Thf depende 

de la señalización de STAT3 a través de IL-6/IL-23 e IL-21, respectivamente (34) 

(Figura 5). 
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Figura 5. Polarización de los linfocitos T CD4+. Cada subconjunto de linfocitos T CD4+ se puede definir por 

los factores de transcripción y las citocinas que expresan, éstos serán característicos de cada subconjunto y 

tendrán formas específicas de defensa inmunitaria. Th, célula T cooperadora; TCR, receptor de células T; IFNγ, 

interferón gamma; T-bet, proteína T-box expresada en células T; GATA-3, proteína de unión a gata 3; RORγT, 

receptor huérfano gamma relacionado con ácido retinoico; BATF, factor de transcripción activador de células B; 

FoxP3, caja de horquilla P3; Bcl-6, proteína 6 del linfoma de células B; TGF-β, factor de crecimiento 

transformante β; STAT, transductor de señal y activador de transcripción; IRF4, factor regulador de interferón 

4; CTLA4, antígeno 4 de linfocitos T citotóxicos. Tomado de Adamson, et al 2009 (40). 

 

La diferenciación de linfocitos T CD4+ naïve en linajes con funciones efectoras 

distintas se había considerado un evento irreversible. Sin embargo, se ha 

demostrado la existencia de cierta capacidad de estas células para adquirir un 

nuevo fenotipo estando previamente polarizadas hacia otro subtipo, a este 

fenómeno se le ha llamado plasticidad (41) 

De acuerdo con DuPage et al., la plasticidad se puede definir como la flexibilidad de 

un linfocito T CD4+ para adquirir características de otros subtipos de linfocitos T 
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simultáneamente o durante algún punto de su ciclo celular, esto puede ocurrir por 

transiciones inducidas o reprogramación entre subtipos (40) (Figura 6). 

Existe evidencia que indica que la flexibilidad en la expresión de factores de 

transcripción maestros y citocinas es relativamente común (36). Los subtipos Th1 y 

Th2 están regulados por factores de transcripción y citocinas que se suprimen y 

refuerzan mutuamente (T-bet e IFN-𝛾 para Th1 y GATA -3 e IL-4 para Th2) y su 

regulación cruzada durante la diferenciación se ha demostrado en numerosos 

estudios (41) (42). Los linfocitos Th2 pueden re-expresar IL-12R𝛽2 y producir IFN-

𝛾 junto con IL-4 en respuesta a infecciones virales (43). Los linfocitos Th17 pueden 

experimentar una transición dependiente de IL-12 hacia linfocitos Th1 en ratones y 

seres humanos. El receptor de IL-12, por tanto, es importante en las transiciones 

descritas y la respuesta proinflamatoria (42). También se ha demostrado que los 

linfocitos Th2 se diferencian a Th9 en respuesta a TGF-β (40). El subtipo Th17, 

además de la conversión al fenotipo Th1, también puede adquirir el fenotipo Th2 

que expresa IL-4, como se demuestra en un modelo de infección helmíntica (44). 

Se ha demostrado en ratones la posibilidad de transición de Treg a un fenotipo 

similar a Th1 que co-expresa FoxP3 y T-bet (42). La inducción de T-bet en células 

Treg se ha observado en modelos de infección y colitis (45). Estudios detallados 

demostraron la presencia de Tregs capaces de inducir la expresión de T-bet e IFN-

γ dando como resultado un fenotipo similar a Th1. Tal plasticidad de Treg-Th1 

depende in vitro de IL-12 e IL-2 y podría desempeñar un papel en las enfermedades 

autoinmunes (46). 



 

- 22 - 
 

Se ha demostrado que el microambiente tisular es importante, por ejemplo, los 

linfocitos Tfh de las placas de Peyer (PP, por sus siglas en inglés) se pueden 

desarrollar a partir de linfocitos Th17 y éstos además pueden transdiferenciarse en 

Tregs para resolver procesos inflamatorios. Por lo tanto, la plasticidad de los 

linfocitos T CD4+ puede desempeñar un papel fundamental en la homeostasis (34). 

 

Figura 6. Flexibilidad y plasticidad de linfocitos T CD4+. Los linfocitos T CD4+ pueden cambiar su perfil de 

producción de citocinas de acuerdo con la expresión transitoria de más de un regulador maestro o cuando los 

linfocitos expresan más de un regulador maestro. Tomado de O’Shea, 2010 (36). 
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2.3. Modelos murinos para evaluar la diferenciación de                    

linfocitos T 

El ratón se ha convertido en el modelo de referencia en el laboratorio para estudiar 

el sistema inmunológico de los mamíferos (47). Se ha utilizado para evaluar la 

respuesta inmune humoral y celular, el inicio y la duración de la inmunidad, la 

inmunidad sistémica versus la inmunidad mucosal y la protección contra la infección 

por desafío, entre otras, además ha permitido el desarrollo de terapias y vacunas 

(48) (49). 

Los ratones tienen la ventaja de estar disponibles a bajo costo, son fáciles de 

manejar, tienen antecedentes genéticos definidos y sus funciones inmunológicas 

están bien caracterizadas. Además, existe una gran cantidad de reactivos 

inmunológicos para ratones que permiten un análisis muy detallado de la respuesta 

inmune (49) (50). 

El trabajo con ratones principalmente se basa en el uso de cepas específicas o 

transgénicas (49). Los animales transgénicos se crean insertando deliberadamente 

un gen exógeno (ajeno) en el genoma de un animal, en este caso, en un ratón (51). 

La introducción de ADN exógeno en la línea germinal del ratón se considera un 

avance técnico importante en los campos de la biología y la genética del desarrollo, 

por lo que ha proporcionado nuevos enfoques genéticos para modelar muchas 

enfermedades humanas en un contexto del animal completo (52). Existen ratones 

transgénicos para estudiar obesidad, enfermedades cardíacas, diabetes, artritis, 

abuso de sustancias, ansiedad, envejecimiento, y enfermedades como Alzheimer y 

Parkinson (53). También se usan exhaustivamente en el estudio de la inmunología, 
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por lo que han ayudado a comprender el papel de genes específicos del huésped 

en el reconocimiento de patógenos, así como la inducción de la inmunidad innata o 

adquirida (54). 

Las ventajas de los ratones transgénicos en el área de la inmunología incluyen 

evaluar rápidamente la respuesta inmune a un determinado antígeno, determinar la 

respuesta inmune en pruebas de detección a gran escala de adyuvantes, realizar 

formulaciones de vacunas y la evaluación de la mejor ruta de inmunización (49). 

2.3.1. Modelos de inmunización para evaluar respuesta antígeno 

específica in vivo 

Durante los últimos años, los modelos animales han desempeñado un papel crucial 

en la investigación (54). A pesar de promover el reemplazo y la reducción de los 

experimentos con animales para la investigación tanto como sea posible, 

actualmente, no hay otro método disponible para probar la inducción de respuestas 

inmunes a la vacunación, por lo que el uso de ratones sigue siendo crítico en el 

desarrollo de vacunas (49). 

Identificar los mecanismos de protección inmunológica, determinar la vía y 

formulación óptimas de vacunas, establecer la duración y el inicio de la inmunidad, 

así como la seguridad y eficacia de las nuevas vacunas, deben realizarse en un 

sistema vivo (55), es por ello por lo que existen muchos modelos de ratón 

disponibles para evaluar varios aspectos de la respuesta inmune (49) (Tabla 2). 
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Tabla 2. Ejemplos de algunos modelos murinos transgénicos que se usan para 

diversas vacunas, así como sus características. 

Cepa de ratón Vacuna para la que 

se usa 

Características 

b12HL VIH Esta cepa expresa el anticuerpo b12 que provoca 

una respuesta inmune neutralizante para el virus 

(56). 

NZBWF1 Hepatitis-B Los ratones de este cruce híbrido desarrollan una 

enfermedad autoinmune que se asemeja al lupus 

eritematoso sistémico humano (57). 

TgPVR1 Poliomavirus humano Estos ratones expresan los niveles más altos del 

transgén que codifica el PVR humano y por lo 

tanto mayor sensibilidad al poliomavirus (58). 

A/J Antráx (B. anthracis) Los ratones son deficientes en el componente del 

complemento C5, lo que los vuelve altamente 

susceptibles a la cepa vacunal con esporas vivas 

atenuadas (59) 

K18-hACE2 SARS-CoV-2 Estos ratones expresan ACE2 humano, el receptor 

utilizado por el coronavirus del síndrome 

respiratorio agudo severo (SARS-CoV) para entrar 

en la célula (60). 
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Las vacunas son una parte esencial de la mayoría de los programas de salud 

pública en todo el mundo y son necesarias para el control de muchas enfermedades 

emergentes o reemergentes (55), por lo que los modelos animales son herramientas 

indispensables para evaluar las vacunas candidatas, y los datos preclínicos de 

seguridad, inmunogenicidad y eficacia de los animales son un requisito previo para 

las agencias reguladoras como la Administración de Drogas y Alimentos de los 

Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) antes de emprender ensayos 

clínicos en etapa temprana (61). 

2.3.2. Modelos transgénicos para evaluar la respuesta péptido-

específica 

La unión de péptidos antigénicos al MHC es un paso fundamental en la respuesta 

inmune adaptativa (62). Después de la unión péptido-MHC, ocurre la presentación 

de una APC hacia un linfocito a través del TCR, por lo que se inicia el reconocimiento 

de péptidos ajenos y la subsiguiente respuesta inmune. La identificación precisa de 

qué péptidos pueden unirse a moléculas específicas de MHC es de gran importancia 

para comprender el mecanismo de la respuesta inmune, así como para mejorar el 

descubrimiento de epítopos inmunogénicos (63). 

Los péptidos han generado un interés considerable gracias a su accesibilidad 

general y facilidad de manipulación (64), es por ello por lo que actualmente se 

utilizan para evaluar la respuesta inmune resultado de la unión péptido-específica 

en diferentes modelos murinos transgénicos. 
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Los modelos de ratón transgénico (Tg, por sus siglas en inglés) del TCR se han 

utilizado para estudiar el desarrollo de las células T, la tolerancia inmunológica y 

diversos trastornos autoinmunitarios (65). Por tanto, los modelos de ratón tg se han 

convertido en herramientas valiosas porque proporcionan antígenos afines y 

específicos, por ejemplo, linfocitos T bien caracterizados con un TCR que reconoce 

estos antígenos. El uso de linfocitos T TCR tg puede superar el desafío de utilizar 

linfocitos T específicos de péptidos de baja frecuencia en animales normales y así 

realizar la evaluación de sus respuestas a antígenos in vitro e in vivo (66). 

2.3.2.1. Modelo murino OT-I 

Los ratones transgénicos OT-I contienen insertos para los genes Tcra-V2 y Tcrb-V5 

del TCR. El TCR transgénico de este ratón está diseñado para reconocer el péptido 

de ovoalbúmina 257-264 (pOVA 257-264) en el contexto de CD8+ con el MHC de 

clase I, dando como resultado linfocitos T CD8+ (células OT-I) restringidas por MHC 

de clase I específicas de OVA (67) (68). 

Este modelo animal transgénico se ha utilizado para estudiar enfermedades 

autoinmunes (69), diabetes (70) y la respuesta inmune contra ciertos virus (68). 

2.3.2.2. Modelo murino OT-II 

Los ratones OT-II tienen un TCR transgénico específico para el péptido de la 

ovoalbúmina de pollo (pOVA 323-339) en el contexto de CD4+ con el MHC de clase 

II, dando como resultado linfocitos T CD4+ (células OT-II) restringidas por MHC de 

clase II específicas de OVA (65). 
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Este modelo ha sido utilizado para diferenciación de linfocitos T CD4+ in vitro, 

demostrando que la capacidad de los linfocitos T para comprometerse a cierto linaje 

está restringido por el antígeno peptídico, en este caso pOVA, presente en el 

microambiente, por lo que altas dosis de antígeno promueven la diferenciación hacia 

Th1 y Th17, mientras que no hubo condiciones de polarización para Th2 (71). En 

ensayos in vivo, se han utilizado células T CD4+ naïve de ratones transgénicos OT-

II para analizar su activación, diferenciación y proliferación (72). 

