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INFLUENCIA DE LA CATEPSINA L EN LA POBLACIÓN DE CÉL ULAS T 

REGULATORIAS CD4+: ROL DEL ESTROMA 

 

Las células T regulatorias CD4+CD25+Foxp3+ (Treg) son esenciales para el 

mantenimiento de la tolerancia inmunológica hacia lo propio y la homeostasis del 

sistema inmune. Utilizando ratones CTSLnkt/nkt, portadores de una mutación en el gen 

que codifica para la proteasa catepsina L (CTSL), demostramos que la falta de actividad 

de esta enzima está asociada con una severa disminución en el número de células Treg 

en el timo, aunque no altera la frecuencia de los timocitos CD25+Foxp3+ en la 

población CD4 simple positiva. Contrariamente, en los órganos linfoides periféricos la 

falta de actividad de CTSL correlaciona con un aumento en la proporción de células 

CD25+Foxp3+ dentro de la población CD4+ y con un incremento en el número de 

células Treg en los ganglios linfáticos (GL).  

Determinamos que en los GL de los ratones CTSLnkt/nkt las tasas de proliferación y 

apoptosis de las células CD4+ Treg y T convencionales (CD4+CD25-Foxp3-) están 

aumentadas. Estos aumentos afectarían el número de células Treg pero no determinarían 

el aumento en su frecuencia dentro de la población CD4+. La ausencia de actividad de 

CTSL en las células linfoides influencia la proliferación de las células T 

convencionales, mientras que la falta de actividad de CTSL en el entorno de los GL 

aumenta tanto la proliferación de las células T convencionales como la de las Treg. 

Ensayos in vitro sugieren que la inhibición de CTSL induce la expresión de Foxp3 en 

algunas células CD4+CD25-Foxp3-. Interesantemente, las células estromales derivadas 

de GL de ratones CTSLnkt/nkt producen más TGF-β1 que las de ratones normales. En 

conjunto estos resultados indican que la CTSL interviene en la regulación del número y 

la frecuencia de las células Treg en los órganos linfoides, y sugieren que dicha enzima 

jugaría un rol en la adquisición del fenotipo iTreg en la periferia.  

Demostramos además que las células estromales de los GL son capaces de aumentar la 

proliferación y la sobrevida in vitro de las células Treg.  

Estos resultados aportan nuevos conocimientos acerca de la biología de las células Treg 

y de los mecanismos que regulan el balance entre las células CD4+ Treg y T 

convencionales, pudiendo así contribuír al desarrollo de nuevas terapias inmunológicas. 

 

Palabras clave: Catepsina L, células T regulatorias, células estromales, proliferación,   

apoptosis.                 
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INFLUENCE OF CATHEPSIN L ON CD4+ REGULATORY T CELL 

POPULATION: THE ROLE OF STROMA  

 
 
CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells (Treg) are essential for the maintenance of 

immunological self-tolerance and immune homeostasis. Using CTSLnkt/nkt mice, 

carrying a mutation in the gene encoding the cathepsin L protease (CTSL), we 

demonstrated that the lack of CTSL activity is associated with a severe decrease in the 

number of Treg thymocytes, although it does not alter the frequency of CD25+Foxp3+ 

cells within the CD4 simple positive pool. On the other hand, the lack of CTSL activity 

in the secondary lymphoid organs correlates with an increase in the frequency of 

CD4+CD25+ cells within the CD4+ T cell subset, along with an increase in the lymph 

nodes (LN) Treg cell number. 

We determined that the apoptosis and proliferation rates of both Treg cells and T 

conventional cells (CD4+CD25-Foxp3-) are increased in the LN of CTSLnkt/nkt mice. 

These increases would affect the number of Treg cells but they would not determine a 

higher frequency of Treg cells within the CD4+ T cell subset. The absence of CTSL 

activity in lymphoid cells increases the proliferation levels of T conventional cells, 

whereas the lack of CTSL activity in the LN microenvironment influenced both, the T 

conventional and Treg cells proliferation rates. Our results suggest that CTSL inhibition 

would induce Foxp3 expression within few CD4+CD25-Foxp3- T cells in vitro. 

Interestingly, CTSL mutant mice LN derived stromal cells produce more TGF-β1 than 

LN stromal cells from wt mice. Taken together, these results indicate that CTSL 

influences the number and frequency of lymphoid organs Treg cells and they suggest 

that this protease would play a role in the peripheral conversion of T conventional cells 

to Treg phenotype.  

We also demonstrated that LN stromal cells are capable to increase both Treg 

proliferation and survival levels in vitro.   

Our results provide novel insights into biology of Treg cells and into the mechanisms 

that regulate the Treg and T conventional cells balance. These findings would contribute 

to the development of new immunological therapies. 

 

Key words: Cathepsin L, regulatory T cells, stromal cells, proliferation, apoptosis. 
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ABREVIATURAS 

 

BrdU : 5-bromo-2-deoxiuridina 

BSA: seroalbúmina bovina 

CDs: Células dendríticas 

CDFs: Células dendríticas foliculares 

CEG: Células estromales derivadas de ganglios linfáticos 

CFSE: 5,6- carboxifluorescein diacetato succinimidil éster 

CTSL: catepsina L 

CPA: célula presentadora de antígeno 

ECM:  Matriz extracelular 

EDTA : Ácido etilendiaminotetraacético 

FRs: Fibroblastos reticulares 

IFM : intensidad de fluorescencia media 

IL- : interleuquina 

KO:  Knock-out 

LCEG:  Células estromales derivadas de ganglios linfáticos obtenidas por cultivo a 

largo plazo. 

CMH : complejo mayor de histocompatibilidad 

PBS: buffer fosfato 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

RT-PCR: transcripción reversa-reacción en cadena de la polimerasa 

SBF: suero bovino fetal 

SP: timocitos simple positivos (CD4+CD8- o CD4-CD8+) 

SPF: libre de patógenos específicos 

TCR: receptor de la célula T 

TGF-ββββ: Factor de crecimiento transformante beta 

Treg: célula T CD4+CD25+/- Foxp3+ regulatoria 
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Células T regulatorias 

 

Todo proceso fisiológico necesita ser controlado. Sin regulación, los procesos 

fisiológicos tienen un alto riesgo de volverse patológicos. Las respuestas inmunes no 

son una excepción; además de la autoinmunidad, el sistema inmune también puede 

inducir enfermedad cuando los mecanismos inmunológicos protectores empleados para 

limitar el crecimiento de patógenos o células tumorales causan un “daño colateral” en 

células normales vecinas al ataque inmunológico. 

 

Los vertebrados han desarrollado evolutivamente un sistema inmune complejo 

capaz de distinguir lo propio de lo no propio, de manera de eliminar patógenos foráneos 

y células tumorales, manteniendo a la vez tolerancia hacia las células normales y 

antígenos propios del organismo. Este estado de tolerancia se consigue a través de 

mecanismos que se han denominado tolerancia central y tolerancia periférica.  

La tolerancia central T consiste en la eliminación de los linfocitos autoreactivos 

durante su maduración tímica. Dado que el proceso no es perfecto y células 

autoreactivas son capaces de escapar a la periferia, se requiere de otra variedad de 

mecanismos que se han denominado tolerancia periférica. Dentro de estos mecanismos 

resulta crítico el papel desempeñado por las células con función regulatoria1.  

 

 

Un poco de historia 

 

La existencia de células T con función específicamente supresora o regulatoria 

ha sido muy discutida. El concepto de células T “supresoras” surge a comienzos de la 

década del ´70 cuando Gershon y Kondo descubren que una subpoblación de células T -

distintas de las ya conocidas T colaboradoras- eran capaces de frenar la respuesta 

inmune2. Esta población de células T, denominadas supresoras, fue extensamente 

estudiada durante los años subsiguientes. Sin embargo, debido a la falta de 

caracterización y a la ausencia de marcadores específicos su existencia como linaje 

celular resultó muy controvertida3,4. Fue así, como hacia fines de la década del ´80, el 

concepto de células T supresoras fue abandonado, sugiriéndose que la regulación de la 

respuesta inmune se produce solamente por células no especializadas, a través de 
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mecanismos intrínsecos a la activación y diferenciación de células T inducidas por el 

antígeno5.  

Sin embargo, nuevos trabajos publicados en la década del ´90 hicieron resurgir 

el concepto de células supresoras o regulatorias6,9,10. En 1995 Sakaguchi y col. describen 

en ratón, una pequeña población de células T CD4+CD25+, con una potente actividad 

supresora, a la cual denominan células T regulatorias con el objeto de evitar el 

escepticismo que aún rodeaba a las células T supresoras6. En base a este 

descubrimiento, hoy en día, las células T CD4+ se encuentran divididas en dos linajes: 

las células T colaboradoras convencionales y las células T regulatorias. Las células T 

convencionales controlan la inmunidad adaptativa mediante la activación, de modo 

antígeno-específico, de otras células efectoras tales como células T citotóxicas CD8+, 

células B y macrófagos. Por su parte, las células T regulatorias intervienen en la 

modulación negativa de la respuesta inmune, siendo su actividad esencial para el 

mantenimiento de la tolerancia inmunológica y la homeostasis del sistema inmune4,7. 

 

En poco tiempo se han identificado muchas otras poblaciones de células con 

capacidad regulatoria o supresora, encontrándose una gran variabilidad en varios 

aspectos, incluyendo el origen, los mecanismos y blancos de acción, y la especificidad 

antigénica8. Dentro de los diferentes subtipos de células regulatorias que se han descrito 

hasta el momento pueden mencionarse las células: CD4+CD25+6, Tr19, Th310, NKT11, 

CD8+CD28-12, CD8+CD122+ y CD4-CD8-8. 

 

Los términos “células T supresoras” y “células T regulatorias” han sido 

utilizados alternativamente por diversos autores, aunque en la actualidad se habla 

preferentemente de “células T regulatorias”.  

 

 

Células T regulatorias CD4+CD25+ 

 

Las células T regulatorias CD4+CD25+ son quizás hoy en día las células 

regulatorias más estudiadas. En la búsqueda de un marcador de superficie que definiera 

más específicamente a estas células CD4+ con propiedades inmunorregulatorias, 

Sakaguchi y col. describieron una población de células T CD4+CD25+ en el ratón, que 
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constituye aproximadamente un 5-10% de todas las células T CD4+ y un 5% de los 

timocitos maduros CD4+CD8-6. Esta población existe en forma natural en el ratón, en 

ausencia de cualquier tipo de enfermedad o afección. Por este motivo son 

frecuentemente llamadas células T CD4+CD25+ regulatorias naturales, aunque como se 

explica más adelante, también existen células T CD4+CD25+ regulatorias inducidas o 

adaptativas. Una población con fenotipo similar ha sido identificada en humanos13,14. 

La importancia de las células CD4+CD25+ en relación al mantenimiento de la 

autotolerancia inmunológica, resultó evidente a partir de la observación de que la 

depleción de esas células resultaba en el desarrollo de un conjunto de enfermedades 

autoinmunes cuando a los ratones depletados se transferían células CD4+CD25-8. 

Posteriormente se reportó que las células T regulatorias CD4+CD25+ también cumplían 

un rol importante durante otros procesos que involucraban una respuesta inmune, como 

por ejemplo infecciones, tumores, transplantes y reacciones de injerto contra 

huésped15,16,17,18,19,20. 

En el año 2003, se realiza otro gran avance en el campo de las células T 

regulatorias CD4+CD25+ con el descubrimiento del factor de transcripción Foxp3 

como regulador crítico del desarrollo, la función y la homeostasis de esta población21,22. 

El gen Foxp3 fue identificado en el 2001 como el gen defectuoso en ratones Scurfy, los 

cuales desarrollaban de manera espontánea una severa autoinmunidad/inflamación 

como resultado de una mutación en un gen localizado en el cromosoma X23. De forma 

inmediata, se encontró que mutaciones en el gen FOXP3 humano, el ortólogo del Foxp3 

murino, eran las responsables de una enfermedad similar en humanos, denominada 

IPEX (síndrome de Inmunodeficiencia, Poliendocrinopatía, Enteropatía, ligado al 

cromosoma X), caracterizada por fenómenos autoinmunes en múltiples órganos 

endócrinos, eczema y alergias severas24,25,26.  

Las similitudes de las enfermedades autoinmunes producidas en ratones por 

depleción de células CD4+CD25+ con aquellas encontradas en pacientes con IPEX 

condujeron a varios grupos a investigar el posible rol de Foxp3 en las células T 

regulatorias. Fue así, como se encontró que Foxp3 era una proteína esencial para el 

desarrollo y la función de las células T regulatorias CD4+CD25+. Se demostró que las 

células T CD4+CD25+ periféricas y los timocitos CD4+CD8-CD25+, expresaban el 

mRNA para Foxp3 de manera específica, y que la expresión ectópica de Foxp3 en 
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células T CD4+ convencionales las convierte en células fenotípica y funcionalmente 

similares a las células T regulatorias naturales21,22,27.  

Hoy en día, el factor de transcripción Foxp3 es considerado el marcador más 

específico del linaje T regulatorio en ratón. Sin embargo, en humanos, muchas células T 

vírgenes expresan FOXP3 luego de su activación, excluyendo a dicho factor de 

trascripción como marcador específico del linaje T regulatorio humano28,29,30,31,32.  

 

 

Fenotipo de las células T regulatorias CD4+CD25+ 

 

Además del ya mencionado Foxp3, existen varios marcadores ampliamente 

utilizados para la caracterización de las células T regulatorias, entre los que se 

encuentran: la cadena α del receptor para IL-2 (CD25), CTLA-4 (cytotoxic T 

lymphocyte antigen), GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor 

family-related gene), LAG-3 (lymphocyte activation gene-3) y la cadena α del receptor 

para IL-7 (CD127), entre otros. El nivel de expresión y la naturaleza constitutiva de 

estos marcadores, los transforma en herramientas útiles para el aislamiento y el estudio 

de las células T regulatorias en organismos sanos. Sin embargo, ninguno de éstos 

marcadores es estrictamente específico del linaje T regulatorio.  

La molécula CD25 ha sido un buen marcador para identificar a las células T 

regulatorias CD4+ de origen tímico. Sin embargo, todas las células T expresan CD25 

luego de la activación33 siendo la IL-2 un factor indispensable para la expansión clonal 

de las células T. En un ratón normal, las células CD4+CD25+ representan el 5-10% de 

las células CD4+ y resultan fácilmente distinguibles de la población CD4+CD25-. Por 

lo tanto el aislamiento de células regulatorias CD4+CD25+ de ratón no presenta un 

problema a menos que el animal se encuentre atravesando un estado de activación 

inmunológica. En humanos, en cambio, aproximadamente el 30% de las células CD4+ 

expresan CD25. La mayoría expresa CD25 con intensidad baja o media (CD25int) y sólo 

de un 1 a un 3% lo expresan con una intensidad alta (CD25high)34. Estudios in vitro 

demostraron que es la población CD25high la que posee propiedades 

inmunosupresoras35. Las células CD4+CD25int son consideradas células de memoria 

generadas luego del encuentro con un antígeno. 
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Al igual que CD25, el resto de las moléculas de superficie que son expresadas en 

forma constitutiva por las células T regulatorias se asocian en general con células 

activadas o de memoria. Así, CTLA-4 es un regulador negativo de la activación de las 

células T, cuya expresión aumenta en el segundo o tercer día subsiguiente a la 

activación en todas las células T36. De modo similar, la expresión de GITR37
 y LAG-338 

es inducida en células T luego de su activación.  

Se ha sugerido que la expresión de CD127 disminuye en células T regulatorias y 

que esto podría ser utilizado para discriminar entre células T regulatorias CD127low y 

células T convencionales CD127high  en humanos39,40
. Sin embargo, recientemente se ha 

reportado que la mayoría de las células T CD4+ disminuyen la expresión de CD127 

luego de su activación41.  

De esta manera, en condiciones de activación inmunológica, sólo Foxp3 sería un 

óptimo marcador de células T regulatorias CD4+CD25+ en ratón. Por su parte, en los 

humanos, la búsqueda de marcadores específicos del linaje T regulatorio aún continúa.  

 

A lo largo de esta Tesis utilizaremos el término “Treg” para denominar a las 

células T con fenotipo regulatorio CD4+CD25+/-Foxp3+. 

 

 

Células Treg CD4+CD25+Foxp3+ naturales o inducidas 

 

Las células Treg pueden desarrollarse en el timo o pueden ser generadas en la 

periferia frente a determinados estímulos a partir de células CD4+CD25-Foxp3-. En el 

primer caso se denominan células Treg naturales (nTreg) y en el segundo reciben el 

nombre de células Treg inducidas, convertidas o adaptativas (iTreg)42 (figura A ). 
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  Timo     Periferia  
(CD4+) 

Célula T CD4+ efectora 
 (Th1, Th2, Th17, etc.) 

Célula T vírgen      Célula T vírgen 
CD4+Foxp3-       CD4+Foxp3 - 

Célula iTreg 
CD4+Foxp3+ 

Célula iTreg 
CD4+Foxp3- 

(Tr1, Th3) 

Célula nTreg      Célula nTreg 
CD4+Foxp3+      CD4+Foxp3+ 

Población Treg Foxp3+ 
periférica total 

 
 

Figura A. Generación de células Treg naturales e inducidas. Las células Treg naturales (nTreg) se 

originan en el timo y migran hacia los tejidos periféricos. Las células Treg inducidas se diferencian en los 

órganos linfoides secundarios y en los tejidos. La población de células Treg periféricas incluye tanto a las 

células nTreg como a las iTreg. Adaptado de Curotto de Lafaille et al. Immunity. 2009; 30(5):626-3543.  

 

 

Si bien las células Tr1 y Th3 forman parte de la subpoblación de células T 

regulatorias CD4+ inducidas (figura A ), las mismas no expresan Foxp3 y no serán 

tratadas en esta Tesis. En el presente trabajo el término iTreg sólo hará referencia a las 

células Treg de origen periférico que expresan el factor de transcripción Foxp3. 

 

Hasta el momento, no se han encontrado marcadores que permitan diferenciar a 

las células nTreg de las células iTreg44. Recientemente se ha postulado que la expresión 

del factor de transcripción Helios, podría contribuir a la discriminación entre las células 

Treg naturales e inducidas, ya que sería un marcador específico de las células nTreg45. 

Sin embargo, los estudios de la expresión de Helios en las nTreg apenas se están 

iniciando, y no puede descartarse que, al igual que lo sucedido con otras moléculas que 

se han propuesto para la caracterización de las nTreg, la expresión de Helios también se 

encuentre en otras subpoblaciones de linfocitos o esté condicionada por factores como 

la activación.  



   Introducción 
 
 
 

 16 

Recientemente, se ha propuesto un método diferente para caracterizar en forma 

específica a estas células; se basa en el análisis del patrón de metilación de una región 

del gen que codifica para Foxp3 (región TSDR, TReg-cell-specific demethylated 

region). En las células nTreg, pero no en las iTreg la región TSDR del gen FoxP3 se 

encuentra desmetilada, lo que permitiría diferenciar estas dos subpoblaciones a través de 

una reacción de PCR en tiempo real o por otros métodos de análisis de ADN46. 

 

 

Células Treg naturales 

 

Al igual que todas las células T, las células nTreg se originan en la médula ósea 

a partir de células progenitoras que luego migran hacia el timo donde tiene lugar el 

compromiso de linaje y la maduración. Se ha reportado que el desarrollo de estas 

células requiere un TCR de alta afinidad autoreactivo47,48 la molécula coestimulatoria 

CD2849 y posiblemente IL-250. 

Inicialmente se asumía que la salida de las células T Foxp3+ hacia la periferia 

estaba retrasada temporalmente ya que los ratones timectomizados al día 3 de vida 

desarrollaban una variedad de enfermedades autoinmunes51. Sin embargo, 

recientemente se ha reportado que los ratones timectomizados tempranamente poseen 

células T Foxp3+, y se ha propuesto que las enfermedades autoinmunes en esos ratones 

podrían deberse a que la timectomía al día 3 enriquecería la proporción de células CD4+ 

patogénicas autoreactivas que escapan a la deleción en el timo neonatal52. A favor de 

esta proposición, se ha descrito que los ratones de 3 días de edad ya poseen células Treg 

en los ganglios linfáticos y que esas células son capaces de suprimir respuestas 

proliferativas in vitro53,54. Además, otro estudio reportó que los ratones timectomizados 

al día 3 poseen un mayor porcentaje de células CD4+CD25+Foxp3+ en el bazo, y que 

esas células tienen capacidad supresora55.  

Como se mencionó anteriormente, numerosas proteínas de superficie son 

expresadas constitutivamente por la subpoblación Treg, entre ellas, el receptor CD256. 

Sin embargo, las células Treg son incapaces de fabricar IL-2 debido a una 

inaccesibilidad de la cromatina en el locus de la IL-256
. Como consecuencia, el 

desarrollo, la supervivencia y la función de las células nTregs resultan absolutamente 

dependientes de IL-2 parácrina57,58,59,60. De hecho, la IL-2 y el CD28 representan, tal 
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vez, las moléculas más críticas para el mantenimiento de la homeostasis de las células 

Treg. Se ha demostrado que los ratones deficientes en CD28 presentan un número 

reducido de células Treg tanto en el bazo como en los ganglios linfáticos, y que las 

células Treg resultantes poseen una capacidad supresora reducida61. En base a estos 

resultados se postula que el CD28 mantiene la expresión de CD25 en las células Treg y 

soporta la supervivencia de las mismas aumentando la producción de IL-2 por las 

células T convencionales49,57. 

Otra citoquina que posee un rol importante en el desarrollo de las células Treg es 

el factor de crecimiento transformante beta, más conocido como TGF-β62. Se ha 

demostrado que la señalización por TGF-β es requerida para mantener la expresión de 

Foxp3 y la función regulatoria de las células Treg periféricas tanto in vivo como in 

vitro63,64. 

 

Inicialmente, se postuló que Foxp3 constituiría el “regulador maestro” o el 

“factor de especificación de linaje” del desarrollo de las células Treg21,22,65
. Sin 

embargo, estudios recientes han desafiado esta hipótesis66. Con el objeto de determinar 

la contribución de Foxp3 al compromiso de linaje y la función de las células Treg, dos 

grupos de investigación generaron, de modo independiente, ratones “GFP-knock-in 

Foxp3-knock-out”. En estos ratones, se sintetiza una proteína Foxp3 no funcional y la 

actividad transcripcional del locus es monitoreada por la inserción, en marco, de la 

proteína GFP67,68. El análisis de las células GFP+Foxp3null mostró que la actividad 

supresora de las células Treg depende íntegramente de la expresión de un Foxp3 

funcional, y que Foxp3 se encarga de estabilizar y amplificar características moleculares 

que se encuentran pre-establecidas en las células Treg, incluyendo la dependencia de 

IL-2 parácrina. Estos resultados han llevado a los autores a proponer que el compromiso 

de linaje en las células nTreg antecede a la inducción de Foxp368. Por su parte, Hill y 

col. realizaron un meta-análisis del perfil de expresión genético en las células nTreg, el 

cual mostró que sólo una fracción del perfil transcripcional Treg es inducido por Foxp3, 

mientras que el resto es regulado por señales tales como IL-2 y TGF-β, y que Foxp3 

sólo refuerza su expresión69. Más aún, dichos autores identificaron un cluster de genes 

que son co-regulados con Foxp3 pero no trans-activados por este, prediciendo la 

existencia de un nivel de regulación río arriba de Foxp3 que determinaría la expresión 

de Foxp3 y sus genes co-regulados. 
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Células Treg Foxp3+ inducidas 

 

Las primeras evidencias de que las células T CD4+ vírgenes podían convertirse 

en células Foxp3+ surgieron de experimentos de transferencia adpotiva en donde células 

T policlonales vírgenes CD4+CD25- fueron inyectadas en ratones linfopénicos o en 

ratones conteniendo un repertorio T monoclonal desprovisto de células nTreg70,71. En 

estas condiciones, donde tiene lugar la proliferación homeostática de los linfocitos del 

donante, parte de la población donante se convertía en CD25+Foxp3+ y adquiría 

capacidad supresora. Posteriormente, Knoechel y col. estudiaron la conversión de 

células T vírgenes a células Treg Foxp3+ durante la expansión periférica, utilizando un 

sistema experimental en el cual células T CD4+ vírgenes antígeno-específicas fueron 

transferidas a ratones linfopénicos que expresaban el antígeno como una proteína de 

secreción sistémica72. Bajo estas condiciones, la activación masiva de células T 

resultaba en una autoinmunidad severa, seguida de una fase de recuperación asociada a 

la generación de novo de células Treg. La generación de estas células iTreg no requería 

del timo y resultaba dependiente de IL-2. 

 

Pese a que las células nTreg se desarrollan en el controlado microambiente 

tímico, las células CD4+CD25+Foxp3+ inducidas se desarrollan en la periferia bajo 

condiciones más variadas. Por ejemplo, las células iTreg aparecen en los ganglios 

mesentéricos durante la inducción de tolerancia oral73,74, pueden diferenciarse 

continuamente en la lámina propia intestinal en respuesta a la microbiota y antígenos 

alimenticios75, y son generadas en tejidos con inflamación crónica76, tumores77 y tejidos 

transplantados78. La comprensión de los diferentes microambientes donde las iTreg 

pueden desarrollarse in vivo es incompleta todavía. Sin embargo, se sabe que el 

programa elemental para el desarrollo de las células iTreg Foxp3+ involucra 

estimulación del TCR y las citoquinas TGF-β e IL-2, tanto para la generación in vivo 

como in vitro. 

La adición de TGF-β a células T CD4+ vírgenes TCR-estimuladas induce la 

transcripción de Foxp3, la adquisición de actividad supresora in vitro, y la habilidad de 

suprimir la inflamación en un modelo experimental de asma79. Chen y col. han 

demostrado que el TGF-β induce la expresión de Foxp3 en cultivos de células T 
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vírgenes estimuladas con anti-CD3 y anti-CD2879. El mecanismo mediante el cual el 

TGF-β induce la transcripción de Foxp3 involucra la cooperación de los factores de 

transcripción STAT3 y NFAT80.  

Consistentemente con los resultados encontrados in vitro, la neutralización in 

vivo de TGF-β afecta la tolerancia oral e inhibe la diferenciación de células iTreg 

Foxp3+ antígeno-específicas81,74.  

Por su parte, la IL-2 parece ser esencial para la generación y/o la homeostasis de 

las células iTreg. Mediante experimentos con ratones deficientes en IL-2 y estudios de 

neutralización de IL-2, Zheng y col. demostraron que la IL-2 es requerida por el TGF-β 

para inducir la expresión de Foxp3 y la actividad supresora in vitro82. Asimismo, se ha 

reportado que la IL-2 puede reemplazar el requerimiento de coestimulación con CD28 

para la inducción de Foxp3 por anti-CD3 y TFG-β83. 

 

Además del requerimiento mínimo de citoquinas para el desarrollo de las células 

iTreg, otros factores microambientales pueden promover o perjudicar la inducción de 

células iTreg. Por ejemplo, las citoquinas que inducen la diferenciación de otro tipo de 

células T colaboradoras como Th1, Th2, Th9 y Th17, antagonizan la diferenciación de 

células Treg Foxp3+84. Este efecto inhibitorio de las citoquinas inflamatorias o de una 

alta coestimulación en cultivo puede ser suprimido por el ácido retinoico85,86. En este 

sentido, se ha demostrado que las células dendríticas (CDs) CD103+ aisladas del 

intestino delgado y del ganglio linfático mesentérico producen TGF-β y ácido retinoico; 

estas CDs median eficientemente la diferenciación de células T vírgenes convencionales 

en células Treg Foxp3+73, 87. 

Pese a que se conocen varios factores involucrados en la inducción de células 

Foxp3+ en el intestino y el ganglio linfático mesentérico, poco se sabe acerca de la 

inducción de células Treg en otros tejidos y órganos linfoides. Las CDs CD103+ que 

median la conversión a células Treg en el intestino son abundantes en el ganglio 

mesentérico y en la lámina propia pero son poco frecuentes por ejemplo en el bazo. 

Yamazaki y col. han descrito recientemente una población de CDs CD8+DEC205+ en 

el bazo que producen TGF-β y son capaces de inducir la diferenciación de células T 

convencionales en células Treg Foxp3+88. Asimismo, se ha reportado que las CDs 

inmaduras pueden inducir células Treg Foxp3+ en presencia de TGF-β exógeno y 
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mediante la secreción de TGF-β endógeno, y que la presentación de antígenos propios 

por las CDs puede inducir células Treg 89,90. 

