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RESUMEN. 
 

Introducción: Las células dendríticas (DC) intestinales son el vínculo entre las células de la 

respuesta inmune innata y de la respuesta inmune adaptativa, además de que tienen la 

capacidad de inducir un ambiente altamente tolerogénico generando poblaciones de células 

T reguladoras mediante la producción de ácido retinoico (AR). El AR tiene un papel 

inmunoregulador y se ha observado que cuando está presente durante el desarrollo de las DC 

aumenta la expresión de la integrina CD103, molécula que permite la interacción directa con 

células epiteliales. Además, la presencia de AR, aumenta la síntesis de la enzima aldehído 

deshidrogenasa 2 o retinaldehído deshidrogenasa 2 (Aldh1a2 o RALDH2), haciendo que las 

DC aumenten su producción de AR a partir del retinol proveniente de la dieta. Las DC 

intestinales, una vez activadas, favorecen la producción de citocinas antiinflamatorias como 

IL-10 y TGF-β en las células T, citocinas indispensables para mantener el estado tolerogénico 

en el intestino. Debido a su importancia, el estudio de la respuesta de las DC intestinales es 

imprescindible para comprender los mecanismos de inducción de tolerancia e inflamación en 

el ambiente intestinal, sin embargo, es muy complicado debido a que esta población 

representa del 2-5% del total de las células en esta zona, presentando una gran variabilidad 

en el intestino, además de que su extracción es difícil debido a la naturaleza del tejido. Por 

esta razón se han desarrollado estrategias para la generación de modelos in vitro a partir de 

precursores de médula ósea que permitan el estudio de las DC intestinales bajo diferentes 

estímulos antigénicos, en presencia de adyuvantes y células T. 

Objetivo: Evaluar el perfil de la respuesta producida en células T especificas contra la 

proteína VP6 de rotavirus co-cultivadas con DC tipo intestinales generadas in vitro a partir 

de precursores de médula ósea en presencia de AR.   

Materiales y métodos: Se generaron DC a partir de células de medula ósea de ratón de la 

cepa BALB/c utilizando GM-CSF y AR para la diferenciación. Mediante PCR tiempo final 

se demostró la presencia de ARNm para la enzima Aldh2 y por citofluormetría la presencia 

de los marcadores CD11c y CD103 característicos de la población de DC intestinales. 

Posteriormente las células diferenciadas fueron cargadas con la proteína VP6 de rotavirus. 

Por otra parte, células T CD4+ específicas contra rotavirus fueron obtenidas de bazo de 
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ratones previamente inmunizados con rotavirus y fueron purificadas positivamente utilizando 

un anticuerpo anti-CD4 acoplado a perlas magnéticas y utilizando una columna de MACS. 

Posteriormente fueron marcadas con CFSE y se co-cultivaron con las DC previamente 

cargadas con los antígenos virales. La proliferación fue analizada por citofluorometría de 

flujo mediante tinción con CFSE y las citocinas producidas en el sobrenadante por medio de 

un kit de ELISA.  

Resultados: Los co-cultivos de células T CD4+ específicas contra rotavirus con DC tipo 

intestinal cargadas con la proteína VP6 de rotavirus mostraron una menor proliferación de 

células T y una disminución en la producción de TNF-α.  

Conclusión: Las DC tipo intestinal generadas in vitro inducen una menor proliferación y 

producción de TNF-α en las células T específicas contra rotavirus, en comparación con las 

DC derivadas de médula ósea convencionales. 

  



8 
 

1. INTRODUCCIÓN.  

 

1.1 Sistema inmune. 

 

El sistema inmune es un conjunto de órganos, células y moléculas que tienen la finalidad de 

mantener la homeostasis y proteger al organismo a través de distintas barreras como la piel, 

las mucosas, la secreción de moléculas dirigidas a la eliminación de agentes extraños y/o la 

generación de células especificas ante la presencia de algún agente potencialmente patógeno 

que pudiera comprometer la salud del organismo. El sistema inmune permite generar una 

respuesta protectora ante los retos inmunogénicos, así como inducir tolerancia hacia los 

antígenos ambientales inocuos al organismo. Existen dos estrategias para generar inmunidad, 

la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa, siendo esta última la más reciente desde el 

punto de vista evolutivo, presentándose únicamente en vertebrados aumentando la 

longevidad, por lo que se necesitó desarrollar una memoria inmunológica a largo plazo que 

protegiera ante futuros contactos con el mismo patógeno (Gasteiger et al., 2017; Kaur & 

Secord, 2019., Punt et al., 2020). 

 

1.2 Inmunidad innata.  

 

La inmunidad innata consiste en un conjunto de moléculas y células que constituyen la 

primera defensa de un organismo ante un agente extraño. Dentro de los componentes de este 

sistema podemos encontrar barreras físicas (como la piel y mucosas) y químicas (como el 

ácido del estómago o el pH de la piel), de este modo la respuesta inmune innata (RII) se 

encarga de proteger contra una gran variedad de microorganismos potencialmente patógenos. 

La inmunidad innata celular comienza casi de manera instantánea, después de haber 

reconocido a un agente extraño, gracias a que las células de la respuesta innata poseen 

receptores celulares que les permiten reconocer moléculas conservadas presentes 

principalmente sobre los organismos patógenos y señales de daño causadas en las células. 

Estas moléculas son denominadas patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) y 

patrones moleculares asociados a daño (DAMPs). Una vez reconocido el antígeno, ya sea 
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libre o a partir de células infectadas, este es fagocitado para su eliminación y durante este 

proceso se lleva a cabo la presentación de antígeno sobre las moléculas del MHC a los 

linfocitos T, mecanismo necesario para iniciar la respuesta inmune específica. Así mismo, 

las células de la inmunidad innata poseen receptores intracelulares que les permiten 

reconocer moléculas presentes en infecciones intracelulares y desencadenar una respuesta 

inflamatoria con la finalidad de eliminar estos patógenos. Dentro de los principales receptores 

de reconocimiento de patrones (PRRs), se encuentran los TLRs y los NLRs, los cuales tienen 

un papel muy importante en la activación de la respuesta inmune celular (Gasteiger et al., 

2017; Kaur & Secord, 2019; Rusek, Wala, Druszczyńska, & Fol, 2018; Punt et al 2020). Una 

vez que los patógenos son reconocidos y fagocitados por las células fagocíticas (como 

macrófagos y DC) son procesados y presentados en pequeños péptidos sobre su superficie en 

asociación con las moléculas del MHC, y bajo este contexto, son reconocidos de manera 

específica por las células T del sistema inmune adaptativo. El proceso de presentación de 

antígeno es un mecanismo presente en todas las células nucleadas del organismo, el cual 

permite exponer sobre su superficie péptidos generados de las propias proteínas celulares, 

asociados a moléculas del MHC de clase I, este procesamiento se conoce como la vía 

endógena y es requerido para que las células T CD8+ sean activadas. Las células 

presentadoras de antígenos profesionales (APC) son un grupo de células que tienen la 

capacidad de presentar antígenos propios unidos a moléculas del MHC de clase I y por otro 

lado son células capaces de endocitar o fagocitar agentes extraños, degradarlos y presentarlos 

en forma de péptidos unidos a moléculas del MHC de clase II, este complejo es necesario 

para activar a las células T CD4+, esta vía se conoce como vía exógena y solo las APC tienen 

la capacidad de llevarla a cabo (Guermonprez et al., 2002; Kirkling et al., 2018). 

En la vía endógena los antígenos son degradados en péptidos en el citosol por el proteasoma, 

posteriormente los péptidos son transportados al lumen del retículo endoplasmático rugoso 

donde chaperonas los unirán a moléculas del MHC-I. En la vía exógena los antígenos 

capturados serán degradados en péptidos dentro de un endosoma o un fagosoma, 

posteriormente los péptidos se unirán a moléculas del MHC-II dentro de la misma vesícula 

endocítica donde los péptidos desplazan a la molécula CLIP para formar el complejo MHC-

péptido. Otra vía de presentación de antígenos es la presentación cruzada, en esta los 

antígenos procesados por vía exógena serán presentados unidos a moléculas del MHC-I para 
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ser reconocidos por las células T CD8+ y por otro lado, antígenos endógenos pueden ser 

presentados en moléculas del MHC-II y activar células T CD4+, de esta manera la inmunidad 

innata tiene un papel importante la activación de la inmunidad adaptativa lo que permite la 

eliminación de patógenos (Ferris et al., 2020; Kirkling et al., 2018; Wohn et al., 2020). La 

inmunidad innata posee otras estrategias para la eliminación de patógenos, como lo son la 

producción de péptidos antimicrobianos y la activación del sistema de complemento por la 

vía de las lectinas. Los péptidos antimicrobianos tienen la capacidad de eliminar bacterias, 

hongos y virus, algunos ejemplos son las defensinas. El sistema del complemento es un 

conjunto de proteínas que pueden ser activadas por componentes del sistema inmune innato 

(lectina de unión a manosa) y adaptativo (inmunoglobulinas). Las proteínas pertenecientes al 

sistema de complemento se activan en forma de cascada y tienen la capacidad de unirse a la 

membrana de patógenos, donde formaran el complejo de ataque a membrana (MAC), el cual 

formará poros en la membrana de los patógenos y de esta manera será eliminado. Así mismo, 

la producción de quimiocinas y enzimas como la lisozima permite la eliminación de los 

agentes extraños. La activación del sistema inmune innato desencadena una respuesta 

inflamatoria cuya finalidad es la eliminación del agente patógeno y la posterior reparación 

del daño celular (Kaur & Secord, 2019; Rusek et al., 2018; Punt et al., 2020).  