Se ha demostrado que el uso de adyuvantes aumenta la respuesta inmune, por lo 

que se ha administrado el antígeno OVA junto con un adyuvante, como toxina del 

cólera (CT, por sus siglas en inglés), encontrando que el conjugado CT-OVA es 

altamente efectivo para estimular y potenciar la proliferación de células OT-II y por 

consiguiente la activación de STATs y citocinas que promueven la diferenciación de 

linfocitos Th1, Th2 y Th17 (65) (73).  

2.3.2.3. Modelo murino 2D2 MOG 

La Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE, por sus siglas en inglés) es un 

modelo animal útil para el estudio de Esclerosis Múltiple (MS, por sus siglas en 

inglés). Este modelo se caracteriza por utilizar el péptido 35-55 de la glicoproteína 

de la mielina de oligodendrocitos (MOG, por sus siglas en inglés) (74) (75), que se 

ha descrito como un antígeno diana para la respuesta de desmielinización 

autoinmune inducida (76). Se ha utilizado la cepa C57BL/6J, ya que es susceptible 

a la inducción de EAE por inmunización con pMOG 35-55 (77). Sin embargo, existe 

un modelo murino llamado 2D2, que tiene el TCR transgénico para los genes Vα3.2 

y Vβ11 y que es específico para el pMOG 35-55 sobre el fondo C57BL/ 6J (78). 
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Para provocar la EAE de manera activa se necesita un adyuvante, el más utilizado 

es el adyuvante completo de Freud (CFA, por sus siglas en inglés), el cual produce 

una lenta liberación del antígeno, además de utilizar alguna bacteria, normalmente 

Bordetella pertussis, la cual provoca una expansión clonal de linfocitos T 

autorreactivos, potenciando de esta manera las manifestaciones típicas de EM al 

favorecer la respuesta inmune humoral (79). 

2.3.3. Modelos de direccionamiento a células dendríticas 

Las DC son las APCs más importantes del sistema inmunológico, capaces de 

inducir respuestas de linfocitos T y B específicos de antígeno debido a que tienen 

una amplia gama de receptores que facilitan la captación de patógenos, incluidos 

los denominados “receptores de lectina tipo C”, como DEC-205 o CD205 y Langerin 

o DEC-207 (80) (81). Es por ello por lo que se han realizado modelos que se basan 

en la administración in situ de antígeno a través de anticuerpos específicos para los 

receptores endocíticos expresados en la superficie de las DC (82). 

2.3.3.1. Receptor DEC-205 

DEC-205 es una proteína de membrana integral de tipo I homóloga a la familia de 

lectinas de tipo C, está expresada principalmente en DCs y células epiteliales 

tímicas. Dentro de sus funciones está mediar una serie de funciones biológicas, 

como la unión e internalización de ligandos para el procesamiento y presentación 

de antígenos por parte de las DC. Debido a las propiedades endocíticas de DEC205, 

es un receptor importante para la administración de antígenos para vacunas e 

inmunoterapias dirigidas (83). 
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DEC-205 se ha utilizado incorporando OVA a un anticuerpo monoclonal para el 

receptor DEC-205 para así evaluar el potencial de los antígenos dirigidos a las DC 

(84) (Figura 7). En ensayos in vivo con ratones OT-II la administración intradérmica 

de 1 μg OVA acoplada con anti-DEC-205 y en combinación con 10 μg de CT como 

adyuvante, tiene el potencial de activar la respuesta de linfocitos T CD4+, incluida la 

activación de Th1 y Th17. También se ha observado que promueve la expansión, 

diferenciación e infiltración de los linfocitos T CD4+ a los tejidos periféricos no 

linfoides, como piel, pulmones e intestino (85). 

            

Figura 7. Principio del antígeno dirigido. El anticuerpo monoclonal anti-DEC-205 acoplado con OVA se une 

con el receptor DEC-205 en la superficie celular de la DC, posteriormente la OVA se procesará y se  presentará 

mediante un MHC clase II al TCR específico de OVA de un linfocito T. MHC, complejo principal de 

histocompatibilidad; OVA, ovoalbúmina; TCR, receptor de linfocito T. 
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2.3.3.2. Receptor DEC-207 

DEC 207 o Langerina es un receptor de superficie celular transmembranal de tipo II 

de la familia de las lectinas de tipo C, está altamente expresado en células de 

Langerhans y DC (83). Este receptor se internaliza para el procesamiento y la 

presentación de antígenos y, por lo tanto, puede usarse para administrar 

específicamente antígenos conjugados con glucanos o con el anticuerpo anti-DEC-

207. Se ha observado que su internalización conlleva a la mejora de la respuesta 

de linfocitos T CD4+ y CD8+ específicos de antígeno (86). 

Se ha demostrado que el anticuerpo monoclonal anti-DEC-205 es captado por las 

DC positivas a Langerina, lo que sugiere que existe una interferencia entre los 

receptores DEC-205 y Langerina (83). Debido a lo anterior, se ha estudiado la 

función de DEC-207 in vivo administrando OVA acoplada a un anticuerpo 

monoclonal anti-DEC-207 que se une al receptor e inicia la absorción, el 

procesamiento y la presentación del antígeno a través del MHC. Para rastrear la 

expresión y unión del anticuerpo anti-DEC-207 se utiliza una secuencia enlazadora 

entre el extremo C de la cadena H del anticuerpo y la OVA, denominada OLLAS, 

que se reconoce por un anticuerpo monoclonal anti-OLLAS. Dependiente del estado 

de maduración de las DCs diana, el direccionamiento mediado por el receptor 

mejora o inhibe la respuesta inmune de los linfocitos T. Por lo tanto, el receptor 

DEC-207 funciona como mediador en la presentación de antígenos in vivo dirigiendo 

selectivamente el anticuerpo al dominio extracelular de Langerina y presentando 

efectivamente el antígeno a linfocitos T CD4+ y CD8+ durante varios días (87). 
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2.4. Aplicación de un modelo murino con antígeno dirigido en ensayos         

preclínicos. 

El sistema antígeno dirigido ha sido ampliamente utilizado en la realización de 

ensayos preclínicos para vacunas veterinarias (88). La vacunación ha sido la 

invención de mayor éxito en la historia de la medicina, ya que ayudó a controlar la 

morbilidad y la mortalidad relacionadas con enfermedades infecciosas. (89) (90). 

Dentro de los animales utilizados para la realización de ensayos preclínicos están 

los ratones de laboratorio, ya que son a menudo el primer organismo modelo para 

la evaluación de nuevas modalidades de vacunas. Estos animales tienen una serie 

de ventajas que incluyen el costo, la gran cantidad de herramientas disponibles para 

la evaluación, la consanguinidad genética y entornos de alojamiento libres de 

patógenos específicos (SPF, por sus siglas en inglés) para aumentar la 

reproducibilidad. Los modelos de vacunas preclínicas dependen de muchas 

variables, como la patogénesis específica de la especie, la disponibilidad de 

reactivos para evaluar las respuestas inmunitarias y el establecimiento de 

mecanismos de protección. La realización de vacunas en organismos vivos sigue 

siendo una ciencia empírica y no existe un organismo modelo universal perfecto. 

Los candidatos a vacunas a menudo se prueban primero en ratones y luego se 

examinan a través de especies que incurren en mayores costos de material y 

logística que restringen el tamaño de los grupos y el número de condiciones 

experimentales. Por lo tanto, los modelos animales son esenciales en el desarrollo 

de vacunas para evaluar la seguridad e inmunogenicidad, así como comprender los 

mecanismos de protección (91).  
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3. ANTECEDENTES 

Los linfocitos T CD4+ cooperadores (Th, por sus siglas en inglés) desempeñan un 

papel crucial en la respuesta inmune adaptativa (92). Es por ello que se han 

empleado modelos para su activación mediante la administración de un antígeno 

acoplado a un anticuerpo y dirigido a receptores específicos de DC en combinación 

con adyuvantes. 

Se ha utilizado la proteína OVA acoplada químicamente al anticuerpo monoclonal 

anti-DEC-205, que es abundante en DC de tejidos linfoides, para demostrar que la 

presentación antígeno dirigida a los receptores DEC-205 es al menos 400 veces 

más eficiente que la OVA no conjugada. Al inmunizar con anti-DEC-205-OVA por 

vía subcutánea, se ha identificado que la proteína OVA persiste durante un período 

de 4-48 h en las DC principalmente en los linfonodos que drenan el lugar de la 

inyección. Además, se ha demostrado que DEC-205 se asocia con un 

procesamiento y presentación de antígenos mucho más eficiente a través de la vía 

del MHC de clase II (93). 

El sistema de antígeno específico dirigido, anti-DEC-205-OVA, ha sido utilizado en 

conjunto con la toxina del cólera (CT), una exotoxina producida por Vibrio cholerae 

y que es responsable de la diarrea del cólera, sin embargo, tiene fuertes 

propiedades inmunomoduladoras tanto in vivo como in vitro, por lo que se utiliza 

como un potente adyuvante de vacunas en mucosas de animales de 

experimentación (94) (95). Se ha demostrado que la administración intradérmica de 

antígenos solubles en combinación con CTB promueve la activación de linfocitos T 

CD4+ y la diferenciación de las células Th1 y Th17 (96). Por lo tanto, la inmunización 
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dirigida a DCs sirve como estrategia para promover respuestas protectoras de 

linfocitos T CD4+. 

Se está investigando el papel de las inhibinas y su par molecular, el betaglicano, en 

la activación y diferenciación de linfocitos T CD4+, utilizando ratones transgénicos 

como modelo de estudio. 

En un trabajo previo en el laboratorio realizado por la Dra. Marisol de la Fuente (97), 

se llevó a cabo la diferenciación in vivo de linfocitos T hacia el fenotipo regulador 

FoxP3+ utilizando ratones deficientes en la subunidad α de inhibina (inhibina α -/-), 

modelo diseñado y descrito por Matzuk en 1992. Estos ratones desarrollan tumores 

de estroma ovárico y testicular debido a su deficiencia en la subunidad alfa de 

inhibina (94), y si se gonadectomizan antes de la tumorigénesis gonadal desarrollan 

tumores suprarrenales (99). 

Para la inducción de linfocitos T reguladores in vivo, se obtuvieron mediante FACS 

linfocitos T naïve CD4+ CD25- a partir de bazo y linfonodos periféricos de ratones 

OT-II x CD45.1, posteriormente se transfirieron 3x10
6
 de linfocitos naïve por vía 

intravenosa a ratones CD45.2 Inhα+/+ o Inhα-/-. Después de 24 horas de la 

transferencia de células se utilizó un modelo de direccionamiento del antígeno, por 

lo que los ratones fueron inmunizados por vía intradérmica en las orejas con anti-

DEC-205-OVA, anti-DEC-205-OVA + CT, OVA en presencia o ausencia de CT 

como adyuvante. Después de 7 días de inmunización se analizó la inducción de 

pTregs en suspensiones celulares obtenidas a partir de los linfonodos drenantes del 

área inmunizada, por lo que se evaluó la expresión de CD25 y FoxP3 de la población 
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de células OT-II transferidas (CD4+CD45.1+Vβ5+) y se observó que en comparación 

con ratones silvestres hay un menor porcentaje y número de linfocitos T CD4+ OVA 

específicos en la inmunización con OVA-CT en los ratones deficientes de inhibina, 

lo que sugiere que las inhibinas pueden funcionar regulando la expansión de 

linfocitos T CD4+, ya sea por la modulación del MHC de tipo II y la participación de 

moléculas co-estimuladoras y co-inhibitorias, o por migración de los linfocitos T 

CD4+ hacia el sitio de inflamación. En el caso de los ratones Inhα-/- inmunizados con 

anti-DEC-205-OVA, comparados con ratones silvestres, se observó mayor número 

de linfocitos pTreg; mientras que para los ratones Inhα-/-, comparados con Inhα+/+, 

inmunizados con anti-DEC-205-OVA-CT se observó incremento de linfocitos 

pTregs. Los datos anteriores indican que las células dendríticas deficientes de 

inhibinas son más propensas a inducir respuestas tolerogénicas in vivo al emplear 

un modelo de direccionamiento de antígeno (OVA) a través de anti-DEC205 en 

ratones con células T CD4+ CD25- de ratones OT-II en conjunto con un adyuvante 

(CT). 
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4. JUSTIFICACIÓN 

Grandes avances en la ciencia básica y la investigación médica han sido posibles 

gracias a las observaciones y las pruebas en modelos animales. Particularmente, 

se ha demostrado que el uso de ratones como modelo experimental para evaluar 

procesos in vivo es de suma importancia debido a que existen notables similitudes 

anatómicas y fisiológicas entre humanos y ratones, lo que facilita investigar una 

amplia gama de mecanismos, así como la evaluación de terapias y vacunas en 

estos animales antes de aplicarlo en humanos. Por ello que es necesario realizar la 

estandarización de un modelo murino in vivo con un sistema antígeno específico 

dirigido que permita obtener las condiciones ideales para la diferenciación de 

linfocitos T efectores Th1 y Th17 para posteriormente realizar los experimentos con 

ratones transgénicos con un gen deletado (borrado o eliminado) como los ratones 

deficientes en la subunidad α de inhibina (inhibina α -/-) y ratones condicionales de 

betaglicano (dLCKCre/Flox). 
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5. HIPÓTESIS 

Si se logran establecer las condiciones óptimas para diferenciar linfocitos Th1 y 

Th17 en un modelo murino in vivo se podrá evaluar la respuesta antígeno específica 

y aplicarlo a futuros proyectos con ratones transgénicos con un gen deletado como 

los ratones deficientes en la subunidad α de inhibina (inhibina α -/-) y ratones 

condicionales de betaglicano (dLCKCre/Flox). 