El ligando para el receptor de muerte celular programada (PD-L1) es una de las 

principales moléculas co-inhibitorias que están implicadas en la homeostasis de las 

células iTreg. Se ha demostrado que el PD-L1 promueve la generación de novo de 

células Treg en sitios donde el TFG-β está presente, tales como sitios de privilegio 

inmunológico91,92. Aunque el PD-L1 se expresa en las células T, la interacción T-T vía 

PD-L1 parece no ser suficiente para la conversión de células T naive. En este sentido, el 

entorno parece ser crucial en la conversión de células T. Resulta de interés que entre los 

múltiples tipos celulares no hematopoyéticos que expresan  PD-1 o su receptor PD-L1  

se encuentran las células estromales93.  

 

 

Activación y especificidad de las células Treg 

 

 Como todas las células T CD4+, las células Treg expresan en su superficie un 

receptor T (TCR) que permite el reconocimiento específico de péptidos antigénicos en 

el contexto de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de 

clase II. Para la activación de las células T convencionales se requiere un 

reconocimiento específico del antígeno por el TCR y una señal coestimulatoria por parte 

de las células presentadoras de antígeno. Por su parte, la activación de células Treg, 

también requiere de estas dos señales94. 

Se ha reportado que tanto la estimulación policlonal como la antígeno específica 

puede ser útil como primera señal para activar e inducir la función supresora de las 

células Treg in vitro95,96. Las células CD4+CD25+ son muy sensibles a la estimulación 

por un antígeno y son supresoras a dosis antigénicas de 10 a 100 veces menores que las 

requeridas para la activación de las células T CD25-95.  

En un principio se había descrito que una característica distintiva de las células 

CD4+CD25+ era su falta de respuesta proliferativa ante la activación del TCR o la 

estimulación con anticuerpos mitogénicos. Por este motivo, a estas células se les 

atribuyó un fenotipo anérgico. No obstante, en la actualidad se han hallado condiciones 

particulares que permiten expandir las células Treg en cultivo97,98,99,100. Además, se sabe 
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que las células Treg pueden proliferar in vivo de manera homeostática o inducida por 

antígenos101,102,103,104. 

La especificidad del TCR de las células Treg ha sido muy discutida. Inicialmente 

se asumía que las células Treg reconocían sólo antígenos propios. Sin embargo, en la 

actualidad existen numerosos reportes que muestran que las células Treg tienen un 

repertorio de TCRs muy diverso y son capaces de responder a antígenos bacterianos105, 

fúngicos106, parasitarios107,108, alergenos109 y aloantígenos110,111. Investigaciones 

recientes que involucraron el análisis de cientos de TCRs -incluyendo TCRs 

infrecuentes- sugieren que la población Treg no reconoce antígenos propios de manera 

preferencial y que las células Treg expresan un repertorio policlonal de TCR que es 

comparable con el de las células T convencionales; concluyéndose que la especificidad 

de las células Treg son los antígenos foráneos112,113. Estos datos sugieren que la 

autoreactividad sería la excepción más que la regla en el repertorio Treg, tal como lo es 

para las células T convencionales. 

En lo que respecta a la especificidad antigénica de la célula T colaboradora que 

es suprimida por la célula Treg, la pregunta es si la célula Treg y la T colaboradora 

necesitan reconocer el mismo antígeno. Ensayos in vitro de cultivo mixto han 

demostrado que células Treg activadas pueden suprimir la proliferación de células T 

convencionales con diferente especificidad antigénica95,96. También han sido 

encontradas evidencias in vivo de que las células Treg pueden suprimir células T 

convencionales con distinta especificidad antigénica114,115. No obstante, existen reportes 

in vivo de supresión antígeno-específica116,117.  

En cuanto a las señales coestimulatorias, se han descrito diversas moléculas de 

membrana expresadas por las células Treg que podrían estar involucradas en la 

transducción de señales coestimulatorias, o que, por el contrario, podrían tener un rol 

inhibitorio. 

 Las señales a través del CD28 serían críticas para la generación tímica de las 

células Treg, como así también para su supervivencia y auto-renovación en la 

periferia118. Sin embargo, se ha reportado que las señales a través de este receptor junto 

con señalización a través del TCR, atenuarían la capacidad supresora gatillando su 

proliferación in vitro95,96.  

Las células Treg expresan la molécula CTLA-4, mientras que las células T 

CD4+CD25- efectoras la expresan sólo luego de su activación. Además de mediar en 
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forma directa la supresión ejercida por las células Treg, se ha postulado que la molécula 

CTLA-4 sería importante para transducir una señal coestimulatoria necesaria para la 

activación de las células Treg59,118. Por su parte, la señal coestimulatoria generada por el 

ligando de GITR de las células Treg, junto con la estimulación a través del TCR, 

inhibiría la actividad supresora de estas células119,120. 

Las células Treg expresan varios miembros de la familia de TLRs121,122.. Se ha 

reportado que la estimulación de las células Treg murinas con ligandos del TLR2, en 

combinación con la activación del TCR, aumentaría la proliferación de estas células in 

vivo e in vitro, pero causaría una pérdida temporal del fenotipo supresor123. Se reportó 

además que la estimulación in vitro de las células Treg a través del TLR4 con una alta 

concentración de LPS induce su proliferación, prolonga su supervivencia y aumenta su 

capacidad supresora, incluso en ausencia de células presentadoras, indicando que el LPS 

actuaría directamente sobre el TLR4 de las células Treg97.  

 

 

Mecanismos de acción, células blanco y especificidad de la supresión 

 

Numerosos estudios sobre la función regulatoria de las células Treg sugieren que 

pueden haber diferencias importantes entre la supresión observada in vitro con respecto 

a los mecanismos que tendrían lugar in vivo. 

En el caso de la supresión in vitro, existe un consenso general en que la 

supresión mediada por las células Treg tanto murinas como humanas se produce 

mediante un mecanismo dependiente del contacto célula-célula124.  

Con respecto a la supresión in vitro de las CDs por parte de las células Treg, el 

mecanismo más investigado involucra la unión de CTLA-4 a CD80 y CD86 expresados 

por las CDs, lo que causaría una disminución de la expresión de moléculas 

coestimulatorias y podría resultar en la inducción de la enzima indoleamina 2,3-

dioxigenasa (IDO) en las CDs. Esto provocaría una disminución en la disponibilidad de 

triptofano y una consecuente disminución de la activación de las células T125,126.  

En cuanto a la supresión directa de las células T, se ha descrito que las células 

Treg podrían tener actividad citolítica dependiente de granzima B127 y que el TGF-β de 

membrana expresado por las células CD4+CD25+ sería esencial para la inhibición por 

contacto célula-célula128. Además se ha reportado que la unión de CTLA-4 a CD80 y 
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CD86 expresados por las células T blanco podría ocasionar una señal inhibitoria hacia 

el interior de estas células129. 

Independientemente del mecanismo involucrado, se ha sugerido que la supresión 

in vitro mediada por la células CD4+CD25+ tendría como uno de sus blancos 

principales, la inhibición de la producción de IL-2 por parte de las células T 

efectoras95,96. Sin embargo, no se descarta que la inhibición de la proliferación se deba 

al consumo de IL-2 por las células Treg130. Estas células presentan una mayor expresión 

del receptor de IL-2, por lo cual competirían fuertemente por dicha citoquina, que es un 

factor de crecimiento esencial para las células T estimuladas in vitro. 

En cuanto a la supresión in vivo, se ha propuesto que no sólo son posibles todos 

los mecanismos dependientes de contacto descritos in vitro, sino que también pueden 

estar involucrados otros mecanismos, incluyendo la supresión mediada por IL-10 y 

TGF-β soluble. Se ha demostrado que las células Treg producen IL-10 in vivo y se ha 

propuesto que la secreción de esta citoquina es necesaria para generar supresión131,132. 

Otros autores sin embargo han demostrado que en algunos casos la supresión in vivo es 

independiente de IL-10133. 

Se ha reportado que las células CD4+CD25+ pueden suprimir la respuesta 

autoinmune en ratones deficientes en IL-2R, lo cual sugiere que no siempre la 

competencia por IL-2 o la inhibición de la transcripción del gen de IL-2 sería esencial 

para la supresión por las células Tregs in vivo, y que podrían existir otros blancos 

afectados por estas células71,134. 

Recientemente han sido sugeridos mecanismos adicionales. La expresión de las 

ectonucleotidasas CD39 y CD73 en la superficie de las células Treg, causaría la 

degradación de nucleótidos extracelulares en adenosina, la cual se sabe que tiene un 

efecto inmunosupresor sobre las células del sistema inmune135. También se ha sugerido 

un rol de TRAIL en la inducción de apoptosis en las células blanco a través de la vía 

TRAIL-DR5121. Se ha reportado que el transporte de AMPc a través de uniones gap 

podría ser otro mecanismo de supresión empleado por las células Tregs. Por último, el 

descubrimiento de la secreción de la citoquina inhibitoria IL-35 por parte de las células 

Treg, amplió el número de citoquinas posiblemente utilizadas por estas células durante 

su función regulatoria136. 
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Órganos linfoides secundarios y estroma 

 

La generación de una respuesta inmune efectiva contra agentes patógenos 

requiere la movilización coordinada y regulada de distintos constituyentes celulares con 

funciones específicas.  

 

Numerosos estudios han documentado la organización de los componentes 

celulares del sistema inmune en los órganos linfoides primarios y secundarios. 

Recientemente, el uso de la microscopía intravital ha permitido a los investigadores 

observar los eventos dinámicos que tienen lugar en los tejidos linfoides y no 

linfoides137. Sin embargo, son pocos los estudios que han examinado cómo estos 

eventos son influenciados por el microambiente que los rodea, en particular, las células 

estromales no-hematopoyéticas y otros tipos celulares que soportan el parénquima de 

los órganos linfoides y los tejidos periféricos.  

 

Los órganos linfoides secundarios o periféricos incluyen los ganglios linfáticos, 

el bazo y el tejido linfoide asociado a mucosas. Estos órganos forman una red de tejidos 

estructural y funcionalmente heterogéneos diseñados como un sistema de filtración y 

vigilancia capaces de capturar patógenos y sus antígenos para luego ser presentados de 

manera apropiada a las células del sistema inmune. La compleja microarquitectura de 

los órganos linfoides secundarios es soportada por redes de células estromales de origen 

endotelial y mesenquimal138. 

 

A fin de lograr una adecuada comprensión de la presente Tesis, a continuación 

describiremos la microarquitectura de los ganglios linfáticos y los distintos tipos 

celulares estromales que los componen. 

 

 

Arquitectura de los ganglios linfáticos  

 

Los ganglios linfáticos filtran o monitorean el fluído exudado por la piel y los 

tejidos. Esta función es posible gracias a una microarquitectura única donde distintas 
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subpoblaciones de células inmunohematopoyéticas se encuentran estratégicamente 

compartimentalizadas139,140,141. 

Los ganglios linfáticos presentan una cápsula y 2 grandes regiones: la corteza y 

la médula (figura B). En la corteza se distinguen una zona profunda adyacente a la 

médula, rica en linfocitos T, denominada paracorteza (zona T) y más superficialmente 

se encuentran las áreas ricas en linfocitos B, integradas por folículos (zona B) que 

ocasionalmente desarrollan centros germinales durante las respuestas inmunes 

dependientes de células T. La zona T contiene células CD4+ y CD8+ y subpoblaciones 

de CDs ancladas a una red de fibras reticulares y células estromales denominadas 

fibroblastos reticulares (FRs). Los folículos de células B contienen redes de células 

dendríticas foliculares (CDFs) y una red de células estromales más periférica que bordea 

la zona T y el seno subcapsular denominadas células reticulares marginales (CRMs)142.  

Por su parte, la médula, es un laberinto de senos linfáticos drenantes separados 

por cordones medulares que contienen células plasmáticas, algunos macrófagos y 

linfocitos T de memoria. 

Inmediatamente por debajo de la cápsula se encuentra el seno subcapsular, 

donde los vasos linfáticos aferentes descargan su contenido, transportando antígenos, 

microorganismos y células tales como linfocitos y CPAs desde de los tejidos. 

Los macrófagos se encuentran distribuidos principalmente en el seno medular y 

en el seno subcapsular, donde capturan y fagocitan grandes partículas que entran al 

ganglio a través de la linfa.  

Las células del endotelio vascular y las del endotelio linfático son otros de los 

tipos celulares no hematopoyéticos que abundan en los ganglios linfáticos. En la 

paracorteza, las células del endotelio forman una estructura altamente especializada 

denominada vénula del endotelio alto (VEA). Las VEAs presentan una morfología 

distintiva143 y expresan moléculas cruciales para la entrada de los linfocitos a los 

ganglios linfáticos. Por su parte, las células del endotelio linfático expresan varias 

moléculas involucrados en la entrada de las células en el sistema linfático144. 
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Figura B. Representación esquemática de la organización de los ganglios linfáticos. El esquema muestra 

los componentes estructurales mayoritarios de los ganglios linfáticos. Se indica además la localización de 

distintos tipos de células estromales. FRs: fibroblastos reticulares; CDFs: células dendríticas foliculares; 

CRMs: células reticulares marginales. Adaptado de Mueller y Germain. Nat. Rev. Immunol. 2009; 

9(9):618-29145. 

 

 

Células estromales linfoides 

 

Las células estromales contribuyen activamente al desarrollo de la respuesta 

inmune. Además de constituir un soporte altamente especializado para la migración 

celular146, las células estromales son capaces de presentar antígenos147 y proporcionar 

quemoquinas, citoquinas, factores de crecimiento y moléculas de adhesión, necesarios 

para la entrada, la función, la homeostasis y la supervivencia de las células del sistema 

inmune146,148,149,150. El fenotipo y la localización de las células estromales, 

conjuntamente con las señales que las mismas producen, pueden proveer un control 

regional para nutrir o dirigir la respuesta más apropiada contra patógenos. 
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Fenotipo y organización de las células estromales en los ganglios linfáticos 

 

Fibroblastos reticulares (FRs) 

Hasta hace algunos años, se asumía que el rol que desempeñaban los FRs en los 

órganos linfoides era netamente estructural, posiblemente asistiendo en la expansión y 

contracción de los ganglios linfáticos en las respuestas inmunes y facilitando el 

transporte de antígenos y anticuerpos. Sin embargo, en 1993, Anderson y Shaw 

propusieron que el transporte de citoquinas desde los vasos linfáticos aferentes hacia las 

VEAs involucraba conductos constituidos por FRs151. Años más tarde, esta proposición 

fue demostrada directamente en los ganglios linfáticos149 y el bazo152, dando lugar a una 

nueva apreciación sobre la función del estroma en los órganos linfoides periféricos. 

Los FRs son células de origen mesenquimal que se localizan en la zona T de los 

ganglios linfoides rodeando a las VEAs. Los FRs producen y rodean las fibras 

reticulares ricas en colágeno, que junto con distintas fibras de la matriz extracelular 

(ECM) componen una estructura intrincada denominada red reticular. Esta estructura 

con forma de red soporta toda la arquitectura del ganglio linfático138,141,153. 

En contraste con los fibroblastos de los tejidos conectivos, los cuales se 

encuentran embebidos en la ECM154, los FRs de los ganglios linfáticos rodean las fibras 

de la ECM, hallándose en contacto directo con las células inmunes138. La red reticular 

construida por los FRs resulta óptima para proveer en forma simultánea fuerza mecánica 

al tejido y espacios para la migración celular, actuando como guía para el 

desplazamiento de los linfocitos a través del ganglio linfático146. 

Los FRs expresan -al igual que los fibroblastos encontrados en diferentes 

tejidos- un antígeno reconocido por el anticuerpo ER-TR7155 y pueden ser diferenciados 

de otros tipos celulares estromales linfoides no-endoteliales por la expresión de 

podoplanina, más conocida como gp38156. Asimismo, estas células pueden ser 

identificadas por su producción de CCL19 y CCL21150, quemoquinas cruciales para 

delinear la zona T del ganglio y para promover la migración de los linfocitos y CDs que 

expresan el receptor de quemoquinas CCR7157. 

Tanto en los humanos como en los ratones, los FRs de las zonas T sintetizan 

distintos componentes de la ECM, tales como colágeno, ER-TR7, fibrilina y los 

componentes de la membrana basal, laminina y fibronectina. También expresan 

moléculas intracelulares encontradas en otros fibroblastos, como desmina y actina del 
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músculo liso. Estos productos estarían involucrados en la formación de las redes de 

FRs, en la expansión y contracción de la red celular y en la presentación de moléculas 

como quemoquinas. Además los FRs expresan subunidades de integrinas y las 

moléculas ICAM-1 (Molécula de Adhesión Intercelular 1) y VCAM-1 (Molécula de 

Adhesión Vascular 1).  

No obstante, aún no ha sido identificado un marcador específico de los FRs y 

poco se sabe acerca de la expresión de citoquinas y receptores de membrana por parte 

de estas células. 

 

Células Dendríticas foliculares (CDFs) 

Las CDFs son células de origen mesenquimal que se localizan en el centro de los 

folículos B, formando un red densa en donde las células B buscan antígenos y reciben 

señales de diferenciación luego de ser activadas. Las CDFs expresan receptores para el 

Fc tales como CD16, CD23 y CD32, receptores de complemento como CD21 y CD35 y 

componentes del complemento como C4. La expresión de estas moléculas facilita la 

captura y presentación de antígenos no procesados, particularmente en la forma de 

complejos inmunes. Asimismo, esta subpoblación estromal expresa altos niveles de 

VCAM-1 y MAdCAM-1 (Molécula de Adhesión Celular de Adresina Mucosal), como 

así también moléculas comunes a todas las subpoblaciones de células estromales en los 

órganos linfoides como desmina y laminina. Cabe destacar, que las CDFs producen la 

quemoquina CXCL13, la cual atrae a los folículos células B que expresan el receptor de 

quemoquina CXCR5 en el estado estacionario158. 

En el transcurso de una respuesta inmune, tienen lugar en el centro germinal una 

serie de reacciones que conducen a la formación de células plasmáticas de larga vida y 

células B de memoria. En la “zona clara” del centro germinal, las células B interactúan 

con CDFs que expresan CXCL13, mientras que en la “zona oscura” ocurren 

interacciones con células estromales que expresan el ligando de quemoquina CXCL12.  

Aparentemente, quemoquinas sintetizadas por el estroma retendrían diferencialmente a 

las células B en distintos estados de activación en los dos compartimientos del centro 

germinal a diferentes tiempos159. De esta manera, el movimiento de las células B entre 

las zonas claras y oscuras, y por ende, el estado de activación y diferenciación de las 

células B, estría controlado por células estromales en los folículos de células B. 
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Células reticulares marginales (CRMs) 

Debajo del seno subcapsular de los ganglios linfáticos se ubican, formando un 

manto, redes de células no hematopoyéticas. Estas células estromales poseen un 

fenotipo distinto al encontrado en los FRs y en las CDFs, por lo que recientemente 

fueron consideradas por Katakai y col. como otra subpoblación de células estromales a 

la cual denominaron CRMs142.  

Las CRMs expresan varios marcadores comunes a otras células estromales, a 

saber: el antígeno ER-TR7, desmina, laminina, VCAM-1, MADCAM-1 y una molécula 

reconocida por el anticuerpo 1BL-11142,160. Sin embargo, las CRMs parecen ser únicas 

en la expresión de RANKL, miembro de la familia del factor de necrosis tumoral142. 

Estas células serían organizadoras integrales de la estructura de los órganos linfoides 

periféricos durante la organogénesis142. Muchas CRMs en el borde de los folículos B 

expresan CXCL13, de modo similar a las CDFs que se localizan centralmente142,161. 

Además, las CRMs forman una red de conductos funcionales que transporta antígenos 

desde el seno subcapsular hasta los folículos B162. Así, las CRMs constituirían una 

subpoblación especializada de células estromales linfoides que desempeñarían roles 

importantes en la captura y transporte de antígenos. 

 

Fibroblastos de la médula ganglionar 

Una red densa de fibroblastos y fibras reticulares forman un entramado en los 

cordones medulares, y una red floja en los senos medulares163. Muchos macrófagos, 

células plasmáticas, CDs, linfocitos y mastocitos, pueden ser encontrados en la médula 

de los ganglios linfáticos163; por lo tanto es probable que los fibroblastos medulares de 

los ganglios linfáticos posean un rol especializado en la inducción de las respuestas 

inmunes. De hecho, dado que la expresión de CXCL12 se encuentra principalmente 

restringida a la médula en los ganglios164, es posible que los fibroblastos situados en 

esta región desempeñen un rol en direccionar la localización de las células plasmáticas. 

 

Células endoteliales linfáticas (CELs) 

El endotelio linfático recubre el sistema vascular linfático, el cual drena el fluido 

intersticial proveniente de los tejidos y provee el conducto a través del cual las células 

inmunológicas circulan hacia los ganglios linfáticos. 
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Las células del endotelio linfático (CELs) producen quemoquinas que atraen 

células tales como las CDs hacia los vasos linfáticos derenantes, a través de los cuales 

viajan hasta alcanzar los órganos linfoides secundarios, donde estimulan y regulan la 

respuesta inmune165. Entre las moléculas expresadas por las CELs se encuentran: la 

quemoquina CCL21, varias moléculas de adhesión involucradas en la entrada de células 

en el sistema linfático (VCAM-1, ICAM-1, ICAM-2, VE-caderina, VEGFR3, entre 

otras)144, el marcador de linaje endotelial, CD31, también conocido como PECAM-1, y 

el homólogo de CD44, LYVE1. Además, al igual que los FRs, las CELs también 

expresan el antígeno ER-TR7, gp38 y laminina. 

 

Células endoteliales vasculares (CEVs) 

Las células del endotelio vascular constituyen otro tipo celular de origen 

endotelial que abunda en los órganos linfoides secundarios.  

Los vasos sanguíneos entran a los ganglios linfáticos ramificándose 

extensamente en la región medular y penetran a través de la corteza. En la paracorteza, 

las CEVs forman una estructura altamente especializada, la VEA, la cual expresa 

moléculas tales como PNAd, más conocida como CD62L y la quemoquina CCL21, 

esenciales para permitir la entrada de los linfocitos desde la sangre a los ganglios 

linfáticos141,166.  

Además de los ya mencionados CD62L y CCL21, entre las moléculas 

expresadas por las CEVs podemos citar: CD34, VE-caderina, LTβR, TNFR1, VEGFR2, 

laminina, colágeno IV y ESAM-1, entre otras. 

 

 

Funciones de las células estromales en los ganglios linfáticos 

 

A. Migración linfocitaria  

Tal como se mencionó anteriormente, la entrada de células, principalmente 

CPAs y células T activadas,  desde los tejidos a los ganglios linfoides ocurre a través del 

sistema linfático, mientras que la entrada al ganglio de linfocitos desde la sangre tiene 

lugar a través de las VEAs. Independientemente de la ruta de entrada, después de su 

ingreso al ganglio linfático las células entran en contacto directo con el microambiente 

estromal. 
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En lo que respecta al tráfico de linfocitos T, se ha demostrado que el movimiento 

de las células T en los tejidos linfoides es altamente dinámico167,168. Los FRs situados en 

la zona T del ganglio linfático producen altos niveles de CCL21, y en menor medida 

CCL19169. La quemoquina CCL21 se une al receptor CCR7 proporcionando a las 

células T señales de direccionamiento. Se ha descripto que en los ratones plt/plt -

carentes de expresión de CCL21 y CCL19 en los órganos linfoides- tanto las células T 

como las CDs que expresan CCR7 presentan una distribución alterada en los órganos 

linfoides secundarios169,170. Más aún, los FRs y la molécula CCL21 serían los 

encargados de delimitar las zonas T en los ganglios linfoides y probablemente 

desempeñen un rol clave en impedir la entrada de las células T vírgenes a los folículos 

B146.  

Tanto en los ganglios linfáticos como en el bazo, las células T vírgenes se 

asocian con la red de FRs y avanzan lentamente a través de la misma, la cual actúa 

como una camino local que define el trayecto de la migración de las células T en el 

parénquima de los ganglios linfáticos y facilita la interacción de dichas células con las 

CDs colocalizadas en la misma red reticular 146. Se ha reportado que la movilidad de las 

células T en los ganglios linfoides es, al menos, parcialmente dependiente de 

CCL21171,172. Algunos reportes sugieren que otras citoquinas también desempeñarían un 

rol en la movilidad de las células T a través de la señalización de un receptor acoplado a 

proteína Gαi, dado que el bloqueo de la señalización de este tipo de receptores con la 

toxina pertussis induce una mayor reducción en el movimiento de la célula T que la 

eliminación de las señales mediadas por CCR7. No obstante, en ausencia de 

señalización a través de quemoquinas, las células T conservan algo de movilidad, 

indicando que señales independientes de proteína Gαi contribuirían con este proceso171. 

De hecho, moléculas de adhesión, integrinas y glicoproteínas como VCAM-1 y 

podoplanina, derivadas de células estromales proporcionarían tracción a los linfocitos 

y/o modularían el modo en el que migran a través de los órganos linfoides periféricos. 

Las quemoquinas sintetizadas por las células estromales, tales como CCL21, 

proveen fuertes señales de retención para las células T, permitiéndoles permanecer en el 

ganglio hasta 12 horas o más cuando se encuentran buscando antígenos173. Para 

continuar con la vigilancia del organismo, las células T deben salir de los órganos 

linfoides, y lo hacen de un modo S1p (Esfingosina-1 fosfato) dependiente174. Los 

niveles de S1p son mayores en la sangre y en la linfa que en los órganos linfoides 
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secundarios175. Las células T expresan bajos niveles de S1p cuando se encuentran en la 

sangre o en la linfa e incrementan la expresión del receptor y la sensibilidad de la 

respuesta en los órganos linfoides secundarios a lo largo del tiempo176. Este patrón 

cíclico de expresión del receptor controla la habilidad de las células T para superar las 

señales de retención mediadas por CCL21 e ingresar al sistema linfático177. 

En el caso de los linfocitos B, cuando las células B positivas para CXCR5 

ingresan al ganglio linfático migran hacia los folículos B en respuesta a la CXCL13 

sintetizada por las CDFs. Una vez que salen de las VEAs, las células B se desplazan por 

la red reticular hasta los folículos B146 y luego migran en asociación con la red de CDFs. 

Las CDFs capturan y presentan antígenos y complejos inmunes y expresan varias 

moléculas accesorias, tales como complemento y receptores Fc, importantes para las 

respuestas B. Del mismo modo que las células T, los linfocitos B requieren S1p para 

salir de los órganos linfoides secundarios178. 

 

B. Homeostasis linfoide 

En los adultos jóvenes, las poblaciones de linfocitos maduros que circulan a 

través de los órganos linfoides periféricos son mantenidas en un nivel constante gracias 

a la continua liberación de linfocitos por parte del timo y la médula ósea, que resulta 

equilibrada por la muerte celular en la periferia. En ausencia de activación antigénica, 

las células T maduras sobreviven al menos durante 8 semanas luego de su emigración 

tímica. Uno de los factores más importantes involucrados en controlar el tiempo de vida 

de las células T vírgenes es la IL-7179. Las células T experimentan una baja tasa de 

renovación o “turnover” en los órganos linfoides secundarios. Sin embargo, bajo 

condiciones linfopénicas pueden dividirse varias veces y repoblar parcialmente dichos 

órganos180 mediante un proceso que requiere de IL-7179. Esta proliferación de células T 

tiene lugar en la zona T de los órganos linfoides periféricos y se encuentra ausente en 

ratones deficientes en linfotoxina α, los cuales carecen de ganglios linfáticos, zonas T y 

B organizadas en el bazo, CCL21 y CXCL13, y presentan redes de FRs y CDFs 

desorganizadas181.  

Estas observaciones indican que en los órganos linfoides periféricos, las células 

T compiten por factores de sobrevida y que el tamaño total de la población linfocitaria 

estaría regulado por la competencia por tales factores. Mediante experimentos in vitro 

con células estromales derivadas de ganglios linfoides, Zhou y col. demostraron que las 
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células estromales son capaces de soportar la sobrevida en cultivo de células T en el 

estado estacionario182. Más recientemente, Link y col. reportaron que los FRs de la zona 

T serían la principal fuente de IL-7 y CCL19 en los ganglios linfáticos, y que juntos, 

dichos factores serían muy importantes para la homeostasis de las células T150. 