 

1.2.1 Inmunidad de mucosas. 

 

Las mucosas son el principal sitio de entrada para agentes extraños ya que se encuentran en 

contacto directo con el medio ambiente, por esta razón el sistema inmune en esta zona debe 

de estar altamente vigilado y regulado. Debido a esta constante exposición, es importante que 

el sistema inmune de las mucosas desarrolle características especiales que le permitan 

establecer una respuesta inmune ante agentes patógenos y tolerancia hacia los antígenos 

alimenticios y microorganismos comensales que no comprometen la salud del organismo. El 

sistema inmune de las mucosas recibe el nombre de tejido linfoide asociado a mucosas 

(MALT), este se encuentra en las superficies de las mucosas y se encarga de regular la 

respuesta inmune en estas zonas. El MALT puede ser dividido en: tejido linfoide asociado al 

intestino (GALT), tejido linfoide asociado a bronquios (BALT) y tejido linfoide asociado a 
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nasofaringe (NALT) (Sánchez & Villa, 2015; Punt et al., 2020). En el caso del GALT, posee 

características especiales ya que además de estar constantemente expuesto a antígenos 

provenientes de la dieta también se encuentra expuesto a la microbiota intestinal, la cual se 

encuentra constituida por miles de microorganismos entre virus, bacterias archeas y hongos, 

la cual es necesaria para mantener la salud del organismo. Debido a esto, es importante que 

la respuesta inmune a nivel intestinal establezca una tolerancia ante estos organismos pero 

que al mismo tiempo sea capaz de diferenciar y reaccionar ante organismos patógenos. Las 

paredes del tracto gastrointestinal están conformadas por dos capas: la mucosa y la 

submucosa. Así mismo la mucosa se compone de dos capas, una capa de células epiteliales 

y la lámina propria donde se pueden encontrar células del sistema inmune, capilares y vasos 

linfáticos (Punt et al., 2020). La inmunidad a nivel intestinal comienza con el contacto 

constante con la microbiota, la cual compite con agentes patógenos por los nutrientes 

impidiendo así su crecimiento. A nivel intestinal existen varios tipos de células que tiene la 

capacidad de brindar protección por diferentes mecanismos, un ejemplo son las células 

calciformes que son encontradas mayormente en el intestino grueso y tienen la capacidad de 

secretar moco y producir péptidos antimicrobianos con la finalidad de inhibir el crecimiento 

de microorganismos. Las células microplegadas (M) se encuentran principalmente en el 

intestino delgado y se encuentran en contacto directo con el lumen intestinal, por lo tanto, 

con la microbiota y los alimentos. Estas células tienen la capacidad de transportar antígenos 

del lumen al interior de las PP y de establecer una comunicación con las células del sistema 

inmune ahí presentes, en donde se encuentran las células dendríticas capaces de presentar 

antígeno a células T residentes (Delia V. Lopez-Guerrero et al., 2010), linfocitos B 

productores de inmunoglobulina A (IgA), inmunoglobulina secretada en el lumen intestinal 

cuya función es bloquear tanto organismos comensales como a potenciales patógenos. Las 

células de Paneth, son células del intestino que se encuentran en las criptas intestinales y 

secretan péptidos antimicrobianos con la finalidad de proteger le epitelio intestinal (Punt et 

al., 2020).  

En condiciones normales, las mucosas presentan un ambiente tolerogénico. En el caso del 

intestino, la secreción de la citocina antiinflamatoria TGF-β, la producción de ácido retinoico 

(AR) y la linfopoyetina del estroma tímico (TSLP) programan a las APCs para que induzcan 

una diferenciación de las células T naïve en células T reguladoras (TREG), manteniendo así el 
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ambiente tolerogénico mediante la secreción de interleucina 10 (IL-10) y TGF-β. Las células 

más importantes para el mantenimiento de la homeostasis a nivel intestinal son: células 

dendríticas, células TREG, células B secretoras de IgA, células Th foliculares (TFH), células 

TH17, las células linfoides innatas (ILC) y los linfocitos intraepiteliales (IEL) (Aliberti, 2016; 

Sánchez & Villa, 2015; Punt et al., 2020). 

 

1.2.2 Células dendríticas.  

 

Las DC son un grupo celular muy heterogéneo, con distintas subpoblaciones de células con 

una gran capacidad endocítica conocidas como las células presentadoras de antígenos 

profesionales (APC) más potentes. Las DC tienen la capacidad de capturar, procesar y 

presentar antígenos propios y extraños a células T, lo que las convierte en células de gran 

importancia para el mantenimiento de la homeostasis ya que, por un lado, pueden contribuir 

en la prevención de una respuesta autoinmune y, por otro lado, pueden presentar antígenos 

provenientes de agentes patógenos y activar la respuesta adaptativa. En 1868 Paul 

Langerhans descubrió este tipo de células en la piel, sin embargo, pensó que se trataban de 

un tipo de células nerviosas. No fue sino hasta 1973 que Ralph Steinman y Zanvil A. Cohn, 

tras 3 años estudiando estas células, que comenzaron a llamarlas células dendríticas (Vázquez 

et al., 2012). Los trabajos de Steinman se centraron en demostrar que las DC no eran 

únicamente células accesorias y que tenían un papel fundamental en la respuesta inmune. Sus 

estudios demostraron que las DC eran altamente eficaces en la activación de las células de 

bazo a través de las proteínas presentes en su membrana hoy conocidas como las moléculas 

del complejo principal de histocompatibilidad de clase I y clase II (MHC-I, MHC-II) y 

moléculas coestimuladoras. Estos hallazgos establecieron el punto de partida para 

investigaciones posteriores, de tal forma que hoy en día se sabe que las DC son el punto de 

unión entre la respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa, lo que actualmente 

las vuelve en un campo de investigación relevante con distintos objetivos principalmente en 

modelos que nos permitan tener un mayor conocimiento de la respuesta inmune y el diseño 

de mejores tratamientos para algunas enfermedades (Fucikova et al., 2019; Reyes Martín et 

al., 2013; Vázquez et al., 2012).  
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Las DC se han ido clasificando a lo largo del tiempo, tomando en cuenta distintas 

características. Se clasifican con base en la región en la que se encuentren (piel, intestino, 

pulmón, etc.), dependiendo su origen (mieloide o linfoide) o sus funciones. Sin embargo, la 

forma más aceptada actualmente para la clasificación de las DC es la expresión diferencial 

de diferentes marcadores que expresan en la membrana plasmática. Todas las DC tienen la 

capacidad de expresar moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de 

clase I y II y moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 y CD40. Además, también 

cuentan con diferentes marcadores en su superficie y receptores de quimiocinas (Gardner, de 

Mingo Pulido, & Ruffell, 2020; Kaur & Secord, 2019; Qian & Cao, 2018; Punt et al. 2020). 

Las DC de origen mieloide son originadas a partir de progenitores hematopoyéticos 

medulares CD34+ gracias a la acción de la proteína tirosina cinasa similar a FMS (Flt3) y 

por el factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF). Estas dos 

citocinas inicialmente inducirán la formación de un progenitor común de célula dendrítica el 

cual saldrá de la medula ósea y continuará desarrollándose en la circulación hasta formar una 

célula dendrítica inmadura (DCi) capaz de alojarse en una zona específica. Esta DCi tendrá 

la característica de tener una gran capacidad para capturar antígenos y una vez que haya 

captado alguno comenzará a madurar hacia un fenotipo de presentación de antígenos donde 

la expresión de moléculas del MHC y moléculas coestimuladoras en la superficie aumentará. 

Diversas investigaciones han establecido modelos in vitro para la obtención de DC a partir 

de precursores de células de medula ósea, monocitos y granulocitos al ser expuestos a una 

combinación de citocinas en las que se incluya GM-CSF, FLT3 e IL-4 (esta última no es 

indispensable para la diferenciación de DC de ratón) (Vázquez et al., 2012). Las células 

precursoras de DC poseen receptores de quimiocinas CCR1, CCR5 y CCR6 que les permiten 

movilizarse una vez que salen de la medula ósea hacia diferentes tejidos (bazo, hígado, 

pulmón, corazón, riñones y mucosas) donde se encuentran sus ligandos. Una vez establecidos 

en esos tejidos comienzan con su función de captación y presentación de antígenos (Qian & 

Cao, 2018; Stagg, 2018; Vázquez et al., 2012; Punt et al. 2020).  