 

 

6. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Desarrollar y estandarizar un modelo murino in vivo para la evaluación de linfocitos 

Th1 y Th17 antígenos específicos. 

 

Objetivos particulares 

1. Realizar la fenotipificación de los modelos murinos a utilizar. 

2. Estandarizar el protocolo de inmunización y detección de linfocitos T 

efectores Th1 y Th17 in vivo. 

3. Estandarizar las condiciones de reestímulo in vitro para evaluar 
linfocitos Th1 y Th17. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1. Modelos murinos transgénicos 

7.1.1. Modelo murino OT-II 

Estos ratones expresan el receptor de células T (TCR) de cadena α y cadena β 

específico para el péptido ovoalbúmina (OVA) 323-339 en el contexto de la 

interacción I-Ab (correceptor CD4+ con MHC clase II). Esto da como resultado 

células T CD4+ que reconocen principalmente los residuos de péptidos de 

ovoalbúmina 323-339 cuando son presentados por la molécula MHC clase II. El 

modelo OT-II se utilizó para producir una reacción inmune dirigida antígeno-

específica con OVA. Estos ratones fueron obtenidos del laboratorio Jackson (B6.Cg-

Tg(TcraTcrb)425Cbn/J, Stock No: 004194) (100). 

7.1.2. Modelo murino CD45.1 

Estos ratones están en el fondo genético C57BL/6. El CD45 es un receptor de 

proteína tirosina fosfatasa expresado en todas las células hematopoyéticas, excepto 

en los eritrocitos maduros y las plaquetas, y está codificada por el gen PTPRC. Los 

ratones C57BL/6 de tipo silvestre normalmente expresan el alelo PTPRCB 

(CD45.2); mientras que la otra cepa (congénica) expresa el alelo PTPRCA 

(CD45.1). Este modelo fue utilizado como la cepa receptora para realizar la 

transferencia de células T naïve CD25- y CD4+ de ratones OT-II y así rastrearlas 

mediante citometría de flujo. Estos ratones fueron obtenidos del laboratorio Jackson 

(CByJ.SJL(B6)-Ptprca/J, Stock No: 006584) (101).  
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7.2. Manejo, mantenimiento y toma de muestras de ratones de cepas      

transgénicas OT-II y CD45.1 

7.2.1. Marcaje de nacimientos 

Esta actividad se realizó observando la presencia de ratones neonatos y así llevar 

un control físico y en línea sobre los nacimientos que hubo cada semana de cada 

cepa anteriormente mencionada.  

7.2.2. Identificación de ratones 

Esta actividad se realizó mediante muescas en ambas orejas, con numeración de 

decenas para la oreja derecha y unidades para la oreja izquierda. Se realizó para 

todas las cepas a las 2 semanas de edad y el registro se anotó en la tarjeta e 

inventarios correspondientes. 

 

Figura 8. Identificación de ratones por muesca en las orejas. Observado desde una vista dorsal del ratón, 

del lado derecho se marcan las decenas en la parte radial 10, 20 y 40, y del lado izquierdo las unidades 1, 2 y 

4. Se deben hacer las combinaciones pertinentes de doble muesca para obtener el número deseado. 

 

7.2.3. Sexado 

La determinación del sexo de los ratones se realizó por simple observación de la 

zona perianal a las 3 semanas. Para dicho propósito se evalúa la distancia entre la 
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papila genital y la apertura anal, la cual es mayor en los machos. El tamaño de la 

papila genital es también notoriamente mayor en los machos. Como una alternativa, 

es posible observar la parte ventral de las crías y distinguir a las hembras por la falta 

de pelo alrededor de los pezones.  

 

Figura 9. Sexado de ratones por observación de la zona perianal. En las ratonas la distancia ano-genital es 

pequeña, mientras que en los machos es aproximadamente el doble que en las hembras. Además, la papila 

urogenital es más prominente en los machos, lo que facilita el sexado. 

 

7.2.4. Destete 

Se realizó a las 4 semanas de nacidos en todas las cepas anteriormente 

mencionadas, haciendo la separación entre hembras y machos, y colocando un 

máximo de 7 ratones por caja. 

7.2.5. Sacrificio 

Se realizó dislocación cervical manual de acuerdo con la NOM-062-ZOO-1992. La 

justificación más usual para mandar ratones a sacrificio fue debido a la edad. 

También se mandaron a sacrificio ratones redrojo (de todas las cepas) debido a 

mala oclusión dental y dermatitis ulcerativa. 
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7.2.6. Toma de muestra de sangre de la vena mandibular 

La toma de muestras se realizó en ratones de 3 semanas de edad para las cepas 

transgénicas OT-II y CD45.1 para su fenotipificación. El procedimiento comienza 

con el manejo del ratón tomándolo por la piel laxa de la región dorso cervical para 

inmovilizarlo, posteriormente se introduce el bisel de una aguja en la mandíbula 

inferior y a la altura de la oreja, y se colectan 3 gotas de sangre en un tubo eppendorf 

de 1.5 ml con 5 µl de heparina para evitar la coagulación de la sangre. 

 

Figura 10. Toma de muestra de sangre de ratón de vena mandibular. Para la toma de muestra de sangre 

de ratones se inmovilizan gentilmente por la región dorsocervical y retrayendo la piel del cuello para 

posteriormente introducir el bisel de una aguja en la mandíbula inferior y recolectar las gotas de sangre 

necesarias en un tubo eppendorf con heparina. 

El uso y manipulación de los ratones OT-II y ratones CD45.1 fue aprobado por la 

Comisión para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto 

de Investigaciones Biomédicas (IIB) de la UNAM, dentro del proyecto de 

investigación ‘’Papel de las inhibinas y el betaglicano en la diferenciación funcional 

de linfocitos T’’ con número de folio ID:176. 
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7.3. Fenotipificación de los modelos murinos 

7.3.1. Ratones OT-II 

Para la fenotipificación se tomó una muestra de sangre desde el seno retro-orbital 

de cada uno de los ratones, posteriormente en cada una de las muestras se 

colocaron 30 µl del mix de tinción preparado con αCD4 APC (Cat. 100412, 

Biolegend) y Vβ5 Bn (Cat. 553188, BD Biosciences), y 20 µl de sangre en un tubo 

eppendorf de 1.5 ml y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en 

la oscuridad. Para los controles de compensación se utilizaron 20 µl de sangre y 30 

µl de la dilución del anticuerpo correspondiente, αCD4 APC y αCD3 PE (Cat. 

100206, Biolegend). Pasado el tiempo de incubación, se agregaron 400 µl de buffer 

de lisis ACK a muestras y controles y se incubaron durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Se lavaron con 600 µl de PBS (1X), se centrifugaron a 336 x g durante 5 

minutos y se retiró el sobrenadante. Se agregaron 30 µl de Estreptavidina PE (Cat. 

554061, BD Biosciences) a las muestras y se incubaron durante 30 minutos a 

temperatura ambiente en oscuridad. Se lavaron muestras y controles dos veces con 

600 µl de PBS, se centrifugaron a 336 x g durante 5 minutos y se retiró el 

sobrenadante. Muestras y controles se fijaron con 200 µl de paraformaldehído al 

4% (PAF) y se incubaron durante 5 minutos. Se lavaron con 600 µl de PBS (1X), se 

centrifugaron a 336 x g durante 5 minutos y se retiró el sobrenadante. Finalmente, 

muestras y controles se resuspendieron en 1 ml de PBS (1X). La adquisición de las 

muestras se realizó en el equipo Attune Nxt (Thermo Scientific) utilizando el canal 

RL1 para el fluorocromo APC y el canal YL1 para el fluorocromo PE.  
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La tinción superficial se realizó con el anticuerpo Vβ5 reconoce específicamente los 

receptores de linfocitos T Vβ 5.1 y Vβ 5.2 de la cadena β del TCR, y está acoplado 

a una molécula de biotina. Para su detección por citometría de flujo se utilizó 

estreptavidina acoplada a ficoeritrina (PE) que reconoce y tiene gran afinidad por la 

biotina. La detección del fluorocromo PE por citometría de flujo permite la detección 

de la cantidad de anticuerpo Vβ5 específico presente en la muestra y determinando 

si el ratón es OT-II. 

7.3.2. Ratones CD45.1 

Para la fenotipificación de estos ratones se tomó una muestra de sangre desde el 

seno retro-orbital de cada uno de ellos, posteriormente a cada una de las muestras 

se colocaron 30 µl del mix de tinción preparado con αCD4 APC y αCD45.1 AF700 

(Cat. 110724, Biolegend), y 20 µl de sangre en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se 

incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Para los 

controles se agregaron 20 µl de sangre y 30 µl de la dilución del anticuerpo 

correspondiente, αCD4 APC y αCD45.1 AF700. Pasado el tiempo de incubación, se 

agregaron 400 µl de buffer de lisis ACK a muestras y controles y se incubaron 

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron con 600 µl de PBS (1X), se 

centrifugaron a 336 x g durante 5 minutos, se retiró el sobrenadante y se volvieron 

a lavar las células. Se fijaron con 200 µl de paraformaldehído al 4% a muestras y 

controles y se incubaron durante 5 minutos. Se lavaron con 600 µl de PBS (1X), se 

centrifugaron a 336 x g durante 5 minutos y se retiró el sobrenadante. Finalmente, 

muestras y controles se resuspendieron en 1ml de PBS (1X). La adquisición de las 

muestras se realizó en el equipo Attune Nxt (Thermo Scientific) utilizando el canal 
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VL2 para el fluorocromo BV510 y el canal RL2 para el fluorocromo AF700, 

esperando que el anticuerpo se una específicamente a CD45.1, que es un antígeno 

común de leucocitos, en los ratones que expresan el aloantígeno CD45.1. 

7.4. Ensayos in vivo para la diferenciación de linfocitos T efectores Th1 

y Th17 antígeno dirigidos 

a) Comparación entre un reestímulo in vitro de 48 horas con el péptido de 

OVA y un doble reestímulo de 48 horas con el péptido de OVA y además 

6 horas con PMA-Ionomicina, inmunizando con PBS, OVA y OVA-CT. 

Aislamiento de células por sorting y transferencia de células 

Día 1: se realizó el aislamiento de células T naïve extrayendo los linfonodos y los 

bazos de tres ratonas OT-II para disgregarlos mecánicamente con ayuda de un 

émbolo de jeringa en una placa de cultivo celular y así obtener las células en una 

suspensión de medio. Las células obtenidas se tiñeron con αCD4 FITC (Cat. 

100406, Biolegend) y αCD25 PECy5 (Cat. 102010, Biolegend) durante 15 min a 4°C 

y posteriormente se aislaron linfocitos T naïve (CD4+ CD25-) por sorting utilizando 

el equipo MoFlow (Beckman Coulter). Las células obtenidas se centrifugaron y se 

resuspendieron en medio fresco. Después, se contaron las células y se comprobó 

su viabilidad mediante tinción de exclusión con azul de tripano en cámara de 

Neubauer. Finalmente se ajustó la concentración de las células resuspendiendo 

3x106 de células T naïve CD4+ y CD25- de cada una de las tres ratonas OT-II en 

100 µl de PBS (1X) para posteriormente transferirlas a tres ratonas CD45.1 de 4 



 

- 45 - 
 

semanas de edad por vía intravenosa a través del seno retro-orbital con sedación 

previa con isoflurano inhalado (Isoflurano 100%, PISA Agropecuaria) (Figura 11). 