Interesantemente, trabajos utilizando ratones que expresan una IL-7 fusionada a una 

proteína reportera fluorescente indican que células localizadas cerca del seno 

subcapsular de los ganglios linfáticos expresarían altos niveles de IL-7183, abriendo la 

posibilidad de que las CMRs también sinteticen IL-7. La competencia por estos 

nutrientes limitados, como así también la migración a través de los órganos linfoides 

secundarios para la obtención de tales nutrientes, constituyen, probablemente, parte de 

los mecanismos finamente regulados que controlan el tamaño de la población T. 

Por otro lado, experimentos in vitro indican que las células T serían necesarias 

para la correcta formación de la red reticular184, abriendo la posibilidad de que la 

comunicación entre las células inmunes y las células estromales sea importante para la 

sobrevida de ambos tipos celulares.  

Finalmente, las células B también requieren un factor de sobrevida para su 

homeostasis. Mediante la síntesis del factor de activación de células B (BAFF), las 

CDFs controlan la homeostasis de los linfocitos B que expresan el receptor de dicho 

factor de activación185. 

 

C. Interacciones con CPAs 

Los órganos linfoides secundarios constituyen un sitio ideal para capturar 

antígenos. En los ganglios linfáticos se localizan subpoblaciones de CDs, tanto 

residentes como migratorias, positivas para CD11c. Las CDs CD8α+ residentes se 

encuentran fuertemente asociadas con la red reticular rica en CCL21146,186. Por su parte, 

las dos subpoblaciones de CDs migratorias –células de Langerhans y CDs intersticiales- 

se encuentran asimétricamente distribuidas en el ganglio linfático, localizándose en las 

zonas T profundas y en la región que separa las zonas T y B, respectivamente187. La 

distribución asimétrica de las distintas subpoblaciones de CDs abre la posibilidad de que 

las células estromales desempeñen un rol en la localización de dichas subpoblaciones. 

Para ingresar al sistema linfático las CDs deben expresar el receptor CCR7, 

mientras que para la migración a las zonas T del ganglio linfático se requiere la 

expresión de los ligandos de CCR7, CCL19 y/o CCL21. De este modo, la expresión 
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local de dichas quemoquinas por los FRs promoverían la respuesta inmune mediante la 

co-estimulación de las células T188, facilitando la interacción de las células T con las 

CPAs189, promoviendo la maduración de las CDs190 y estimulando la endocitosis y la 

presentación antigénica por las CDs191.  

Las células estromales también contribuyen a la funcionalidad de las CPAs de 

otros modos. Las CDs que se asocian con los FRs en las zonas T del ganglio linfático 

recogen antígenos transportados en los conductos y los presentan a células T186,192. 

Por su parte, los macrófagos también pueden ser encontrados en asociación con 

las células estromales de los órganos linfoides. Los macrófagos CD169+ se asientan en 

un red de CMRs en el seno subcapsular de los ganglios linfáticos. Estos macrófagos 

capturan antígenos y luego los transfieren a CDs residentes o migratorias, o bien a 

células B193,194. Sin embargo, hasta el momento no se ha reportado ninguna evidencia 

que indique que las células estromales contribuyan con la función de presentación 

antigénica de estos macrófagos, tal como ocurre con los conductos de FRs y CDs. 

 

D. Control de la respuesta inmune 

Las infecciones producen grandes cambios en los órganos linfoides secundarios. 

En el caso de los ganglios linfoides, luego de una infección, se bloquea el egreso de 

células por varios días195. Este cambio en el tráfico celular es debido a la liberación de 

mediadores de inflamación, que suprimen la salida de células de manera transiente196. 

La inflamación induce además un incremento en el diámetro arterial y aumenta la 

expresión de CCL21 por las VEAs, resultando en un aumento del flujo sanguíneo a 

través de los ganglios linfoides y un incremento en la entrada de células197. Se produce 

además un incremento en la expresión de VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial 

Vascular) que resulta en una rápida proliferación de las células del endotelio vascular y 

en un crecimiento de los vasos sanguíneos198. La expansión de los senos linfáticos 

mediada por VEGF-A podría contribuir en el reclutamiento de células tales como CPAs 

desde los tejidos199. Si bien las CDs y las células B son cruciales en este proceso, se ha 

demostrado recientemente que los FRs constituyen el principal tipo celular que expresa 

el mRNA para VEGF en los ganglios linfáticos200. El remodelamiento que sufren los 

ganglios linfáticos en un proceso de inflamación, donde incrementan notablemente su 

tamaño184, indica que la expansión de la red de células estromales involucraría también 

la proliferación de los FRs. Esto implica a los FRs como células clave en la modulación 
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de la celularidad y la función de los órganos linfoides secundarios durante las respuestas 

inmunes. 

Las células T activadas disminuyen la expresión de CCR7 e incrementan la 

expresión de otros receptores de quemoquinas tales como CCR5 y CXCR3, que les 

permiten responder a las quemoquinas expresadas en los tejidos inflamados. De modo 

concomitante, los FRs disminuyen la expresión de CCL19 y CCL21 en los ganglios 

linfáticos activados, mientras que las CDFs reducen la expresión de CXCL13201. Esta 

marcada reducción en la expresión de quemoquinas por parte de los FRs y las CDFs es 

máxima en el pico de la respuesta inmune y resulta en un tráfico alterado de células T y 

B vírgenes, como así también de CDs. De esta forma, la reducción en la expresión de 

CCL21 en los ganglios linfáticos activados podría alterar la acumulación de células T 

no-respondedoras y asistir a la formación de células de memoria de larga vida 

promoviendo el acceso de las células efectoras a factores de sobrevida limitados 

producidos por el estroma, tales como la IL-7. Los cambios en el nivel de expresión de 

CXCL13 por parte de las CDFs influenciarían la respuesta de las células B en los 

centros germinales y limitaría el acceso de células no-activadas. 

 

E. Tolerancia periférica 

Tal como se menciona en la sección anterior, las células T que expresan 

receptores con una alta afinidad por los antígenos propios son delecionadas en el timo. 

Sin embargo, el mecanismo de deleción no es perfecto y células autoreactivas escapan a 

la periferia, donde distintos mecanismos de tolerancia periférica evitan la 

autoinmunidad. 

Se cree que para la deleción de células autoreactivas en los ganglios linfáticos -

además de la ya descripta supresión mediada por las células Treg- sería importante y 

estaría involucrada la presentación cruzada de antígenos propios a las células T, 

mediada por CDs, las cuales pueden tomar antígenos en los tejidos u órganos linfoides 

periféricos y migrar al ganglio linfático drenante202. No obstante, las CDs no serían el 

único tipo celular involucrado en esta inducción de tolerancia intranodal. Se ha 

reportado recientemente que una subpoblación de células estromales en los ganglios 

linfáticos expresan el regulador de autoinmunidad “AIRE” y una amplia gama de 

antígenos propios derivados de tejidos203,204. No se sabe aún si estas células constituyen 

una única subpoblación de células estromales o si diferentes tipos de células estromales 



   Introducción 
 
 
 

 36 

poseen esta propiedad, dado que en un experimento con ratones transgénicos que 

expresan una proteína de fusión entre AIRE y GFP se han encontrado células que 

expresan AIRE en la periferia, tanto de origen hematopoyético como no-

hematopoyético203. Se ha reportado que células T CD8+ capaces de interaccionar con 

las células estromales que expresan antígenos propios han sido delecionadas 

subsecuentemente203,204.  

Sin embargo, se necesitan experimentos adicionales para determinar si la 

interacción con las CDs es requerida para iniciar o completar el proceso tolerogénico, y 

si diferentes tipos celulares (CDs y células estromales) están involucrados en la 

tolerización de las células T CD4+ y CD8+. 
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Catepsina L  

 

La familia de las cisteína proteasas agrupa a una serie de endo y exopeptidasas 

cuya actividad catalítica depende de la reactividad del grupo tiol de un residuo de 

cisteína presente en su sitio activo. Existen dos grandes grupos de cisteína proteasas: el 

grupo CD, que incluye, entre otras, a las caspasas y a las leguminosas, y el grupo CA, 

cuyos miembros poseen una estructura relacionada con la papaína en el cual se incluyen 

algunas catepsinas205.  

Las catepsinas son glicoproteínas lisosomales de pequeño tamaño (20-40 kDa), 

sintetizadas como precursores inactivos que requieren un procesamiento proteolítico 

para activarse. En general, estas proteasas son estables en compartimientos celulares 

ácidos, tales como lisosomas y endosomas, y son capaces de degradar una gran variedad 

de sustratos. Pese a esto, durante la última década, se han reportado funciones 

importantes y específicas llevadas a cabo por catepsinas en el espacio extracelular y en 

otras localizaciones intracelulares como vesículas secretorias, el citoplasma y el 

núcleo206. 

En los humanos, la familia de las cisteína catepsinas está compuesta por 11 

miembros207 (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W, y X/Z) que poseen una amplia distribución 

en los tejidos, aunque presentan diferentes niveles de expresión en cada uno de ellos206. 

El análisis del fenotipo de ratones knock-out (KO) para diferentes catepsinas ha 

indicado que éstos no muestran defectos en la degradación de proteínas en el 

compartimiento endolisosomal, lo que sugiere que estas proteasas presentan 

solapamiento funcional en este compartimiento celular208,209,210. Sin embargo, se ha 

observado que las catepsinas presentan funciones específicas e individuales de gran 

importancia en el funcionamiento normal de un organismo211,212. 

 

La catepsina L (CTSL) es una potente cisteína proteasa lisosomal, sintetizada 

prácticamente en todas las células del organismo, que se encuentra presente además en 

el medio extracelular. La CTSL es sintetizada como preprocatepsina L, transportada en 

vesículas secretorias a través del aparato de Golgi como procatepsina L y luego 

almacenada como CTSL madura en los lisosomas213. Las formas activas de la CTSL 

madura incluyen una forma simple cadena de 30 kDa y otra forma doble cadena. La 

forma simple cadena madura es clivada en el residuo de Asn169 originando la forma 
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doble cadena, la cual se encuentra compuesta por dos polipéptidos de 24/25 kDa 

(cadena pesada) y 6 kDa (cadena liviana) unidos por un puente disulfuro. 

Tanto la síntesis como la secreción de la CTSL son reguladas por múltiples 

factores tales como hormonas, factores de crecimiento y otras proteínas lisosomales205. 

Una vez activada, la CTSL puede tener un enorme potencial degradativo por lo cual su 

actividad debe ser finamente regulada. La actividad de la CTSL es en parte controlada 

por inhibidores de cisteína proteasas lisosomales que incluyen las estefinas, cistatinas y 

quininógenos. Las estefinas son inhibidores intracelulares, mientras que las cistatinas y 

quininógenos inhiben la actividad extracelular de la CTSL214. Adicionalmente, se ha 

descripto que existen otros inhibidores que poseen dominios de tiroglobulina tipo I, 

como la tirotropina o el fragmento p41 de la cadena invariante, que actúan 

específicamente sobre la actividad de la CTSL215. Contrariamente, se ha descripto que el 

INF-γ incrementa la actividad de la CTSL en líneas celulares derivadas de 

monocitos/macrófagos216. 

 

 

Funciones de la CTSL 

 

La CTSL desempeña un rol importante en el catabolismo proteico general, 

degradando un amplio espectro de proteínas citoplasmáticas211,217. Se ha reportado 

además, que dicha enzima es capaz de degradar factores de transcripción nucleares, 

interviniendo en la regulación del ciclo celular211. 

Durante los últimos años se han acumulado amplias evidencias que indican que 

la CTSL se encuentra implicada en diversas funciones altamente específicas. Se ha 

demostrado que la CTSL interviene en el proceso de reciclado durante la extensión del 

axón y en la formación de sinapsis en el desarrollo postnatal del sistema nervioso 

central218, en la conversión de proneuropéptidos en péptidos neurotrasmisores y 

hormonas peptídcas219,220, en el mantenimiento de la función y estructura 

cardíaca221,222,223, y en la neo vascularización inducida por células progenitoras 

endoteliales224.  

Además, se ha reportado que los ratones KO para CTSL sufren de pérdida de 

pelo periódica, hiperplasia epidérmica, marcado incremento en el espesor de la 

epidermis interfolicular (combinación de una acantosis hiperplásica con hiperqueratosis) 
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y una espermatogénesis anormal210,225. Las complicaciones más serias causadas por la 

deficiencia de CTSL, como ser la dismorfología cardíaca, la acantosis y la 

espermatogénesis anormal, no tienen lugar en los ratones heterocigotas210.  

Si bien la CTSL es considerada una proteasa lisosomal, dicha enzima es capaz 

de localizarse fuera de los lisosomas. Por ejemplo, se ha descripto que la CTSL 

interviene en el procesamiento de la histona H3 durante la diferenciación de células 

madre embrionarias en ratón226. Previamente había sido reportado que estas variantes de 

CTSL tendrían su origen a partir de una traducción proteica en un codón AUG 

alternativo situado río abajo del sitio AUG convencional y se localizarían en el núcleo 

de los fibroblastos, donde serían capaces de clivar el factor de transcripción Cux1227. 

Por otro lado, la CTSL también es secretada al medio extracelular donde puede 

degradar proteínas extracelulares. En este sentido, la CTSL ha demostrado ser in vitro la 

proteasa lisosomal más activa frente a una serie de componentes de la ECM como la 

elastina, la laminina y el colágeno228,229. Se ha descripto la participación de la CTSL en 

diversos procesos que involucran la remodelación de la ECM como la reabsorción ósea, 

la implantación embrionaria y la involución de la glándula mamaria225,230,231,232. 

Simultáneamente ha sido implicada en procesos patológicos incluyendo necrosis 

miofibrilar en miopatías, isquemia miocardíaca, respuesta renal tubular a la proteinuria, 

artritis, invasión tumoral, y desarrollo de metástasis206. Por ejemplo, se ha demostrado 

que la expresión de CTSL se encuentra incrementada en una amplia variedad de 

tumores malignos (carcinomas mamarios, pulmonares, gástricos, de colon y garganta), 

melanomas y gliomas233,234. En este sentido se observó además, que el nivel de 

expresión de CTSL correlaciona positivamente con el grado de malignidad228. Cabe 

mencionar, que a diferencia de otras catepsinas que se encuentran elevadas tanto en 

células tumorales como en las células involucradas en la angiogénesis, la expresión de 

CTSL se incrementa únicamente en las células cancerosas. Por este motivo, algunos 

autores han propuesto que la CTSL podría constituir un mejor blanco terapéutico para el 

tratamiento del cáncer que otras catepsinas. 

Finalmente, en lo que concierne al sistema inmune, se ha demostrado que la 

CTSL interviene tanto en degradación de la cadena invariante (Ii)235, como en el 

procesamiento de los péptidos antigénicos durante la presentación antigénica en el 

contexto del CMH de clase II en las células del epitelio tímico cortical236. Por otra parte, 
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se ha reportado que la expresión tímica de CTSL es esencial para el desarrollo de las 

células natural killer237.  

 

 

Rol de la CTSL en el sistema inmune 

 

A. Procesamiento y presentación antigénica en el contexto de las moléculas del 

CMH de clase II 

 

Las moléculas del CMH de clase II son expresadas únicamente por un grupo 

reducido y especializado de células: las CPAs. La función de estas moléculas es unir 

péptidos generados en las vesículas intracelulares de CDs inmaduras, macrófagos, 

linfocitos B y otras CPAs, como las células epiteliales de la corteza tímica, y presentar 

dichos péptidos a las células T CD4+.  

Las células epiteliales de la corteza tímica son las encargadas de presentar los 

antígenos propios a los timocitos en desarrollo. Para ello, las proteínas son endocitadas 

y fragmentadas por proteasas en el compartimiento endolisosomal, mientras que las 

cadenas α y β del CMH de clase II son sintetizadas y ensambladas en el retículo 

endoplasmático238. Con el objeto de prevenir la unión prematura de los péptidos 

residentes en el retículo endoplasmático con las moléculas del CMH de clase II, los 

heterodímeros αβ de clase II se asocian con la cadena invariante (Ii), una molécula 

chaperona multifuncional239. Esta cadena induce la formación de una estructura 

trimérica (αβ-Ii)3 y la direcciona a través del aparato de Golgi hasta el endolisosoma240, 

donde la cadena Ii es degradada por medio de una serie de eventos proteolíticos: Iip41 

(o la alternativa Iip31) → Iip22→ Iip10. El producto final es un fragmento denominado 

CLIP (class II-associated invariant chain peptide) el cual se mantiene unido al bolsillo 

antigénico hasta que es procesado proteolíticamente241. Este evento genera que se 

disocie de las moléculas del CMH de clase II permitiendo la unión de los fragmentos 

peptídicos antigénicos. Las moléculas del CMH de clase II asociadas con péptidos 

antigénicos son finalmente transportadas a la superficie celular241. 
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Se ha reportado que los ratones deficientes en la cadena Ii tienen una expresión 

reducida de las moléculas del CMH de clase II en la superficie celular y presentan un 

pequeño número de linfocitos T CD4+ tanto en el timo como en la periferia242,243. 

 

Estudios utilizando inhibidores específicos sugieren que las cisteína proteasas 

son responsables de los pasos de la degradación de Ii desde Iip22 hasta CLIP238. 

Mediante la utilización de animales KO para la catepsina S y la CTSL se ha demostrado 

que estas proteasas juegan un rol importante en la presentación antigénica en el contexto 

del CMH de clase II235,244,245. Se observó que la CTSL es importante en la presentación 

de péptidos propios en el contexto del CMH de clase II en las células del epitelio tímico 

cortical (cTEC), mientras que la catepsina S participa en la presentación de péptidos en 

el contexto del CMH en los linfocitos B y las CDs de la periferia235,244,245. Nakagawa y 

col. describieron que los ratones KO para CTSL presentan una reducción entre el 60 y el 

80% en el número de linfocitos CD4+ tanto en el timo como en la periferia235. Los 

ratones KO para CTSL muestran una acumulación de los fragmentos Iip22 y Iip10 en el 

estroma tímico y un incremento del CLIP asociado a las moléculas CMH II en la 

superficie celular, sugiriendo que la CTSL cliva al CLIP en las células del epitelio 

tímico235. En concordancia con datos reportados por otros autores235, se ha demostrado 

en nuestro laboratorio que ratones portadores de una mutación inactivante en el gen que 

codifica para la CTSL muestran un impedimento en las etapas tempranas de la selección 

positiva en el contexto de las moléculas del CMH de clase II246.  

Por otro lado, las catepsinas han sido implicadas en la fragmentación de los 

péptidos antigénicos presentados en el contexto de las moléculas del CMH de clase 

II 247. En este sentido, se ha descripto que la CTSL interviene en la generación de 

epitopes antigénicos en los endosomas y en la degradación de moléculas accesorias244. 

Estudios realizados comparando ratones deficientes para Ii y CMH de clase II, 

mostraron que si la diversidad y el nivel de expresión de los complejos péptidos 

propios-CMH II se reducen notablemente se produce una disminución significativa en 

el número de linfocitos T CD4+248,249,250. Se ha observado, que en los ratones 

deficientes en CTSL la selección positiva de los linfocitos CD4+ está alterada tanto en 

el haplotipo I-Ab -cuya presentación antigénica es dependiente de la degradación del Ii- 

como en el haplotipo I-Aq -donde la presentación antigénica es independiente de la 

degradación de Ii-. Utilizando animales doble KO para CTSL y Ii se observó una 
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disminución aún más significativa en la selección positiva de linfocitos T CD4+, similar 

a los niveles detectados en animales deficientes en las CMH de clase II. 

Además, se ha demostrado que la CTSL está presente en las CPAs del bazo 

como proenzima y su maduración es inducida cuando el ratón es inmunizado con 

antígenos como ovalbúmina y SLA (soluble Leishmania antigen)251. Este evento sería 

importante en el incremento del procesamiento proteolítico de los antígenos 

endocitados. 

 

 

B. Los ratones CTSLnkt/nkt : Influencia de la CTSL en la población de células T y en 

la composición de la ECM de los órganos linfoides 

 

B.1. Origen de los ratones CTSLnkt/nkt 

 

Los ratones CTSLnkt/nkt son portadores de una mutación autosómica recesiva en 

el gen que codifica para la CTSL.  

El alelo mutante nkt surge en el año 1981 en el laboratorio de animales de la 

Universidad Martin-Luther en Halle-Wittenberg, Alemania, en un stock derivado del 

Fundador irradiado n°372. En 1991, ratones portadores del alelo nkt fueron introducidos 

en el bioterio del Instituto Pasteur, Francia, donde fueron cruzados por algunas 

generaciones con la cepa 129/Sv/Pas y posteriormente intercurzados. Esta cepa 

parcialmente congénica fue designada a partir de entonces NKT/Pas. Posteriormente, a 

través de un convenio entre el Instituto Pasteur y nuestro Instituto (ILEX-CONICET), 

se determinó que los ratones nkt/nkt presentaban una mutación autosómica recesiva en 

el cromosoma 13252.  

Ratones NKT/Pas fueron transferidos al bioterio del ILEX-CONICET donde se 

retrocruzaron con ratones de la cepa BALB/c. Luego de series sucesivas de 

retrocurzas/intercruzas se obtuvieron animales homocigotas para la mutación nkt en un 

background genético BALB/c. Finalmente, en el 2001, Benavides y col. demuestran que 

la mutación nkt corresponde a una deleción en el gen que codifica para la CTSL253. 

El gen ctsl murino posee 7400 pares de bases (pb) distribuidas en 8 exones y 7 

intrones254. La deleción descripta en los ratones nkt/nkt abarca el final del exón 6 y la 
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mayor parte del exón 7, dando lugar a un trascripto primario de 1256 pb, 118 pb menor 

que el mRNA normal para CTSL253. 

Estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que los ratones 

CTSLnkt/nkt son capaces de sintetizar una forma mutada de la CTSL255. Sin embargo, 

dado que la deleción en el gen ctsl abarca residuos de aminoácidos que forman el puente 

disulfuro entre la cadena pesada y la liviana (esencial para la actividad enzimática de la 

CTSL)256,257 la proteína sintetizada no es funcional. 

 

 

B.2. Los ratones CTSLnkt/nkt. Modelo experimental de la influencia de la CTSL sobre 

el sistema inmune 

 

Tal como mencionamos anteriormente, los ratones CTSLnkt/nkt muestran 

alteraciones en los estadíos tempranos de la selección positiva en el contexto de las 

moléculas del CMH de clase II246. Como consecuencia, y al igual que los ratones KO 

para CTSL, los mutantes CTSLnkt/nkt presentan una marcada disminución en el 

porcentaje de células T CD4+ tanto en el timo como en los órganos linfoides 

periféricos255. Por su parte, el porcentaje de células CD8 SP es normal en el timo 

mientras que, en correlación con un aumento en su exportación tímica, el porcentaje de 

linfocitos T CD8+ está aumentado en la periferia255.  

Se ha demostrado en nuestro laboratorio que los ganglios linfáticos de los 

ratones CTSLnkt/nkt se encuentran hipertrofiados, presentando un incremento en el 

número total de células linfoides255. De hecho, pese a la escasa producción tímica de 

células CD4 SP, el número absoluto de células T CD4+ alcanza valores normales en los 

ganglios linfáticos, debido a un incremento en su tasa de proliferación basal. Por su 

parte, el número de células T CD8+ se encuentra notablemente incrementado. Se 

demostró además que estas alteraciones correlacionan con aumentos en la expresión de 

distintos componentes de la ECM en los ganglios linfáticos, tales como fibronectina, 

laminina, colágeno I y colágeno IV. Contrariamente, el timo de los ratones CTSLnkt/nkt 

muestra una marcada disminución en los niveles de expresión de dichos componentes 

de la ECM255. 

Finalmente, el bazo de los ratones CTSLnkt/nkt muestra una severa disminución en 

el número absoluto de células T CD4+ y un incremento en el número absoluto de 
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linfocitos T CD8+. En cuanto a la composición de la ECM del bazo, hasta el momento 

no se han detectado alteraciones en ninguno de los componentes estudiados255. 
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Animales 

 

Todos los animales fueron criados en el bioterio del ILEX-CONICET, División 

Medicina Experimental de la Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires, de 

acuerdo a la guía para el cuidado y manejo de animales de laboratorio del Instituto 

Nacional de Salud de EEUU (NIH) (National-Research-Council (ed.). 1996. Guide for 

the care and use of laboratory animals National Academy Press ed, Washington DC).  

Se utilizaron ratones CTSLnkt/nkt en background BALB/c con un nivel de 

retrocruza mayor a N=15. Ratones de la cepa BALB/c (H-2d) fueron utilizados como 

control en todos los experimentos y ratones AKR/J (H-2k) fueron empleados en los 

ensayos de cultivo mixto linfocitario (CML). 

Los ratones CTSLnkt/nkt y sus controles BALB/c fueron producidos y mantenidos 

en condiciones libres de patógenos específicos (SPF), mientras que los ratones AKR/J y 

los ratones BALB/c utilizados para obtener células linfoides para ensayos de CML o 

cocultivo con células estromales, fueron criados en un ambiente convencional. 

 

 

Suspensiones celulares 

 

Para distintos experimentos (citometría de flujo, separación magnética de 

células, cultivo primario de células, etc) se extrajeron timos, bazos o ganglios linfáticos 

y se prepararon las suspensiones celulares por pasaje a través de una malla de acero 

inoxidable, en PBS o medio RPMI 1640 (Sigma, Inc., St Louis, Mo.) suplementados 

con 3% de suero fetal bovino (SFB).  

Para la obtención de células mononucleares de bazo la suspensión celular fue 

sembrada sobre una solución de Ficoll-Triyosom formando un sistema bifásico, el cual 

fue centrifugado a 3000 rpm (aceleración rápida sin freno) durante 30 minutos a 16°C 

en una centrífuga Beckman TJ-6. Luego de la centrifugación, se obtuvo una interfase 

conteniendo las células mononucleares y un sedimento de eritrocitos y granulocitos. Las 

células mononucleares fueron recolectadas y lavadas dos veces con medio RPMI 1640 o 

PBS con 3% de SBF para eliminar los restos de la solución de Ficoll-Triyosom.  

Para los ensayos de apoptosis con células de bazo, las células fueron obtenidas 

en suspensión, cosechadas por centrifugación a 4°C y el precipitado resuspendido 
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suavemente. Se añadieron 2 ml de solución de lisis de glóbulos rojos (0,15 M de ClNH4, 

10 mM de NaHCO3, 10% de EDTA) y luego de una incubación en hielo con 

resuspensión suave durante 5 minutos, se agregaron 3-4 ml de medio RPMI 1640 con 

6% de SFB. Se colectaron las células por centrifugación y se resuspendieron en 0,2 ml 

de PBS 3% SFB. 

La viabilidad celular se determinó por el método de exclusión de Azul Tripán, 

requiriéndose un mínimo de 90% de células vivas. 

Para el cálculo del número absoluto de linfocitos de bazo, se realizó un recuento 

celular con TURK previo a la obtención de células mononucleares por gradiente de 

Ficoll-Triyosom. 

 

 

Citometría de flujo 

 

Se realizaron marcaciones con anticuerpos conjugados a los siguientes 

fluorocromos: fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE), Cy-chrome 5 (Cy), peridinin 

chlorophyll (PercP) o allophycocianina (APC). 

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales de BD-Pharmingen (San 

Diego, CA, USA): anti-CD4 (clones H129.19 y RM4-5); anti-CD25 (clones 7D4 y 

PC61); anti-CD44 (clon IM7); anti-B220 (clon RA3-6B2); anti-CD19 (clon ID3); anti-

CD8 (Clon 53-6.7); anti-CD62L (clon MEL-14); anti-CTLA-4 (clon UC10-4F10-11); 

anti-CD11c (clon HL3); anti-CD11b (clon M1/70); anti-CD40 (clon HM40-3); anti-

CD80 (clon 16-10A1); anti-CD178 (clon MFL3); anti-CD44 (clon IM7); anti-I-Ad (clon 

AMS-32.1); anti-H2-kd (clon SF1-1.1); anti-CD31 (clon MEC 13.1); anti-CD34 (clon 

RAM34); anti-Sca-1 (clon D7); anti-CD45 (clon 30-F11); anti-BrdU (clon 3D4); anti-

Bcl-2 (clon 3F11); los siguientes anticuerpos de BioLegend (San Diego, CA, USA): 

anti-gp38 (clon 8.1.1) y anti-CD127 (clon SB/199), y anti-Foxp3 (clon FJK-16s) de e-

Bioscience (San Diego, CA, USA). Para los controles de isotipo se utilizaron los 

siguientes anticuerpos (BD-Pharmingen): IgG1 de rata (clon R3-34); IgG2 de rata (clon 

R35-95); IgG1 de hamster (clon G235-2356); IgG2 de hamster (clon B81-3), IgG de 

hamster (clon A19-3). 
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Marcación de superficie: Para la marcación, entre 2.105
 y 2.106

 células fueron 

incubadas con 1 �g de anticuerpo/106 células en un volumen de 200 µl durante 30-40 

minutos, a 4°C y en la oscuridad. Para la marcación y los lavados se utilizó un buffer de 

marcación compuesto por PBS, azida sódica (0,1%) y SBF (3 %). Después de dos 

lavados, las células se fijaron en PBS paraformaldehído 0,5%, conservándose a 4°C y 

oscuridad hasta el momento de la adquisición. 