Las DC, macrófagos, neutrófilos y células cebadas, son los encargados de establecer la 

primera respuesta inmune celular contra agentes extraños con el fin de eliminar o disminuir 

la amenaza. Por otro lado, las DC comenzaran con el procesamiento y presentación de 

antígenos para la activación de la respuesta inmune adaptativa, misma que protegerá en 
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futuros encuentros contra ese patógeno. Las DC inmaduras tienen como función principal la 

captación de grandes cantidades de antígenos mediante pinocitosis, fagocitosis o por 

endocitosis mediada por algunos receptores. Estos antígenos pueden provenir de bacterias, 

virus, células necróticas o apoptóticas, proteínas o inmunocomplejos (Qian & Cao, 2018; 

Vázquez et al., 2012; Punt et al. 2020). Una vez que han captado estos antígenos, las DC 

maduran y aumentan la expresión de moléculas coestimuladoras CD40, CD80 y CD86, así 

como citocinas TNF-α, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-12, INFα, IFN-β, TGF-β, entre otras, 

dependiendo el tipo de DC y tipo de estímulo. Cuando las DC comienzan a madurar sufren 

un cambio de fenotipo de captación de antígenos a uno de presentación de antígenos en el 

que disminuye la expresión de PPRs. Además, también puede disminuir la expresión de 

CCR1 y CCR5 y aumentar la expresión de CCR7 y CCR9, los cuales pueden encontrar su 

ligando en los ganglios linfáticos. Gracias a esto las DC tienen la capacidad de viajar a través 

de los vasos linfáticos hasta los ganglios linfáticos, donde presentaran al antígeno captado y 

procesado asociado a las moléculas del MHC-I o MHC-II. Los péptidos generados durante 

el procesamiento del antígeno pueden unirse a moléculas del MHC clase II (reconocidos por 

linfocitos T CD4+). Este complejo será reconocido por el receptor de células T (TCR) y será 

el primero de los tres estímulos necesarios para la activación de la célula T naïve. 

Posteriormente se llevará a cabo una segunda señal por parte de las moléculas 

coestimuladoras que pueden ser CD40, CD54, CD58, CD80, CD83 y CD86, las cuales 

interactúan con el receptor linfocitario CD28. Por último, la tercer señal fundamental en el 

inicio de la respuesta inmune adaptativa es la producción de citocinas, las cuales dependerán 

del tipo de estímulo que activó e hizo madurar a la DC (Gardner et al., 2020; Hasegawa & 

Matsumoto, 2018; Kaur & Secord, 2019; Qian & Cao, 2018; Vázquez et al., 2012; Punt et 

al., 2020). La respuesta de los linfocitos T generada por las DC puede verse influenciada por 

la concentración de complejos MHC-péptido presentes en la superficie de la DC, la afinidad 

del receptor de la célula T por MHC-antígeno, el tiempo de interacción de la DC con el 

linfocito, la maduración de la DC (células inmaduras producen una respuesta de menor 

duración) y el estímulo que hizo madurar a la DC. Las interleucinas secretadas por la DC 

definen el tipo de respuesta de células T, linfocitos expuestos IL-12, IL-18 e INF-γ se 

activarán hacia un perfil tipo Th1; los expuestos a TGF-β e IL4 a un perfil tipo Th2; si son 

expuestas a IL-6, IL-23 y TGF-β tendrán un perfil tipo Th17; y si se exponen a IL-2 y TGF-
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β establecerán un perfil tipo TREG. Las citocinas producidas por las DC dependen del subtipo 

de célula, de su localización, la cantidad de antígeno captado y del tipo de estímulo que las 

hace madurar (Hasegawa & Matsumoto, 2018; Vázquez et al., 2012; Punt et al., 2020). 

 

1.2.3 Células dendríticas intestinales. 

 

Debido a la constante exposición con antígenos externos, incluyendo microorganismos y 

antígenos provenientes de los alimentos, el intestino posee un sistema inmune con 

características particulares como la capacidad de reaccionar de manera diferencial a agentes 

que puedan poner en riesgo al organismo. El GALT, es un sistema altamente regulado, ya 

que tiene la capacidad de distinguir entre los productos necesarios para el mantenimiento de 

las funciones metabólicas normales (nutrientes, por ejemplo) y aquellos agentes que puedan 

poner en riesgo la salud. Las DC intestinales poseen características especiales que les 

permiten interactuar, capturar y procesar un gran cantidad de antígenos que entran en 

contacto a través de las placas de Peyer y establecer una tolerancia (Stagg, 2018; Tian Sun et 

al., 2020). En el intestino, las DC pueden encontrarse distribuidas en los ganglios linfáticos 

mesentéricos, en las placas de Peyer y en la lámina propria, donde tienen un papel importante 

en la captación y presentación de antígenos a células T. A nivel intestinal existen distintas 

poblaciones de células dendríticas intestinales (DCi) que pueden ser clasificadas tomando en 

cuenta su origen, sus funciones o la expresión de diferentes marcadores presentes en su 

superficie, siendo sus marcadores la principal forma de clasificar a las DCi (Cabezas-

Wallscheid et al., 2017; Nakawesi et al., 2020; Stagg, 2018; Steimle & Frick, 2016; Tian Sun 

et al., 2020). Las poblaciones de DC en el intestino se clasifican en dos grupos, células 

dendríticas clásicas tipo 1 (cDC1) y células dendríticas clásicas tipo 2 (cDC2), tomando en 

cuenta la expresión del marcador CD11b, las cDC1 no lo expresan, mientras que las cDC2 

sí. La expresión de CD11b se ha relacionado con DC que durante su desarrollo expresan el 

factor de transcripción de interferón 4 (IRF4). Así mismo, tanto las cDC1 como las cDC2 

pueden presentar el marcador CD103 (integrina αE) característico de mucosas, este marcador 

se une a E-cadherina y le da la capacidad a la DC de extender sus dendritas a través del 

epitelio intestinal, para capturar antígenos del lumen sin comprometer su integridad. En 
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conjunto, cDC1 y cDC2 trabajan en el mantenimiento de la homeostasis intestinal 

promoviendo un ambiente tolerogénico en condiciones normales. Diversas investigaciones 

han mostrado el rol que tienen los diferentes tipos de DC, Flores-Langarica A. et al en el 

2018 utilizando un modelo de respuesta inmune intestinal con flagelina soluble de 

Salmonella (sFlic), mostraron que las cDC2 tienen un papel importante en la inducción de la 

respuesta Th2 y Th17. Además, mostraron que son necesarias para la activación de las células 

B intestinales para la generación de anticuerpos IgA e IgG.  Esto lo comprobaron,  ya que 

observaron que tras un encuentro secundario con sFlic ratones carentes de cDC2 tenían 

niveles de IgG 90% menores y carecían de IgA, lo cual puede explicarse debido a que al no 

poseer cDC2 los niveles de TGF-β eran menores y esta citocina es importante en la inducción 

del cambio de clase de IgM a IgA (Adriana Flores-Langarica et al., 2018). Otras 

investigaciones, utilizando diferentes patógenos, han logrado determinar que las cDC1 son 

importantes en la inducción de la respuesta Th1 (Nakawesi et al., 2020; Potiron et al., 2019; 

T. Sun et al., 2017). Gracias a esto, actualmente se tiene un mejor conocimiento de la 

respuesta de las diferentes poblaciones de DC. Sin embargo, debido a que el estudio de las 

DC in vivo es complicado bajo diferentes estímulos e infecciones, es necesario seguir 

investigando para comprender los mecanismos inmunes responsables de inducir respuestas 

eficientes y protectoras a largo plazo.  

El intestino es un ambiente rico en vitamina A proveniente de la dieta y del hígado, y se ha 

descrito un tipo de DC con una gran capacidad para metabolizar el retinol (un metabolito de 

la vitamina A) y producir ácido retinoico (AR) gracias a que expresan la enzima retinaldehído 

deshidrogenasa 2 (Aldh1a2 o Raldh2), en la figura 1 se observa un esquema del metabolismo 

de la vitamina A.  
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Figura 1. Metabolismo de vitamina A. Proceso de transformación de vitamina A/retinol hasta su forma activa en forma 

de ácido retinoico. A) La vitamina A es obtenida a través de la dieta en forma de β-carotenos o retinol. B) La vitamina A es 

absorbida por enterocitos y transformada en retinol por acción de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH). C) El retinol 

absorbido por los enterocitos es captado por las DC y transformado en retinal por la enzima ADH, posteriormente la enzima 

retinaldehído deshidrogenasa 2 (Aldh1a2) transforma el retinal en AR.  