Inmunización 

Día 2: después de 24 horas de la transferencia de células se inmunizaron las tres 

ratonas CD45.1 por vía intradérmica en las orejas; la primera ratona con PBS (1X), 

la segunda ratona con el antígeno específico OVA (10 µg/ml) (donado por la Dra. 

Laura Bonifaz), y la tercera ratona con OVA y CT (toxina del cólera 1 mg/ml). La 

preparación de la inmunización se realizó en un volumen total de 30µl de PBS (1X), 

inoculando un volumen total de 15µl por oreja (0.5 mg/ml) para así producir una 

reacción inmune antígeno-específica dirigida (Figura 11). 

La reacción inmune dirigida antígeno específica se realizó con el modelo αDEC 205-

OVA, donde la proteína OVA está acoplada químicamente al anticuerpo monoclonal 

αDEC 205, por lo que una vez inoculado se dirige hacia los receptores DEC 205 

que se encuentran en la superficie de las células dendríticas. El antígeno fagocitado 

a través de DEC 205 ingresa a la vía de presentación de antígeno MHC clase II y 

posteriormente se presenta a los linfocitos T CD4+.  

Colección y procesamiento de linfonodos mandibulares y reestímulo 

con el péptido de OVA y PMA-Ionomicina 

Día 9: después de 7 días desde la inmunización se sacrificaron las tres ratonas 

CD45.1 por dislocación cervical y mediante disección se colectaron los linfonodos 

mandibulares por separado de cada ratona, después se disgregaron 

mecánicamente y se contaron las células para cultivar en una placa de 96 pozos de 
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fondo plano. Se cultivaron dos pozos con 3x106 células en 200 µl de medio RPMI 

10% SBF (Suero Bovino Fetal) (GIBCO, Cat. 31800-022) de cada ratona CD45.1 

sacrificada (6 pozos en total), posteriormente se reestimularon con el péptido de 

OVA (2 µg/ml) durante 48 horas a 37 °C y adicionalmente un pozo con células de 

cada ratona se reestimuló con PMA (400 ng/ml) Ionomicina (40 ng/ml) y se incubó 

durante 6 horas a 37 °C (Figura 11). 

Inhibición del transporte de proteínas, tinción superficial e intracelular 

Día 11: se realizó la inhibición del transporte de proteínas usando Brefeldina A 

(Cat.51-2301KZ, BD Biosciences) (1 µl por 6x106 de células) durante 5 horas a 37 

°C para favorecer la acumulación intracelular de citocinas. Después de bloquear el 

tráfico vesicular, las células se pasaron a una placa de tinción fondo U, se lavaron 

y se realizó una tinción superficial con αCD4 APC (Cat. 100412, Biolegend), 

αCD45.1 AF700 (Cat. 110724, Biolegend), αVβ5 Bn (Cat. 553188, BD Biosciences) 

y Zombie Nir (Cat. 423106, Biolegend) durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, las células se lavaron con 200 µl de buffer de FACS y se realizó la 

fijación-impermeabilización con Fix Perm 1X (Cat. TNB1022-l160, Tonbo 

Biosciences) durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron con 100 µl de Perm 

Buffer 10X (Cat. TNB12-L150, Tonbo Biosciences) y realizó un bloqueo de sitios 

inespecíficos con Fc Block (αCD16/CD32) (Cat. 101302, Biolegend) durante 20 

minutos a 4 °C. Pasado el bloqueo de sitios Fc, las células se lavaron con Perm 

Buffer 10X, se realizó una tinción intracelular con un mix de αIL-17 PE (Cat. 506904, 

Biolegend), IFN-γ BV510 (Cat. 505841, Biolegend) y αVβ5 BV605 (Cat. 563260, BD 

Biosciences) durante 20 minutos a 4 °C. Para finalizar, las células se lavaron con 
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100 µl de Perm Buffer 10X, se resuspendieron en 200 µl de FACS y se trasladaron 

a tubos eppendorf de 1.5 ml y se mantuvieron a 4 °C hasta su lectura en el citómetro 

(Figura 11). 

Citometría de flujo 

Durante los experimentos se utilizaron anticuerpos acoplados a fluorocromos (Tabla 

3), tanto para las muestras como para los controles de compensación, además del 

marcador de viabilidad Zombie Nir (Cat. 423106, Biolegend), que es un reactivo 

fluorescente permeable en células con la membrana comprometida. 

Todos los sortings y adquisiciones de las muestras se realizaron en las instalaciones 

del Laboratorio Nacional de Citometría de Flujo. Los sortings se realizaron en el 

equipo de Mo Flow (Beckman Coulter) y todas las muestras se procesaron en el 

citómetro de flujo Attune Nxt (Thermo Scientific). El análisis de datos se realizó con 

el programa FlowJo 10.7.1. 

b) Comparación entre un reestímulo in vitro de 6 horas con PMA-

Ionomicina y un reestímulo de 48 horas con el péptido de OVA, 

inmunizando con OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA CT. 

Aislamiento de células por sorting y transferencia de células 

Día 1: se realizó el aislamiento de células T naïve y la transferencia de células 

siguiendo la misma metodología que en el inciso a) (Figura 12). 
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Inmunización 

Día 2: después de 24 horas de la transferencia de células se inmunizaron las tres 

ratonas CD45.1 por vía intradérmica en las orejas; la primera ratona con OVA (10 

µg/ml) y CT (toxina del cólera 1 mg/ml), la segunda ratona con anti-DEC-OVA (3.36 

µg/µl) (donado por la Dra. Juliana Idoyaga) y la tercera ratona con anti-DEC-OVA 

con CT. La preparación del volumen de la inmunización se realizó siguiendo la 

misma metodología que en el inciso a) (Figura 12). 

Colección y procesamiento de linfonodos mandibulares y reestímulo 

con el péptido de OVA y PMA-Ionomicina 

Día 9: se realizó la colección y procesamiento de linfonodos mandibulares siguiendo 

la misma metodología que en el inciso a). Se cultivaron dos pozos con 3x106 células 

en 200 µl de medio RPMI 10% SBF de cada ratona CD45.1 sacrificada (6 pozos en 

total), posteriormente se reestimuló un pozo con células de cada ratona CD45.1 con 

el péptido de OVA (2 µg/ml) durante 48 horas a 37 °C y el pozo con células restante 

se reestimuló con PMA (400 ng/ml) Ionomicina (40 ng/ml) y se incubó durante 6 

horas a 37 °C (Figura 12). 

Inhibición del transporte de proteínas, tinción superficial e intracelular 

Finalizado el reestímulo de 6 horas con PMA-Ionomicina (día 9) y el reestímulo de 

48 horas (día 11) con el péptido de OVA se realizó la inhibición del transporte de 

proteínas, tinción superficial e intracelular siguiendo la misma metodología que en 

el inciso a) (Figura 12). 
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Citometría de flujo 

Se realizó la adquisición de las muestras por citometría de flujo siguiendo la misma 

metodología que en el inciso a). 

c) Comparación entre un reestímulo in vitro de 48 horas con el péptido de 

OVA inmunizando con OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA-CT. 

Aislamiento de células por sorting y transferencia de células 

Día 1: se realizó el aislamiento de células T naïve y la transferencia de células 

siguiendo la misma metodología que en el inciso a) (Figura 13). 

Inmunización 

Día 2: después de 24 horas de la transferencia de células se inmunizaron las tres 

ratonas CD45.1 por vía intradérmica en las orejas; la primera ratona con OVA (10 

µg/ml) y CT (toxina del cólera 1 mg/ml), la segunda ratona con anti-DEC-OVA (3.36 

µg/µl) y la tercer ratona con anti-DEC-OVA con CT. La preparación del volumen de 

la inmunización se realizó siguiendo la misma metodología que en el inciso a) 

(Figura 13). 

Colección y procesamiento de linfonodos mandibulares y reestímulo 

con el péptido de OVA y PMA-Ionomicina 

Día 9: se realizó la colección y procesamiento de linfonodos mandibulares siguiendo 

la misma metodología que en el inciso a). Los pozos con células de cada ratona 

CD45.1 se reestimularon con el péptido de OVA (2 µg/ml) durante 48 horas a 37 °C 

(Figura 13). 
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Inhibición del transporte de proteínas, tinción superficial e intracelular 

Día 11: finalizado el reestímulo de 48 horas con el péptido de OVA se realizó la 

inhibición del transporte de proteínas, tinción superficial e intracelular siguiendo la 

misma metodología que en el inciso a) (Figura 13). 

Citometría de flujo 

Se realizó la adquisición de las muestras por citometría de flujo siguiendo la misma 

metodología que en el inciso a). 

d) Comparación entre un reestímulo in vitro de 6 horas con PMA-

Ionomicina, y 24 y 48 horas con el péptido de OVA, inmunizando con 

OVA-CT. 

Aislamiento de células por sorting y transferencia de células 

Día 1: se realizó el aislamiento de células T naïve y la transferencia de células 

siguiendo la misma metodología que en el inciso a) con la diferencia de que se 

utilizaron dos ratonas OT-II y dos ratonas CD45.1 (Figura 14). 

Inmunización 

Día 2: después de 24 horas de la transferencia de células se inmunizaron las dos 

ratonas CD45.1 por vía intradérmica en las orejas; ambas con OVA (10 µg/ml) y CT 

(toxina del cólera 1 mg/ml). La preparación del volumen de la inmunización se 

realizó siguiendo la misma metodología que en el inciso a) (Figura 14). 
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Colección y procesamiento de linfonodos mandibulares y reestímulo 

con el péptido de OVA y PMA-Ionomicina 

Día 9: se realizó la colección y procesamiento de linfonodos mandibulares siguiendo 

la misma metodología que en el inciso a). Se realizó un pool de células de ambas 

ratonas y se cultivaron seis pozos con 3x106 células en 200 µl de medio RPMI 10% 

SBF, posteriormente dos pozos se reestimularon con PMA (400 ng/ml) Ionomicina 

(40 ng/ml) durante 6 horas a 37 °C, dos pozos se reestimularon con el péptido de 

OVA (2 µg/ml) durante 24 horas a 37 °C y los dos pozos restantes se reestimularon 

con el péptido de OVA (2 µg/ml) durante 48 horas a 37 °C (Figura 14). 

Inhibición del transporte de proteínas, tinción superficial e intracelular 

Finalizado el reestímulo de 6 horas con PMA-Ionomicina (día 9) y de los reestímulos 

de 24 (día 10) y 48 horas (día 11) con el péptido de OVA se realizó la inhibición del 

transporte de proteínas, tinción superficial e intracelular siguiendo la misma 

metodología que en el inciso a) (Figura 14). 

Citometría de flujo 

Se realizó la adquisición de las muestras por citometría de flujo siguiendo la misma 

metodología que en el inciso a). 
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Tabla 3. Anticuerpos acoplados a fluorocromos utilizados durante los 

experimentos. 

Molécula blanco Fluorocromo Clona Fabricante 

CD4 APC GK1.5 Biolegend 

CD4 FITC GK1.5 Biolegend 

CD4 Vβ510 RM4-5 Biolegend 

CD25 PECy5 PC61 Biolegend 

CD45.1 AF700 A20 Biolegend 

Vβ5 biotinilado ------- MR9-4 BD Biosciences 

Vβ5  BV605 MR9-4 BD Biosciences 

Estreptavidina BV605 M229 Biolegend 

Estreptavidina  PE MR9-4 BD Biosciences 

IL-17 PE TC11-18H10.1 Biolegend 

IFN-γ BV510 XMG1.2 Biolegend 

CD3 PE 17A2 Biolegend 

CD3 Bn 145-2C11 Biolegend 
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8. METODOLOGÍA  

Figura 11. Comparación entre un reestímulo in vitro de 48 horas con el péptido de OVA y un doble 

reestímulo de 48 horas con el péptido de OVA y además 6 horas con PMA-Ionomicina, inmunizando con 

PBS, OVA y OVA-CT. 