 

Marcación intracelular: Para la medición de Foxp3, BrdU y Bcl-2 se realizaron 

marcaciones intracelulares. En el caso de Foxp3 se utilizó el kit de marcación 

intracelular Mouse Foxp3 Staining set (e-Bioscience) y en el caso de BrdU y Bcl-2 el 

kit de marcación intracelular Cytofix/Cytoperm (BD-Pharmingen). En primer lugar, se 

marcaron las células con anticuerpos dirigidos a moléculas de superficie utilizando el 

protocolo ya mencionado, eliminando el último paso de fijación. Para la marcación de 

Foxp3 y Bcl-2, se siguieron las instrucciones especificadas por el fabricante: las células 

fueron tratadas con la solución de fijación y luego con la solución de permeabilización. 

Se incubaron las células resuspendidas en la solución de permeabilización con un 

anticuerpo bloqueante de receptores Fc (anti-mouse CD16/32; BD-Pharmingen) para 

impedir la unión no específica de anticuerpos, y seguidamente con el anticuerpo anti-

Foxp3 o anti-Bcl-2. Finalmente, se realizaron dos lavados con la solución de 

permeabilización y se adquirieron las células en un citómetro del flujo.  

Para la marcación de BrdU se realizó una adaptación del protocolo especificado 

por el fabricante: las células fueron fijadas, permeabilizadas y refijadas. Luego se 

trataron con 30 µg de DNAsa (Sigma) en buffer PBS, NaCl 0,15M, MgCl2 4,2M, 

durante 1 hora a temperatura ambiente para exponer la BrdU incorporada en el DNA. Se 

realizó un lavado con la solución de permeabilización y se incubó con el anticuerpo 

anti-BrdU en solución de permeabilización por 1 hora a temperatura ambiente. Las 

células fueron lavadas y adquiridas en el citómetro de flujo. 

 

Marcación con anexina V: Para la detección de células apotóticas con anexina V, 1.106 

células fueron marcadas en superficie con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD25 en una 

solución compuesta por PBS con 3% de SFB. Para los lavados se empleó PBS libre de 

suero. Luego, se incubaron las células con 1 µl de anexina V (BD-Pharmingen) 
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conjugada a FITC o PE en 0,2 ml de buffer anexina 1X (BD-Pharmingen) durante 30 

minutos, a 4°C. Las células fueron adquiridas de forma inmediata en un citómetro de 

flujo a baja velocidad. 

Para los distintos ensayos la adquisición de células se llevó a cabo en un 

citómetro de flujo FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, California, USA) o 

FACSaria (Becton Dickinson, Mountain View, CA). Los resultados se analizaron 

utilizando el programa CELLQUEST (Becton Dickinson Immunocytometry Systems), 

restando los valores de los controles de isotipo. Las células muertas fueron excluidas 

basándose en los parámetros de tamaño y complejidad. 

 

 

Marcación con CFSE 

 

Para la marcación con 5,6-carboxifluorescein diacetato succinimidil éster 

(CFSE) se resuspendieron 1.107 células/ml en PBS con 0,3% de seroalbúmina bovina 

(BSA) (Gibco, NY, USA) y se incubaron con 10 �M de CFSE (Molecular probes, 

Eugene, OR, USA) durante 20 minutos a 37°C. Luego se realizaron tres lavados 

extensivos con PBS con 10% de SBF, realizando incubaciones de 5 minutos a 37°C 

entre lavados para favorecer la eliminación del CFSE residual. Por citometría de flujo se 

controló que la marca de las células fuera homogénea y con una intensidad media de 

fluorescencia de 103.  

Las células marcadas con este protocolo se utilizaron para los experimentos de 

CML y de proliferación in vivo. 

 

 

Separación magnética de células 

 

La purificación de células (CD4+, CD4+CD25+ o CD4+CD25-) se realizó 

utilizando el sistema de separación con partículas magnéticas (Miltenyi Biotec, 

Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se obtuvo una 

suspensión de células de ganglio en el buffer de purificación (BSA 0,5%, EDTA 2 mM 

en PBS). La purificación de células CD4+ se realizó por selección negativa. La 

suspensión celular fue incubada con una mezcla de anticuerpos biotinilados anti: CD8a, 
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CD11b, CD11c, CD19, CD45R, CD49b, CD105, CMH clase II y Ter-119 y luego con 

partículas magnéticas conjugadas a un anticuerpo anti-biotina. Luego de un lavado la 

suspensión se aplicó a una columna de separación LS o LD (Miltenyi Biotec) colocada 

en un magneto. Las células CD4+ se recuperaron inmediatamente ya que no quedaron 

retenidas en la columna. La separación de células CD4+CD25+ y CD4+CD25- se 

realizó por selección positiva de las células CD25+. Para esto la suspensión de células 

CD4+ se incubó con un anticuerpo anti-CD25 conjugado a PE y luego con partículas 

magnéticas conjugadas a un anticuerpo anti-PE. Luego de un lavado la suspensión se 

aplicó a una columna de separación MS (Miltenyi Biotec) colocada en un magneto. Las 

células CD4+CD25- se recuperaron inmediatamente ya que no quedaron retenidas en la 

columna y las células CD4+CD25+ se recuperaron luego de separar a la columna del 

magneto y realizar un lavado con el buffer de purificación. Todo el proceso se realizó en 

condiciones de esterilidad. Se testeó por citometría de flujo el grado de purificación, el 

cual resultó en todos los casos mayor al 90 %. 

 

 

Ensayos de proliferación in vivo  

 

Ensayo de proliferación con 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU) 

Para el ensayo de proliferación con BrdU a largo plazo, ratones adultos BALB/c 

y CTSLnkt/nkt recibieron durante 7 días un pulso diario de 1 mg de BrdU�(Sigma) por vía 

intraperitoneal (i.p.). Para el ensayo de proliferación a corto plazo los ratones fueron 

inoculados i.p. durante 2 días consecutivos con 2 mg de BrdU. En ambos casos para 

obtener un control interno del tratamiento y células para controles de citometría un 

grupo de ratones fue tratado con PBS. Al día siguiente de la última inoculación los 

ratones fueron sacrificados, se extrajeron los ganglios linfáticos y el bazo y se determinó 

el porcentaje de incorporación de BrdU por citometría de flujo como se indicó 

anteriormente.�

 

Ensayo de proliferación con CFSE 

Ratones BALB/c y CTSLnkt/nkt fueron inoculados por vía endovenosa con 15-

20.106 células de ganglio de ratones BALB/c o CTSLnkt/nkt marcadas con CFSE. Al día 7 
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post-inoculación se obtuvieron los ganglios linfáticos y se analizó por FACS la 

proliferación de las células CD4+CFSE+ mediante dilución de la marca del CFSE. 

 

 

Preparación de placas de cultivo cubiertas con anti-CD3  

 

Para la preparación de placas de cultivo cubiertas con anti-CD3 (BD-

Biosciences) se añadieron a placas de 96 pocillos con fondo plano alícuotas de 100 µl 

de PBS conteniendo un anticuerpo anti-CD3 en la concentración indicada. Luego de una 

incubación por 3 hs a 37°C, los pocillos fueron lavados 3 veces con PBS y utilizados de 

forma inmediata.  

 

 

Ensayo de conversión in vitro 

 

Se purificaron células CD4+CD25- a partir de ganglios linfáticos de ratones 

CTSLnkt/nkt y BALB/c por separación magnética de células. Las células (2.106 

células/ml) fueron sembradas en placas de 96 pocillos con fondo plano precubiertas con 

2 µg/ml de un anticuerpo anti-CD3 (BD-Biosciences) e incubadas en medio RPMI libre 

de SFB suplementado con L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml), estreptomicina 

(100 µg/ml) y 2-mercaptoetanol (50 µM). Al medio se le añadieron desde el principio 2 

µg/ml de un anticuerpo anti-CD28 (BD-Biosciences), 10 ng/ml de TGF-β (Prepotech) y 

100 U/ml de IL-2 (BD-Biosciences). Las células fueron mantenidas a 37°C en una 

atmósfera saturada de agua conteniendo 5% de CO2. Luego de 4 días de cultivo, las 

células fueron lavadas y la expresión de Foxp3 determinada por citometría de flujo. 

 

 

Ensayo de inhibición de CTSL in vitro 

 

El ensayo de inhibición in vitro de la actividad de CTSL se llevó a cabo sobre 

placas de 96 pocillos precubieras con 2 µg/ml de un anticuerpo anti-CD3 (BD-

Biosciences). Células CD4+CD25- de ratones BALB/c obtenidas por separación 



   Materiales y Métodos 
 
 
 

 52 

magnética (2.106 células/ml) fueron incubadas en medio completo (RPMI con L-

glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 µg/ml, 2-mercaptoetanol 50 

µM y SBF 10%) en presencia de 20 mM de CTSL inhibitor II (Calbiochem) en DMSO. 

Como control, se incubaron células en un volumen equivalente de DMSO. Las células 

fueron mantenidas a 37°C bajo una atmósfera con 5% de CO2. A las 72 hs la expresión 

de Foxp3 fue determinada por citometría de flujo. 

 

 

Cultivos de células estromales de ganglios linfáticos 

 

Desarrollo de cultivos primarios de células estromales derivadas de ganglios 

linfáticos (cultivos de CEG) 

Para la obtención de cultivos primarios de células estromales se extrajeron 

ganglios linfáticos de ratones BALB/c y CTSLnkt/nkt. Los ganglios fueron cortados en 

pequeños trozos y digeridos con 0,05% de colagenasa IV (GIBCO) en RPMI-SFB 2% 

durante 30 minutos a 37°C con agitación. El digerido fue filtrado por pasaje a través de 

una malla de acero inoxidable, lavado 2 veces con RPMI conteniendo 10% de SFB y 

resuspendido en medio completo con 20% de SFB. Las células fueron contadas y 

sembradas a una densidad de 15-25.106 o 8-12.106 células por pocillo en placas de 6 o 

24 pocillos respectivamente e incubadas a 37°C bajo una atmósfera con 5% de CO2. 

Luego de 24 hs, se realizaron generosos lavados con PBS para remover las células no 

adherentes y se añadió medio de cultivo fresco. Las células adheridas a la placa fueron 

mantenidas en cultivo por varias semanas hasta alcanzar la confluencia, renovando el 

medio de cultivo dos veces por semana. 

Dado la mayor tasa de crecimiento que presentaron los cultivos derivados de 

ganglios CTSLnkt/nkt respecto de los wt, para los ensayos con cultivos de células 

estromales en similar grado de confluencia, se sembró inicialmente la mitad de células 

CTSLnkt/nkt en la placa de cultivo. 

 

Cultivos a largo plazo de células estromales de ganglios linfáticos (cultivos de LCEG) 

Para la obtención de cultivos de células estromales a largo plazo se realizaron 

sucesivos pasajes o subcultivos de células adherentes de ganglios linfáticos. 

Inicialmente se partió de cultivos primarios confluentes, a los cuales se les retiró el 
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medio de cultivo y se les eliminó los restos de SFB mediante 2-3 lavados con PBS. 

Luego, se adicionó una solución de tripsina-EDTA (GIBCO) (0,25% de tripsina, 

0,038% de EDTA) durante 5-10 minutos a 37°C con posterior resuspensión con pipeta. 

Una vez obtenidas las células en suspensión, la tripsina fue inhibida por el agregado de 

2/3 partes de RPMI 10% SFB. Las células fueron colectadas por centrifugación, 

resuspendidas en medio completo con 10% SFB, contadas y sembradas en placas de 24 

pocillos a la mitad de la densidad alcanzada en confluencia. De esta manera se 

realizaron durante varios meses sucesivos subcultivos, con la excepción de que a partir 

del pasaje n° 2, las células fueron sembradas a 1/3 o 1/4 de la densidad alcanzada en 

confluencia. Todos los experimentos llevados a cabo en la presente Tesis con cultivos a 

largo plazo fueron realizados con los pasajes n° 9-12. 

 

 

Obtención de células estromales en suspensión 

 

Para la tipificación de células estromales por citometría de flujo los cultivos de 

estroma fueron establecidos en placas de 6 pocillos. Una vez obtenidas las células en 

confluencia se les retiró el medio de cultivo y se las incubó por 15 min a 37°C en RPMI 

conteniendo 0,05% de colagenasa IV (GIBCO). Se aspiró con pipeta la solución de 

colagenasa y se añadió una solución fría de PBS con 5% de SFB y 0,02 mM de EDTA. 

Luego de una enérgica resuspensión celular con pipeta manteniendo la placa sobre 

hielo, las células fueron obtenidas en suspensión. La marcación de superficie se realizó 

según el protocolo descripto anteriormente. 

 

 

ELISA para TGF- ββββ 

 

La producción de TGF-β1 fue detectada en el sobrenadante de cultivos de 

células estromales utilizando el kit comercial para ELISA de TGF-β1 de e-Bioscience 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Los sobrenantes fueron obtenidos a partir de 

cultivos confluentes de células estromales incubados por 48 hs en medio libre de suero. 

Una vez colectado el sobrenadante el ensayo fue llevado a cabo en forma inmediata. 
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Extracción de RNA 

 

La extracción de RNA de células estromales se realizó con el método de TRIzol 

LS Reagent (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante: las células fueron 

lisadas sobre la placa de cultivo por el agregado de 500 µl de TRIzol LS Reagent y 

homogeneización con pipeta durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para la 

obtención del RNA, la muestra fue transferida a un tubo eppendorff donde se la incubó 

a temperatura ambiente con 0,2 ml de cloroformo por 15 min. Luego, la muestra fue 

separada en una fase acuosa y una fase orgánica mediante centrifugación a 12000 x g 

durante 10 min a 4ºC. La fase acuosa, conteniendo el RNA, fue transferida y el RNA 

recuperado mediante precipitación con 0,5 ml de isopropanol por 10 minutos a 

temperatura ambiente y posterior centrifugación a 12000 x g por 10 min a 4ºC. El 

sobrenadante fue descartado y el RNA lavado con 1 ml de etanol al 75% a 7500 g por 5 

min a 4°C. Para la redisolución del RNA, el precipitado fue secado al aire libre, disuelto 

en 30-40 µl de agua libre de RNAsas e incubado entre 10 a 30 minutos a 60°C. Para la 

cuantificación del RNA se midió la absorvancia a 260 nm y se determinó el grado de 

pureza mediante la relación A260/A280. 

 

 

RT-PCR  

 

La RT-PCR se realizó en pasos sucesivos de retrotranscripción y posterior PCR. 

Para la retrotranscripción se partió de 0,5-2 µg de RNA a los cuales se agregaron los 

siguientes reactivos en las concentraciones finales indicadas entre paréntesis: 

oligo(dT)20 (25 µg/ml), dNTPs (1 mM), buffer de síntesis para AMV (1X), DTT (5 

µM), RNAsin (Promega) (40 U/20 µl), retrotranscriptasa de AMV (Invitrogen) (15 U/20 

µl), agua libre de nucleasas para completar el volumen a 20 ul. La retrotranscripción se 

realizó a 45°C, durante 60 minutos con posterior desnaturalización de la 

retrotranscriptasa de AMV a 85°C por 5 minutos. El cDNA (1-2 µl, tomando cantidades 

iguales de las muestras a comparar) se utilizó para realizar la reacción de PCR. Para la 

PCR se partió del cDNA obtenido, al cual se agregaron los siguientes reactivos 

(Invitrogen) en las concentraciones finales indicadas entre paréntesis: dNTPs (0,2 mM), 
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primers (0,5 �M cada uno), MgCl2 (1,5 mM), Taq polimerasa (2 U/50 �l), buffer de 

reacción para Taq polimerasa (1X), y agua libre de nucleasas para llevar a un volumen 

de 50 �l. La amplificación se realizó con un ciclador LABNET MultiGene Gradient 

Thermal Cycler. En la tabla I se detallan las secuencias de los pares de primers 

utilizados y las condiciones de ciclado. Los productos de PCR fueron sometidos a 

electroforesis en geles de agarosa al 2% teñidos con bromuro de etidio. Para encontrar 

el número de ciclos de amplificación indicado para cada producto a estudiar, se realizó 

una curva con cada par de primers a utilizar. Se graficó en base semilogarítmica número 

de ciclos versus producto amplificado. Se eligió un rango de ciclos de manera tal que el 

producto quede comprendido dentro de la fase lineal de la curva de amplificación. 

 

 �������� ���	
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����� 5' GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG 3´ 

5´ AGGGTAGGCTGGCCTATA 3´ 

94°C 

45 seg 

56°C 

45 seg 

72°C 

1 min 

��� 5´ TACCAAGGTCAATCCACACCCC 3´ 

5´ CAGATGGCAAAAGAAAGCAGAGG 3´ 

94°C 

45 seg 

60°C 

1 min 

72°C 

1 min 

��
��� 5´ CCTCCCTGTACCTGGGCAGGC 3´ 

5´ CCCTTGGGGCCAGGAAGACC 3´ 

94°C 

45 seg 

56°C 

1 min 

72°C 

1 min 

����� 5´ TCCAACGAGATCAAGATGTG 3´ 

5´ CTTTCTTATCTGTTGTCTGCG 3´ 

94°C 

45 seg 

56°C 

1 min 

72°C 

1 min 

�� !"� 5´ AGCTATGTGCAAACCCTGAG 3´ 

5´ TCATAGGTGCAAGGACAAGG 3´ 

94°C 

45 seg 

56°C 

1 min 

72°C 

1 min 

�#� "��

$% �&�

5´ CCAGGCAGAATGAGGCTCAG 3´ 

5´ CTCAGCTCCTGCAGGATTGG 3´ 

94°C 

45 seg 

58°C 

1 min 

72°C 

1 min 

� '(� 5´ TATTCTACAATGTTCCATGTTTCTTTTAGA 3´ 

5´ CTTTTTCTGTTCCTTTA 3´ 

94°C 

45 seg 

56°c 

1 min 

72°C 

1 min 

� ')� 5' TTCCTCTCTGCAAGAGACT 3´ 

5' TGTATCTCTCTGAAGGACT 3´ 

94°C 

45 seg 

56°C 

1 min 

72°C 

1 min 

���'ββββ� 5´ GCTTCAGCTCCACACAGAGAAG 3´ 

5´ GGAGCGCACAATCATGTTGG 3´ 

94°C 

45 seg 

60°C 

1 min 

72°C 

1 min 

 

Tabla I: Secuencias de primers utilizados para PCR y condiciones de ciclado para cada par de primers. 

Cada ciclado fue precedido por una fase de desnaturalización inicial (94°C, 5 minutos) y seguido de una 

elongación final (72°C, 10 minutos). El número de ciclos se ajustó para cada tipo de muestra como se 

explicó en el texto. 
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Cultivo mixto linfocitario (CML) 

 

Las células presentadoras se obtuvieron purificando células mononucleares de 

bazo de ratones AKR/J mediante un gradiente de Ficoll-Triyosom. Luego, estas células 

fueron tratadas con mitomicina C para impedir su proliferación durante el cultivo. El 

tratamiento consistió en incubar 25.106 células/ml en RPMI con SBF con mitomicina C 

(Sigma) (25 µg/ml) durante 20 minutos a 37°C. Luego se realizaron tres lavados con 

RPMI-SBF 10%, realizando incubaciones de 5 minutos a 37°C entre lavados para 

favorecer la eliminación de la mitomicina C. 

Las células respondedoras se obtuvieron realizando una suspensión celular a 

partir de ganglios linfáticos de ratones CTSLnkt/nkt o BALB/c. Para algunos 

experimentos, a partir de esta suspensión se purificaron células CD4+ o células 

CD4+CD25- por separación magnética. Las células totales de ganglio o las células 

purificadas fueron marcadas con CFSE para seguir su proliferación in vitro. 

Para evaluar la función supresora de las células Treg se agregaron a los cultivos 

células CD4+CD25+ de ganglios linfáticos de ratones BALB/c o CTSLnkt/nkt, 

purificadas también con columnas magnéticas. 

Se utilizó el siguiente medio de cultivo: RPMI con L-glutamina 2 mM, 

penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 µg/ml, 2-mercaptoetanol 50 µM y SBF 10%.  

Para los ensayos de función regulatoria se utilizaron placas de 96 pocillos con 

fondo en “U” y se colocaron en cada pocillo 2.105
 células presentadoras y 2.105

 células 

respondedoras y un número variable de células CD4+CD25+ purificadas, en un 

volumen final de 200 µl. Para los ensayos de proliferación en presencia de células 

estromales se establecieron cultivos confluentes de células estromales en placas de 24 

pocillos.  

Las células se incubaron a 37°C en una atmósfera con 5% de CO2 durante 4 días 

y luego se recuperaron para su análisis por citometría de flujo. La proliferación de las 

células respondedoras se evaluó por dilución de la intensidad de fluorescencia del CFSE 

mediante FACS.  
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Ensayos de viabilidad y apoptosis in vitro 

  

Células de ganglios linfáticos o células CD4+CD25+ y CD4+CD25- purificadas 

por separación magnética fueron cultivadas a una densidad de 2.106 o 4. 105 células por 

pocillo en placas de 24 o 96 pocillos respectivamente conteniendo una monocapa de 

células estromales en confluencia. Como control se incubaron células en una placa de 

cultivo libre de células estromales. Para los ensayos de inhibición de contacto celular las 

células fueron cultivadas en una cámara de difusión o transwell (Costar). Los ensayos 

en placas de 24 pocillos se llevaron a cabo en un volumen final de 2 ml y los realizados 

en placas de 96 pocillos en un volumen final de 0,2 ml. Las células fueron mantenidas 

en las diferentes condiciones por distintos periodos de tiempo a 37°C, con una 

atmósfera de CO2 al 5%. 

 

Viabilidad y ciclo celular con ioduro de propidio (IP) 

Se cosecharon a distintos tiempos las células de ganglio incubadas en presencia 

de células estromales y se marcaron con un anticuerpo anti-CD4 conjugado a FITC 

utilizando el protocolo de marcación de superficie ya mencionado, exceptuando el 

último paso de fijación. Las células fueron lavadas con PBS (sin Ca2+ ni Mg2+) frío y 

fijadas en 1 ml de etanol 70%, luego se guardaron a 4ºC en oscuridad un mínimo de 18 

horas. Las células fueron lavadas y resuspendidas en 500 µl de solución de tinción 

(1mg/ml RNasa A (Sigma), 25 µg/ml ioduro de propidio (IP) (Sigma) en PBS 

conteniendo 1g/l glucosa) e incubadas por 30 minutos a 4ºC en oscuridad. Los 

porcentajes de células viables y muertas fueron determinados utilizando un citómetro de 

flujo FACScan. El IP se intercala entre las bases del DNA y permite discriminar entre 

las células que están en proceso de síntesis o han duplicado su contenido de DNA, de 

aquellas que no se están dividiendo o han perdido parte de su contenido de DNA al 

entrar en el proceso de muerte celular. 

 

Apoptosis con anexina V  

Para la detección de células apoptóticas, linfocitos de ganglios o células 

CD4+CD25+ y CD4+CD25- purificadas fueron cosechadas a las 48 hs de cultivo. Las 

células fueron marcadas utilizando el protocolo de marcación con anexina V descripto 

previamente. 
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Presentación de los resultados 

 

Las figuras, tablas y fotos contienen, salvo que se indique, resultados 

representativos obtenidos de experimentos repetidos de dos a cuatro veces en forma 

independiente.  

 

 

Estadística 

 

Para analizar la significación de los resultados se utilizó el t-test de Student de 

dos colas. Valores de p<0,05 fueron considerados como indicativos de una diferencia 

significativa. 
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CAPÍTULO 1. INFLUENCIA DE LA CATEPSINA L EN LA POBL ACIÓN DE 

CÉLULAS T REGULATORIAS CD4+  

 

Los ratones CTSLnkt/nkt son portadores de una deleción en el gen que codifica 

para la cisteína proteasa CTSL. Como consecuencia, estos mutantes sintetizan una 

CTSL no funcional255. Utilizando los ratones CTSLnkt/nkt se demostró en nuestro 

laboratorio que la CTSL posee una amplia influencia sobre el sistema inmune, 

interviniendo, entre otras funciones, en la regulación del número de linfocitos T en los 

órganos linfoides centrales y periféricos255. En estos ratones, al igual que en los ratones 

KO para esta proteasa235, la selección positiva de las células T CD4+ se encuentra 

alterada246, lo que se evidencia en una severa disminución del número y el porcentaje de 

timocitos CD4 SP. Como consecuencia, los órganos linfoides periféricos de los ratones 

CTSLnkt/nkt muestran una marcada reducción en el porcentaje de células T CD4+. Así, el 

número absoluto de linfocitos T CD4+ se encuentra notablemente reducido en el bazo. 

No obstante, los ganglios linfáticos de estos mutantes están hipertrofiados y el número 

de células T CD4+ alcanza un nivel normal debido a un incremento en su tasa de 

proliferación basal255. 

 

1.1- Células Treg CD4+CD25+Foxp3+ en ratones deficientes en CTSL 

 

1.1.1- Los órganos linfoides periféricos de los ratones CTSLnkt/nkt  presentan 

alteraciones en el número absoluto de células Treg y en su frecuencia dentro de la 

población T CD4+ 

El primer objetivo de esta Tesis fue investigar la influencia de la mutación nkt 

sobre la población de células T CD4+ con fenotipo Treg. Con este fin, se analizó 

mediante citometría de flujo (FACS) la expresión de los marcadores de células Treg  

CD25 y Foxp3 en la población T CD4+ de los ratones CTSLnkt/nkt. En todos los ensayos 

de esta Tesis se utilizaron como control wild type (wt) ratones de la cepa BALB/c. 

Como puede observarse en la figura 1 los ratones CTSLnkt/nkt mostraron un 

aumento significativo en la proporción de células Foxp3+ dentro de la población T 

CD4+ de los ganglios linfáticos y el bazo. Este aumento involucró tanto al porcentaje de 

células con fenotipo Treg CD25+Foxp3+ como al de células T CD25-Foxp3+, 
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consideradas un reservorio de células Treg en la periferia258 o células Treg en 

proliferación65. Dado que el número absoluto de células T CD4+ en los ganglios 

linfáticos no difiere entre los ratones CTSLnkt/nkt y los wt255 (figura 2 A), este 

incremento en la proporción de células Treg correlacionó con un aumento significativo 

en el número absoluto de células CD4+CD25+Foxp3+ en los ganglios linfáticos de los 

ratones CTSLnkt/nkt (figura 2 B). En el bazo, en cambio, como consecuencia de la 

reducción en el número de células T CD4+ que exhibe este órgano, el número absoluto 

de linfocitos Treg resultó disminuido (figura 2). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: La mutación nkt induce alteraciones en la frecuencia de células Treg en la población CD4+ de 

los órganos linfoides periféricos. Linfocitos de ganglios linfáticos (A) y bazo (B) de ratones CTSLnkt/nkt y 

wt fueron marcados con anticuerpos anti-CD4, anti-CD25 y anti-Foxp3 conjugados a distintos 

fluorocromos y analizados por FACS. Se muestran dot plots representativos de la expresión de CD25 y 

Foxp3 dentro de la población CD4+. Los gráficos de barras indican el porcentaje de células 

CD25+Foxp3+ y CD25-Foxp3+ en la población CD4+. Los datos se presentan como la media ± SD; n=4. 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Se muestra un experimento representativo de tres independientes con 

resultados similares. 
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Figura 2. Linfocitos provenientes de ganglios linfáticos y bazo de ratones wt y CTSLnkt/nkt fueron 

marcados con anticuerpos anti-CD4, anti-CD25 y anti-Foxp3 y analizados por FACS. (A) Se muestra el 

número absoluto de células CD4+ presentes en los ganglios linfáticos y el bazo de ratones CTSLnkt/nkt 

(n=12) y sus controles wt (n=10). (B) Se indica el número absoluto de células CD4+CD25+Foxp3+ 

presentes en los ganglios linfáticos y el bazo de ratones CTSLnkt/nkt (n=4) y wt (n=4). Los datos se 

presentan como la media ± SD. *p<0,05; ***p<0,001. Se muestra un experimento representativo de tres 

independientes con resultados similares. 