 

Las DC con una mayor capacidad para metabolizar el retinol, pueden ser cDC1 y cDC2, 

siendo las cDC2 las más comunes y han sido relacionadas con la inducción de la respuesta 

TREG. Cuando las DC se desarrollan en un ambiente rico en AR, aumentan la expresión de la 

integrina CD103 y la producción de TGF-β, lo cual contribuye al mantenimiento del 

ambiente tolerogénico en el intestino. En diversos estudios se ha logrado la obtención in vitro 

de células con características de DC intestinales, tras ser cultivadas en presencia de AR. 

Trabajos como el de Roe M. et al han mostrado que las células cultivadas en conjunto con 

AR muestran una mayor expresión de CD103 y un perfil antinflamatorio determinado 

principalmente por la producción de TGF-β (Roe et al., 2017). Gracias a la influencia del AR 

sobre la diferenciación de DC se ha propuesto utilizar este metabolito de la vitamina A en el 

desarrollo in vitro de DC que nos permitan obtener células con características semejantes a 

las de las DCi como la expresión de CD103 y el perfil antiinflamatorio. En el laboratorio 

pueden obtenerse DC a partir de células de sangre periférica o células hematopoyéticas 
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obtenidas de medula ósea mediante su exposición a las citocinas FIt3L y a GM-CSF. No 

obstante, las DC obtenidas no muestran características de DCi. Sin embargo, trabajos previos 

han observado que, si además las células de medula ósea son expuestas a AR, desarrollaran 

características típicas de DCi, como una mayor expresión de CD103 y mayor producción de 

citocinas antiinflamatorias. El desarrollo in vitro y el entendimiento del efecto de las DCi en 

la presentación de antígenos a células T, puede ayudarnos en el desarrollo de nuevas 

estrategias en el combate de patógenos y en el diseño de nuevas vacunas (Cabezas-

Wallscheid et al., 2017; Czarnewski et al., 2017). 

En la figura 2 muestra un esquema de la clasificación de las DCi tomando en cuenta los 

diferentes marcadores presentes en las poblaciones. (Cabezas-Wallscheid et al., 2017; 

Hasegawa & Matsumoto, 2018; Nakawesi et al., 2020; Stagg, 2018; Steimle & Frick, 2016; 

Tian Sun et al., 2020). Además del AR, la microbiota intestinal juega un papel muy 

importante en la inducción de la tolerancia mediada por las DCi y la función de estas, en 

específico los ácidos grasos de cadena corta producidos por la microbiota intestinal pueden 

tener un efecto sobre la diferenciación de las DC de una manera similar al AR (Aliberti, 2016; 

Tian Sun et al., 2020).   

 

Figura 2: Clasificación de células dendríticas intestinales. Clasificación de las DCi con base en  la expresión de las 

integrinas y  factores de transcripción que intervienen en su diferenciación: ligando de tirosina quinasa 3 relacionado con 
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Fms (FIt3L), factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), factor regulador de interferón 4 

(IRF4), factor regulador de interferón 8 (IRF8), factor de transcripción zipper de leucina básico similar ATF 3 (BATF3), 

proteína α reguladora de señal (SIRPα), retinaldehído deshidrogenasa 2 (Aldh1a2). Se muestran dos tipos de células 

CD103+: células dendríticas clásicas tipo 1 (cDC1) y células dendríticas clásicas tipo 2 (cDC2), ambos tipos son poblaciones 

de DCi.  

 

1.3 Inmunidad adaptativa. 

 

La inmunidad adaptativa tiene como características principales una alta especificidad y que 

tras un encuentro con algún agente extraño desarrolla memoria inmunológica, lo que le 

permitirá establecer una respuesta secundaria más rápida y eficaz ante subsecuentes 

encuentros. La inmunidad adaptativa suele aparecer entre 5-6 días después de un primer 

encuentro con un agente extraño. Las APC son de gran importancia en la respuesta adaptativa 

ya que se encargan del procesamiento y presentación de antígenos a las células T (Cadavid 

& Ph, 2010; Reyes Martín, Prieto Martín, Díaz Martín, & Álvarez-Mon Soto, 2013; Punt et 

al., 2020). La respuesta inmune adaptativa esta mediada por dos tipos celulares, linfocitos B 

y T. En el caso de los linfocitos B estos son los responsables de la inmunidad humoral, es 

decir, se encargan de la producción de anticuerpos como la IgM, IgG, IgA, IgD e IgE. Los 

linfocitos T constituyen la respuesta inmune mediada por células, y pueden ser divididos en 

dos poblaciones principales de acuerdo con la expresión de dos marcadores, los linfocitos T 

CD4+ o CD8+. La función principal de los linfocitos T CD4+ es promover la activación de 

otras poblaciones celulares como los linfocitos B productores de anticuerpos como la 

eliminación de células infectadas por las células T CD8+, desencadenando una serie de 

eventos que culminan con la eliminación del patógeno, la reparación de los tejidos dañados 

y la protección ante futuras reinfecciones. (Cadavid & Ph, 2010; Reyes Martín et al., 2013; 

Punt et al., 2020).  

Las células T inicialmente se encuentran en ganglios linfáticos como células T naïve, una 

vez que una APC captura un antígeno puede comenzar a migrar hacia los ganglios donde 

presentará el antígeno unido a moléculas del MHC, el cual será reconocido por el TCR de 

una célula T lo que desencadenará su activación. La célula T activada comenzará a sufrir una 

serie de cambios como la expresión de receptores de quimiocinas, que le permitirán 

movilizase hasta las regiones necesarias donde comenzará con la eliminación del patógeno, 
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de las células infectadas o células alteradas. En el caso de las células B, a diferencia de las 

células T, pueden reconocer un agente extraño, ya sea toxina o proteína de manera soluble, 

sin la necesidad del procesamiento y presentación de antígeno por parte de una APC. Este 

reconocimiento directo se lleva a cabo por el receptor de célula B (BCR) lo que 

desencadenara su activación y la secreción de IgM específica, y gracias a la influencia de las 

células T CD4 activadas, la célula B hace cambio de isotipo necesario para hacer más 

eficiente la respuesta inmune, por lo que comienza a producir IgG, la cual es una 

inmunoglobulina mucho más eficiente, duradera y con mayor afinidad hacia el antígeno. 

Dentro de estas células B activadas, se generaran algunas clonas que permanecerán en los 

ganglios y médula ósea como células de memoria a largo plazo, cuya respuesta será más 

rápida y eficiente ante un futuro reencuentro con el mismo antígeno (A. Flores-Langarica et 

al., 2018; Adriana Flores-Langarica et al., 2018; Hilpert et al., 2019). 

Una vez eliminado el patógeno, comienza a restablecerse la homeostasis en el sistema 

inmune por lo que el número de células T y B efectoras disminuye y se formará un grupo de 

células de memoria. Éstas servirán para establecer la respuesta contra el patógeno en caso de 

un encuentro subsecuente. El entendimiento de la inmunidad adaptativa ha permitido el 

desarrollo de estrategias para la prevención de enfermedades, tal es el caso de la vacunación. 

La vacunación es una estrategia que aprovecha estos mecanismos para la generación de 

memoria inmunológica y así prevenir el desarrollo de enfermedades graves causadas por 

infecciones (Bennett et al., 2015; Klarquist et al., 2021; Petersone et al., 2018). 

 

1.3.1 Células T. 

 

Las células T son las encargadas de la inmunidad adaptativa mediada por células, y estas son 

incapaces de reconocer de manera directa un agente patógeno. Para que la célula se active 

son necesarias tres señales; reconocimiento de complejo MHC-péptido por parte del TCR, 

moléculas coestimuladoras y citocinas. Estas tres señales son brindadas por una APC. Al 

interactuar el TCR con los antígenos presentados por las APC y con sus moléculas 

coestimuladoras. Las células T comienzan a diferenciarse y a proliferar para llevar a cabo su 

función, dependiendo del mensaje que reciban por parte de las APC (Hilpert et al., 2019).  
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Las células T maduran en el timo y salen hacia la circulación como células T CD4+ y CD8+ 

naïve, las cuales serán activadas cuando se encuentren con un antígeno específico para su 

TCR presentado por una APC. Cada célula T madura expresa un receptor de antígeno 

diferente producido por el reordenamiento de genes al azar durante su maduración en el timo. 