 

 

Figura 12. Comparación entre un reestímulo in vitro de 6 horas con PMA-Ionomicina y un reestímulo de 

48 horas con el péptido de OVA, inmunizando con OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA CT. 
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Figura 13. Comparación entre un reestímulo in vitro de 48 horas con el péptido de OVA inmunizando 

con OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA-CT. 

 

 

Figura 14. Comparación entre un reestímulo in vitro de 6 horas con PMA-Ionomicina, y 24 y 48 horas con 

el péptido de OVA, inmunizando con OVA-CT. 
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9. RESULTADOS  

9.1. Fenotipificación de los modelos murinos OT-II y CD45.1 

 9.1.1. Fenotipificación del modelo murino OT-II 

El fenotipo de los ratones OT-II se determinó realizando una tinción superficial de 

células de sangre periférica. Después de la adquisición de las muestras en el 

citómetro de flujo, los datos obtenidos se analizaron en el software FlowJo X 

siguiendo la estrategia de análisis que se esquematiza en la Figura 15.  

 

Figura 15. Análisis para la fenotipificación del modelo murino OT-II. Para la fenotipificación de los ratones 

OT-II se siguió la siguiente estrategia: en el primer gate (a) se limitan los ‘’Singlets’’ para tomar los eventos 

individuales y descartar los debris; después se limitó la población de ‘’Linfocitos’’ (b); dentro de esta región se 

tomaron las células ‘’CD4 positivas’’ (c); posteriormente, a partir de éstas, se utilizó  un dot plot de “CD4 vs Vβ5’’ 

para evaluar el porcentaje de células Vβ5 de OT-II (d) o de WT (e). Finalmente se muestra un ejemplo de 

histograma de una muestra WT (azul) y una OT-II (rojo) al mismo tiempo (half offset) para evaluar los niveles 

de expresión de ‘’Vβ5’’ (f). 

En la Figura 15 se observan dos histogramas comparativos de expresión de Vβ5 el 

primero de un ratón de tipo silvestre o wild type WT (azul) con niveles de expresión 
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bajos de Vβ5 indica que el ratón es de tipo wild type, mientras que el segundo (rojo) 

indica que el ratón es OT-II. Todos los ratones usados en este trabajo fueron 

fenotipificados así. 

9.1.2. Fenotipificación del modelo murino CD45.1 

El fenotipo de los ratones CD45.1 se determinó realizando una tinción superficial de 

células. Los datos se analizaron siguiendo la misma estrategia de análisis que en el 

punto 9.1.1. (Figura 16). 

 

Figura 16. Análisis para la fenotipificación del modelo murino CD45.1. Para la fenotipificación de ratones 

CD45.1 se siguió la siguiente estrategia de análisis: en el primer gate se limitan los ‘’Singlets’’ (a) para tomar 

los eventos individuales y descartar sin debris; después se limitó la población de ‘’Linfocitos’’ (b); dentro de esta 

región se tomaron las células ‘’CD4 positivas’’ (c); posteriormente, a partir de éstas un dot plot de “CD4 vs 

CD45.1’’ para evaluar el porcentaje de células que expresan CD45.1  en un ratón CD45.1 (d) y uno WT (e); para 

finalizar se utilizó el histograma de una muestra WT (azul) y una CD45.1 (rojo) al mismo tiempo (half offset) para 

evaluar los niveles de expresión de ‘’CD45.1’’ (f). 

En la Figura 16 se observan dos histogramas comparativos de los niveles de 

expresión de CD45.1, el primer histograma de un ratón de tipo silvestre sin 
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expresión de CD45.1 lo que indica que el ratón es WT, mientras que el segundo 

histograma con niveles de expresión alto CD45.1 indica que el ratón es CD45.1 

positivo. Todos los ratones usados en este trabajo fueron previamente 

fenotipificados así. 

9.2. Protocolo de inmunización y condiciones de reestímulo in vitro para 

la evaluación de linfocitos T efectores Th1 y Th17 in vivo. 

a) Comparación entre un reestímulo in vitro de 48 horas con el péptido de OVA 

y un doble reestímulo de 48 horas con el péptido de OVA y además 6 horas 

con PMA-Ionomicina, inmunizando con PBS, OVA y OVA-CT. 

La diferenciación de linfocitos T in vivo estuvo basada en las condiciones reportadas 

por Laura Antonio, et al. (85), después de la transferencia de células antígeno 

específicas (Vβ5) a ratones congénicos (CD45.1), se utilizó la proteína de OVA 

completa y como adyuvante la toxina del cólera (CT) para inmunizar. Para la 

detección de células Th1 y Th17 que se diferenciaron in vivo, se requirió reestimular 

las células in vitro, promoviendo la secreción de las citocinas específicas de cada 

linaje y su posible detección por citometría de flujo. Se probó el estímulo usado en 

el trabajo anteriormente citado, con un cultivo de células totales de linfonodo en 

presencia del péptido de OVA durante 48 horas. Además, se usó la combinación 

del péptido de OVA + PMA-Ionomicina (PMA-IONO) para comparar un solo 

reestímulo in vitro con el péptido de OVA durante 48 horas o dos reestímulos con el 

péptido de OVA durante 48 horas y PMA-Ionomicina durante 6 horas para detectar 

mejor las citocinas intracelulares IFN-γ e IL-17.  
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Para evaluar la población de linfocitos efectores de los linajes Th1 y Th17 

diferenciados en este ensayo se siguió la estrategia de análisis que se esquematiza 

en la Figura 17, se eligieron los ‘’singlets’’, después las ‘’células sin debris’’, las 

‘’células vivas’’, después las ‘’células CD4 positivas’’ y a partir de esta región las 

células productoras de ‘’IFN-γ y las productoras de IL-17’’. 

 

Figura 17. Análisis de la diferenciación in vivo para determinar la población Th1 y Th17. Se evaluó la 

diferenciación hacia los linajes efectores Th1 y Th17, por lo que se siguió la siguiente estrategia, primero se 

determinaron los ‘’singlets’’ (a), después las ‘’células sin debris’’ (b), seguido de las ‘’células vivas’’ (c), después 

las células ‘’Vβ5 positivas’’ (d), después las células ‘’CD4 positivas’’ (e) y por último un gate de ‘’IFN-γ contra IL-

17’’ (f).  

Al analizar la viabilidad se observan 108,013 eventos con la condición de OVA-CT 

con reestímulo pOVA y 107,557 eventos con la condición OVA con reestímulo 

pOVA+PMA-IONO (doble reestímulo), en comparación con la condición de PBS 

donde solo se observan 56,316 eventos (Figura 18a), sin embargo, todas las 

condiciones se mantienen por encima del 80% (Figura 18b). En la condición de 



 

- 59 - 
 

doble reestímulo y adyuvante, OVA-CT pOVA+PMA-IONO el número de células 

vivas cambia ya que se observan 79,552 eventos en comparación con la que solo 

tiene el reestímulo con pOVA donde se observan 108,013 eventos (Figura 18a), 

esto se reflejó en el número de células Vβ5+ y CD4+ que se encontraron 

posteriormente. 

 

Figura 18. Viabilidad celular después del reestímulo in vitro. Gráficas de viabilidad del ensayo de 

diferenciación en el que se inmunizó con PBS, OVA y OVA-CT y el reestímulo in vitro se realizó con el péptido 

de OVA durante 48 horas y después un doble reestímulo con PMA-Ionomicina. a) Número de células vivas. b) 

Porcentaje de viabilidad.  

Respecto a la cantidad de células antígeno específicas (Figura 19cd) se observaron 

2,667 eventos para Vβ5+ y 2,570 eventos para CD4+ con la condición de OVA-CT 

con reestímulo pOVA, mientras que en la condición donde se realizó un doble 

reestímulo se observaron 775 eventos para Vβ5+ y 673 eventos para CD4+, lo cual 

indica que realizar un doble reestímulo reduce el número de células Vβ5+. El número 

de células antígeno específicas encontradas es menor a 1,000 eventos en las 

condiciones en las que se usa pOVA+PMA-IONO en comparación con las que solo 
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se usa pOVA (Figura 19cd), lo cual complicó la evaluación de las células Th1 y 

Th17. 

 

Figura 19. Número de células antígeno específicas Vβ5+ y CD4+ después del reestímulo in vitro. Gráficas 

del ensayo de diferenciación en el que se inmunizó con PBS, OVA y OVA-CT y el reestímulo in vitro se realizó 

con el péptido de OVA durante 48 horas y después un doble reestímulo con PMA-Ionomicina. a) Gráfica de 

número de células Vβ5. b) Gráfica de número de células CD4+. 

A partir de las células vivas Vβ5+CD4+ se evaluó el porcentaje de células que 

expresaban IL-17 e IFN-γ a las 48 horas con pOVA y a las 48 horas con pOVA + 6 

horas con PMA-IONO con cada condición de inmunización. En la Figura 20 se 

muestran los Dot plots representativos donde se observó en el cuartil 1 (Q1) el 

porcentaje de células IL-17+ que corresponden a los linfocitos Th17, mientras que 

en el cuartil 3 (Q3) el porcentaje de células IFN-γ+ que corresponden a los linfocitos 

Th1. 
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Figura 20. Evaluación de la expresión de IL-17 e IFN-γ en linfocitos murinos. Se muestran los dot plots 

representativos de IL-17 (eje de la y) contra IFN-γ (eje de la x) de células CD4+Vβ5+CD45.1+ con las condiciones 

de inmunización de PBS, OVA y OVA-CT a las 48 horas de reestímulo con el péptido de OVA y 48 horas de 

reestímulo con el péptido de OVA + 6 horas de reestímulo con PMA-IONO. El cuartil 1 (Q1) corresponde al 

porcentaje de IL-17, mientras que el cuartil 3 (Q3) al porcentaje de IFN-γ. 

En cuanto a las células Th1 el número y porcentaje de diferenciación hacia este 

linaje se determinó por las células CD4+ productoras de IFN-γ, de este modo, se 

destacan 121 células con la condición de OVA-CT con reestímulo de pOVA (Figura 

21a). En cuanto al porcentaje de células, este fue de 13.5% de diferenciación con 

la inmunización de OVA-CT y el doble reestímulo con pOVA+PMA-IONO (Figura 

21b), sin embargo, el número de eventos que corresponden a este porcentaje es de 

91 eventos, por lo que a pesar de porcentaje de células es de 13.5% en la condición 

con doble reestímulo, el número de células no es tan satisfactorio.  
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En cuanto a las células Th17 el número de éstas y el porcentaje de diferenciación 

se determinó por las células CD4+ productoras de IL-17, se destacan 25 células con 

la condición de OVA-CT con el reestímulo de pOVA (Figura 21c). El porcentaje de 

células positivas fue de 66.7% de diferenciación para la combinación de OVA con 

el doble reestímulo de pOVA+PMA-IONO (Figura 21d), sin embargo, el número de 

eventos que corresponden a este porcentaje es de 2, lo cual impide asegurar que 

este porcentaje de diferenciación sea representativo. Nuevamente se observó que 

a mayor reestímulo hubo menor cantidad de células. 

 

Figura 21. Número de células y porcentaje de linfocitos Th1 y Th17 diferenciados en un modelo murino 

in vivo. Gráficas representativas del ensayo de diferenciación en el que se inmunizó con PBS, OVA y OVA-CT 

y el reestímulo in vitro se realizó con el péptido de OVA durante 48 horas y después un doble reestímulo con 

PMA-Ionomicina. a) Número de células Th1. b) Porcentaje de células Th1. c) Número de células Th17. d) 

Porcentaje de células Th17.  
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b) Comparación entre un reestímulo in vitro de 6 horas con PMA-Ionomicina y 

un reestímulo de 48 horas con el péptido de OVA, inmunizando con OVA-CT, 

anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA CT. 

Con base en el experimento anterior, se decidió evaluar la detección de citocinas 

utilizando un sólo reestímulo, ya sea de 6 horas con PMA-Ionomicina o de 48 horas 

con el péptido de OVA. 

Se decidió probar también el principio de targeting dirigido con anti-DEC-OVA hacia 

las células dendríticas con base en el trabajo de la Dra Juliana Idoyaga (87), en el 

cual se observó diferenciación Th1 y Th17 antígeno específica. Se realizaron dos 

condiciones de reestímulo, uno de 6 horas con PMA-IONO y otro de 48 horas con 

pOVA. Se inmunizó con OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA CT. 