 

 

Además de distinguir a las células con fenotipo regulatorio, la marcación 

anterior permite diferenciar células con fenotipo activado (CD4+CD25+Foxp3-) y 

células con fenotipo virgen o naive, a las cuales denominaremos de aquí en adelante 

células T convencionales (CD4+CD25-Foxp3-). Como se ilustra en la figura 3 A, la 

población CD4+ de los ganglios linfáticos y el bazo de los ratones CTSLnkt/nkt mostró un 

leve incremento –aunque no significativo- en el porcentaje de células CD25+Foxp3-. El 

número absoluto de células CD4+CD25+Foxp3- mostró una tendencia hacia un 
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aumento en los ganglios linfáticos y una reducción en el bazo (datos no mostrados). Por 

su parte, el porcentaje de células T convencionales CD25-Foxp3- dentro de la población 

CD4+ resultó significativamente reducido tanto en los ganglios linfáticos como en el 

bazo de los ratones CTSLnkt/nkt  (figura 3 A). Se observó además una disminución en el 

número absoluto de linfocitos CD4+CD25-Foxp3- en ambos órganos linfoides, la cual 

resultó particularmente severa en el bazo (figura 3 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Los órganos linfoides periféricos de los ratones CTSLnkt/nkt muestran una disminución en la 

frecuencia de células CD25-Foxp3- en la población T CD4+ y una disminución en el número absoluto de 

células CD4+CD25-Foxp3-. Células provenientes de ganglios linfáticos y bazo de ratones CTSLnkt/nkt  y 

sus controles wt fueron marcadas con anticuerpos anti-CD4, anti-CD25 y anti-Foxp3 y analizadas por 

FACS. (A) Porcentaje de células CD25+Foxp3- y CD25-Foxp3- dentro de la población CD4+ de los 

ganglios linfáticos y el bazo. (B) Se indica el número absoluto de células CD4+CD25-Foxp3- en los 

ganglios linfáticos y el bazo. Los datos se presentan como la media ± SD; n=4. *p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001. Se muestra un experimento representativo de tres independientes con resultados similares. 
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Así, los ganglios linfáticos y el bazo de los ratones mutantes para CTSL 

muestran dentro de la población T CD4+ un importante aumento en el porcentaje de 

células Treg y una disminución en la frecuencia de células T convencionales. Respecto 

de los números absolutos, mientras que en los ganglios linfáticos el número absoluto de 

células Treg está aumentado, el de las células T convencionales se encuentra 

disminuido. Por su parte, el bazo muestra una disminución tanto en el número absoluto 

de células Treg como en el de células T convencionales. 

 

 

1.1.2- Capacidad inmunosupresora de las células CD4+CD25+ de los ratones 

mutantes para CTSL 

Con el objeto de evaluar la capacidad inmunosupresora de las células Treg de los 

ratones CTSLnkt/nkt, se purificaron por separación magnética células CD4+CD25+ de 

ganglios linfáticos de ratones CTSLnkt/nkt y sus controles BALB/c, y se estudió su 

capacidad supresora en reacciones de cultivo mixto alogeneico. Para este experimento, 

células CD4+CD25- de ganglios linfáticos de ratones BALB/c (respondedoras) fueron 

marcadas con CFSE y cocultivadas con células mononucleares de bazo de ratones 

AKR/J pretratadas con mitomicina C. Al cocultivo se agregaron, desde el comienzo, 

distintos números de células CD4+CD25+ mutanes para CTSL o wt. Luego de 4 días de 

cultivo el grado de proliferación de las células CD4+ respondedoras fue analizado por 

dilución de la marca del CFSE. Como se muestra en la figura 4 A, el porcentaje de 

inhibición de la proliferación causado por el agregado de células CD4+CD25+ mutantes 

o wt fue similar, resultando mayor el grado de inhibición de la proliferación a mayor 

concentración de células CD4+CD25+ (datos no mostrados). Resultados similares 

fueron obtenidos utilizando como respondedoras células mutantes para CTSL (figura 4 

B).  

Estos resultados indican que las células CD4+CD25+ derivadas de ganglios 

linfáticos de ratones CTSLnkt/nkt poseen una capacidad inmunosupresora similar a la de 

aquellas derivadas de ratones wt.  
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▬ Proliferación  CD4+ Balb/c  

▬ Proliferación en presencia de CD4+CD25+ Balb/c 

▬ Proliferación en presencia de CD4+CD25+ CTSL nkt/nkt  

▬ Proliferación CD4 + CTSLnkt/nkt  

▬ Proliferación en presencia de CD4+CD25+ Balb/c 

▬ Proliferación en presencia de CD4+CD25+ CTSL nkt/nkt  
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Figura 4: Actividad inmunosupresora de células CD4+CD25+ de ratones mutantes para CTSL. Se realizó 

un cultivo mixto linfocitario como se describe en Materiales y Métodos (2.105 células presentadoras 

AKR/J + 2.105 células CD4+CD25- respondedoras BALB/c o CTSLnkt/nkt marcadas con CFSE), al cual se 

le agregaron 0,5.105 o 1.105 células CD4+CD25+ purificadas de ganglios linfáticos de ratones CTSLnkt/nkt 

o wt. La proliferación se evaluó por FACS como la pérdida de intensidad del colorante CFSE en las 

células CD4+ respondedoras. A) Histograma representativo de la proliferación de células CD4+ 

provenientes de ratones wt en presencia o ausencia de 1.105 células CD4+CD25+ wt o CTSLnkt/nkt. B) 

Histograma representativo de la proliferación de células CD4+ provenientes de ratones CTSLnkt/nkt en 

presencia o ausencia de 1.105 células CD4+CD25+ wt o CTSLnkt/nkt. Se muestra un experimento 

representativo de dos independientes con resultados similares. 

 

 

1.1.3- Caracterización fenotípica de las células Treg en ratones CTSLnkt/nkt 

Para caracterizar la población Treg de los mutantes CTSLnkt/nkt, analizamos en 

las células CD4+CD25+ la expresión de los marcadores CD62Lhi, CD45RBlow y CTLA-

4. Como se muestra en la figura 5 A, todos los marcadores estudiados fueron 

expresados por un porcentaje similar de células CD4+CD25+ en los ratones CTSLnkt/nkt 

y sus controles wt. Por otro lado, estudios recientes han demostrado que las células Treg 

CD4+CD25+ no expresan o expresan bajos niveles del receptor para la IL-7 

(CD127)39,40. En la figura 5 B se ilustra la expresión de Foxp3 y CD127 en la población 

CD4+ de ratones mutantes para CTSL y controles, donde puede apreciarse el bajo nivel 
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de expresión de CD127 que presentan las células Foxp3+. No se observaron diferencias 

significativas en la expresión de CD127 dentro de la población CD4+CD25+ de los 

ganglios linfáticos de los ratones wt y CTSLnkt/nkt.  
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Figura 5: Expresión de CD62Lhi, CD45RBlow, CTLA-4 y CD127 en la población CD4+CD25+ de los 

ganglios linfáticos. Se midió por FACS la expresión de los marcadores CD62L, CD45RB, CTLA-4 

(intracelular) y CD127 en la población CD4+CD25+ de los ganglios linfáticos de ratones CTSLnkt/nkt y sus 

controles wt. (A) Se muestran histogramas representativos de la expresión de CD62L, CD45RB y CTLA-

4. Se indica el porcentaje de células CD4+CD25+ positivas para cada marcador. (B) Se muestra la 

expresión de CD127 dentro de la población CD4+CD25+ (izquierda) y un dot plot representativo de la 

expresión de Foxp3 y CD127 en la población CD4+ (derecha). El experimento se realizó dos veces con 

resultados similares. 

 

 

En conclusión, las células CD4+CD25+ de los ratones wt y mutantes para 

CTSL mostraron niveles de expresión similares de distintos marcadores de 

superficie asociados a las células Treg. 
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1.1.4- Células Treg en el timo de los ratones mutantes para CTSL 

Dados el aumento del porcentaje de células CD25+Foxp3+ en la población 

CD4+ de los órganos linfoides periféricos en los ratones CTSLnkt/nkt y el aumento en el 

número absoluto de células Treg en los ganglios linfáticos, investigamos mediante 

FACS el nivel de células Treg en el timo de dichos mutantes. Como puede observarse 

en la figura 6 A, en los ratones CTSLnkt/nkt el porcentaje de células CD25+Foxp3+ 

dentro de la población de timocitos CD4 SP resultó similar al de los ratones wt. 

Además, dadas las reducciones en el porcentaje y el número absoluto de timocitos CD4 

SP que presentan los mutantes para CTSL255 (figura 6 A y B), tanto el porcentaje de 

timocitos CD4+CD8-CD25+Foxp3+ dentro de la población total del timo como su 

número absoluto resultaron notablemente disminuidos (Figura 6 C y D).  

 

 

1.1.5- Alteraciones en la frecuencia de células Treg en la población CD4+ de 

ratones CTSLnkt/nkt neonatos 

Para investigar si la proporción de células Treg dentro de la población T CD4+ 

periférica de los ratones CTSLnkt/nkt se encontraba alterada desde los primeros días de 

vida, analizamos el porcentaje de células Foxp3+ en la población CD4+ de los ganglios 

linfáticos de ratones de entre 7 y 9 días de edad. La figura 7 A muestra que la población 

CD4+ de los ganglios linfáticos de los ratones CTSLnkt/nkt presentó el triple de células 

Foxp3+ que la de los ratones control. Además, al igual que en los adultos, el incremento 

de células Foxp3+ involucró aumentos en las subpoblaciones CD25+Foxp3+ y CD25-

Foxp3+ (figura 7 B). Sin embargo, a diferencia de lo observado en los ratones adultos, 

donde la subpoblación CD25-Foxp3+ constituye un mínimo porcentaje del total de 

células Foxp3+, en los ratones neonatos la proporción de células CD25+Foxp3+ y 

CD25-Foxp3+ dentro de la población CD4+ presentó valores similares.  

En lo que respecta a la proporción de células Foxp3+ en el timo, del mismo 

modo que en los adultos, la frecuencia de timocitos Foxp3+ dentro de la población CD4 

SP fue similar entre los ratones neonatos CTSLnkt/nkt y los controles (figura 7 C). 
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Figura 6: El timo de ratones CTSLnkt/nkt muestra una frecuencia normal de células CD25+Foxp3+ dentro 

de la población CD4 SP y una disminución en el número absoluto de timocitos Treg. Células de timo de 

ratones wt y CTSLnkt/nkt fueron marcadas con anticuerpos anti-CD4, anti-CD25, anti-CD8 y anti-Foxp3 

conjugados a distintos fluorocromos y analizadas por FACS. (A) Se muestran dot plots representativos de 

la expresión de CD25 y Foxp3 dentro de la población CD4 SP del timo de ratones wt y CTSLnkt/nkt. (B) 

Número absoluto de células CD4 SP. (C) Número absoluto de células CD4+CD8-CD25+Foxp3+. (D) 

Porcentaje de células CD4+CD8-CD25+Foxp3+ en el timo. Los datos se presentan como la media ± SD; 

n=4. ***p<0,001. Se muestra un experimento representativo de tres independientes con resultados 

similares. 
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Figura 7: A la semana de vida la población CD4+ de los ganglios linfáticos de los ratones CTSLnkt/nkt ya 

presenta alteraciones en la proporción de células Treg. Células provenientes de los ganglios linfáticos y el 

timo de ratones wt y CTSLnkt/nkt de entre 7 y 9 días de vida fueron marcadas con anticuerpos anti-CD4, 

anti-CD25, anti-CD8 y anti-Foxp3 y analizadas por FACS. (A) Porcentaje de células Foxp3+ en la 

población CD4+ de los ganglios linfáticos. (B) Porcentaje de células CD25+Foxp3+ y CD25-Foxp3+ 

dentro de la población CD4+ de los ganglios linfáticos. (C) Porcentaje de células Foxp3+ en la población 

CD4+CD8- del timo. Los datos se presentan como la media ± SD de dos ensayos independientes con 

resultados similares; n=7. **p<0,01; ***p<0,001.  

 

 

En conjunto nuestros resultados indican que la ausencia de actividad de 

CTSL correlaciona con un incremento en la proporción de células Treg dentro de 

la población T CD4+ de los órganos linfoides periféricos que no está asociado ni 

con un aumento en la frecuencia de células Treg dentro de los timocitos CD4 SP ni 

con un aumento en el número absoluto de células Treg en el timo. El aumento en la 

proporción de células Treg dentro de la población CD4+ periférica se encuentra 

establecido ya a la primer semana de vida de los ratones CTSLnkt/nkt . 
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1.2- Mecanismos periféricos involucrados en el aumento de células Treg en 

los ratones CTSLnkt/nkt 

 

El aumento en la frecuencia de células Treg en la población CD4+ de los 

órganos linfoides periféricos de los ratones CTSLnkt/nkt podría deberse a alguno de los 

siguientes mecanismos no necesariamente excluyentes: aumento en la exportación 

tímica de células Treg, disminución en sus niveles de apoptosis periférica, incremento 

en sus niveles de proliferación basal y/o adquisición del fenotipo CD25+Foxp3+ en la 

periferia. 

 

Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio indican que la exportación 

diaria de timocitos CD4+ a la periferia está disminuida en los ratones mutantes para 

CTSL255. Por otro lado, el análisis de la expresión de CD25 y Foxp3 en la población 

CD4 SP del timo mostró que el número de timocitos Treg se encuentra reducido a un 

cuarto del de los ratones normales. Aunque no puede descartarse la existencia de una 

emigración diferencial de timocitos CD4+CD25+Foxp3+, estos datos sugieren que el 

aumento en la frecuencia y el número de células Treg en los órganos linfoides 

periféricos en los mutantes para CTSL no derivaría de un aumento en su exportación 

tímica. Sugieren además que el aumento del número y la frecuencia de las células Treg 

dependerían de mecanismos actuantes en la periferia de los ratones CTSLnkt/nkt.  

 

 

1.2.1- El incremento en la proporción de células Treg en la población CD4+ de los 

órganos linfoides periféricos de los ratones CTSLnkt/nkt no correlaciona con una 

reducción en su nivel de apoptosis basal 

Con el objeto de investigar los factores que determinan el aumento en la 

frecuencia de células Treg dentro de la población CD4+ de los órganos linfoides 

periféricos en los ratones CTSLnkt/nkt, evaluamos si el nivel de apoptosis basal de los 

linfocitos Treg se encontraba alterado. Para ello, se investigó el porcentaje de apoptosis 

de células Treg CD4+CD25+ en los ganglios linfáticos y el bazo mediante tinción con 

anexina V y análisis por FACS.  
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La anexina V es una proteína que se une específicamente al fosfolípido 

fosfatidilserina, el cual se encuentra en la cara interna de la membrana plasmática y es 

expuesto en su cara externa cuando comienza el proceso de apoptosis. Cabe señalar que 

en estos ensayos no se determinó la expresión de Foxp3 dada la incompatibilidad de 

esta marcación intracelular con las técnicas utilizadas para determinar niveles de 

apoptosis. No obstante, en nuestras condiciones experimentales (ratones criados en 

ambientes libres de patógenos específicos) entre el 85-90% de las células CD4+CD25+ 

expresan Foxp3 (figura 1). 

En primer lugar, es importante destacar, que tanto en los ratones CTSLnkt/nkt 

como en los wt, la subpoblación CD4+CD25+ mostró un mayor porcentaje de células 

apoptóticas que su contraparte CD4+CD25- (figura 8). Por otro lado, en los ratones 

CTSLnkt/nkt los niveles de apoptosis de las células Treg CD4+CD25+ no resultaron 

reducidos con respecto a los controles. Más aún, en los ganglios linfáticos de los ratones 

CTSLnkt/nkt tanto los niveles de apoptosis de las células CD4+CD25+ como los de las 

CD4+CD25- resultaron aumentados en un factor de 2 con respecto a los controles 

(figura 8 A y B). Estos datos no avalan la hipótesis de que el aumento en la proporción 

de células Treg dentro de la población CD4+ en los ganglios de los ratones mutantes 

para CTSL se deba a una alteración diferencial en los niveles de apoptosis de las 

poblaciones Treg y T convencional. 

En el bazo el porcentaje de células apoptóticas en la población CD4+CD25- de 

los ratones mutantes duplicó el observado en los ratones wt, mientras que en la 

subpoblación CD4+CD25+ el aumento no resultó estadísticamente significativo (figura 

8 B). Estos datos correlacionan con una importante disminución en el número absoluto 

de esplenocitos CD4+CD25- en los ratones mutantes (wt: 12.106 ± 3.106; CTSLnkt/nkt: 

3,5.106 ± 0,3.106; p<0,05) y una disminución leve en la subpoblación CD4+CD25+ (wt: 

1,9.106 ± 0,2.106; CTSLnkt/nkt: 1,3.106 ± 0,2.106; p<0,05). 
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Figura 8: Apoptosis basal de las células Treg y T convencionales. Células de ganglios linfáticos y bazo 

de ratones wt y CTSLnkt/nkt fueron marcadas en superficie con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD25. El 

porcentaje de células apoptóticas fue determinado por marcación con anexina V y análisis por FACS. (A) 

Se muestran histogramas representativos de la detección de células apoptóticas en las poblaciones 

CD4+CD25+ y CD4+CD25- de los ganglios linfáticos. (B) Se indica el porcentaje de células 

CD4+CD25+ y CD4+CD25+ apoptóticas en los ganglios linfáticos y el bazo de ratones CTSLnkt/nkt y sus 

controles. Los datos se presentan como la media ± SD; n=4. *p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001. Se muestra 

un experimento representativo de tres independientes con resultados similares. 
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Estos resultados indican que en los mutantes CTSLnkt/nkt el aumento de la 

frecuencia de células Treg en la población T CD4+ de los ganglios linfáticos no 

deriva de una disminución en su nivel de apoptosis. Por el contrario, en el bazo, el 

incremento en la apoptosis de la subpoblación T convencional podría contribuir al 

aumento en la frecuencia de esplenocitos Treg dentro de la población CD4+, 

abriendo la posibilidad de que distintos mecanismos periféricos estén 

influenciando el aumento en la proporción de células Treg en dichos órganos 

linfoides. 

 

 

1.2.2- La mutación nkt está asociada con un incremento en los niveles de 

proliferación basal de las células Treg  

Continuamos analizando la proliferación in vivo de la población Treg en los 

órganos linfoides periféricos de los mutantes CTSLnkt/nkt mediante marcación con 5-

bromo-2-deoxiuridina (BrdU). La BrdU es un análogo de timidina capaz de 

incorporarse al DNA de células en proliferación durante la fase S del ciclo celular, la 

cual puede detectarse posteriormente utilizando un anticuerpo monoclonal.  

El ensayo se llevó a cabo inoculando vía i.p. 2 mg de BrdU durante dos días 

consecutivos en ratones mutantes y controles. Al día siguiente de la última inoculación 

los ratones fueron sacrificados y se determinaron los porcentajes de incorporación de 

BrdU en las poblaciones CD4+CD25+ y CD4+CD25- de los ganglios linfáticos y el 

bazo.  

Como puede observarse en la figura 9 A, las células Treg CD4+CD25+ y las T 

convencionales CD4+CD25- mostraron distintos niveles de incorporación de BrdU. 

Coincidiendo con resultados reportados por otros autores259, el porcentaje de células 

BrdU+ resultó mayor en la subpoblación Treg que en la T convencional, tanto en los 

ratones CTSLnkt/nkt como en los wt. En lo que respecta a la incorporación de BrdU por 

las células Treg, el porcentaje de células BrdU+ dentro de la población CD4+CD25+ de 

los ganglios linfáticos y el bazo de los ratones CTSLnkt/nkt resultó entre 2 a 3 veces 

mayor que en los ratones wt. No obstante, la proliferación de la población CD4+CD25- 

también resultó mayor en los ratones mutantes, tanto en los ganglios linfáticos como en 

el bazo (figura 9 A). La razón entre la incorporación de BrdU por las células Treg y las 
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células T convencionales en los ratones mutantes resultó similar a la de los ratones wt 

(figura 9 B). 
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Figura 9: Proliferación basal de células Treg y T convencionales por incorporación de BrdU a corto 

plazo. Ratones wt y CTSLnkt/nkt fueron inoculados i.p. con 2 mg de BrdU durante dos días consecutivos. 

Células de ganglios linfáticos y bazo fueron obtenidas y marcadas con anticuerpos anti-CD4, anti-CD25 y 

anti-BrdU y analizadas por FACS. (A) Porcentaje de incorporación de BrdU en células CD4+CD25+ y  

CD4+CD25-. (B) Se indica el porcentaje de células BrdU+ en la población CD4+CD25+ relativo al 

porcentaje de células CD4+CD25-BrdU+. Los valores indican la media ± SD (n=3). *p<0,05; **p<0,01. 

Se muestran resultados representativos de tres experimentos independientes con resultados similares. 
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Estos resultados indican que las tasas de proliferación basal de las células 

Treg y T convencionales se encuentran significativamente incrementadas en los 

órganos linfoides periféricos de los ratones CTSLnkt/nkt . El hecho de que la razón 

entre la incorporación de BrdU por las células CD4+CD25+ y las CD4+CD25- 

resulte de una magnitud similar en los ratones mutantes y en los ratones normales 

sugiere que el incremento en la proliferación no determinaría el aumento en la 

proporción de células Treg dentro de la población T CD4+ periférica. 

 

 

Para confirmar estos resultados, realizamos un ensayo de marcación con BrdU a 

largo plazo. Para ello, ratones CTSLnkt/nkt y sus controles wt fueron inyectados i.p. 

durante siete días consecutivos con 1 mg de BrdU. Luego del periodo de marcación, los 

animales fueron sacrificados y la incorporación de BrdU en las subpoblaciones 

CD4+CD25+ y CD4+CD25- analizada mediante citometría de flujo.  

De manera similar a lo observado en los experimentos de incorporación de BrdU 

a corto plazo, la frecuencia de células BrdU+ dentro de las subpoblaciones 

CD4+CD25+ y CD4+CD25- de los ganglios linfáticos y el bazo de los ratones 

CTSLnkt/nkt fue significativamente mayor que en los ratones wt (figura 10). 

Nuevamente, la razón entre la incorporación de BrdU por las células CD4+CD25+ y 

CD4+CD25- en los ratones CTSLnkt/nkt resultó similar a la de los ratones wt. 

 

Cabe destacar además, que el aumento en la incorporación de BrdU sólo tuvo 

lugar en la población T CD4+ de los ratones CTSLnkt/nkt, dado que tanto la población de 

células T citotóxicas, CD8+, como la población de linfocitos B, B220+, presentaron un 

porcentaje de células BrdU+ similar al de los ratones controles (figura 11).  
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Figura 10: Incorporación de BrdU a largo plazo. Ratones wt y CTSLnkt/nkt fueron inoculados i.p. con  1mg 

de BrdU durante siete días consecutivos. Células de ganglios linfáticos y bazo fueron obtenidas y 

marcadas con anticuerpos anti-CD4, anti-CD25 y anti-BrdU y analizadas por FACS. Se muestran 

histogramas representativos de la incorporación de BrdU por células CD4+CD25+ y CD4+CD25- de 

ganglios linfáticos (A) y bazo (B) de ratones wt y CTSLnkt/nkt. Los gráficos de barras indican el porcentaje 

de incorporación de BrdU. Los valores indican la media ± SD (n=3). **p<0,01; ***p<0,001. Se muestra 

un experimento representativo de dos independientes con resultados similares. 
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Figura 11: Incorporación de BrdU por linfocitos T y B en ratones mutantes para CTSL. Ratones wt y 

CTSLnkt/nkt fueron inoculados i.p. con 1 mg de BrdU por siete días consecutivos. Se obtuvieron células de 

ganglios linfáticos y bazo, se marcaron con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8, anti-B220 y anti-BrdU, y se 

analizó por FACS el porcentaje de incorporación de BrdU. Se muestran histogramas representativos de 

dos experimentos independientes con resultados similares.  

 

 

El conjunto de estos resultados indica que la falta de actividad de CTSL  

correlaciona con un incremento en los niveles de proliferación basal de las 

subpoblaciones CD4+ Treg y T convencional en los órganos linfoides periféricos. 

El hecho de que la razón entre la incorporación de BrdU por las células 

CD4+CD25+ y las CD4+CD25- resulte de una magnitud similar en los ratones 

CTSLnkt/nkt y en los wt no avala la hipótesis de que el aumento en la proliferación 

sea el factor causal del aumento en la proporción de células Treg dentro de la 

población T CD4+ periférica. 
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1.2.3- Conversión de células CD4+CD25-Foxp3- a células Treg en ausencia de 

actividad de CTSL  

Los resultados obtenidos hasta aquí nos llevaron a investigar si el aumento en la 

proporción de células Treg incluye un aumento en la conversión de células CD4+CD25-

Foxp3- a células CD4+CD25+Foxp3+ en los mutantes para CTSL.  

Investigamos en primer lugar si las células T convencionales de los ratones 

CTSLnkt/nkt presentan una mayor capacidad de conversión a células Treg que las células 

que poseen una CTSL funcional.  

Con este objetivo, comparamos en un sistema in vitro, la capacidad de 

conversión a células Foxp3+ de linfocitos CD4+CD25- derivados de ratones CTSLnkt/nkt 

y wt. Para ello, células CD4+CD25- provenientes de ganglios linfáticos de ratones 

CTSLnkt/nkt y wt, purificadas mediante separación magnética, fueron activadas con anti-

CD3 y anti-CD28 en presencia de TGF-β e IL-2, y mantenidas en cultivo en estas 

condiciones. Al cuarto día de cultivo se evaluó la conversión a células Treg analizando 

por FACS el porcentaje de células Foxp3+. 

En las condiciones ensayas no se detectaron diferencias en el grado de 

conversión in vitro a células Foxp3+ entre las células CD4+CD25- derivadas de ratones 

wt y mutantes para CTSL (wt: 32 ± 2%; CTSLnkt/nkt: 33 ± 2%; p>0,05) (figura 12 A). 

No obstante, en las células CD4+CD25- incubadas como control en ausencia de TGF-β 

e IL-2, observamos un mayor porcentaje de células Foxp3+ en las células derivadas de 

ratones CTSLnkt/nkt respecto de las provenientes de ratones wt (wt: 4 ± 1%; CTSLnkt/nkt: 7 

± 0,5%; p<0,05) (figura 12 B).  
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Figura 12. Células T CD4+CD25- provenientes de ratones CTSLnkt/nkt o sus controles wt fueron 

purificadas por MACS y coestimuladas con anti-CD3 y anti-CD28 en presencia o ausencia de TGF-β e 

IL-2. Luego de cuatro días de cultivo las células fueron cosechadas y se determinó mediante FACS la 

expresión de Foxp3. Se muestran histogramas representativos de la expresión de Foxp3+ en células 

CD4+CD25- cultivadas en presencia (A) o ausencia (B) de TGF-β e IL-2. EL ensayo fue repetido tres 

veces con resultados similares.  

 

 

Dado el mayor porcentaje de células Foxp3+ que mostraron las células 

CD4+CD25- provenientes de ratones CTSLnkt/nkt incubadas en ausencia de TGF-β e IL-

2 respecto de las provenientes de ratones normales, evaluamos si la inhibición in vitro 

de la actividad de CTSL promueve la generación de células Treg. Recientemente, Sugita 

y col. demostraron que células T CD4+ tratadas in vitro con los inhibidores de CTSL, 

CTLA-2α o CLIK-148, muestran mayores niveles de expresión para Foxp3 que las 

células T CD4+ incubadas en ausencia de estos inhibidores260. 

El experimento se llevó a cabo purificando células T CD4+CD25- derivadas de 

ratones wt por separación magnética e incubándolas con anti-CD3, en presencia o 

ausencia de un inhibidor específico para la CTSL (CTSL inhibitor II, Calbiochem). 
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Como se observa en la figura 13, en presencia del inhibidor el porcentaje de células  

que expresaron Foxp3 fue significativamente mayor que en su ausencia (wt: 4 ± 3%; 

CTSLnkt/nkt: 11 ± 2%; p<0,05).  
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Figura 13. Células CD4+CD25- derivadas de ratones wt fueron purificadas por MACS y estimuladas con 

anti-CD3 en presencia de un inhibidor para la CTSL (CTSL inhibitor II, 20 µM en DMSO) o de un 

volumen equivalente de DMSO. Luego de tres días de cultivo las células fueron cosechadas y se 

determinó por FACS el porcentaje de células Foxp3+. Se muestran histogramas representativos de la 

expresión de Foxp3+ en células CD4+CD25- cultivadas en ausencia (A) o presencia (B) del inhibidor 

para CTSL de un experimento representativo de 2 independientes. 