Esta expresión de un receptor diferente en cada célula T le confiere la capacidad de poder 

interactuar con algún antígeno procesado por las APC que no se haya visto anteriormente y 

le permitirá generar una respuesta contra un agente infeccioso extraño. No obstante, se estima 

que únicamente 1 de cada 105 células T naïve posee un receptor específico para un antígeno 

dado, sin embargo, una vez que una célula T naïve encuentre un antígeno específico que la 

active esta proliferará y se convertirá en una célula efectora. El marcador CD28, presente en 

células CD4+ y CD8+ es una glucoproteína que puede unirse a los ligandos CD80 y CD86 

pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas en las APC y funcionan como 

moléculas coestimuladoras, donde las DC son las mejores presentadoras de antígenos y por 

tanto, son las mejores activadoras de células T (Lee & Lee, 2018; Sharma & Rudra, 2018; 

Punt et al., 2020). Además de los complejos de MHC-péptido y las moléculas 

coestimuladoras, las DC tienen la capacidad de producir citocinas necesarias para la correcta 

activación de las células T. Una de las citocinas más estudiadas es la IL-2, la cual tiene un 

papel muy importante cuando la cantidad de antígenos y moléculas coestimuladoras son 

escasos. Las citocinas estimuladoras son conocidas como citocinas polarizantes y también 

pueden ser producidas por otras células T, células asesinas naturales (NK), entre otras (Punt, 

et al 2020).  

Una vez que la célula T ha sido activada, comenzará su diferenciación la cual se llevará a 

cabo entre 1 o 2 días después del reconocimiento del antígeno. La célula T se convertirá en 

una célula blasto, iniciando con su división celular haciéndolo dos o tres veces cada 24 h 

durante un periodo de 4 a 5 días. Esto tendrá como resultado clonas de células diferenciadas 

con poblaciones de células de memoria y efectoras, pero que reconocen un solo péptido sobre 

el MHC con una gran afinidad y especificidad. Las poblaciones de células T son las T 

cooperadoras (TH) y células T citotóxicas (TC) que pueden actuar de manera directa o 

indirecta sobre un patógeno para su eliminación (Okeke & Uzonna, 2019; Sharma & Rudra, 

2018; Punt et al., 2020). Las células citotóxicas CD8+ salen de los tejidos linfoides y se 

dirigen directamente hacia el sitio de infección donde reconocen y eliminan células 
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infectadas. En el caso de las células cooperadoras CD4+, una parte de estas puede permanecer 

en los tejidos linfoides secundarios con la finalidad de regular la respuesta. La otra parte 

puede salir del tejido linfoide y secretar citocinas con la finalidad de dirigir la actividad de 

otras células involucradas en la respuesta. Existe evidencia que detalla que las células TH 

pueden diferenciarse en al menos 5 grupos, siendo TH1 y TH2 las primeras en ser descubiertas. 

Las células TH suelen diferenciarse por las citocinas que producen, TH1 puede secretar IL-2, 

IFN-γ y TNF-β y tiene funciones como la activación de linfocitos T y macrófagos. TH2 

produce IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 y puede regular la diferenciación y actividad 

de células B (Punt et al., 2020). Otras de las células cooperadoras identificadas son las 

subpoblaciones TH17, TREG y las TFH y al igual que las TH1 y TH2 cada una se diferencia por 

las citocinas que puede producir. Además, la diferenciación de cada subgrupo dependerá del 

tipo de infección que se produzca, por ejemplo, células T CD4+ que responden a parásitos, 

se diferenciarán hacia TH2 y en el caso de una infección por virus se diferenciarán hacia TH1. 

Esto es importante ya que dependiendo del tipo de células T que se genere será el tipo de 

citocinas producidas y con ello se tendrán diferentes funciones (como, por ejemplo, 

estimulación de células B para producir anticuerpos o la estimulación de células T CD8+ 

citotóxicas necesarias para la eliminación de células infectadas) lo cual es importante para la 

eliminación del patógeno. Si bien el tipo de perfil de las células T es específica para cada tipo 

de patógeno, estas pueden establecer una respuesta general. En el caso de TH2 pueden 

contribuir estimulando a las células B para que produzcan anticuerpos para la eliminación de 

patógenos extracelulares (Sharma & Rudra, 2018; Punt et al., 2020). Por último, en el caso 

de las células TREG surgen a partir de células T naïve en presencia de TGF-β que induce la 

expresión del factor de transcripción FoxP3, el cual es un regulador transcripcional del que 

depende la actividad de las TREG. Estas células secretan IL-10 y TGF-β, de este modo se 

regula la inflamación teniendo un efecto sobre APC, con otras células T y sobre la zona en 

la que se encuentren (Punt et al., 2020).  
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1.4 Modelos de generación de células dendríticas in vitro. 

 

Las DC son conocidas como las APC más potentes, debido a que tienen una gran capacidad 

para la inducción de la respuesta inmune adaptativa, es por esto por lo que resulta importante 

determinar los diferentes mecanismos por los cuales contribuyen a establecer la respuesta 

inmune. Uno de los problemas que se presentan en el estudio de las DC es la dificultad para 

su aislamiento a partir de órganos. Sin embargo, se han propuesto distintos métodos que nos 

permitan obtener una mayor cantidad de DC diferenciándolas a partir de precursores 

hematopoyéticos aislado de sangre periférica o de medula ósea. Actualmente existen diversas 

investigaciones enfocadas en la obtención in vitro de DC a partir de monocitos aislados de 

sangre periférica o de células precursoras obtenidas de medula ósea mediante su exposición 

a GM-CSF, Flt3 e IL-4, las cuales son citocinas importantes que dirigen la diferenciación de 

las DC. La obtención de DC utilizando estas técnicas nos permite tener un mejor 

conocimiento de los distintos procesos en los que se ven involucradas. Trabajos como el de 

Rui-Jún et al, se han centrado en la obtención de DC a partir de monocitos humanos mediante 

su exposición a GM-CSF e IL-4. Por otro lado, también existen trabajos en los que se generan 

DC utilizando medula ósea de ratón, pudiendo así diferenciar de una forma más precisa 

células que muestran características únicas de DC. Existen otras investigaciones que han 

observado que la exposición de las células a AR permite obtener un mayor número de células 

con un fenotipo de DC clásicas tipo 1 y 2 que poseen una expresión elevada del marcador 

CD103. Por tal motivo se ha propuesto el uso de AR en cultivo celulares de diferenciación 

de DC para la generación de DC tipo intestinales (DCti) (Adriana Flores-Langarica et al., 

2018; Li et al., 2021; Rampal et al., 2016; Roe et al., 2017).  

 

1.4.1 Modelos para el estudio de células dendríticas intestinales. 

 

Las DC son un componente importante de la respuesta inmune siendo el punto de unión entre 

la inmunidad innata y adaptativa. Debido a la importancia de las DC en la regulación y 

respuesta del sistema inmune, existen investigaciones centradas en el aislamiento y 

generación in vitro de estas células que nos permitan tener una mejor comprensión de los 
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mecanismos y respuestas de las DC (A. Flores-Langarica et al., 2018; Adriana Flores-

Langarica et al., 2018; Garcias López et al., 2020; Iwabuchi et al., 2021; Redpath et al., 2018; 

Roe et al., 2017). Una de las técnicas más utilizadas para el estudio de las DC intestinales es 

su aislamiento a partir de la lámina propria y placas de Peyer del intestino de ratones, lo cual 

se hace utilizando distintas enzimas que eliminan la capa de células epiteliales y con ayuda 

de microperlas magnéticas dirigidas a los marcadores de DC CD11c, MHC-II, CD11b y 

CD103 se logran aislar diferentes poblaciones de las células de interés, ya sean cDC1, cDC2 

o ambas poblaciones, sin embargo, una de las limitantes de esta técnica de aislamiento de 

DC es que las características de las células pueden verse afectadas, ya sea la expresión de 

marcadores de superficie, de moléculas coestimuladoras o incluso pueden llegar a morir las 

células durante el proceso. (A. Flores-Langarica et al., 2018; Potiron et al., 2019).  

Algunos trabajos también se han centrado en la generación de DC a partir de células 

mononucleares de sangre periférica (PBMC) obtenidos de donadores humanos o incluso de 

animales. Inicialmente células son separadas por centrifugación utilizando un medio de 

separación de leucocitos y posteriormente las células son cultivadas in vitro en un medio de 

cultivo adicionando GM-CSF, Flt3l e IL-4. Una de las desventajas que se han observado al 

utilizar esta técnica es que suelen generarse otros tipos de células como macrófagos, por tal 

motivo es necesario realizar una purificación de las células utilizando marcadores específicos 

de DC, obteniendo al final un menor número de células y que en ocasiones pueden llegar a 

mostrar características fenotípicas ligeramente diferentes (Roe et al., 2017). Diversos 

trabajos han observado que el AR puede tener un papel muy importante en la generación in 

vitro de DC con características propias de las células encontradas en el intestino, lo que 

permite un mejor estudio de las células, ya que se generan una mayor cantidad de cDC1 y 

cDC2 (Bain et al., 2017; Mayer et al., 2017; Roe et al., 2017; Zeng et al., 2016).  