Para evaluar la población de linfocitos efectores de los linajes Th1 y Th17 

diferenciados en este ensayo se siguió la misma estrategia de análisis que se utilizó 

en la Figura 17. 

Al analizar la viabilidad con la condición de OVA-CT se observaron 71,721 eventos 

y con anti-DEC-OVA-CT 64,888 eventos a las 48 horas de reestímulo con pOVA 

(Figura 22a), estas fueron células preactivadas que al ser reestimuladas 

proliferaron, por lo que se enriquecieron las células antígeno específicas. En 

comparación con las demás condiciones, se observaron menos de 20,000 eventos 

en el gate de células vivas. En cuanto a porcentaje de células vivas, éste se observa 

arriba del 80% en los diferentes tipos de inmunización con 6 horas de reestímulo 
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con PMA-IONO, mientras que a las 48 horas de reestímulo con OVAp, está por 

debajo del 60% en todas las inmunizaciones. (Figura 22b). 

 

Figura 22. Viabilidad celular después del reestímulo in vitro. Gráficas representativas del ensayo de 

diferenciación en el que se inmunizó con OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA CT y el reestímulo in vitro  a 

las 6 horas con PMA-Ionomicina y a las 48 horas con el péptido de OVA. a) Número de células vivas. b) 

Porcentaje de viabilidad.  

Respecto a la cantidad de células Vβ5+ y CD4+ (Figura 23ab) se observan 857 

eventos para Vβ5+ y 558 eventos para CD4+ a las 48 horas con la inmunización 

OVA-CT, y 840 eventos para Vβ5+ y 408 eventos para CD4+ con la inmunización 

con anti-DEC-OVA-CT, mientras que con la inmunización solo con el antígeno 

dirigido sin adyuvante (anti-DEC-OVA) se observaron 249 eventos para Vβ5+ y 111 

eventos para CD4+ a las 48 horas de reestímulo con el pOVA. Se observó que el 

uso de adyuvante durante la inmunización incrementa el número de células 

antígeno específicas encontradas, sin embargo, con un reestímulo de 6 horas, la 

cantidad de células antígeno específicas encontradas corresponde a 175 eventos 
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para Vβ5+ y 48 eventos para CD4+ para la condición con OVA-CT y 219 eventos 

para Vβ5+ y 68 eventos para CD4+ para la inmunización con anti-DEC-OVA-CT. 

 

Figura 23. Número de células antígeno específicas Vβ5+ y CD4+ después del reestímulo in vitro. Gráficas 

del ensayo de diferenciación en el que se inmunizó con OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA CT y el 

reestímulo in vitro a las 6 horas con PMA-Ionomicina y a las 48 horas con el péptido de OVA. a) Número de 

células Vβ5. b) Número de células CD4+. 

A partir de las células vivas Vβ5+CD4+ se evaluó el porcentaje de células que 

expresaban IL-17 e IFN-γ a las 6 horas con PMA-IONO y a las 48 horas con pOVA 

con cada condición de inmunización. En la Figura 24 se muestran los Dot plots 

representativos donde se observó en el cuartil 5 (Q5) el porcentaje de células IL-17+ 

que corresponden a los linfocitos Th17, mientras que en el cuartil 7 (Q7) el 

porcentaje de células IFN-γ+ que corresponden a los linfocitos Th1. 
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Figura 24. Evaluación de la expresión de IL-17 e IFN-γ en linfocitos murinos. Se muestran los dot plots 

representativos de IL-17 (eje de la y) contra IFN-γ (eje de la x) de células CD4+Vβ5+CD45.1+ con la inmunización 

de anti-DEC-OVA, anti-DEC-OVA-CT y OVA-CT a las 6 horas de reestímulo con PMA-IONO y 48 horas de 

reestímulo con el péptido de OVA. El cuartil 5 (Q5) corresponde al porcentaje de IL-17, mientras que el cuartil 

7 (Q7) corresponde al porcentaje de IFN-γ. 

En cuanto a las células Th1 el número de células y porcentaje de diferenciación 

hacia este linaje se determinó por las células CD4+ productoras de IFN-γ, de este 

modo, se observaron 55 células con las condiciones de OVA-CT y 38 células con 

anti-DEC-OVA-CT a las 48 horas reestimuladas con pOVA (Figura 25a). Además, 

aunque destaca un porcentaje de 43.8% de diferenciación Th1 con la inmunización 

con OVA-CT y el reestímulo de 6 horas con PMA-IONO, éste corresponde a 21 

eventos (Figura 25b). El porcentaje de células Th1 es mayor al 20% a las 6 horas 

de reestímulo en todas las condiciones, sin embargo, el número de eventos por 

debajo de 30 células complica su determinación. 
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En cuanto a las células Th17 el número de células y el porcentaje (Figura 25cd) de 

diferenciación hacia este linaje se determinó por las células CD4+ productoras de 

IL-17, de acuerdo con esto, se observan 13 células y un porcentaje de 19.1% de 

diferenciación con la condición de anti-DEC-OVA CT a las 6 horas de reestímulo, 

en comparación con la condición de OVA-CT donde se observan 7 eventos 

correspondiente al 14.6% de las células CD4+ antígeno específicas con 6 horas de 

reestímulo. En todas las condiciones, el número de eventos IL-17+ es menor a 20, 

esto complica hacer un análisis adecuado de los datos. Para enriquecer el número 

de células a evaluar, se decide sólo realizar un reestímulo in vitro sin dividir las 

células obtenidas de los linfonodos de ratones en 2 condiciones de reestímulo. 
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Figura 25. Número de células y porcentaje de linfocitos Th1 y Th17 diferenciados en un modelo murino 

in vivo. Gráficas representativas del ensayo de diferenciación en el que se inmunizó con OVA-CT, anti-DEC-

OVA y anti-DEC-OVA CT y el reestímulo in vitro a las 6 horas con PMA-Ionomicina y a las 48 horas con el 

péptido de OVA. a) Número de células Th1. b) Porcentaje de células Th1. c) Número de células Th17. d) 

Porcentaje de células Th17.  

 

c) Comparación entre un reestímulo in vitro de 48 horas con el péptido 

de OVA inmunizando con OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA-CT. 

De acuerdo con los resultados del ensayo anterior se observó un mayor número de 

células diferenciadas para Th1 y Th17 con el reestímulo in vitro a las 48 horas y 
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utilizando el péptido de OVA, de esta manera las células obtenidas de los linfonodos 

no se dividieron en 2 pozos de cultivo con condiciones distintas, lo cual permitió 

enriquecer la población antígeno específica, por lo que se realizó este ensayo para 

corroborar este resultado y nuevamente se realizó el reestímulo in vitro con el 

péptido de OVA durante 48 horas. Se probaron las combinaciones de inmunización 

con OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA CT usadas en el ensayo anterior.  

Para evaluar la población de linfocitos efectores de los linajes Th1 y Th17 

diferenciados en este ensayo se siguió la misma estrategia de análisis que se utilizó 

en la Figura 17. 

Al analizar la viabilidad se observaron 496,000 células vivas con la combinación 

OVA-CT (Figura 26a), sin embargo, destaca el porcentaje de diferenciación de 

54.4% utilizando anti-DEC-OVA-CT corresponde a solo a 189,009 eventos (Figura 

26b). A pesar de haber usado un sistema de direccionamiento del antígeno, el 

número de células vivas después del reestímulo in vitro fue de 302,121 eventos para 

anti-DEC-OVA y 189,099 eventos para anti-DEC-OVA-CT, más que en los ensayos 

previos en los cuales se observaron menos de 100,000 células vivas al finalizar el 

cultivo.  
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Figura 26. Viabilidad celular después del reestímulo in vitro. Gráficas de viabilidad del ensayo de 

diferenciación en el que se inmunizó con OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA CT y el reestímulo in vitro 

con el péptido de OVA durante 48 horas. a) Número de células vivas. b) Porcentaje de viabilidad.  

Respecto a la cantidad de células Vβ5+ y CD4+ se observaron 33,827 eventos para 

Vβ5+ y 23,381 eventos para CD4+ con la combinación de inmunización OVA-CT, en 

comparación con la inmunización con anti-DEC-OVA-CT donde se observaron 

3,027 eventos para Vβ5+ Y 1,013 para CD4+ donde se usó el sistema antígeno 

específico dirigido (Figura 27ab), es decir, a pesar de que se pueden observar 

muchas células vivas no son las antígeno específicas que se pensaba que se 

encontrarían.  
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Figura 27. Número de células antígeno específicas Vβ5+ y CD4+ después del reestímulo in vitro. Gráficas 

del ensayo de diferenciación en el que se inmunizó con OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA CT y el 

reestímulo in vitro con el péptido de OVA durante 48 horas. a) Número de células Vβ5. b) Número de células 

CD4+.  

A partir de las células vivas Vβ5+CD4+ se evaluó el porcentaje de células que 

expresaban IL-17 e IFN-γ a las 48 horas con pOVA con cada condición de 

inmunización. En la Figura 28 se muestran los Dot plots representativos donde se 

observó en el cuartil 1 (Q1) el porcentaje de células IL-17+ que corresponde a los 

linfocitos Th17, mientras que en el cuartil 3 (Q3) el porcentaje de células IFN-γ+ que 

corresponde a los linfocitos Th1. 
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Figura 28. Evaluación de la expresión de IL-17 e IFN-γ en linfocitos murinos. Se muestran los dot plots 

representativos de IL-17 (eje de la y) contra IFN-γ (eje de la x) de células CD4+Vβ5+CD45.1+ con las condiciones 

de inmunización de anti-DEC-OVA, anti-DEC-OVA-CT y OVA-CT a las 48 horas de reestímulo con el péptido 

de OVA. El cuartil 1 (Q1) corresponde al porcentaje de IL-17, mientras que el cuartil 3 (Q3) al porcentaje de IFN-

γ. 

El número de células Th1 y el porcentaje de diferenciación hacia este linaje se 

determinó por las células CD4+ productoras de IFN-γ, de este modo, se destacan 

1,264 células Th1 con la inmunización con OVA-CT y solo 61 con la inmunización 

con anti-DEC-OVA-CT (Figura 29a). A pesar de que el porcentaje es similar en las 

condiciones de inmunización anti-DEC-OVA-CT (6.02%) y OVA-CT (5.41%) (Figura 

29b), el número de células es muy bajo para anti-DEC-OVA-CT (61 eventos), la 

única condición que permite observar una buena cantidad de células (arriba de 100 

eventos) en la condición de inmunización con OVA-CT. 
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El número de células y el porcentaje de diferenciación hacia Th17 se determinó por 

las células CD4+ productoras de IL-17, se observaron 430 células con la condición 

de inmunización con OVA-CT (Figura 29c), sin embargo, destaca un porcentaje de 

3.95% de diferenciación de células Th17 con la condición de inmunización con anti-

DEC-OVA-CT (Figura 29d), aunque el número de células para esta condición es 

solo de 40 eventos. Estos últimos datos sugieren que la inmunización con la 

proteína completa de ovoalbumina en combinación con la toxina del cólera como 

adyuvante (OVA-CT) es la mejor condición para evaluar las células Th1 y Th17 

OVA-específicas. 
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Figura 29.  Número de células y porcentaje de linfocitos Th1 y Th17 diferenciados en un modelo murino 

in vivo. Gráficas representativas del ensayo de diferenciación en el que se inmunizó con OVA-CT, anti-DEC-

OVA y anti-DEC-OVA CT y el reestímulo in vitro con el péptido de OVA durante 48 horas. a) Número de células 

Th1. b) Porcentaje de células Th1. c) Número de células Th17. d)Porcentaje de células Th17.  

 

d) Comparación entre un reestímulo in vitro de 6 horas con PMA-

Ionomicina, y 24 y 48 horas con el péptido de OVA, inmunizando con 

OVA-CT. 