 

 

Estos resultados muestran que la inhibición in vitro de la actividad de CTSL 

en células CD4+CD25- incrementa la proporción de células Foxp3+. 
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RESUMEN DEL CAPÍTULO 1 

 

1. Los órganos linfoides periféricos de los ratones mutantes para CTSL 

muestran un aumento en la frecuencia de células Treg dentro de la 

población T CD4+ que no correlaciona con un incremento en la 

proporción de células Treg en la población CD4 SP del timo. El 

número absoluto de células Treg en los ratones CTSLnkt/nkt se 

encuentra incrementado en los ganglios linfáticos, levemente 

reducido en el bazo y severamente disminuido en el timo. 

2. La ausencia de actividad de CTSL genera incrementos en los niveles 

de apoptosis y proliferación basal de las células T CD4+ con fenotipo 

regulatorio y convencional. En los ganglios linfáticos, el importante 

aumento en la proliferación de las células Treg contribuiría al 

incremento en su número, aunque no queda clara su participación en 

el incremento en la proporción de células CD25+Foxp3+ dentro de la 

población T CD4+. En el bazo, el incremento diferencial en el nivel 

de apoptosis entre las células Treg y T convencionales podría 

contribuir al desbalance entre células Treg y T convencionales 

dentro de la población T CD4+.  

3. No se detectaron diferencias en el grado de conversión in vitro a 

células Foxp3+ de las células CD4+CD25- derivadas de ratones wt y 

mutantes para CTSL en presencia de estimulación y altas 

concentraciones de TGF-ββββ e IL-2. Sin embargo, ensayos realizados a 

partir de células CD4+CD25- de ratones wt en presencia de un 

inhibidor de la CTSL permitieron detectar un aumento en el 

porcentaje de células que expresaban Foxp3, sugiriendo que la falta 

de actividad de CTSL podría estar asociada a la conversión de 

células CD4+CD25-Foxp3- a Foxp3+. 
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CAPÍTULO 2. ESTABLECIEMIENTO Y CARACTERIZACIÓN FENO TÍPICA 

DE CULTIVOS DE CÉLULAS ESTROMALES DERIVADOS DE GANG LIOS 

LINFÁTICOS 

 

El estroma de los ganglios linfáticos está constituido por varios tipos celulares 

de origen endotelial y mesenquimal que proveen el microambiente adecuado para 

regular la entrada al ganglio, la proliferación, la sobrevida, y la función de las células 

del sistema inmune145. Las células estromales de los ganglios linfáticos son las 

encargadas de la secreción de una amplia variedad de quemoquinas, citoquinas, factores 

de crecimiento y la producción de moléculas de adhesión y ECM148,149. La producción 

de la ECM es llevada a cabo principalmente por los FRs. Mediante la síntesis y 

entrelazado de varios componentes de la ECM, los FRs son los responsables de la 

construcción de una complicada red reticular involucrada en la entrada, migración e 

interacción de los linfocitos en los ganglios linfoides146,153,184,261
. 

 

Para contar con una herramienta útil para investigar el efecto del microambiente 

de los órganos linfoides en la regulación de la población Treg, nos propusimos como 

objetivo desarrollar cultivos de células estromales de ganglios linfáticos. Dado que los 

ganglios son más ricos en células T que el bazo, consideramos que el establecimiento y 

la caracterización de estos cultivos resulta importante para el análisis de las células T. 

Además, considerando que las células estromales son las encargadas de la producción 

de la ECM en los ganglios linfáticos, y que los ratones CTSLnkt/nkt muestran un aumento 

en diversos componentes de la ECM en ese órgano, establecimos cultivos de células 

estromales derivados de ganglios linfáticos de ratones wt y CTSLnkt/nkt. 

 

 

2.1- Establecimiento y caracterización fenotípica de cultivos primarios de 

células estromales derivadas de ganglios linfáticos (cultivos de CEG) 

 

El establecimiento de cultivos de células estromales de ganglios linfáticos 

normales resulta extremadamente dificultoso182. Por tal motivo, su obtención se realiza 

habitualmente a partir de ganglios que presentan metástasis tumorales262. 
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Durante el desarrollo de la presente Tesis se ensayaron distintos protocolos para 

el establecimiento de cultivos de células estromales con resultados poco satisfactorios, 

siendo particularmente compleja la obtención de cultivos derivados de ganglios 

linfáticos wt. Finalmente, logramos establecer cultivos primarios de células estromales 

de ganglios linfáticos derivados de ratones wt (cultivos de CEG wt) y mutantes para 

CTSL (cultivos de CEG CTSLnkt/nkt) (figura 14). Ambos cultivos resultaron 

morfológicamente heterogéneos, y mostraron importantes diferencias tanto en su 

morfología como en su tasa de crecimiento. Los cultivos de CEG CTSLnkt/nkt resultaron 

de fácil obtención, alcanzando la confluencia a los 15-20 días posteriores a su 

establecimiento. Por su parte, la obtención de cultivos confluentes de CEG wt demoró 

más del doble de tiempo (40-50 días). 

 

         CEG wt    CEG CTSL nkt/nkt  
 

100X 100X 

 
 

Figura 14: Se muestran imágenes de los cultivos primarios de CEG derivados de ratones wt y CTSLnkt/nkt. 

Las células fueron teñidas con tinción 15 sobre la placa de cultivo y visualizadas por microscopia de 

inversión. 

 

 

La tipificación de los cultivos de CEG se llevó a cabo analizando la expresión de 

distintos marcadores de superficie mediante citometría de flujo. Como se indica en la 

tabla 1, el análisis por FACS resultó negativo para los marcadores linfoides CD4, CD8 

y B220, para el marcador de linaje endotelial CD31 (PECAM-1), para CD86 (B7-2) y 

para el marcador de células madre hematopoyéticas, Sca-1. Se observó una alta 

proporción de células positivas para el marcador de linaje dendrítico, CD11c, para el 

marcador linaje macrofágico, CD11b (Mac-1), y para el marcador de linaje 

hematopoyético, CD45. Asimismo, se observó un bajo nivel de expresión para las 
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moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (CMH II), y un alto 

nivel de expresión para el receptor de ácido hialurónico, CD44 (figura 15). 

 

Tabla 1: Tipificación de cultivos primarios de CEG derivados de ratones normales y CTSLnkt/nkt. 
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CEG      

wt 

+/- - - - ++ ++ +++ +++ +/- + - 

CEG 

CTSLnkt/nkt 

+/- - - - +++ +++ +++ +++ +/- + - 

 

Se obtuvo una suspensión celular a partir de cultivos primarios de CEG tal como se describe en 

Materiales y Métodos. Las células fueron incubadas con distintos anticuerpos y analizadas por FACS. Los 

símbolos indican: ausencia de expresión (-), 5-20% células positivas o bajo nivel de expresión (+), 20-

60% células positivas o nivel de expresión intermedio (++), > 60% células positivas o alto nivel de 

expresión (+++).  

 

  

          CD44                                           MHC II                                            CD45 

▬ Control de isotipo   

▬ CEG wt   

▬ CEG CTSLnkt/nkt  

          CD11c                               CD11b 

CMH II 

 
Figura 15: Análisis de marcadores de superficie en CEG wt y mutantes para CTSL. Se obtuvo una 

suspensión celular a partir de cultivos de CEG wt o mutantes para CTSL y se analizó por FACS la 

expresión de distintos marcadores de superficie. Se muestran histogramas representativos de la expresión 

de CD11c, CD11b, CD44, CMH II y CD45.  
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Estos resultados indican la obtención de cultivos de CEG heterogéneos,  con 

un predominio de células de origen hematopoyético, y presencia de diferentes 

linajes celulares, incluyendo macrófagos y CDs. Sugieren además, una mayor 

proporción de células de linaje macrofágico/dendrítico en los cultivos derivados de 

ganglios linfáticos mutantes para CTSL. 

 

En concordancia con la bibliografía182 consideraremos a esta monocapa 

heterogénea de células adherentes como representante del estroma primario de los 

ganglios linfáticos. 

 

 

2.2- Establecimiento y caracterización fenotípica de cultivos a largo plazo de 

células estromales derivadas de ganglios linfáticos (cultivos de LCEG) 

 

Dadas la heterogeneidad y la baja tasa de crecimiento de los cultivos primarios 

de CEG, como así también, la gran dificultad para la sincronización de los cultivos 

mutantes para CTSL y wt, se decidió establecer líneas celulares estromales por cultivo a 

largo plazo184. Para ello, células adherentes provenientes de ganglios de ratones 

normales y CTSLnkt/nkt fueron mantenidas en cultivo por pasajes sucesivos durante 

varios meses. A medida que se fue avanzando en los pasajes, los cultivos se fueron 

enriqueciendo en células de morfología fibroblástica de rápida tasa de crecimiento. 

Dichas células, alcanzaban rápidamente la confluencia, pero una vez lograda, perdían 

inmediatamente la capacidad de adhesión a la placa de cultivo impidiendo llevar a cabo 

los ensayos planificados. Por este motivo, decidimos desarrollar los distintos ensayos 

con los pasajes n° 9-12, los cuales denominaremos de aquí en más: cultivos de LCEG. 

Estos pasajes celulares o cultivos de LCEG resultaron mucho más homogéneos que los 

cultivos primarios, mostrando un predominio de células de morfología fibroblástica 

tanto en los cultivos derivados de ganglios mutantes para CTSL como en los wt (figura 

16). Además, tanto los cultivos mutantes para CTSL como los wt presentaron buena 

tasa de crecimiento, permitiendo una adecuada sincronización entre ambos cultivos. 
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               LCEG wt           LCEG CTSL nkt/nkt  

 

 

Figura 16: Se muestran imágenes de cultivos de LCEG (pasaje n°11). Las células fueron teñidas con 

tinción 15 sobre la placa de cultivo y visualizadas por microscopia de inversión. 

 

 

Para llevar a cabo la caracterización fenotípica de los cultivos de LCEG se 

realizaron ensayos de citometría de flujo y RT-PCR semicuantitativa. 

Como se muestra en la tabla 2, el análisis por FACS de marcadores de 

superficie resultó negativo para CD11c, CD11b, CD31, CD34, CD45 y CMH II, 

indicando la ausencia de CDs, macrófagos y células de linaje endotelial. Al mismo 

tiempo, se detectaron altos niveles de expresión para CMH I y para los marcadores 

CD40 y CD44, y niveles de expresión de Sca-1 bajos a intermedios. Además, se detectó 

expresión del marcador de FRs, gp38 (figura 17). 

 

Tabla 2: Tipificación de cultivos de LCEG derivados de ratones wt y mutantes para CTSL. 
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CEG      

wt 

- - - - - - +++ +++ +++ ++ + 

CEG 

CTSLnkt/nkt 

- - - - - - +++ +++ +++ + ++ 

 

 

Se obtuvo una suspensión celular a partir de cultivos de LCEG tal como se describe en Materiales y 

Métodos. Las células fueron incubadas con distintos anticuerpos y analizadas por FACS. Los símbolos 

indican: ausencia de expresión (-), bajo nivel de expresión (+), nivel de expresión intermedio (++), alto 

nivel de expresión (+++).  
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Figura 17: Análisis de marcadores de superficie en LCEG wt y mutantes para CTSL. Se analizó por 

FACS la expresión de distintos marcadores de superficie en LCEG wt y mutantes para CTSL. Se 

muestran histogramas representativos de la expresión de CD45, CMH I, CD40, gp38 y Sca-1. 
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En coherencia con la observación morfológica, el análisis por FACS indicó la 

obtención de cultivos celulares relativamente homogéneos, con ausencia de células de 

linaje hematopoyético (CD45-) y presencia de uno de los principales tipos celulares 

estromales involucrados en la producción de ECM, los FRs (CD45-, gp38+, CD31-). 

Cabe mencionar además, que los cultivos derivados de ratones CTSLnkt/nkt 

presentaron un mayor nivel de expresión para el marcador gp38 y un menor nivel de 

expresión de Sca-1 respecto de los cultivos de LCEG derivados de ratones normales. 

 

Se evaluó además por RT-PCR la expresión de genes relacionados con las 

células estromales, como así también de TGF-β, dado su importante rol en la inducción 

de células Treg periféricas. Para ello, se extrajo RNA de los cultivos de LCEG y se 

analizó mediante RT-PCR el perfil de expresión génica. Se detectó expresión de mRNA 

para todas las proteínas ensayadas, a saber: las citoquinas IL-6 e IL-7, las proteínas de la 

ECM, fibronectina y colágeno I, las quemoquinas CCL21 y CXCL13 (BLC), esta 

última sintetizada por CDFs, el marcador de FRs, gp38/podoplanina, y el TGF-β 

(figura 18). 

Los resultados obtenidos mostraron una tendencia hacia mayores niveles de 

expresión de mRNA para fibronectina, TGF-β e IL-6 en los cultivos derivados de 

ganglios mutantes para CTSL (figura 18). Por otra parte, la detección de mRNA para 

CXCL13, sugiere la presencia de CDFs. 

 

En base a la detección de mRNA para TGF-β en los cultivos de LCEG, y al 

incremento en su nivel de expresión en las células estromales derivadas de ratones 

CTSLnkt/nkt, se cuantificaron por la técnica de ELISA los niveles basales de TGF-β1 en 

los cultivos de LCEG obtenidos de ratones normales y mutantes para CTSL. La 

detección por ELISA de TGF-β1 (figura 19) ratificó los resultados obtenidos por RT-

PCR semicuantitativa, mostrando una mayor expresión basal de TGF-β1 en las células 

estromales derivadas de ganglios linfáticos de ratones CTSLnkt/nkt. 
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Figura 18: Se extrajo RNA del pasaje n° 11 de LCEG wt y mutantes para CTSL. Se realizaron ensayos 

de RT-PCR utilizando primers específicos para medir los niveles de expresión de las proteínas indicadas. 

(A) Se muestra un ciclo de amplificación representativo. (B) Las bandas fueron cuantificadas con el 

programa Scion image y los datos relativizados a la expresión de HPRT. Se grafica la expresión relativa 

de fibronectina, TGF-β e IL-6 con respecto a la expresión de HPRT de la misma muestra. El experimento 

se realizó tres veces con resultados similares. FN: fibronectina; Col I: colágeno I. 
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Figura 19: Expresión de TGF-β1 por cultivos de LCEG. Se colectó sobrenadante de 48 hs de cultivos de 

LCEG (pasaje n°10) mantenidos en ausencia de SFB. La producción de TGF-β1 se midió por ELISA. Los 

datos indican la media ± SD (n=3); p<0,05. Se muestran resultados representativos de un ensayo de tres 

independientes. 

 

 

En conjunto, estos resultados indican la obtención de cultivos de estroma de 

buena tasa de crecimiento y morfología fibroblástica, con ausencia de células de 

linaje hematopoyético, presencia de células de origen mesenquimal como FRs y 

CDFs, y capacidad para sintetizar, entre otras moléculas, TGF-ββββ1. 
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RESUMEN DEL CAPÍTULO 2 

 

1. Establecimos y caracterizamos cultivos primarios de células 

estromales derivados de ganglios linfáticos de ratones wt y 

CTSLnkt/nkt . Tanto los cultivos de CEG wt como los mutantes para 

CTSL resultaron morfológicamente heterogéneos. El análisis por 

FACS de marcadores de superficie indicó un predominio de células 

de linaje hematopoyético, con presencia de células de linaje 

macrofágico y dendrítico. Asimismo, la proporción de células de 

linaje macrofágico/dendrítico resultó mayor en los cultivos derivados 

de ratones CTSLnkt/nkt . 

2. A partir de los cultivos primarios de CEG, establecimos cultivos de 

LCEG. Estos cultivos resultaron más homogéneos, mostraron 

ausencia de células de linaje hematopoyético, presencia de FRs y 

CDFs, y capacidad para sintetizar, entre otras moléculas, TGF-ββββ. La 

síntesis de TGF-ββββ resultó notablemente incrementada en los cultivos 

de LCEG derivados de ratones mutantes para CTSL. 
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CAPÍTULO 3. INFLUENCIA DEL MICROAMBIENTE DE LOS GAN GLIOS 

LINFÁTICOS EN LA PROLIFERACIÓN DE CÉLULAS T CD4+ 

REGULATORIAS: ROL DE LA CTSL 

 

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que los ganglios 

linfáticos de los ratones CTSLnkt/nkt presentan adenomegalia y alteraciones en las 

poblaciones linfoides, observándose un aumento en el porcentaje y número absoluto de 

células B y T CD8+, y una disminución en la frecuencia de células T CD4+. No 

obstante, el número absoluto de células T CD4+ es normal. Se determinó además que la 

CTSL desempeña un rol importante en la regulación de la composición de la ECM de 

los órganos linfoides centrales y periféricos, y que a través de esta actividad sobre la 

ECM interviene en la regulación del número y la composición de las poblaciones 

linfoides periféricas255. En este sentido, se demostró que los ratones CTSLnkt/nkt 

presentan alteraciones en la expresión de las glicoporteínas de la ECM en el timo y en 

los ganglios linfáticos, observándose niveles de laminina, fibronectina y colágenos tipo 

I y IV disminuidos en el timo y aumentados en los ganglios linfáticos255. 

 

En el Capítulo 1 demostramos que en ausencia de actividad de CTSL los niveles 

de proliferación basal de las células T CD4+ regulatorias y convencionales están 

aumentados, mientras que la proliferación de los linfocitos T CD8+ y de las células B 

no está modificada. En base a estos resultados decidimos investigar si la falta de 

actividad de CTSL en el microambiente de los ganglios linfáticos influencia la 

proliferación de las subpoblaciones CD4+ Treg y T convencional. 

 

3.1.- Influencia de las células estromales de los ganglios linfáticos sobre la 

proliferación de células CD4+ Treg y T convencionales  

 

Con el propósito de investigar si las células estromales afectan la proliferación 

de los linfocitos CD4+ Treg y T convencionales, y si la falta de actividad de CTSL en el 

estroma influencia la proliferación de dichas poblaciones linfoides, evaluamos el efecto 

de los cultivos de CEG wt y mutantes para CTSL sobre la proliferación in vitro de 

células Treg y T convencionales. 
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Se sabe que las células T naive cultivadas in vitro en ausencia de estimulación 

no proliferan y mueren rápidamente por apoptosis. Por este motivo, evaluamos en 

primer lugar, si la presencia de células estromales afectaba el ciclo celular y/o el estado 

de activación de células T CD4+ en cultivo. Para ello, incubamos linfocitos 

provenientes de ganglios linfáticos de ratones normales BALB/c con CEG wt y 

CTSLnkt/nkt, y analizamos a distintos días de cocultivo (días 0, 1, 2, 3 y 7) en qué fase del 

ciclo celular se encontraban las células CD4+ mediante marcación con ioduro de 

propidio (IP) y análisis por FACS. El IP es un agente intercalante de ácidos nucleicos 

utilizado para evaluar viabilidad y ciclo celular por citometría de flujo.  

El análisis de la marcación con IP mostró que, en todos los días analizados, 

alrededor del 99% de los linfocitos CD4+ se encontraban en la fase G0/G1 del ciclo 

celular, hallándose sólo un mínimo porcentaje en la fase S de síntesis de DNA (datos no 

mostrados).  

Para investigar si la presencia de las CEG inducía cambios en el estado de 

activación de las células CD4+, examinamos la expresión de los marcadores de 

superficie CD62L y CD44 en células CD4+ provenientes de ratones wt frescas o 

cocultivadas con CEG durante 48 hs. Como se muestra en la figura 20 A, la población 

CD4+ conservó el fenotipo naive CD62LhiCD44lo después de 48 hs de cocultivo con 

CEG wt o mutantes para CTSL. Se evaluó además la expresión del marcador temprano 

de activación linfocitaria, CD69, resultando prácticamente la totalidad de las células 

CD4+ negativas para este marcador (figura 20 B). De este modo, se comprobó que las 

células CD4+ cocultivadas con células estromales mantienen un fenotipo naive.  

 

Cabe mencionar, que al igual que la células CD4+ cocultivadas con CEG, 

aproximadamente el 99% de los linfocitos CD4+ incubados con LCEG se encontraron 

en la fase G0/G1 del ciclo celular, y no mostraron alteraciones en su estado de 

activación (datos no mostrados). 
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Figura 20. Estado de activación de células CD4+ cocultivadas con estroma. Células de ganglios linfáticos 

de ratones BALB/c frescas o cultivadas (2.106 células) por 48 hs en presencia de una monocapa de CEG 

wt o CTSLnkt/nkt fueron marcadas con anticuerpos anti-CD4, anti-CD62L, anti-CD44 y anti-CD69 

conjugados a distintos fluorocromos y analizadas por FACS. Se muestran dot plots representativos de la 

expresión de CD62L y CD44 (A) y de CD69 (B). Se realizaron tres experimentos con resultados 

similares. 

 

 

Estos resultados indican que el cocultivo de células linfoides con células 

estromales derivadas de ganglios linfáticos no altera el estado de activación ni 

induce proliferación en la población T CD4+.  

 

 



Resultados 
 

   
 

 95 

Se llevaron a cabo entonces ensayos de cultivo mixto linfocitario en presencia de 

CEG con el objetivo de analizar el efecto de las CEG en la proliferación de las células 

CD4+. Para ello, se utilizaron como células respondedoras linfocitos CD4+ purificados 

por MACS o linfocitos totales de ganglios linfáticos provenientes de ratones BALB/c 

(marcados con CFSE), y como células estimuladoras, esplenocitos alogeneicos (tratados 

previamente con mitomicina C para inhibir su proliferación). Los cultivos mixtos 

linfocitarios se desarrollaron en presencia o ausencia de una monocapa de CEG wt o 

mutantes para CTSL. Al cuarto día de cocultivo, se evaluó en la población respondedora 

la proliferación de las subpoblaciones CD4+Foxp3+ y CD4+Foxp3- por dilución de la 

marca del CFSE.  

Como se muestra en la figura 21, detectamos proliferación de células 

CD4+Foxp3+ y CD4+Foxp3- tanto en presencia como en ausencia de CEG, resultando 

mayor, en ambas condiciones, la proliferación de la subpoblación CD4+Foxp3+. Se 

observó que la presencia de CEG incrementa de modo significativo la proliferación de 

la subpoblación CD4+Foxp3+, no observándose diferencias significativas en los 

cocultivos desarrollados con estroma mutante y wt (CEG wt: 45 ± 3%; CEG CTSLnkt/nkt: 

40 ± 7%; sin CEG: 29 ± 2%) (figura 21 A). Por su parte, la proliferación de la 

subpoblación CD4+Foxp3- no resultó alterada por la presencia de CEG (figura 21 B). 

Asimismo, en ausencia de estimulación, no se detectó proliferación ni de células 

CD4+Foxp3+ ni de CD4+Foxp3-, independientemente de la presencia o no de CEG 

(datos no mostrados). 
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Figura 21: Se realizaron cultivos mixtos linfocitarios (1.106 células presentadoras AKR/J + 1.106 células 

respondedoras BALB/c marcadas con CFSE) en presencia o ausencia de una monocapa confluente de 

CEG wt o CTSLnkt/nkt. La proliferación se evaluó por FACS como la pérdida de intensidad del colorante 

CFSE en las subpoblaciones CD4+Foxp3+ (A) y CD4+Foxp3- (B). Se muestran histogramas 

representativos de un experimento de un total de 3 independientes con resultados similares. 

 

 

Para evaluar si los cultivos de LCEG conservaban la capacidad de los cultivos 

primarios de incrementar la proliferación de la población Treg en ensayos de cultivo 

mixto alogeneico, se llevaron a cabo ensayos como los descriptos anteriormente pero 

utilizando cultivos de LCEG en lugar de cultivos primarios.  

Sin embargo, tal como se ilustra en la figura 22, las LCEG fueron incapaces de 

incrementar la proliferación de las células CD4+Foxp3+. Más aún, por motivos que 

restan ser determinados, las LCEG carentes de actividad de CTSL inhibieron la 
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proliferación de las células CD4+Foxp3+ (figura 22 A). En lo que respecta a la 

proliferación de la población CD4+Foxp3-, la misma permaneció inalterada por la 

presencia de LCEG, tal como ocurrió en presencia de cultivos de CEG (figura 22 B). 

 

 

  

CD4+Foxp3-CFSE+ 

0

5

10

15

20

25

30

Sin LCEG LCEG wt LCEG nkt

%
 P

ro
lif

er
ac

ió
n

 Sin LCEG     LCEG wt   LCEG CTSL nkt/nkt  

%
 P

ro
lif

er
ac

ió
n 

E
ve

nt
os

 

CFSE 

▬ Sin LCEG  

▬ LCEG wt 

▬ LCEG CTSL nkt/nkt  

CD4+Foxp3+CFSE+ 

CFSE 

E
ve

nt
os

 

▬ Sin LCEG  

▬ LCEG wt 

▬ LCEG CTSL nkt/nkt  

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

Sin LCEG LCEG wt LCEG nkt

%
 P

ro
lif

er
ac

ió
n

%
 P

ro
lif

er
ac

ió
n 

*  

 Sin LCEG     LCEG wt   LCEG CTSL nkt/nkt  

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 

 
Figura 22: Se llevaron a cabo ensayos de cultivo mixto linfocitario (1.106 células presentadoras AKR/J + 

1.106 células respondedoras BALB/c marcadas con CFSE) en presencia o ausencia de una monocapa de 

LCEG wt o mutantes para CTSL en confluencia. Se analizó por FACS la proliferación como la pérdida de 

intensidad del colorante CFSE en las subpoblaciones respondedoras CD4+Foxp3+ (A) y CD4+Foxp3- 

(B). Se muestran histogramas representativos. Se grafica el promedio del porcentaje de proliferación ± 

SD de un experimento representativo de tres. *p<0,05. 

 

 

Paralelamente, analizamos el porcentaje de células Foxp3 dentro de la población 

CD4+. Como se muestra en la figura 23, no se observaron diferencias en el porcentaje 
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de células Foxp3+ dentro de la población CD4+ cocultivada con CEG wt o mutantes 

para CTSL. Paradójicamente, a pesar del incremento en la proliferación de las células 

Foxp3+ en presencia de CEG, el porcentaje de células Foxp3+ dentro de las células 

CD4+ cultivadas en ausencia de CEG duplicó el observado cuando los cultivos se 

desarrollaron en su presencia (figura 23). Resultados similares fueron obtenidos en los 

cultivos mixtos linfocitarios llevados a cabo en presencia o ausencia de LCEG (figura 

24).  
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Figura 23: Células provenientes de ganglios linfáticos de ratones normales o células wt CD4+ purificadas 

por MACS fueron culitvadas con o sin CEG confluentes en ausencia o presencia de estimulación 

alogeneica (1.106 células presentadoras AKR/J + 1.106 células respondedoras BALB/c marcadas con 

CFSE). Luego de 4 días de cocultivo se analizó por FACS el porcentaje de células Foxp3+ dentro de la 

población CD4+ respondedora. (A) Se muestran histogramas representativos. (B) Los valores 

corresponden al promedio ± SD (n=3) de un experimento representativo de tres independientes. 

**p<0,01; ***p<0,001.  
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Figura 24: Se realizaron ensayos de cultivo mixto alogeneico en presencia o ausencia de LCEG wt y 

mutantes para CTSL confluentes como se describe en Materiales y Métodos (1.106 células presentadoras 

AKR/J + 1.106 células respondedoras BALB/c marcadas con CFSE). Al cuarto día de cultivo se analizó 

por FACS el porcentaje de células Foxp3+ dentro de la población CD4+ respondedora. Se muestra un 

histograma representativo. Los gráficos de barras indican el promedio ± SD de un experimento de tres 

independientes con resultados similares (n=3); **p<0,01; ***p<0,001.  