La vitamina A es una vitamina liposoluble que puede ser encontrada en alimentos de origen 

animal y vegetal. En animales está presente como retinol, el cual es una de las formas activas 

de esta vitamina, por otro lado, la vitamina A presente en productos de origen vegetal se 

encuentra en una forma inactiva conocida como carotenoide provitamina A, que una vez 

ingerido puede ser transformado en retinol dentro del organismo gracias a distintos procesos 

metabólicos. El AR es un metabolito producido a partir del retinol gracias a la acción de la 
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enzima Aldh1a2. Dicha enzima puede ser producida por las DC cuando estas se desarrollan 

en un ambiente con AR. El AR cumple una función en la regulación del sistema inmune 

actuando sobre diversas células promoviendo un ambiente antiinflamatorio. Diversas 

investigaciones han demostrado que puede cumplir diferentes funciones en los seres vivos 

como la modulación de la diferenciación y proliferación celular, lo que puede ser atribuido a 

la interacción del AR con receptores de ácido retinoico (RAR) donde podemos encontrar tres 

tipos de RAR conservados en vertebrados (RARα, RARβ y RARγ), estos receptores 

pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares y funcionan en conjunto formando 

heterodímeros con los receptores X de retinoide (RXRs) y pueden promover el aumento de 

la expresión de CD103 y la expresión de factores de transcripción como FoxP3 (Rhinn & 

Dollé, 2012; Stagg, 2018).  

Se ha observado que el AR puede actuar en la diferenciación de las DC. Un ejemplo de esto 

es que el AR puede aumentar la expresión de CD103 en DC clásicas tipo 1 y 2, 

principalmente en la lámina propria del intestino delgado, donde los niveles de AR son 

mayores. El AR puede encontrase en grandes cantidades en el intestino, esto en parte puede 

atribuirse a que la vitamina A es obtenida por medio de la dieta, además de que puede estar 

presente en secreciones biliares. Esto es muy importante, ya que sugiere que el AR puede 

tener un papel importante promoviendo un ambiente antiinflamatorio a nivel intestinal. Se ha 

observado que una deficiencia de vitamina A puede tener efectos perjudiciales en la salud, 

principalmente aumentando la susceptibilidad a enfermedades infecciosas en aquellas 

personas que tienen una dieta deficiente en vitamina A, esto sugiere que el AR tiene un papel 

muy importante en la respuesta inmune (Aliberti, 2016; Czarnewski et al., 2017; Zeng et al., 

2016).  

 

1.5 Respuesta inmune en infecciones virales. 

 

El sistema inmune tiene la capacidad de establecer una respuesta coordinada contra agentes 

patógenos a través de diferentes mecanismos, los cuales dependerán del tipo de patógeno. 

Los virus son patógenos intracelulares compuestos por ácidos nucleicos con una cubierta de 

proteína o lipoproteínas a los que nos enfrentamos todos los días. Es por esto que el 
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organismo cuenta con una serie de mecanismos que nos permiten establecer una respuesta 

para su contención y eliminación (Greene & Zuniga, 2021; Johansson et al., 2007; Kolawole 

et al., 2016). En la respuesta inmune contra los virus, intervienen componentes tanto de la 

inmunidad innata como adaptativa. La inmunidad innata en muchos casos tiene la capacidad 

de prevenir o eliminar una infección viral antes de que se activen componentes de la 

inmunidad adaptativa por medio de la secreción de interferones de tipo I (IFN-α e IFN-β). 

Entre ellos están la formación del inflamasoma, la activación de complemento o gracias a 

células de la inmunidad innata como las NK. Las células del sistema inmune reconocen virus 

gracias a que poseen distintos receptores que les permiten identificarlos o a componentes de 

estos. Algunos de estos receptores son: TLR3, que reconoce ARN de doble cadena (dsARN); 

TLR4, reconoce al virus sincitial respiratorio (RSV) y al virus de la estomatitis vesicular 

(VSV); TLR7 y TLR8, que reconocen ARN monocatenario (ssARN); TLR9, reconoce 

herpes virus; TLR13, que reconoce VSV. Los TLR reconocen a los virus de manera 

extracelular ya que estos receptores son encontrados en la superficie de las células, sin 

embargo, también pueden ser reconocidos intracelularmente dentro de los endosomas donde 

son endocitados los virus. Dentro de la célula, existen otros receptores capaces de reconocer 

e iniciar una respuesta contra los virus, entre estos receptores citosólicos se encuentran los 

receptores tipo NOD (NLR), principalmente NOD2, también están los receptores tipo AIM2 

(ALR), los cuales se unen a ADN citosólico viral y también están los recetores miembros de 

RIG-I (RLR) que reconocen ARN viral. Una vez que un receptor ha reconocido un virus o 

componente de este, comienza una cascada de señalización que finalizará en la activación de 

los factores de transcripción de interferón IRF3 e IRF7, lo que iniciara la producción de 

interferones de tipo I (IFN-α e IFN-β) (Greene & Zuniga, 2021; Punt et al., 2020).  

Los interferones producidos tienen la capacidad de inducir varios tipos de respuestas que se 

encargan de combatir la infección viral. La mayoría de las células tiene la capacidad de 

reconocer los interferones de tipo I a través del receptor de interferones IFNAR, lo que llevará 

a la activación de las proteínas cinasas JAK1 y TKY2, la cuales fosforilan a STAT1 y STAT2 

que estimulan la expresión de proteínas con efectos antivirales. Las proteínas que contribuyen 

a la defensa de la infección viral son: I) proteína cinasa R (PKR), esta proteína se une a 

dsARN y posteriormente inhibe la actividad del factor de iniciación de la traducción de eIF2; 

II) la 2´,5´-oligoadenilato A sintetasa, el cual se une a dsARN en el citosol, posteriormente 



27 
 

se une a una ARNasa e induce la degradación del ARN viral; III) las proteínas del grupo Mx 

tienen la capacidad de inhibir la transcripción de genes virales así como inhibir el ensamblaje 

de partículas virales; IV) y por último, las proteínas inducidas por IFN con repeticiones de 

tetratricopéptidos (IFIT) tienen la capacidad de unirse a dsARN, lo que bloquea la traducción 

del ARN viral. En conjunto, todos estos mecanismos son una de las primeras respuestas 

antivirales que se desencadenan ante una infección viral. (Cook et al., 2000; Greene & 

Zuniga, 2021; Johansson et al., 2007; Kolawole et al., 2016; Punt et al., 2020). 

En la neutralización y eliminación de los virus también intervienen anticuerpos y células T. 

Los virus tienen la capacidad de ingresar en las células del hospedero utilizando receptores 

de superficie para los cuales han desarrollado especificidad y cuando se encuentran dentro 

de la célula utilizan la propia maquinaria de la célula para su replicación. Los anticuerpos 

neutralizantes son generados tras un primer encuentro con el antígeno viral y son 

principalmente IgA e IgG (Franco & Greenberg, 1995; Greene & Zuniga, 2021; Ibrahim et 

al., 2017; Nakawesi et al., 2020). Estos anticuerpos tienen la capacidad de reconocer regiones 

específicas de un virus y unirse a ellas lo que impedirá el ingreso del virus a la célula. 

Además, la unión de los anticuerpos puede activar al sistema de complemento, 

desencadenando lisis del patógeno. Por otro lado, algunos anticuerpos también tienen una 

capacidad opsonizante, que facilita la fagocitosis mediada por receptores Fc o C3b. El papel 

de los anticuerpos en la inmunidad contra virus tiene una gran relevancia durante las primeras 

fases de la infección. Sin embargo, la eliminación de la infección ya establecida dependerá 

en gran medida de células T CD8+ y TH1 CD4+ (Greene & Zuniga, 2021; Ibrahim et al., 2017; 

Labastida-Conde et al., 2018; Nakawesi et al., 2020). 

Las células TH1 tienen la capacidad de secretar citocinas necesarias para la respuesta 

antiviral, principalmente IL-2, IFN-γ y TNF-α, las cuales pueden actuar de manera directa o 

indirecta. La secreción de IFN-γ induce un estado antiviral en las células cercanas, mientras 

que la IL-2 tiene un papel importante en la activación de linfocitos T citotóxicos (CTL) lo 

que generará una población de células T citotóxicas. Además, tanto IFN-γ como IL-2, son 

capaces de inducir la respuesta de las células NK. Otra de las actividades que poseen las 

células TH1 es que pueden inducir la presentación cruzada en APC, como las DC, lo que 

conducirá a un aumento de la activación de células T CD8+ capaces de eliminar células 
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propias que estén infectadas. En conjunto, todos estos mecanismos, tanto los pertenecientes 

a la inmunidad innata, como los anticuerpos y células T contribuirán a la eliminación del 

virus y las células infectadas con el objetivo de reestablecer la homeostasis (Cook et al., 2000; 

Johansson et al., 2007; Kolawole et al., 2016; Livanos et al., 2021; Marie et al., 2018).  