De acuerdo con los resultados del ensayo anterior, se decidió utilizar solo la 

inmunización con OVA-CT y debido a que se observó un porcentaje de 

diferenciación menor al 10% para ambos linajes (Th1 y Th17) con el adyuvante (CT) 
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a las 48 horas, se decidió probar diferentes tiempos de reestímulo para estandarizar 

las condiciones de reestimulación in vitro. Se comparó el reestímulo de 6 horas con 

PMA-IONO, contra 24 y 48 horas con el péptido de OVA. El reestímulo de PMA-

Ionomicina se utilizó solo durante 6 horas ya que se ha observado en trabajos 

previos que la concentración usada (PMA (400 ng/ml) Ionomicina (40 ng/ml)) 

durante más de 16 horas promueve la muerte celular. 

Para evaluar la población de linfocitos efectores de los linajes Th1 y Th17 

diferenciados en este ensayo se siguió la misma estrategia de análisis que se 

muestra en la Figura 17. 

Al analizar la viabilidad se observaron 200,224 eventos y un porcentaje de 58.5% 

con la condición de OVA-CT con el reestímulo de PMA-IONO a las 6 horas (Figuras 

30ab). En las condiciones de 24 y 48 horas de reestímulo el número de células vivas 

corresponde a 110,000 y 165, 000 respectivamente, con un porcentaje de viabilidad 

alrededor del 20%.  
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Figura 30. Viabilidad celular después del reestímulo in vitro. Gráficas de viabilidad del ensayo de 

diferenciación en el que se inmunizó con OVA-CT y el reestímulo in vitro se realizó en 3 tiempos (6, 24 y 48 

horas) utilizando inicialmente a las 6 horas PMA-Ionomicina y a las 24 y 48 horas el péptido de OVA. a) Número 

de células vivas. b) Porcentaje de viabilidad.  

Respecto a la cantidad de células Vβ5+ y CD4+ se observaron 105,955 eventos para 

Vβ5+ y 52,864 eventos para CD4+ con OVA-CT a las 48 horas reestimulando con 

pOVA (Figura 31ab). Las células OVA-específicas encontradas a 6 horas de 

reestímulo fueron 9,626 eventos, mientras que a las 24 horas se encontraron 6,148 

eventos  Vβ5+. 
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Figura 31. Número de células antígeno específicas Vβ5+ y CD4+ después del reestímulo in vitro. Gráficas 

del ensayo de diferenciación en el que se inmunizó con OVA-CT y el reestímulo in vitro se realizó en 3 tiempos 

(6, 24 y 48 horas) utilizando inicialmente a las 6 horas PMA-Ionomicina y a las 24 y 48 horas el péptido de OVA. 

a) Número de células Vβ5. b) Número de células CD4+.  

A partir de las células vivas Vβ5+CD4+ se evaluó el porcentaje de células que 

expresaban IL-17 e IFN-γ a las 6 horas con PMA-IONO y a las 24 y 48 horas con 

pOVA con la inmunización con OVA-CT. En la Figura 32 se muestran los Dot plots 

representativos donde se observó en el cuartil 1 (Q1) el porcentaje de células IL-17+ 

que corresponden a los linfocitos Th17, mientras que en el cuartil 3 (Q3) el 

porcentaje de células IFN-γ+ que corresponden a los linfocitos Th1. 
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Figura 32. Evaluación de la expresión de IL-17 e IFN-γ en linfocitos murinos. Se muestran los dot plots 

representativos de IL-17 (eje de la y) contra IFN- (eje de la x) de células CD4+Vβ5+CD45.1+ con la condición de 

inmunización de OVA-CT a las 6 horas de reestímulo con PMA-IONO y a las 24 y 48 horas de reestímulo con 

el péptido de OVA. El cuartil 1 (Q1) corresponde al porcentaje de IL-17, mientras que el cuartil 3 (Q3) al 

porcentaje de IFN-γ. 

En cuanto a las células Th1 el número de células y porcentaje de diferenciación 

hacia este linaje se determinó por las células CD4+ productoras de IFN-γ, de este 

modo, se observaron 2,929 células para la combinación de inmunización OVA-CT 

a las 48 horas (Figura 33a). En cuanto al porcentaje de Th1 se observó 8.82% de 

diferenciación con la inmunización con OVA-CT a las 6 horas, el número de células 

obtenidas fue de 497 eventos, pero considerable para poder evaluar la 

diferenciación (Figura 33b). En las condiciones de reestímulo de 24 y 48 horas, el 

porcentaje de diferenciación es menor al 6%, a pesar de obtener un mayor número 

de eventos. En cuanto a las células Th17 el número de células y el porcentaje de 
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diferenciación hacia éstas se determinó por las células CD4+ productoras de IL-17, 

se observaron 122 eventos y 2.16% de diferenciación Th17 con el reestímulo de 

PMA-IONO a las 6 horas (Figura 33cd). 

 

Figura 33. Número de células y porcentaje de linfocitos Th1 y Th17 diferenciados en un modelo murino 

in vivo. Gráficas representativas del ensayo de diferenciación en el que se inmunizó con OVA-CT y el reestímulo 

in vitro se realizó en 3 tiempos (6, 24 y 48 horas) utilizando inicialmente a las 6 horas PMA-Ionomicina y a las 

24 y 48 horas el péptido de OVA. a) Número de células Th1. b) Porcentaje de células Th1. c) Número de células 

Th17. d) Porcentaje de células Th17.  
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Tabla 4. Resumen de resultados: número y porcentaje de eventos de cada 

condición de inmunización y de tiempo de reestímulo in vitro de cada ensayo 

realizado. 

a) Comparación entre un reestímulo in vitro de 48 horas con el péptido de OVA y un doble reestímulo de 48 horas con el péptido 

de OVA y además 6 horas con PMA-Ionomicina, inmunizando con PBS, OVA y OVA-CT. 

Condiciones de inmunización y 
tiempo de reestímulo in vitro 

Células vivas Células 
Vβ5+ 

Células 
CD4+ 

Células Th1 Células Th17 

Número Porcentaje Número Número Número Porcentaje Número Porcentaje 

PBS 48h pOVA 56,316 92.9% 342 192 0 0 3 1.56% 

PBS 48h pOVA+6h PMA-IONO  59,942 86.5% 251 43 0 0 0 0 

OVA 48h pOVA 71,371 91.1% 514 346 0 0 1 0.29% 

OVA 48h pOVA+6h PMA-IONO 107,557 92.2% 517 3 0 0 2 66.7% 

OVA-CT 48h pOVA 108,013 86.5% 2667 2,570 117 4.55% 25 0.97% 

OVA-CT 48h pOVA+6h PMA-IONO 79,552 87.6% 775 673 91 13.5% 5 0.74% 

b) Comparación entre un reestímulo in vitro de 6 horas con PMA-Ionomicina y un reestímulo de 48 horas con el péptido de OVA, 

inmunizando con OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-DEC-OVA-CT. 

Condiciones de inmunización y 
tiempo de reestímulo in vitro 

Células vivas Células 
Vβ5+ 

Células 
CD4+ 

Células Th1 Células Th17 

Número Porcentaje Número Número Número Porcentaje Número Porcentaje 

OVA-CT 6h PMA-IONO 11,521 85.4% 175 48 21 43.8% 7 14.6% 

OVA-CT 48h pOVA 71,721 52.2% 857 558 55 9.86% 10 1.79% 

anti-DEC-OVA 6h PMA-IONO 6,977 92.6% 90 32 11 34.4% 1 3.12% 

anti-DEC-OVA 48h pOVA 17,312 39% 249 111 28 25.2% 6 5.41% 

anti-DEC-OVA-CT 6h PMA-IONO 11,801 85.1% 219 68 19 27.9% 13 19.1% 

anti-DEC-OVA-CT 48h pOVA 64,888 50% 840 408 38 9.31% 8 1.96% 

c) Comparación entre un reestímulo in vitro de 48 horas con el péptido de OVA inmunizando con OVA-CT, anti-DEC-OVA y anti-

DEC-OVA-CT. 

Condiciones de inmunización y 
tiempo de reestímulo in vitro 

Células vivas Células 
Vβ5+ 

Células 
CD4+ 

Células Th1 Células Th17 

Número Porcentaje Número Número Número Porcentaje Número Porcentaje 

OVA-CT 48h pOVA 496,000 46.7% 33,827 23,381 1,264 5.41% 430 1.84% 

anti-DEC-OVA 48h pOVA 302,121 28.8% 7,241 1,025 92 8.98% 25 2.44% 

anti-DEC-OVA-CT 48H pOVA 189,000 54.4% 3,027 1,013 61 6.02% 40 3.95% 

d) Comparación entre un reestímulo in vitro de 6 horas con PMA-Ionomicina, y 24 y 48 horas con el péptido de OVA, inmunizando 

con OVA-CT. 

Condiciones de inmunización y 
tiempo de reestímulo in vitro 

Células vivas Células 
Vβ5+ 

Células 
CD4+ 

Células Th1 Células Th17 

Número Porcentaje Número Número Número Porcentaje Número Porcentaje 

OVA-CT 6h PMA-IONO 200,224 58.5% 9,623 5,638 497 8.82% 122 2.16% 

OVA-CT 24h pOVA 112,999 21.8% 6,148 5,456 63 1.15% 27 0.49% 

OVA-CT 48h pOVA 166,533 14.6% 105,955 52,864 2,929 5.54% 13 0.025% 
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10. DISCUSIÓN 

El objetivo de este trabajo fue establecer las condiciones para evaluar  la 

diferenciación de linfocitos Th1 y Th17 específicos para un antígeno en un modelo 

murino in vivo, ya que se pretende a futuro evaluar la respuesta de células T 

antígeno específicas en diferentes modelos murinos  transgénicos con un gen 

deletado y con los cuales se cuentan en el laboratorio: como los ratones deficientes 

en la subunidad α de inhibina (inhibina α -/-) y ratones condicionales del receptor tipo 

III del TGF-β o betaglicano (dLCKCre/Flox), ambas proteínas han sido identificadas 

como importantes reguladores de la activación y diferenciación de las células T, sin 

embargo, no se ha elucidado completamente su función. Se fueron diseñando y 

realizando los experimentos de acuerdo con los resultados que se iban obteniendo 

con la finalidad de observar células Th1 y Th17 en un buen porcentaje (entre 2 y 

15%) y en un número de linfocitos (que permitiera analizar con confiabilidad la 

población de interés, mayor a 100 eventos) para cada linaje y así establecer las 

condiciones ideales para la diferenciación de Th1 y Th17. 

Dado el antecedente de la Dra. Laura Antonio (85), quien realizó un ensayo de 

diferenciación in vivo hacia linfocitos Th1 y Th17, empleando el sistema de antígeno 

dirigido a células dendríticas y utilizando la toxina del cólera como adyuvante, se 

probaron las condiciones de reestímulo in vitro utilizadas en su trabajo, de manera 

que se realizó un reestímulo in vitro durante 48 horas con el péptido de OVA y 

además se comparó con un segundo reestímulo con PMA-IONO durante 6 horas 

con las condiciones de inmunización de PBS, OVA y OVA-CT. 
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Los resultados de la Dra. Antonio fueron 7% de diferenciación para Th1 y 1% de 

diferenciación para Th17 (85), los cuales son muy diferentes a los que se obtuvieron 

en este trabajo, sin embargo, esto se debe a la diferencia de las células evaluadas, 

ya que la Dra. Antonio utilizó células CD4+ totales (linfocitos T de memoria y naïves) 

y en este trabajo se utilizaron únicamente células CD4+ naïves, lo cual, aunque con 

un porcentaje menor al de la Dra. Antonio, permitió tener la certeza de que el total 

de las células T CD4+ naïves que se transfirieron tendrían el potencial para 

diferenciarse en células Th1 y Th17. 

No fue favorable realizar un doble reestímulo in vitro (48 horas con pOVA + 6 horas 

con PMA-IONO), ya que se observó una considerable disminución y ausencia de 

células. Por lo anterior se consideró que las células se sobreestimularon con un 

doble reestímulo y probablemente las células antígeno específicas que estaban 

sobreactivadas murieron. Por el contrario, en aquellas células donde se realizó un 

único reestímulo in vitro con el péptido de OVA se observó mayor número de 

células. Se puede concluir que fue efectivo el uso del adyuvante CT porque no se 

observa diferenciación sin éste para el subtipo Th1. 