 

 

Estos resultados sugieren que en estas condiciones experimentales, existiría una 

diferencia en la sobrevida de las células Foxp3+ y Foxp3-. El análisis de los perfiles de 

tamaño vs. complejidad indicó que en presencia de estroma el porcentaje de células que 

mostraron un bajo perfil de tamaño vs. complejidad fue escaso (figura 25). Postulamos 

entonces que el cultivo con el estroma incrementaría la viabilidad de las células en 

cocultivo, y conferiría a las células CD4+Foxp3- una mayor sobrevida respecto de las 

CD4+Foxp3+. De esta manera un aumento en la proporción de células Foxp3- viables 

dentro de la población CD4+ en presencia de células estromales, se observaría como 

una disminución en la frecuencia de las células Foxp3+. Como se describirá en el 

Capítulo 4, hemos observado que en ausencia de estimulación el estroma de los ganglios 

linfoides incrementa la viabilidad en cultivo de las células T CD4+, ejerciendo un 

mayor efecto sobre la viabilidad de las células CD4+CD25- que sobre las CD4+CD25+. 
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Figura 25: Se muestran perfiles representativos de tamaño vs complejidad de cultivos mixtos linfocitarios 

(1.106 células presentadoras AKR/J + 1.106 células respondedoras BALB/c marcadas con CFSE) 

realizados en presencia o ausencia de células estromales. Se indica el porcentaje de células linfocitarias 

que muestran un bajo perfil de tamaño vs. complejidad. 

 

 

En conjunto estos resultados indican que la presencia de CEG en ensayos de 

cultivo mixto linfocitario incrementa la proliferac ión de las células CD4+Foxp3+, 

mientras que no altera la proliferación de las células T convencionales. Asimismo, 

el o los tipos celulares estromales responsables del aumento en la proliferación de 

las células CD4+Foxp3+ no estarían presentes en los cultivos de LCEG. Estos 

resultados sugieren que los FRs y las CDFs no determinarían per se el aumento en 

la proliferación de las células Treg. Por otro lado, en las condiciones 

experimentales empleadas, no detectamos efectos de la ausencia de actividad de 

CTSL sobre el aumento de la proliferación de las células Treg mediado por CEG. 

Dado que a pesar del aumento en el nivel de proliferación de las células 

Foxp3+ en presencia de CEG el porcentaje de células Foxp3+ disminuyó, 

hipotetizamos que las células estromales aumentarían diferencialmente la 

viabilidad de las células Foxp3-.  
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3.2- Influencia de la mutación nkt en las células linfoides y en su 

microambiente sobre la proliferación de las poblaciones Treg y T 

convencional  

 

Por último, investigamos mediante ensayos in vivo si las alteraciones en la 

proliferación de las células CD4+ Treg y T convencionales estaban asociadas a la falta 

de actividad de CTSL en los linfocitos y/o en su entorno. Para ello, células de ganglio 

de ratones CTSLnkt/nkt o wt fueron marcadas con CFSE e inoculadas en forma 

endovenosa en ratones normales y mutantes para CTSL. Al día 7 post-inoculación se 

obtuvieron los ganglios linfáticos y se analizó en primer lugar el porcentaje de 

proliferación de las células CD4+CFSE+. La figura 26 muestra que tanto la 

proliferación de los linfocitos CD4+ provenientes de ratones wt como la de los 

derivados de ratones CTSLnkt/nkt resultó mayor en el microambiente de los ganglios 

linfáticos mutantes para CTSL. Al mismo tiempo, tanto en los huéspedes wt como en 

los CTSLnkt/nkt, los linfocitos CD4+ mutantes para CTSL mostraron un nivel de 

proliferación superior al de las células CD4+ wt (figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Linfocitos de ganglios linfáticos de ratones CTSLnkt/nkt y wt fueron marcados con CFSE e 

inoculados (20.106 células) en huéspedes normales y mutantes para CTSL. Siete días después, los ratones 

fueron sacrificados, se obtuvieron células de ganglios linfáticos y se analizó por FACS el nivel de 

proliferación de la población CD4+CFSE+ mediante dilución de la marca del CFSE. Los datos 

representan la media ± SD de dos ensayos independientes con resultados similares, n=6. *p<0,05; 

**p<0,01; *** p<0,001.  
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Estos resultados sugieren que la ausencia de actividad de CTSL en los 

linfocitos afecta per se la proliferación de los linfocitos T CD4+ y que, la ausencia 

de CTSL funcional en el microambiente de los ganglios linfáticos también 

influencia la tasa de proliferación de las células T CD4+. 

 

 

De la misma forma, se analizó en las células CD4+CFSE+, el nivel de 

proliferación de las subpoblaciones Foxp3- y Foxp3+ para determinar si la falta de 

actividad de CTSL en los linfocitos y/o en su entorno afectaban de manera diferencial 

sus respectivas tasas de proliferación.  

La figura 27 muestra que tanto en los huéspedes normales como en los 

CTSLnkt/nkt, las células CD4+Foxp3- carentes de actividad para CTSL presentaron un 

nivel de proliferación superior al de las wt. También se observó una mayor proliferación 

de células CD4+Foxp3- normales y mutantes en los ganglios linfáticos de los ratones 

CTSLnkt/nkt. 
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Figura 27: Se inocularon 20.106 células provenientes de ganglios linfáticos de ratones CTSLnkt/nkt o wt 

marcadas con CFSE en huéspedes wt y CTSLnkt/nkt. Siete días después, los ratones fueron sacrificados, se 

obtuvieron células de ganglios linfáticos y se analizó por FACS la proliferación de las células 

CD4+Foxp3-CFSE+ mediante dilución de la marca del CFSE. Los datos representan la media ± SD de 

dos ensayos independientes con resultados similares, n=6. *p<0,05; **p<0,01.  
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Figura 28: Se inocularon 20.106 células provenientes de ganglios linfáticos de ratones CTSLnkt/nkt o wt 

marcadas con CFSE en huéspedes wt y CTSLnkt/nkt. Siete días después, se obtuvieron células de ganglios 

linfáticos y se analizó por FACS la proliferación de las células CD4+Foxp3+CFSE+ por dilución de la 

marca del CFSE. Se muestran dot plots de un experimento representativo. Los gráficos de barras 

representan la media ± SD de dos ensayos independientes con resultados similares, n=6. *p<0,05; 

**p<0,01.  

 

 

Como puede observarse en la figura 28, tanto el nivel de proliferación de los 

linfocitos CD4+Foxp3+ mutantes para CTSL como el de los normales resultó mayor en 

los ganglios linfáticos de los ratones CTSLnkt/nkt. Cuando se compararon los niveles de 

proliferación de las células mutantes para CTSL con las wt, aunque las diferencias no 
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fueron significativas, se observó una tendencia hacia mayores niveles de proliferación 

en las células Treg mutantes para CTSL en cada tipo de huésped analizado. 

Cabe mencionar además, que en concordancia con los experimentos de 

incorporación de BrdU, el nivel de proliferación de las células Treg resultó 

significativamente mayor que el de las T convencionales. 

 

En conjunto estos resultados sugieren que tanto la mutación nkt en los 

linfocitos como en el microambiente de los ganglios linfoides, aumentan el nivel de 

proliferación de las células CD4+Foxp3-. Sugieren además que la proliferación de 

la subpoblación Treg estaría influenciada por la ausencia de actividad CTSL en el 

entorno.  
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RESUMEN DEL CAPÍTULO 3 

 

1. Mediante ensayos de estimulación alogeneica demostramos que las 

CEG incrementan la proliferación in vitro de las células Treg, 

mientras que no influencian la proliferación in vitro de su 

contraparte T convencional. En las condiciones experimentales 

ensayadas no se detectaron diferencias en el efecto de las CEG 

derivadas de ratones wt y CTSLnkt/nkt . Paradójicamente, en ausencia 

de CEG se observa un aumento en el porcentaje de células Foxp3+. 

Hipotetizamos que el estroma tendría un efecto diferencial sobre la 

viabilidad de las células Foxp3+ y Foxp3-. Las LCEG no 

aumentaron la proliferación de las células Treg, sugiriendo que los 

FRs y las CDFs no determinarían per se el aumento en la 

proliferación de los linfocitos Treg. Las LCEG derivadas de ganglios 

de ratones mutantes disminuyeron la proliferación de las células 

Treg. 

2. A través de ensayos in vivo de transferencia cruzada de linfocitos 

demostramos que tanto la falta de actividad de CTSL en las células 

linfoides como en el microambiente que las rodea, aumentan la tasa 

de proliferación de las células CD4+Foxp3-, mientras que la 

proliferación basal de la subpoblación Treg resultó influenciada por 

la ausencia de actividad de CTSL en su entorno.    
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CAPÍTULO 4. INFLUENCIA DE LAS CÉLULAS ESTROMALES DE RIVADAS 

DE GANGLIOS LINFÁTICOS EN LA SOBREVIDA DE LAS CÉLUL AS TREG   

 

El número de células T en la periferia se encuentra estrictamente regulado 

mediante un balance entre la llegada de células desde el timo, la proliferación y la 

muerte celular. Los linfocitos T naive son células de prolongada sobrevida en interfase 

que compiten en la periferia por cantidades limitantes de factores de sobrevida que 

regulan el mantenimiento de un número adecuado de células T263,264. Estudios recientes 

han demostrado que las células estromales desempeñan un papel fundamental en el 

mantenimiento de la sobrevida linfocitaria en los órganos linfoides periféricos, y se ha 

identificado en los ganglios linfáticos a los FRs de la zona T como la fuente principal en 

dicho órgano de IL-7, citoquina crítica para la sobrevida de las células T naive.  

En lo que respecta a la población Treg se ha demostrado que la IL-2 es un factor 

clave para el mantenimiento de su sobrevida57,60, y estudios recientes sugieren que 

distintas citoquinas de cadena gamma regularían la sobrevida de la población Treg 

periférica265. Asimismo, se ha sugerido que la señalización a través del CD28 y el TGF-

β también serían importantes para promover la sobrevida de dichas células en la 

periferia49,62. Sin embargo, muchos de los factores involucrados en el mantenimiento de 

la sobrevida in vivo e in vitro de la población Treg no han sido aún identificados, y nada 

se sabe acerca del rol del estroma de los ganglios linfáticos en la sobrevida de la 

población Treg. 

 

 

4.1- Efecto de las células estromales en la sobrevida de las células T CD4+ 

 

4.1.1- Influencia de los cultivos de CEG en la viabilidad in vitro de las células T 

CD4+ 

Previamente, Zhou y col. habían reportado que cultivos de células estromales 

derivados de ganglios linfáticos de ratones KO para el IL-2Rβ eran capaces de 

incrementar la sobrevida en cultivo de las células T. Reportaron además, que intentaron 

establecer líneas celulares estromales pero que sus cultivos perdían la capacidad de 

prevenir la muerte celular de las células T al cabo de 2 semanas de establecidos182. En 
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un estudio más reciente, Link y col. demostraron que los FRs de la zona T de los 

ganglios linfáticos previenen -mediante la secreción de IL-7 y CCL19- la muerte celular 

in vitro de los linfocitos T vírgenes, aunque son incapaces de prevenir la muerte en 

cultivo de las células B150.  

 

Con el objeto de investigar el efecto de nuestros cultivos de estroma sobre la 

viabilidad de las células T CD4+, incubamos linfocitos provenientes de ganglios 

linfáticos de ratones normales BALB/c con CEG wt y mutantes para CTSL, y 

analizamos a distintos días de cocultivo la viabilidad de la población CD4+ por 

marcación con IP y análisis por FACS.  

En concordancia con los reportes mencionados anteriormente, el cocultivo con 

las células estromales incrementó notablemente la viabilidad de los linfocitos CD4+. 

Cuando las células fueron cultivadas en medio completo, al día 2 de cultivo se observó 

aproximadamente un 60 % de células CD4+ viables. La presencia en el cultivo de CEG 

incrementó este porcentaje a más de un 95%. Esta capacidad de las CEG para 

incrementar la sobrevida de las células T CD4+ se mantuvo inalterada, al menos, 

durante 8 días, y resultó similar en las CEG wt y mutantes para CTSL (figura 29).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Células de ganglios linfáticos de ratones normales BALB/c (2.106 células) fueron cultivadas 

en presencia o ausencia de una monocapa de CEG y cosechadas a distintos tiempos. El porcentaje de 

células viables dentro de la población CD4+ (A) y en el total de linfocitos cultivados (B) se determinó por 

FACS mediante marcación con IP y anti-CD4. (♦) CEG wt; (■) CEG CTSLnkt/nkt; (▲) ausencia de CEG.  

Los datos se expresan como la media ± SD (n=3). Se muestra un experimento representativo de tres 

independientes con resultados similares. 
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De este modo, nuestros cultivos de CEG -al igual que los establecidos por 

Zhou y col.- incrementan la viabilidad en cultivo de las células T naive CD4+. 

 

 

4.1.2- Influencia de los cultivos de LCEG en la viabilidad de las células T CD4+ 

Con el objeto de investigar si los cultivos de LCEG conservaban la capacidad de 

las cultivos primarios de mantener la viabilidad de las células CD4+ en cultivo, 

evaluamos mediante marcación con IP y análisis por FACS, la viabilidad de células T 

CD4+ cocultivadas con LCEG wt y mutantes para CTSL. Como puede observarse en la 

figura 30, la presencia de LCEG mantuvo prácticamente inalterada la viabilidad de las 

células CD4+ durante los 7 días que duró el ensayo. Por el contrario, cuando las células 

fueron cultivadas en ausencia de LCEG la viabilidad celular disminuyó en un 50% al 

cabo de 3 días de cultivo (figura 30). En las condiciones ensayadas, el incremento en la 

viabilidad de las células CD4+ resultó similar en presencia de células estromales wt y 

CTSLnkt/nkt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Células de ganglios linfáticos de ratones BALB/c (2.106 células) fueron cocultivadas con 

monocapas de LCEG wt y mutantes para CTSL y cosechadas a distintos tiempos. La viabilidad de las 

células CD4+ fue determinada por marcación con IP y anti-CD4 y análisis por FACS. Los datos se 

expresan como la media ± SD (n=3). Se muestra un experimento representativo de dos independientes 

con resultados similares.  

♦ LCEG wt  

■ LCEG CTSL nkt/nkt  

▲Sin LCEG 
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Estos resultados indican que los cultivos de LCEG conservan inalterada la 

capacidad de los cultivos primarios de mantener la viabilidad in vitro de las células 

T CD4+. 

 

 

4.2- Efecto de las células estromales en la apoptosis de las células Treg  

 

Continuamos analizando la influencia de las células estromales en la viabilidad 

de las subpoblaciones Treg y T convencional. Para llevar a cabo este objetivo, 

cocultivamos linfocitos de ganglios linfáticos o células CD4+CD25+ y CD4+CD25- 

purificadas por MACS, provenientes de ratones normales, con LCEG wt y CTSLnkt/nkt. 

A las 48 hs de cocultivo, analizamos los niveles de apoptosis en las subpoblaciones 

CD4+CD25+ y CD4+CD25- por marcación con anexina V y análisis por FACS.  

Cabe reiterar que en los ensayos de apoptosis no se determinó la expresión de 

Foxp3 dada la incompatibilidad de esta marcación intracelular con la marcación con 

anexina V. No obstante, en ensayos paralelos se determinó que en las condiciones 

experimentales ensayadas, alrededor del 85% de las células CD4+CD25+ expresan el 

factor de transcripción Foxp3 (figura 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: Células de ganglios linfáticos de ratones normales BALB/c fueron cultivadas (1.106 

células/ml) por 48 hs con LCEG wt o CTSLnkt/nkt en confluencia. Se muestran histogramas representativos 

de la expresión de CD25 dentro de la población CD4+ (A) y de la expresión de Foxp3 en la subpoblación 

CD4+CD25+ (B).  
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Figura 32. Células de ganglio o células CD4+CD25+ y CD4+CD25- purificadas por MACS provenientes 

de ratones BALB/c fueron cultivadas (1.106 células/ml) por 48 hs con monocapas de LCEG wt o 

CTSLnkt/nkt. El porcentaje de células apoptóticas fue determinado por FACS por marcación con anexina V. 

(A) Se muestran histogramas representativos. Se indican los porcentajes de células apoptóticas 

CD4+CD25+ (B) y CD4+CD25- (C). Los valores indican la media ± SD (n=3) de un experimento 

representativo de tres independientes con resultados similares. *, **, *** Diferencias significativas 

respecto al control en ausencia de LCEG. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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Como puede apreciarse en las figuras 32 A y B, el cocultivo con células 

estromales disminuyó significativamente la apoptosis de las células CD4+CD25+. 

Asimismo, como se muestra en las figuras 32 A y C, las LCEG fueron capaces de 

disminuir también la apoptosis de los linfocitos CD4+CD25-. Más aún, el rescate de la 

apoptosis mediado por las LCEG, fue mayor en la población CD4+CD25- que en la 

CD4+CD25+ (figura 33), indicando que la presencia de células estromales posee un 

efecto diferencial sobre la apoptosis de ambas subpoblaciones. No observamos 

diferencias significativas en el rescate de la apoptosis mediado por LCEG wt o mutantes 

para CTSL. 
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Figura 33. Rescate de la apoptosis por células estromales. Se muestra el grado de disminución de la 

apoptosis de células CD4+CD25+ y CD4+CD25- purificadas por MACS o de ganglio total cultivadas 

(1.106 células/ml) en presencia de una monocapa de LCEG wt, respecto a su nivel de apoptosis en 

ausencia de LCEG.  

�

�

Estos resultados indican que las LCEG disminuyen considerablemente los 

niveles de apoptosis en cultivo de las células Treg y T convencionales en estado 

estacionario. Asimismo, muestran que el rescate de la apoptosis mediado por las 

células estromales resulta mayor en la población T convencional, sugiriendo que 

las células Treg y las T convencionales poseen diferentes requerimientos para su 

sobrevida in vitro. 
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Por otra parte, en las condiciones experimentales utilizadas no se 

observaron diferencias en el efecto del estroma derivado de ratones wt y mutantes 

para CTSL. 

 

 

Todos los ensayos que se describen a continuación fueron llevados a cabo con 

LCEG wt y CTSLnkt/nkt. Sin embargo, no hemos hallado diferencias significativas entre 

los experimentos realizados con ambos tipos de células estromales. Por tal motivo, en 

las siguientes secciones sólo haremos referencia a cultivos de LCEG. A modo 

informativo, los ensayos que se muestran a continuación han sido realizados con LCEG 

wt. 

 

 

4.3- Mecanismos involucrados en el mantenimiento de la viabilidad in vitro 

de las células Treg y T convencionales mediado por células estromales  

 

Para investigar si el rescate de la apoptosis mediado por el estroma era 

dependiente de la concentración de células estromales, se cultivaron linfocitos de 

ganglios linfáticos provenientes de ratones wt con diferentes concentraciones de LCEG 

y se evaluó a las 48 hs de cultivo, el porcentaje de células apoptóticas en las 

subpoblaciones CD4+CD25+ y CD4+CD25- por marcación con anexina V y análisis 

por FACS. 

Como se observa en la figura 34, el porcentaje de células CD4+CD25+ y 

CD4+CD25- apoptóticas resultó menor a mayor concentración de LCEG, indicando que 

el rescate de la apoptosis de ambas subpoblaciones es dependiente de la concentración 

de células estromales.  
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Figura 34. Células provenientes de ganglios linfáticos de ratones BALB/c fueron cultivadas (1.106 

células/ml) por 48 hs con diferentes concentraciones de LCEG. El porcentaje de apoptosis de las células 

CD4+CD25+ y CD4+CD25- fue determinado por marcación con anexina V y análisis por FACS. Los 

valores indican la media ± SD (n=3) de un experimento representativo de tres independientes con 

resultados similares.  

 

 

Luego, analizamos la influencia del contacto con el estroma en la sobrevida de 

las células Treg y T convencionales. Para ello, se realizaron cocultivos como los 

descriptos anteriormente, pero impidiendo el contacto directo con las células estromales 

mediante una membrana semipermeable (cámara de transwell). Como se observa en la 

figura 35 A la inhibición del contacto con las células estromales incrementó 

significativamente la apoptosis de las células CD4+CD25+ y CD4+CD25-, resultando 

más afectada la viabilidad de la población CD4+CD25- (figura 35 B). No obstante, la 

disminución en el rescate de la apoptosis ocasionada por la inhibición del contacto fue 

parcial, indicando que la presencia de factores solubles sintetizados por las células 

estromales, sería importante para el mantenimiento de la viabilidad tanto de las células 

Treg como de las células T convencionales. 
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Figura 35: Células de ganglios linfáticos de ratones BALB/c fueron cultivadas (1.106 células/ml) por 48 

hs con o sin monocapas de LCEG, en presencia o ausencia de cámaras de transwell. (A) El porcentaje de 

apoptosis en las subpoblaciones CD4+CD25+ y CD4+CD25- fue determinado por marcación con anexina 

V y análisis por FACS. B) Se muestra el incremento en el porcentaje de células apoptóticas en presencia 

de LCEG + traswells relativo al porcentaje de células apoptóticas en presencia de LCEG. Los valores 

indican la media ± SD (n=3). *p<0,05; **p<0,01. Se muestra un resultado representativo de tres 

experimentos independientes. 

 

 

Finalmente, se investigó si la molécula antiapoptótica Bcl-2 estaba involucrada 

en el rescate de la apoptosis mediado por las células estromales. El análisis por FACS 

de la intensidad de fluorescencia media (IFM) de Bcl-2 en las subpoblaciones 

CD4+CD25+ y CD4+CD25- mostró que el incremento en la viabilidad celular 

correlaciona con una mayor expresión de Bcl-2 en las células Treg y T convencionales 

(figura 36). 



Resultados 
 

   
 

 115 

 

100 101 102 103 104
FL2-Height

Bcl -2 

0

20

40

60

80

100

120

CD4+CD25+ CD4+CD25-

**  

**  

IF
M

 B
cl

-2
 

���� LCEG 

���� Sin LCEG  
▬ LCEG 

▬ Sin LCEG 

A                                                B 

 

 

Figura 36. Análisis de la expresión de Bcl-2. Células provenientes de ganglios linfáticos de ratones 

BALB/c fueron incubadas (1.106 células/ml) por 48 hs con LCEG en confluencia. La expresión de Bcl-2 

en las subpoblaciones CD4+CD25+ y CD4+CD25- fue determinada por FACS. (A) Se muestra un 

histograma representativo de la expresión de Bcl-2 en células CD4+CD25+ cultivadas en presencia y 

ausencia de LCEG. (B) Se indica la IFM de Bcl-2 en las células CD4+CD25+ y CD4+CD25- cultivadas 

con o sin LCEG. Los valores indican la media ± SD (n=3). **p<0,01. Se muestra un resultado 

representativo de tres ensayos independientes. 

 

 

En conclusión, estos resultados indican que el rescate de la apoptosis de las 

poblaciones Treg y T convencional es dependiente de la concentración de células 

estromales y se encuentra mediado, fundamentalmente, por contacto directo con el 

estroma, interviniendo además, factores de sobrevida solubles sintetizados por 

éste. Interesantemente, el rescate de la apoptosis de la subpoblación T 

convencional resultó más dependiente del contacto celular reforzando nuestros 

resultados anteriores que indicaban distintos requerimientos para el 

mantenimiento de la sobrevida en cultivo de ambas subpoblaciones. Finalmente, el 

mecanismo molecular implicado en el rescate de la apoptosis involucraría a la 

molécula antiapoptótica Bcl-2. 
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RESUMEN DEL CAPÍTULO 4 

 

1. Demostramos que las LCEG disminuyen los niveles de apoptosis in 

vitro de las células Treg y T convencionales en estado estacionario. 

2. Determinamos que el rescate de la apoptosis mediado por el estroma 

resulta mayor en la subpoblación CD4+ T convencional. Tanto en la 

población Treg como en la T convencional dicho rescate resultó 

dependiente de la concentración de células estromales e involucró 

factores de sobrevida solubles y principalmente, contacto celular. 

3. Sugerimos que el mecanismo molecular implicado en el rescate de la 

apoptosis involucraría a la molécula antiapoptótica Bcl-2. 
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El estado de inmunocompetencia de un individuo depende del mantenimiento de 

un conjunto estable de linfocitos naive, de memoria y regulatorios. Aunque se sabe que 

existe un control preciso del número y la funcionalidad de las células que componen la 

población linfoide periférica, los mecanismos que intervienen en su regulación no han 

sido aún completamente dilucidados.  

 

Las células Treg CD4+CD25+Foxp3+ desempeñan un rol fundamental en el 

mantenimiento de la tolerancia hacia lo propio y en el control de las enfermedades 

autoinmunes6,7,59. Además, se encuentran involucradas en la regulación homeostática de 

la población T7,266 y en la modulación de la respuesta inmune hacia aloantígenos, 

células tumorales y patógenos15,17,20. Estos hallazgos indican que las células Treg 

desempeñan un rol clave en el sistema inmune, y que su manipulación podría ser 

utilizada en el desarrollo de nuevas terapias inmunológicas. Por este motivo resulta 

indispensable disponer de más información básica sobre la biología de este tipo celular. 

 

La proteasa lisosomal CTSL ejerce una amplia influencia sobre el sistema 

inmune. Se ha demostrado que esta enzima interviene en la selección positiva de los 

timocitos CD4+. Estudios realizados en nuestro laboratorio utilizando ratones 

CTSLnkt/nkt mostraron que la falta de actividad de CTSL genera alteraciones en los 

estadíos tempranos de la selección positiva de los timocitos CD4 SP246. Demostramos 

además que la CTSL regula el nivel de expresión de diversos componentes de la ECM 

en los órganos linfoides, e influencia el número y la composición de las poblaciones 

linfoides T centrales y periféricas255. En particular, se observó que pese a la importante 

disminución en la producción de timocitos CD4+, el número absoluto de estas células 

alcanza valores normales en los ganglios linfáticos de los mutantes CTSLnkt/nkt.  

 

Durante el desarrollo de esta Tesis se investigó la participación de la CTSL en la 

regulación del número de células CD4+ Treg tanto en el timo como en los órganos 

linfoides secundarios. Se investigó además la influencia del estroma de los ganglios 

linfáticos en la proliferación y en la sobrevida de dicha población. 

 

Utilizando como modelo experimental ratones CTSLnkt/nkt, determinamos que 

mientras que en el timo el número absoluto de células Treg se encuentra severamente 
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disminuido, no se observan alteraciones en la frecuencia de células CD25+Foxp3+ 

dentro de los timocitos CD4 SP. Contrariamente, los órganos linfoides periféricos 

mostraron un marcado incremento en la frecuencia de células Treg dentro de la 

población CD4+. Dicho incremento involucró aumentos tanto en la población 

CD25+Foxp3+ como en la población CD25-Foxp3+, considerada un reservorio de 

células Treg o células Treg en proliferación. El número absoluto de células Treg resultó 

notablemente incrementado en los ganglios linfáticos y levemente reducido en el bazo. 

Se comprobó además que estas alteraciones en la población Treg del timo y de los 

órganos linfoides secundarios se encuentran establecidas desde los primeros días de 

vida de los ratones CTSLnkt/nkt. Finalmente, mediante ensayos de cultivo mixto de 

linfocitos alogeneico demostramos que las células Treg de los ratones mutantes para 

CTSL presentan una capacidad supresora similar a la de las células Treg derivadas de 

ratones wt. 

 

En conclusión, la falta de actividad de CTSL correlacionó con una marcada 

disminución en el número absoluto de timocitos Treg pero no alteró el balance 

entre timocitos CD4+CD25+/-Foxp3+ y CD4+CD25-Foxp3-. Contrariamente, en 

los órganos linfoides periféricos la proporción de linfocitos CD25+/-Foxp3+ en la 

población CD4+ se encontró aumentada. La falta de actividad para CTSL 

correlacionó con un aumento significativo en el número absoluto de células Treg 

en los ganglios linfáticos, mientras que en el bazo se observó una leve reducción.   

 

Aunque no existen reportes previos sobre incrementos en el número absoluto de 

células Treg en los ganglios linfáticos de ratones carentes de actividad para la CTSL, 

Maehr y col. reportaron que los ratones NOD KO para la CTSL presentan un aumento 

en la proporción de células Treg CD4+CD25+ dentro de la población CD4+ del bazo, y 

que dicho aumento correlaciona con un incremento en los niveles de mRNA para Foxp3 

en la población T CD4+267. Estos autores proponen que el desbalance entre las células 

Treg y las células T agresivas dentro de la población T CD4+ periférica sería el 

responsable de conferir a los ratones NOD KO para CTSL una fuerte protección contra 

el desarrollo de la diabetes autoinmune. Por su parte, Hsing y col., en discrepancia con 

nuestros resultados, reportaron recientemente que los ratones NOD KO para el gen ctsl 

presentan un incremento en el porcentaje de timocitos CD25+Foxp3+ dentro de la 
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población CD4 SP268. Como explicáramos, no hemos hallado alteraciones en la 

frecuencia de células Foxp3+ dentro de la población CD4 SP ni en el timo de los 

ratones CTSLnkt/nkt  adultos ni en el de los neonatos. Por otra parte, no se han informado 

hasta la fecha datos acerca del número absoluto de células Treg ni en el timo ni en los 

ganglios linfáticos.  