 

1.5.1 Células dendríticas e infecciones virales. 

 

Las DC son un grupo diverso de células conocidas como las mejores APC profesionales 

pertenecientes a la inmunidad innata y tienen un papel muy importante en la respuesta 

inmune contra infecciones virales. Las DC se encargan de la captura y presentación de 

antígenos a células T para su activación y diferenciación.  Contra los virus, la diferenciación 

hacia un perfil Th1 ayuda a la activación de células T CD8+ que sirven para la eliminación 

de células infectadas, y también tienen un papel importante en la respuesta de las células B 

mejorando la producción de anticuerpos (A. Flores-Langarica et al., 2018; Adriana Flores-

Langarica et al., 2018; Kirkling et al., 2018; Roe et al., 2017). Ante una infección viral, las 

DC reconocen a los virus o componentes de estos gracias a los PRRs que poseen. El 

reconocimiento de los PAMPs provenientes de virus puede llevarse a cabo de manera 

extracelular por medio de receptores como TLR4 o de manera intracelular en endosomas por 

medio de TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 o y/o TLR9, además, en el citoplasma receptores como 

los RIG-I, NLR, entre otros, reconocen ARN y ADN viral, lo que desencadena la respuesta 

de IFN de tipo I. Uno de los efectos que tienen los IFN de tipo I es el aumento de la expresión 

de moléculas del MHC de clase I, lo que aumenta la presentación cruzada y la activación de 

células T naïve CD8+. Las DC plasmocitoides (pDC) tienen una gran capacidad para producir 

interferones de tipo I e IFN de tipo III como el IFN-λ, lo que las hace la población de DC 

mejor capacitadas para establecer una respuesta antiviral. A nivel intestinal las cDC1 son las 

células más importantes para la respuesta contra virus debido a su capacidad para inducir la 

respuesta de células TH1 y T CD8+, en el caso de las cDC2, estas también pueden establecer 

un respuesta antiviral pero tienen una mayor eficiencia en la inducción de las respuestas TH2 

y TH17 (Deal et al., 2013; Huang et al., 2021; Johansson et al., 2007; Nakawesi et al., 2020; 

Rampal et al., 2016; Vlasova et al., 2013).  
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Una vez que las DC reconocen un virus lo procesan para su presentación en moléculas del 

MHC de clase II, comienzan con la secreción de citocinas y aumentan la expresión de 

moléculas coestimuladoras necesarias para la activación de linfocitos T CD4+ y algunas 

células migran hacia ganglios linfáticos donde residen células T naïve. Las DC no solo tienen 

la capacidad de activar células T CD4+, sino que también es necesario que activen células T 

CD8+, esto logran hacerlo a través de un fenómeno denominado presentación cruzada. Para 

que la presentación cruzada se lleve a cabo, es necesario que se envíe un antígeno 

internalizado en un fagosoma a la maquinaria responsable de cargar los antígenos a moléculas 

del MHC de clase I. Esto resultara en la presentación de esos antígenos en moléculas del 

MHC de clase I y de este modo la DC tendrá la capacidad para activar células T naïve CD8+ 

(Garcias López et al., 2020; Jamwal et al., 2017; Johansson et al., 2007; Silvin et al., 2017; 

T. Sun et al., 2017). Las DC también tienen la capacidad de mejorar la respuesta de las células 

B, en el 2020 Nakawesi y colaboradores demostraron que estos efectos son atribuidos a la 

producción de los factores BAFF, APRIL y a la secreción de la citocina TGF-β que promueve 

el cambio de clase en las células B (Garcias López et al., 2020; Goverse et al., 2017; 

Nakawesi et al., 2020).  

El papel de las DC, no solo intestinales, tiene una gran relevancia en la respuesta antiviral ya 

que activan no solo a células de la inmunidad adaptativa, sino también a células de la 

inmunidad innata como las NK y en conjunto induciendo una respuesta antiviral (Cook et al., 

2000; Deal et al., 2013; Garcias López et al., 2020; Greene & Zuniga, 2021; Jamwal et al., 

2017; Johansson et al., 2007; Rodríguez et al., 2012; Silvin et al., 2017; T. Sun et al., 2017). 

 

1.6 Rotavirus. 

 

Las enfermedades diarreicas agudas (EDA) causan al menos 500,000 muertes al año a nivel 

mundial y representan una de las 5 principales causas de muerte en infantes menores de 5 

años, siendo el rotavirus (RV) el principal agente patológico responsable de estas 

enfermedades(Collada et al., 2020; Crawford et al., 2017; Pérez-Ortín et al., 2019). Los RV 

son un tipo de virus de ARN que poseen 11 segmentos de ARN de doble cadena (dsARN, 

por sus siglas en inglés) el cual se encuentra rodeado por 3 cápsides las cuales son necesarias 
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para determinar la especificidad de su hospedero y así poder ingresar a sus células para poder 

llevar a cabo su ciclo replicativo (Carvalho & Gill, 2019; Crawford et al., 2017; Gómez-Rial 

et al., 2020). Los 11 segmentos de ARN presentes en RV codifican las 6 proteínas virales 

estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 Y VP7) y 6 proteínas no estructurales (NSP1-6) 

características de este virus. Existen 10 tipos de RV (A-J) siendo el tipo A el más común en 

las infecciones en niños (Collada et al., 2020; Sattar et al., 2018). Desde el año 1973 fueron 

identificadas partículas virales en muestras de duodeno y en heces de niños con diarrea aguda. 

Poco tiempo después se identificó al rotavirus como el agente causal de diarrea aguda en 

niños menores de 5 años, al cual se le dio ese nombre debido a su forma redonda (Crawford 

et al., 2017). Actualmente, se han logrado identificar distintos tipos de RV, el mecanismo por 

el cual infectan y desencadenan la enfermedad, como está conformado, tratamientos y 

además también se han podido generar diferentes vacunas para el control de este virus (Deal 

et al., 2013; Franco & Greenberg, 1995; Delia V. Lopez-Guerrero et al., 2010; Vlasova et al., 

2013). 

En los años 80s en México las EDA representaban la principal causa de muerte en niños, lo 

que llevó al diseño de distintas investigaciones y estrategias con el fin de controlar estas 

enfermedades. No fue sino hasta el año 2000 que dieron inicio diversos programas de 

vacunación con el fin de controlar este problema de salud pública. En el año 2006 la secretaria 

de salud implementó un programa de vacunación contra RV comenzando con la 

administración de la vacuna monovalente (Rotarix, GSK) y para el año 2011 comenzó a 

implementarse la vacuna pentavalente (Rotateq, MSD) de manera alternativa (Collada et al., 

2020).  En el año 2016 la Encesta Nacional de Salud y Nutrición reporto que el 73% de los 

niños menores de 1 año habían sido vacunados con al menos una dosis de la vacuna contra 

RV y que niños de 12-35 meses de edad el 87% había sido vacunado al menos una vez 

(Collada et al., 2020; Romero-Martínez et al., 2016). Gracias las estrategias de vacunación 

de ha observado una disminución en los índices de mortalidad y morbilidad, siendo que los 

años previos a la vacunación existía una media de 1,806 muertes por EDA y actualmente se 

tiene una media anual de 837 muertes. En el caso de hospitalizaciones relacionadas con RV 

en los años pre-vacunación, se tenía una media de 17,842 pacientes al año y en los años 

posteriores a las campañas de vacunación la media anual de hospitalizaciones relacionas con 

EDA es de 11,996 casos. Sin embargo, es importante recalcar que actualmente las EDA 
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ocupan el segundo lugar entre las visitas médicas ambulatorias (Collada et al., 2020; 

Crawford et al., 2017; Luna-Casas et al., 2019).   

El RV ingresa a los enterocitos gracias a sus proteínas estructurales VP4 y VP7, que se 

encuentran en la parte externa del virus, cuando el dominio VP8* de la proteína VP4 es 

reconocida por receptores en la superficie celular el virus se une a la célula. Posteriormente, 

el dominio VP5* de VP4 y la proteína VP7 interactúan con más receptores y, dependiendo 

de la cepa de RV, este es internalizado por vías de endocitosis dependientes o no de clatrina 

e independientes de caveolina formando un endosoma. El endosoma que contiene al virus es 

destruido y es lanzada la partícula transcripcional de doble capa (DLP) al citoplasma donde 

gracias a las proteínas NSP2 y NSP5 se formará el viroplasma. mRNA viral es utilizado 

durante la replicación del genoma para la formación de RNA nuevo el cual posteriormente 

es empacado nuevamente en DLP y reconocido por NSP4 para ser llevado al retículo 

endoplasmático (RE) donde se le agregaran las proteínas VP4 y VP7 para posteriormente ser 

lanzadas mediante lisis celular o por medio del aparato de Golgi (Carvalho & Gill, 2019; 

Crawford et al., 2017). A pesar de ser un virus para el cual hay vacuna, aún falta conocimiento 

sobre el tipo de respuesta que genera este virus en el intestino, así como los componentes 

más relevantes en esta respuesta. El diseño de modelos murinos nos permitirá obtener un 

mayor conocimiento y entendimiento de la respuesta inmune a RV y esto servirá para diseñar 

mejores estrategias vacunales en el combate a las infecciones por RV (Labastida-Conde et 

al., 2018; Lappalainen et al., 2015; D. V. Lopez-Guerrero et al., 2018; Rosales-Martinez et 

al., 2016).  
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2. ANTECEDENTES.  