Debido al hallazgo en el ensayo anterior donde se realizó un doble reestímulo in 

vitro (48 horas con pOVA + 6 horas con PMA-IONO) para la diferenciación hacia 

Th1 y Th17 donde se dificultó observar las células diferenciadas ya que 

probablemente murieron, se decidió emplear el modelo de direccionamiento 

específico y dirigido al antígeno revisado por la Dra. Juliana Idoyaga, el cual 

demuestra que la administración de antígenos dirigida a los receptores de células 

dendríticas realizado in vivo mejora la eficiencia de la presentación del antígeno al 
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linfocito T (87). De esta forma, se decidió utilizar el anticuerpo modificado anti-DEC-

OVA dirigido hacia el receptor DEC-205 de las células dendríticas. 

En trabajos previos de la Dra. Marisol de la Fuente (93), se realizó una 

diferenciación antígeno específica in vivo de linfocitos T hacia el fenotipo regulador 

FoxP3+ utilizando ratones inhibina α -/- e inhibina α +/+ y empleando el sistema de 

direccionamiento del antígeno con anti-DEC-205-OVA en presencia o ausencia de 

CT como adyuvante. Aunque en este trabajo no se utilizó el modelo murino inhibina 

α -/- y tampoco se realizó la diferenciación de linfocitos hacia el fenotipo regulador 

FoxP3+, este trabajo sirvió como base para la planeación y realización de los 

experimentos debido a las similitudes entre los estudios. En su trabajo, la Dra. de la 

Fuente encontró que transfiriendo 4x106 células CD4+CD25-Vβ5.1+CD45.1+ (OVA-

específicas) a un ratón WT, solo se pudieron detectar 15x1054 células CD4+Vβ5.1+ 

para la inmunización con OVA-CT, 1x104 células CD4+Vβ5.1+ para la inmunización 

con anti-DEC-OVA y 6x104 células CD4+Vβ5.1+ para la inmunización con anti-DEC-

OVA-CT. Los resultados anteriores contrastan con los resultados obtenidos en este 

trabajo, ya que se detectó menor cantidad de células, esto se puede relacionar con 

la menor cantidad de células CD4+CD25-Vβ5.1+CD45.1+ transferidas (4x106 vs 

3x106) además de los pozos en los que se repartieron las células CD4+CD45.1+ de 

los ratones al realizar el reestímulo in vitro, por lo cual las células totales de cada 

ratón se dividieron en 2 pozos ya que se realizaron dos tiempos de reestímulo, uno 

durante 6 horas reestimulando con PMA-Ionomicina y otro durante 48 horas 

reestimulando con el péptido de OVA, esto propició que se haya encontrado una 

menor cantidad de células en comparación con las que reportó la Dra. de la Fuente. 
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Debido a que en los resultados anteriores se observó mayor diferenciación de 

células hacia Th1 y Th17 con el reestímulo in vitro del péptido de OVA durante 48 

horas en las distintas condiciones de inmunización (OVA-CT, anti-DEC-OVA, anti-

DEC-OVA-CT), se decidió continuar con esta condición de tiempo de reestímulo in 

vitro con la finalidad de corroborar el dato anteriormente mencionado y determinar 

si este reestímulo sería el ideal para observar la diferenciación de ambos linajes 

efectores. Por lo tanto, para este ensayo se utilizaron las mismas condiciones de 

inmunización que se utilizaron en el ensayo anterior y la condición de reestímulo in 

vitro de 48 horas con el péptido de OVA. 

La diferencia de los resultados de este ensayo y de los anteriores se puede atribuir 

al hecho de que durante este ensayo no se dividieron las células en varios pozos 

ya que se realizó un único tiempo de reestímulo in vitro durante 48 horas con el 

péptido de OVA, lo que permitió observar más células vivas, más células OVA-

específicas y por ende mayor cantidad de células Th1 y Th17 diferenciadas. Sin 

embargo, aunque se pudo observar mayor cantidad de células, los porcentajes que 

se obtuvieron no fueron los óptimos para ambos linajes Th1 y Th17 con el adyuvante 

(CT) a las 48 horas, lo que indicó que esta condición de tiempo de reestímulo in 

vitro no era la ideal para observar de forma óptima la diferenciación de ambos linajes 

Th1 y Th17. Se ha reportado la diferenciación in vivo de linfocitos hacia los linajes 

efectores Th1 y Th17 específicos de OVA donde se ha observado hasta un 9% de 

células CD4+T-bet+Th1+, y hasta un 6% de células CD4+RORγt+Th17+ en bazos de 

ratones inmunizados con OVA, los porcentajes corresponden a un ensayo donde 
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se utilizó un modelo de ratón inmunizado con OVA para evaluar los efectos del timol 

en la generación in vivo de Tregs en respuesta a un antígeno específico (98), lo cual 

sirvió de referencia para saber el porcentaje aproximado de diferenciación que se 

esperaba observar en estos ensayos. 

De acuerdo con los resultados, la proteína completa de OVA en combinación con la 

toxina del cólera (OVA-CT) como adyuvante fue la mejor condición de inmunización 

para evaluar las células Th1 y Th17 OVA-específicas. No se observaron los 

resultados esperados con el empleo del sistema antígeno específico dirigido a 

través del anti-DEC-OVA. La Dra. Antonio (85) reportó 5x103 y 5% de células 

antígeno específicas IFN-γ+ con la inmunización con anti-DEC-OVA-CTB y con un 

reestímulo de 48 horas con el péptido de OVA, resultados que son mucho mayores 

en comparación los que se obtuvieron en este trabajo. Además, la Dra. Antonio 

reportó 4x103 y 3% de células antígeno específicas IL-17+ con la inmunización con 

anti-DEC-OVA-CTB, resultados también mayores en comparación con los 

obtenidos en este trabajo. Sin embargo, los ensayos de la Dra. Antonio difieren en 

el tipo de adyuvante utilizado, ya que ella utilizó la subunidad B de la toxina del 

cólera, y el tipo de células transferidas, ya que ella utilizó células CD4 totales, 

mientras que en este trabajo se utilizó la toxina del cólera completa y se transfirieron 

células T naïve. 

Para el último ensayo se utilizó únicamente OVA-CT como condición de 

inmunización ya que en datos anteriores se observó abundancia de células OVA-

específicas con OVA-CT que con las demás condiciones. Además, para el tiempo 

de reestímulo in vitro se decidió evaluar el reestímulo a las 6 horas con PMA-IONO 
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y a las 24 y 48 horas con el péptido de OVA para determinar las mejores 

condiciones. De acuerdo con los resultados, teniendo en cuenta que el objetivo de 

este trabajo siempre fue observar una buena cantidad y porcentaje de células, la 

inmunización con OVA-CT durante 6 horas de reestímulo in vitro con PMA-IONO 

permite obtener una considerable cantidad de células y un notable porcentaje para 

así poder evaluar la diferenciación de Th1 y Th17. 

Por lo tanto, las mejores condiciones de este estudio para evaluar la diferenciación 

de células Th1 y Th17 OVA específicas fueron: inmunización con la proteína 

completa de OVA, utilizando como adyuvante la toxina completa del cólera, y 

evaluando la diferenciación en linfonodos de drenaje con un reestímulo in vitro 7 

días después, usando PMA-Ionomicina durante 6 horas (Figura 34). Estas 

condiciones podrán ser utilizadas para poder elucidar el papel que tienen proteínas 

de la superfamilia del TGF-ꞵ en la diferenciación de células T efectoras. En trabajos 

anteriores de la Dra. Soldevila se demostró que las inhibinas y el betaglicano tienen 

un papel importante en la diferenciación hacia células T reguladoras (97) (104), y 

recientemente se ha demostrado in vitro que las inhibinas y el betaglicano regulan 

la diferenciación Th1/Th17, ya que aislando células T naïve deficientes de estas 

proteínas y cultivándolas bajo las condiciones polarizantes necesarias, se afecta la 

diferenciación. Sin embargo, es necesario evaluar qué ocurre en modelos in vivo, 

realizando transferencia adoptiva de células deficientes de inhibinas o de 

betaglicano, que además sean específicas para un antígeno (OT-II), a ratones 

congénicos (CD45.1) que permitan rastrear las células transferidas.  
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Este protocolo logró establecer las condiciones de diferenciación de células T OVA-

específicas in vivo por transferencia adoptiva, a partir de células T naïves, a 

diferencia de otros trabajos donde las células T transferidas son células T totales 

(mezcla de varios subtipos de linfocitos T) que podrían enmascarar una 

diferenciación de novo (84) (85) (87). El modelo propuesto es de transferencia 

adoptiva, dónde las únicas células que son antígeno específicas son las células T 

naïve transferidas, por lo tanto, el reconocimiento de la OVA lo realizarán solo estas 

células, esto permite estudiar de manera aislada a los linfocitos T, pero en un 

ambiente inflamatorio in vivo. La mayoría de los trabajos de respuesta antígeno 

específica se realizan en el ratón transgénico directamente, donde la modificación 

de los genes de las cadenas del TCR seguramente afectarán la respuesta general 

del ratón, y no sólo la respuesta de los linfocitos T (105). Para lograr rastrear las 

células transferidas es muy importante el uso de ratones congénicos, como los 

CD45.1, lo cual facilita el análisis de las células transferidas, a diferencia de ensayos 

donde las células transferidas se marcan con moléculas fluorescentes para poder 

rastrearlas o donde se usan células reporteras con genes de proteínas fluorescentes 

(GFP, RFP) que pueden perder la marca fluorescente durante los procedimientos 

(105) (106). 

Otra novedad del modelo propuesto es el uso de la toxina del cólera completa como 

adyuvante, a diferencia de otros estudios, en los cuales se utiliza solo la subunidad 

no patógena (beta) de la toxina (85) (96). El uso de la proteína completa da la 

ventaja de promover una respuesta inmune más robusta y las dosis utilizadas por 

la vía de administración intradérmica no son tóxicas. 
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El establecimiento de modelos murinos que permitan evaluar la respuesta a un 

antígeno no solo es importante para entender el funcionamiento de proteínas clave 

de la respuesta inmune, sino también para entender la respuesta inmune hacia 

diferentes microorganismos y para el desarrollo de vacunas. En concreto, la reciente 

pandemia ha exigido el desarrollo rápido de nuevas vacunas que requieren ser 

evaluadas en ensayos preclínicos, la mayoría utilizando modelos murinos (107).  

 

Figura 34. Resumen de resultados de un modelo murino in vivo para la evaluación de linfocitos T 

efectores Th1 y Th17 con un antígeno específico dirigido. En el esquema se muestran las condiciones de 

inmunización y reestímulo in vitro establecidas para realizar la diferenciación de linfocitos T efectores Th1 y 

Th17, esto es, inmunización con OVA-CT y 6 horas de reestímulo in vitro utilizando PMA-Ionomicina. 

 



 

- 89 - 
 

11. CONCLUSIONES 

Conclusiones generales 

● La mejor condición de inmunización que nos permitió observar un buen 

número de células OVA-específicas, así como porcentaje de diferenciación 

adecuado hacia ambos linajes de linfocitos efectores Th1 y Th17 fue el uso 

de la proteína completa de OVA y la toxina del cólera como adyuvante (OVA-

CT). 

● La mejor condición de reestímulo in vitro que nos permitió observar un buen 

número de células antígeno específicas, así como porcentaje de 

diferenciación óptimo hacia ambos linajes de linfocitos efectores Th1 y Th17 

fue el estímulo de 6 horas con PMA-Ionomicina. 

 

Conclusión final 

Con base en nuestros resultados se propone que los experimentos de diferenciación 

de linfocitos Th1 y Th17 in vivo que se realizarán con ratones transgénicos con un 

gen deletado como los ratones deficientes en la subunidad α de inhibina (inhibina α 

-/-) y ratones condicionales de betaglicano (dLCKCre/Flox), se lleven a cabo con las 

siguientes condiciones: inmunización con OVA-CT y 6 horas de reestímulo in vitro 

con PMA-Ionomicina. 
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12. PERSPECTIVAS 

1. Realizar la optimización de la diferenciación in vivo con el sistema antígeno 

específico dirigido anti-DEC-OVA. 

 

2. Evaluar la diferenciación de linfocitos T efectores Th1 y Th17 in vivo en 

ratones deficientes en la subunidad α de inhibina (inhibina α -/-). 

 

3. Evaluar la diferenciación de linfocitos T efectores Th1 y Th17 in vivo en 

ratones de deleción condicional del receptor tipo III del TGF- β (betaglicano). 
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