 

De acuerdo a la secuencia reportada del gen ctsl murino254, la deleción descripta 

en los ratones CTSLnkt/nkt involucra la región carboxi-terminal de la CTSL, incluyendo 

los residuos que participan en la formación del puente disulfuro que une la cadena 

pesada con la liviana (Cys 269 y Cys 322), esencial para la actividad enzimática256,257. 

Chauhan y col. sugirieron que una deleción en el gen de la ctsl humana que abarque las 

bases codificantes para el extremo carboxi-terminal, incluyendo el residuo Cys 322, 

determinaría la retención de la proteína en el retículo endoplasmático, debido 

probablemente a un plegamiento incorrecto269. En nuestro laboratorio se ha demostrado 

que los mutantes CTSLnkt/nkt efectivamente expresan la forma mutada de la proteína255, 

abriendo la posibilidad de que existan diferencias entre los ratones KO para CTSL y los 

mutantes CTSLnkt/nkt. 

 

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio255 demostraron que la 

exportación diaria de timocitos CD4+ a la periferia se encuentra disminuida en los 

ratones CTSLnkt/nkt. Aunque no puede descartarse la existencia de una emigración 

diferencial de timocitos CD4+CD25+Foxp3+ respecto a la de las células CD4+CD25-

Foxp3- en los mutantes CTSLnkt/nkt, esta disminución en la exportación de timocitos 

CD4+ junto con los datos que indican que el timo de estos ratones presenta una severa 

disminución en el número absoluto de células CD4 SP, que dicha población no muestra 

aumentos en la proporción de células CD25+Foxp3+, y que el número total de timocitos 

Treg alcanza sólo la cuarta parte del número de estas células en el timo de los ratones 

normales, hace poco probable que el aumento en la frecuencia de células CD25+Foxp3+ 

en la población T CD4+ periférica en los mutantes para CTSL sea consecuencia de un 

aumento en la exportación tímica de células Treg.   

Teniendo en cuenta estos resultados, estudiamos si la ausencia de actividad de 

CTSL alteraba los mecanismos que regulan la homeostasis de las células Treg en la 

periferia.  
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Mediante la técnica de incorporación de BrdU a corto y a largo plazo, 

investigamos la existencia de alteraciones en los niveles de proliferación basal de las 

células Treg periféricas en los ratones CTSLnkt/nkt. En concordancia con otros autores259, 

observamos que la tasa proliferativa de la población Treg es superior a la de su 

contraparte T convencional tanto en los ratones mutantes como en los wt. 

Interesantemente, hallamos un incremento significativo en la tasa de proliferación basal 

de las células CD4+CD25+ tanto en los ganglios linfáticos como en el bazo de los 

mutantes CTSLnkt/nkt. Sin embargo, el análisis de la incorporación de BrdU por las 

células T convencionales también evidenció un incremento en la tasa de proliferación de 

dichas células, indicando que la mutación nkt está asociada a un aumento en la tasa 

proliferativa de la población T CD4+, que involucra tanto a la subpoblación Treg como 

a la T convencional.  

La razón entre la tasa proliferativa de la subpoblación CD4+CD25+ y la de las 

células CD4+CD25- resultó de una magnitud similar en los ratones mutantes y en los 

ratones normales, tanto en los ganglios linfáticos como en el bazo. Estos resultados no 

permiten adjudicar el desbalance en la proporción de células Treg y T convencionales 

dentro de la población T CD4+ a cambios diferenciales en los niveles de proliferación 

de ambas subpoblaciones. Sin embargo, debe tenerse en cuenta el hecho de que dada la 

incompatibilidad de la marcación para Foxp3 y BrdU, el análisis de la proliferación in 

vivo de las subpoblaciones Treg y T convencional fue llevado a cabo examinando la 

incorporación de BrdU por células CD4+CD25+ y CD4+CD25- respectivamente. No 

obstante, dentro de la población CD4+CD25-, considerada como no regulatoria, un 

pequeño porcentaje de células presenta el fenotipo CD4+CD25-Foxp3+, consideradas 

un reservorio de células Treg o, paradójicamente, células Treg en proliferación65,258. 

Más aún, la frecuencia de la subpoblación CD25-Foxp3+ se encuentra aumentada al 

doble en la población CD4+ de los ratones CTSLnkt/nkt. De esta manera, se genera un 

sesgo en el análisis de los datos que abre la posibilidad de que parte del incremento 

observado en la proliferación basal de la población T CD4+CD25- corresponda a 

células CD4+CD25-Foxp3+ en proliferación. Si este fuera el caso, el aumento en la 

proliferación de la población T convencional de los ratones CTSLnkt/nkt
 podría estar 

siendo sobrevaluado. Por lo expuesto, la influencia de la proliferación en el desbalance 

de células Treg y T convencionales en la población CD4+ de los órganos linfoides 

periféricos de los mutantes CTSLnkt/nkt no puede ser descartada completamente. 
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Investigamos además si es la ausencia de actividad de CTSL en los linfocitos o 

en el microambiente de los órganos linfoides periféricos la que determina el incremento 

en la tasa proliferativa de las células Treg y T convencionales. Los resultados obtenidos 

in vivo mediante ensayos de transferencia cruzada de linfocitos sugieren que tanto la 

ausencia de actividad de CTSL en las células linfoides como en el microambiente de los 

ganglios linfáticos afectarían la tasa de proliferación de las células T convencionales. 

Por su parte, la proliferación de la subpoblación Treg resultaría influenciada por la falta 

de actividad de CTSL en el entorno de los ganglios linfáticos.  

 

Cuando se analizaron los niveles de apoptosis basales de las poblaciones CD4+ 

Treg y T convencionales en los órganos linfoides periféricos, el nivel de apoptosis de 

los linfocitos CD4+CD25+ resultó significativamente mayor que el observado en la 

población CD4+CD25-, tanto en los ratones wt como en los mutantes para CTSL. En 

segundo lugar, el nivel de apoptosis basal de las células Treg de los ratones CTSLnkt/nkt  

no resultó menor al de los ratones wt, indicando que el aumento en el número de 

linfocitos Treg no deriva de una disminución en la tasa de apoptosis. De hecho, 

hallamos incrementos tanto en los niveles de apoptosis de las células Treg como en los 

de las células T convencionales en los ratones CTSLnkt/nkt. En los ganglios linfáticos, la 

razón entre los niveles de apoptosis en las subpoblaciones CD4+CD25+ y CD4+CD25- 

alcanzó valores similares en los ratones mutantes y en los normales. Esta similitud no 

avala la hipótesis de que en los mutantes para CTSL el aumento en la proporción de 

células Treg dentro de la población CD4+ se deba a una alteración selectiva de los 

niveles de apoptosis de alguna de las subpoblaciones T CD4+ (Treg o T convencional). 

En cuanto al bazo, mientras que los niveles de apoptosis observados en los esplenocitos 

CD4+CD25- de los ratones mutantes duplicaron los observados en los ratones normales, 

el aumento en el nivel de apoptosis de la subpoblación CD4+CD25+ fue leve, 

sugiriendo que el aumento diferencial en el nivel de apoptosis podría constituir uno de 

los mecanismos involucrados en la determinación de la relación 

CD4+CD25+/CD4+CD25- en este órgano. Estos resultados abren la posibilidad de que 

en los ganglios linfáticos y el bazo de los ratones CTSLnkt/nkt distintos mecanismos 

influencien el desbalance entre células Treg y T convencionales dentro de la población 

T CD4+ periférica.   
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En base a estos resultados podemos concluir que la ausencia de actividad de 

CTSL correlaciona con alteraciones en la homeostasis de las células T CD4+ con 

fenotipo Treg y T convencional, observándose incrementos tanto en los niveles de 

apoptosis como en los de proliferación basal de ambas subpoblaciones. Estos datos 

indican la existencia de un recambio acelerado de células CD4+ Treg y T 

convencionales en los ratones mutantes para CTSL. Mientras que no queda claro 

el mecanismo por el cual se establece el incremento en la proporción de células 

CD25+Foxp3+ dentro de la población T CD4+ en los ganglios linfáticos, en el bazo 

el incremento diferencial en el nivel de apoptosis entre las células Treg y T 

convencionales podría contribuir al desbalance entre células Treg y T 

convencionales dentro de la población T CD4+. Tanto la falta de actividad de 

CTSL en los linfocitos como en su entorno alteraron la proliferación de las células 

T convencionales, mientras que la proliferación de las células Treg resultó 

influenciada por la falta de actividad de CTSL en el microambiente de los ganglios 

linfáticos. 

 

Si bien tanto en los ganglios linfáticos como en el bazo de los ratones CTSLnkt/nkt 

los niveles basales de apoptosis y proliferación de las células CD4+ Treg y T 

convencionales resultaron incrementados, y la proporción de células Treg dentro de la 

población CD4+ resultó aumentada, el bazo -a diferencia de los ganglios linfáticos- no 

mostró aumentos en el número absoluto de células Treg y evidenció una reducción 

considerablemente más severa en el número absoluto de células T convencionales. 

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que las alteraciones tempranas 

en la selección positiva de las células CD4+ de los mutantes para CTSL se ven 

reflejadas en la disminución del número absoluto de esplenocitos CD4+. Por el 

contrario, los ganglios de estos mutantes están hipertrofiados, y muestran un incremento 

en la celularidad total y un número normal de células CD4+. Los factores causales de 

las diferencias en cuanto al número absoluto de células CD4+ y sus subpoblaciones 

entre los ganglios linfáticos y el bazo de los ratones CTSLnkt/nkt no están claros. Sin 

embargo, los ganglios linfáticos de los ratones CTSLnkt/nkt presentan un incremento en la 

expresión de varios componentes de la ECM, mientras que en el bazo no se detectaron 

alteraciones en la composición de la misma. Se sabe que diferentes factores de 

crecimiento, entre los que se encuentran el TGF-β, hormonas y diversas quemoquinas 
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están asociados con componentes de la ECM270,271,272. Esta asociación constituye un 

factor importante en la regulación de la disponibilidad de dichas moléculas270,273,274. 

Puede proponerse entonces que el incremento en los componentes de la ECM en los 

ganglios linfoides podría dar lugar a un aumento en la disponibilidad de nichos 

linfoides, lo que permitiría el soporte de un mayor número de células T CD4+, 

incluyendo aquellas con fenotipo Treg. Avalan esta hipótesis la hipertrofia de los 

ganglios linfáticos y los números aumentados de linfocitos CD8+ y B220+255 . 

 

 

 

Estudios recientes han demostrado que la sobrevida de las células linfoides en 

los órganos linfoides secundarios está fuertemente influenciada por su interacción con 

las células estromales145,150. Asimismo, se postula que los órganos linfoides secundarios 

participarían en la regulación del número de linfocitos mediante el suministro de un 

espacio restringido y cantidades limitantes de factores de sobrevida por los cuales 

competirían las células linfoides145,263,264. 

Con el objeto de investigar la influencia de las células estromales en la sobrevida 

y la proliferación de las células Treg establecimos cultivos de células estromales 

derivadas de ganglios linfáticos de ratones normales y CTSLnkt/nkt. 

 

Los cultivos primarios de células estromales de ganglios linfáticos (cultivos de 

CEG) de ratones mutantes para CTSL y wt presentaron diferencias tanto desde el punto 

de vista fenotípico como en su facilidad de establecimiento. Como explicáramos en 

Resultados, y de acuerdo a otros autores, denominamos cultivos de CEG a los cultivos 

primarios obtenidos a partir de células adherentes de ganglios linfáticos. Mientras que 

los cultivos de CEG derivados de ratones carentes de actividad de CTSL resultaron de 

rápido establecimiento, los derivados de ganglios de ratones normales demoraron el 

doble e incluso el triple de tiempo en llegar a confluencia, sugiriendo que, al menos in 

vitro, las células estromales derivadas de los ganglios de los ratones mutantes 

presentarían una mayor tasa proliferativa. Respecto de los tipos celulares que los 

integraban, los cultivos de CEG derivados de ratones mutantes presentaron un mayor 

porcentaje de células de linajes macrofágico/dendrítico. En correlación con este 

resultado, datos preliminares indican que en los ganglios linfoides de los ratones 
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CTSLnkt/nkt tanto el porcentaje como el número absoluto de CDs y macrófagos se 

encontrarían significativamente aumentados.  

 

Dado que en ausencia de estimulación las células T naive no proliferan in vitro, 

llevamos a cabo ensayos de cultivo mixto linfocitario sobre placas precubiertas con 

CEG. Las CEG fueron capaces de incrementar la proliferación in vitro de las células 

Treg, mientras que no alteraron los niveles de proliferación de su contraparte T 

convencional. En nuestras condiciones experimentales, no detectamos efectos 

diferenciales sobre la proliferación de las células Treg en los cocultivos con CEG 

derivadas de ratones normales y CTSLnkt/nkt. Cuando se determinó el porcentaje de 

células CD4+ que expresaba Foxp3 al finalizar los ensayos encontramos, 

sorprendentemente, que los cultivos desarrollados en presencia de CEG mostraban una 

disminución en la frecuencia de células Treg. En base a estos resultados hipotetizamos 

que el estroma ejercería también un efecto diferencial en la sobrevida de las poblaciones 

Treg y T convencionales. Como se explica más adelante, comprobamos luego que 

nuestros cultivos de estroma son capaces de soportar la viabilidad in vitro de las células 

T CD4+, siendo dicho efecto mayor sobre la población T convencional que sobre las 

células Treg. Es de destacar que si bien, la importancia del estroma de los órganos 

linfoides periféricos en la determinación del número, ubicación y funcionalidad de las 

poblaciones linfoides es un área de creciente atención146,147,150,153,161, no se han 

reportado aún datos acerca de la existencia de efectos diferenciales de las células 

estromales sobre las subpoblaciones de linfocitos CD4+ Treg y T convencionales como 

los aquí reportados. 

 

 Los cultivos a largo plazo de células estromales de ganglios linfáticos (cultivos 

de LCEG) no conservaron la capacidad de incrementar la proliferación de las células 

Treg, incluso aquellos derivados de ganglios de ratones mutantes disminuyeron el nivel 

de proliferación de las células Treg. Teniendo en cuenta que los cultivos de LCEG se 

encontraban muy enriquecidos en células de tipo fibrobalstoide (FRs, FDCs) y que 

durante los sucesivos pasajes, al menos las células CD11b+ y CD11c+ se perdieron en 

su totalidad, estos resultados sugieren que no serían ni los FRs ni las FDCs los 

responsables directos del aumento observado en la proliferación de la población Treg.  
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En conclusión, hemos determinado que nuestros cultivos de CEG son 

capaces de estimular la proliferación in vitro de las células Treg, y no la de su 

contraparte T convencional. Ni los FRs ni las FDCs serían los responsables 

directos del incremento en la proliferación de las células Treg.  

 

 

Es de amplio conocimiento que las células T naive mantenidas en cultivo 

mueren rápidamente por apoptosis275,276. Este hecho demuestra que los sistemas 

tradicionales de cultivo no proporcionan los factores necesarios para la mantener la 

viabilidad de las células T. Recientemente, Zhou y col. demostraron que las células 

estromales derivadas de ganglios linfáticos de ratones deficientes en el IL-2R son 

capaces de incrementar la sobrevida in vitro de células T no estimuladas182. 

Demostraron además, que si bien diversas citoquinas son capaces de rescatar a las 

células T no estimuladas de la muerte celular en cultivo, los factores solubles secretados 

por las células estromales incrementan la sobrevida de las células T de manera más 

eficiente y por un periodo de tiempo más prolongado. En estudios más recientes, Link y 

col. reportaron que los FRs serían el único tipo celular de los ganglios linfáticos capaz 

de prevenir la muerte de los linfocitos T in vitro, y que el rescate de la muerte celular 

estaría mediado por la secreción de IL-7 y CCL19, ligando de CCR7150.  

En coincidencia con reportes anteriores, observamos que nuestros cultivos de 

células estromales de ganglios linfáticos -tanto los cultivos de CEG como los de LCEG- 

son capaces de incrementar notablemente la viabilidad en cultivo de células T CD4+ en 

estado estacionario. Observamos además que el cocultivo de linfocitos derivados de 

ganglios linfáticos con células estromales no modifica el estado de activación ni induce 

proliferación en las células T CD4+, sugiriendo un efecto de las células estromales 

similar al que ocurriría en el estado fisiológico.  

 

Investigamos posteriormente el efecto de las LCEG en la sobrevida in vitro de 

las células Treg. Determinamos que, en ausencia de estimulación, las células estromales 

son capaces de incrementar significativamente la sobrevida en cultivo de las células 

Treg. Al mismo tiempo, observamos que el estroma es capaz de aumentar también la 

sobrevida in vitro de las células T convencionales. Observamos además un efecto 

diferencial en el rescate de la apoptosis de las células Treg y T convencionales mediado 
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por las LCEG, resultando mayor el rescate de la apoptosis en la subpoblación T 

convencional, lo que sugiere diferencias en los requerimientos para la sobrevida en 

cultivo de ambas subpoblaciones.  

El rescate de la apoptosis de las células Treg y T convencionales resultó 

dependiente de la concentración de células estromales. En nuestras condiciones 

experimentales, no se detectaron diferencias en el rescate de la apoptosis mediado por 

células estromales wt y carentes de actividad para CTSL. En ambas poblaciones la 

inhibición de la apoptosis fue mediada, fundamentalmente, por contacto directo con las 

células estromales, interviniendo además, factores de sobrevida solubles sintetizados 

por éstas últimas. Interesantemente, el rescate de la apoptosis de la subpoblación 

CD4+CD25- resultó más dependiente de contacto celular. Finalmente, observamos que 

el incremento en la viabilidad de las células Treg y T convencionales -mediado por las 

células estromales- correlacionó con un mayor nivel de expresión de Bcl-2. En 

concordancia con lo reportado por Zhou y col. para células T, estos resultados indican 

que el mecanismo molecular implicado en el rescate de la apoptosis mediado por las 

células estromales involucraría el mantenimiento de la expresión de la proteína 

antiapoptótica Bcl-2. En nuestro conocimiento este es el primer reporte acerca de la 

influencia de las células estromales de los ganglios linfáticos sobre la regulación de la 

sobrevida de las células CD4+ Treg.  

 

En síntesis, las LCEG disminuyeron notablemente los niveles de apoptosis 

in vitro de las células CD4+ Treg y T convencionales en estado estacionario. El 

rescate de la apoptosis mediado por las LCEG resultó mayor en la subpoblación T 

convencional, fue dependiente de la concentración de células estromales e 

involucró factores de sobrevida solubles y, fundamentalmente, contacto celular. 

Nuestros resultados sugieren que el mecanismo molecular implicado en el rescate 

de la apoptosis involucraría a la proteína antiapoptótica Bcl-2. 

 

 

 

Las células Treg son generadas mediante dos mecanismos. Por un lado, las 

células denominadas Treg naturales (nTreg) se originan en el timo; por el otro, la 

inducción periférica de la expresión de Foxp3 en células T convencionales da lugar a las 
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células Treg inducidas (iTreg), denominándose a este proceso conversión42. No se han 

detectado aún diferencias fenotípicas entre las células generadas a través de estos dos 

mecanismos. No obstante, estudios recientes sugieren que, a diferencia de las iTreg, las 

células nTreg expresarían el factor de transcripción Helios45.  

El TGF-β desempeña un rol fundamental en el desarrollo, la sobrevida y la 

expansión periférica de las células Treg, como así también, en la supresión mediada por 

estas células42,62. Además se ha demostrado que el TGF-β1 es capaz de promover la 

generación de células iTreg a partir de células T CD4+CD25-Foxp3-79,80. De hecho, hoy 

en día, se considera al TGF-β1 el factor más importante para la conversión de células 

Treg90, y se ha demostrado que su expresión es suficiente para promover la generación 

de células iTreg bajo condiciones fisiológicas. En este sentido, Peng y col. han 

reportado que la expresión transiente de TGF-β en los islotes de ratones NOD, 

promueve la generación in situ de células Treg  CD4+CD25+ que expresan altos niveles 

de Foxp3277.  

 

Recientemente, Sugita y col. demostraron mediante ensayos in vitro que el 

epitelio pigmentario de la retina induce aumentos en el número de células Treg260. Estos 

aumentos estarían asociados a la producción por este epitelio de CTLA-2α, un inhibidor 

especifico de la CTSL260, estando implicada la señalización a través de TGF-β. 

Utilizando un modelo de uveítis autoinmune experimental demostraron posteriormente, 

que el TGF-β promueve la expresión in vivo del CTLA-2α en el epitelio pigmentario de 

la retina, lo que a su vez induciría la producción de TGF-β por las células T CD4+278.  

Para investigar la existencia de diferencias en la capacidad de conversión a 

células Foxp3+ entre los linfocitos CD4+CD25- carentes de actividad de CTSL y los 

portadores de una CTSL funcional, realizamos ensayos de conversión in vitro 

incubando células CD4+CD25- en presencia de TGF-β, IL-2, anti-CD3 y anti-CD2879. 

Los resultados obtenidos mostraron que, en las condiciones experimentales ensayadas, 

el porcentaje de las células CD4+CD25- normales y carentes de actividad para CTSL 

que expresaron Foxp3 resultó similar. Sin embargo, cabe considerar que -siguiendo los 

protocolos descriptos en la literatura- los ensayos de conversión in vitro se desarrollaron 

en presencia de altas concentraciones de TGF-β exógeno79,80. Por lo tanto, no puede 

descartarse que la adición de TGF-β exógeno enmascare un posible aumento en la 
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producción endógena de TGF-β por las células CD4+CD25- carentes de una CTSL 

funcional, dando como resultado una capacidad similar de conversión in vitro a células 

Foxp3+ independientemente de la presencia o ausencia de actividad de CTSL en las 

mismas. De hecho, como controles de los ensayos de conversión se incubaron linfocitos 

CD4+CD25- en presencia de anti-CD3 y anti-CD28 pero en ausencia de TGF-β e IL-2. 

Bajo estas condiciones experimentales, aunque el porcentaje de expresión de Foxp3 

resultó bajo, los linfocitos derivados de ratones mutantes para CTSL mostraron un 

porcentaje de células Foxp3+ significativamente mayor que los linfocitos derivados de 

ratones portadores de una CTSL funcional. 

Realizamos entonces ensayos in vitro en ausencia de TGF-β exógeno. 

Comprobamos que la inhibición de la actividad de CTSL en células CD4+CD25- 

purificadas de ganglios linfáticos de ratones normales estimuladas con anti-CD3, da 

como resultado la expresión de Foxp3 en un porcentaje de células mayor que en 

ausencia del inhibidor. Si bien no puede descartarse un incremento en la proliferación 

de las células CD4+CD25-Foxp3+ en presencia del inhibidor de CTSL, estos resultados 

abren la posibilidad de que in vivo la conversión juegue un rol en el aumento de la 

proporción de células Treg en los órganos linfoides periféricos de los ratones 

CTSLnkt/nkt. El hallazgo de importantes incrementos en los niveles de TGF-β1 producido 

por las células estromales derivadas de ganglios linfáticos carentes de actividad para 

CTSL, así como el hecho de que -de acuerdo a resultados preliminares obtenidos 

mediante ensayos de ELISA- los niveles de TGF-β1 en el sobrenadante de cultivos 

derivados de ganglios linfáticos de ratones CTSLnkt/nkt duplicarían los observados en 

cultivos de ganglios linfáticos de ratones wt, apoyan esta hipótesis.  

 

Numerosos trabajos han demostrado que el TGF-β se une en forma no covalente 

con el LAP (Latency Associated Peptide)279 y se asocia con otras proteínas de latencia 

formando un complejo de mayor tamaño (LTBP), que es la forma predominante en que 

es secretado el TGF-β280. Las LTBP unen el TGF-β-LAP a componentes de la ECM 

como fibronectina y fibrillina-1281. La activación del TGF-β ocurre a través de diversos 

mecanismos que pueden involucrar proteasas282, trombospondina-1283, e integrinas284. 

Dado que en los ganglios linfáticos de los ratones mutantes para CTSL los niveles de 

expresión de algunas integrinas, así como los de diversos componentes de la ECM -
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entre los cuales se encuentra la fibronectina- están aumentados, puede hipotetizarse que 

la disponibilidad de TGF-β podría estar aumentada en los ganglios linfáticos de estos 

mutantes. 

 

Por otra parte, se ha demostrado que las CDs, particularmente aquellas 

inmaduras, pueden inducir células Treg Foxp3+ en presencia de TGF-β exógeno y 

mediante la secreción de TGF-β endógeno89,90. Además, reportes recientes indican que 

aumentos en el número de CDs correlacionan con incrementos en el número de células 

Treg. Como mencionamos anteriormente, nuestros resultados preliminares indican que 

los ganglios linfáticos de los ratones CTSLnkt/nkt presentan aumentos en el número de 

CDs. Aunque no hemos caracterizado la/s subpoblaciones de CDs que se encuentran 

incrementadas en los ganglios linfáticos de los ratones CTSLnkt/nkt, no puede descartarse 

que el aumento en la frecuencia de CDs con capacidad de inducir células Treg285,286 

constituya uno de los factores implicados en el desbalance entre células Treg y T 

convencionales en la población CD4+ periférica de los ratones CTSLnkt/nkt.  

 

 

Durante la última década, se ha hecho un gran progreso en la comprensión de la 

biología de las células Treg. Hoy en día, se sabe que el balance entre células Treg y T 

efectoras es crítico para el control de las respuestas inmunes. Los tratamientos 

farmacológicos que tienen como propósito modular este balance podrían constituir una  

estrategia terapéutica clave tanto para el tratamiento y la prevención de algunas 

enfermedades inmunológicas, como para el control de las respuestas inmunes 

fisiológicas contra el cáncer, microorganismos y el transplante de órganos7,287.  

Por otra parte, las propiedades funcionales de las catepsinas han adquirido gran 

interés en los últimos años debido a su potencial terapéutico. En particular, la CTSL es 

considerada un posible blanco terapéutico para el tratamiento del cáncer. Diferentes 

protocolos proponen el uso de la CTSL o sus inhibidores como parte de terapias frente a 

diversas neoplasias206,234. En este sentido, el aumento en la frecuencia de células Treg 

dentro de la población T CD4+ determinado por la falta de actividad de CTSL podría 

constituir un posible efecto no deseado en tratamientos antineoplásicos que incluyen la 

inhibición de la actividad de esta proteasa. 
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Los resultados obtenidos a lo largo de esta Tesis demuestran que la falta de 

actividad de CTSL induce en el timo una marcada disminución en el número 

absoluto de células Treg, pero no altera el balance entre células CD25+Foxp3+ y 

CD25-Foxp3- dentro de la población de timocitos CD4 SP. En los órganos linfoides 

periféricos, la actividad de CTSL influencia tanto el número de células Treg como 

el balance entre el número de células Treg y T convencionales, y regula el 

recambio o “turnover” de las células CD4+ Treg y T convencionales. Sugieren 

además, que tanto la actividad de CTSL en las células linfoides como en el 

microentorno de los ganglios linfáticos influenciaría la proliferación de las células 

T CD4+ convencionales. Por su parte, la proliferación de las células Treg estaría 

influenciada por la expresión de la CTSL en el microambiente de los ganglios 

linfáticos. Finalmente, nuestros resultados abren la posibilidad de que la actividad 

de la CTSL sea capaz de influenciar la conversión a células Treg en la periferia. 

 

Por otro lado, nuestros resultados sugieren que el estroma de los ganglios 

linfáticos influenciaría la proliferación de las células Treg y contribuiría al 

mantenimiento de la sobrevida de dicha población en el estado estacionario. 

Investigaciones futuras que permitan un mayor conocimiento acerca de los 

mecanismos moleculares mediante los cuales la CTSL influencia el balance entre el 

número de células Treg y T convencionales, como así también, una mejor 

comprensión de los parámetros que controlan la sobrevida de la población Treg, 

podrían contribuir tanto a un entendimiento más profundo sobre la biología de las 

células Treg, como al desarrollo de nuevas terapias inmunológicas.  
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