 

Las DC son un grupo amplio de células pertenecientes a la respuesta inmune innata, que 

tienen como principal función ser el punto de comunicación entre la respuesta inmune innata 

y la respuesta inmune adaptativa. A nivel intestinal, las DC se encargan de capturar, procesar 

y presentar antígenos a las células T, que, bajo condiciones normales, inducen un perfil tipo 

TREG promoviendo un ambiente tolerogénico. El estudio de las DC ha sido de gran 

importancia durante mucho tiempo, sin embargo, resulta complicado llevarlo a cabo debido 

a que las DC representan únicamente entre el 2-5% del total de las células presentes el en 

intestino. Por este motivo, diversas investigaciones se han centrado en la obtención de DC in 

vitro que nos permitan obtener una mayor cantidad de células facilitando así su estudio (Feng 

et al., 2010; Lutz et al., 1999; Yashiro et al., 2018; Yokota et al., 2009). Desde el año 1999 

Lutz y colaboradores describieron un modelo de generación de DC a partir de medula ósea 

de ratón, las cuales eran cultivadas en presencia de GM-CSF (Lutz et al., 1999). En años 

posteriores surgieron una gran cantidad de investigaciones que trabajaron en la generación 

de DC realizando algunas variantes como en la concentración de GM-CSF que podía ir desde 

los 5-25 ng/mL para su desarrollo. También existieron trabajos que se encargaron de 

identificar las características fenotípicas y de expresión de diferentes genes en las células 

generadas mediante esta técnica (Feng et al., 2010; Lutz et al., 1999; Yokota et al., 2009). 

Además, dichos modelos han sido utilizados para la generación de modelos de respuesta 

inmune que permiten tener una mejor comprensión de los distintos procesos que involucra la 

respuesta inmune contra distintos patógenos.  

El AR es un metabolito de la vitamina A, el cual se ha demostrado que tiene un papel 

importante sobre las DC, principalmente a nivel intestinal, debido a que es una zona rica en 

vitamina A y sus metabolitos como el retinol proveniente de la dieta. Esto llevó a la creación 

de investigaciones centradas en determinar el rol del AR en el desarrollo de las DC en 

modelos in vitro (Feng et al., 2010; Ohoka et al., 2014; Yashiro et al., 2018). Las 

investigaciones demostraron que la generación de DC en presencia de GM-CSF y AR 

confiere a las células características típicas de DC intestinales como lo son aumento en la 

expresión de la enzima Aldh1a2, una mayor expresión de los marcadores CD103, α4β7, 
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αvβ8, menor expresión de moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 y una mayor producción 

de TGF-β (A. Flores-Langarica et al., 2018; Ohoka et al., 2014; Qiang et al., 2017; Roe et 

al., 2017; Yashiro et al., 2018). Por otra parte, y centrándonos en la importancia del AR, 

existe evidencia de que una ingesta inadecuada de vitamina A conlleva a alteraciones en la 

respuesta inmune. Un ejemplo de esto son las investigaciones realizadas por Flores y 

colaboradores en donde observaron que una disminución en las células CD103+ afecta la 

respuesta de anticuerpos intestinales (A. Flores-Langarica et al., 2018). Así mismo, existen 

otras investigaciones que describen fenómenos similares y relacionándolo con una 

disminución en las cantidades de TGF-β secretada, ya que  esta citocina es importante para 

el cambio de clase de los anticuerpos y tener una secreción óptima de IgA (Feng et al., 2010; 

A. Flores-Langarica et al., 2018; Adriana Flores-Langarica et al., 2018; Qiang et al., 2017; 

T. Sun et al., 2017). Actualmente, también existen investigaciones que señalan la importancia 

de las DC y del AR en la respuesta de las células T. Se ha observado que un aporte inadecuado 

de vitamina A en modelos murinos afecta la respuesta antiviral. Sin embargo, aun hace falta 

describir con mayor detalle la respuesta inducida por las DC en las células T contra el RV en 

un modelo de respuesta inmune in vitro (Adriana Flores-Langarica et al., 2018; Kim et al., 

2019; Delia V. Lopez-Guerrero et al., 2010; Mattiuz et al., 2021).  

Con base en la información existente, en el laboratorio se estableció un modelo de generación 

de DC a partir de células de medula ósea, utilizando GM-CSF y AR, esto con la finalidad de 

diseñar un modelo de respuesta inmune intestinal contra RV in vitro.  
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.  

 

El intestino es un sitio con alta exposición a antígenos, además de ser un portal de entrada 

para muchos patógenos. El número de DC a nivel intestinal es reducido, lo que dificulta su 

estudio, por esto se han desarrollado técnicas in vitro que nos permitan establecer modelos 

de respuesta inmune intestinal. Actualmente se cuenta con modelos in vitro de generación de 

DC con características muy similares a las que presentan in vivo, facilitando el análisis 

profundo del tipo de respuesta, ya que permiten el análisis de las citocinas y moléculas que 

se expresan en respuesta a los antígenos de los patógenos.  

El establecimiento de un modelo in vitro enfocado en la diferenciación de DC tipo 

intestinales que evalúe la respuesta generada en células T específicas tras la presentación de 

antígenos puede contribuir a mejorar el entendimiento de los diferentes mecanismos 

moleculares que determinar la respuesta inmune in vivo. Los conocimientos obtenidos 

podrían aplicarse en el mejoramiento de terapias enfocadas al sistema inmune, así mismo, 

contribuye al diseño de vacunas con una mayor eficiencia debido a que en un modelo in vitro 

de respuesta inmune intestinal podría determinarse con mayor precisión los elementos clave 

para desarrollar una respuesta protectora inducida en una infección natural. Por esta razón y 

siendo el rotavirus, una infección aguda del intestino delgado, decidimos evaluar el tipo de 

respuesta que inducen las DC generadas a partir de medula ósea de ratones sanos, sobre 

poblaciones de células T específicas contra rotavirus utilizando a la proteína VP6, la proteína 

más abundante e inmunogénica del virión.   
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4. OBJETIVOS. 

 

4.1 Objetivo general.  

Evaluar la respuesta de células T específicas contra rotavirus activadas por células dendríticas 

convencionales y tipo intestinales, derivadas de médula ósea, cargadas con antígenos de 

rotavirus en un modelo in vitro. 

 

4.2 Objetivos específicos. 

• Determinar el grado de proliferación de células T de bazo, específicas contra 

rotavirus, inducida mediante la presentación de antígeno por células dendríticas 

convencionales en comparación con células dendríticas tipo intestinal cargadas con 

VP6 de rotavirus. 

• Determinar el perfil de citocinas producidas por las células T de bazo, inducida por 

la presentación de antígeno por células dendríticas convencionales en comparación 

con células dendríticas tipo intestinal cargadas con VP6 de rotavirus.   
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5. HIPÓTESIS. 

 

Las células T provenientes de bazo de ratones infectados con rotavirus en presencia de células 

dendríticas tipo intestinal derivadas de médula ósea in vitro cargadas con antígenos de 

rotavirus, desarrollaran un perfil tipo TREG aumentando la producción de citocinas 

antiinflamatorias y teniendo una menor proliferación, en comparación con las células 

dendríticas convencionales, cuyo perfil será predominantemente TH1. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

6.1 Ratones.  

 

Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c de 5 a 8 semanas de nacidos, libres de 

patógenos específicos, los cuales se obtuvieron del bioterio del Instituto de Biotecnología 

(IBt) de la UNAM, se mantuvieron en condiciones estándares de bioterio, con ciclos de 

luz/oscuridad de 12 h, agua y comida ad libitum.  

 

6.2 Extracción de células de médula ósea de ratón. 

 

Los ratones utilizados fueron sacrificados por dislocación cervical y utilizando tijeras y 

pinzas de disección se extrajeron los fémures y tibias. Con la ayuda de gasas estériles se retiró 

el exceso de tejido muscular y una vez limpios los huesos se colocaron en 10 mL de PBS 

(NaCl, KCl, Na2HPO4, KH2PO4) estéril. Posteriormente, y bajo condiciones estériles 

(campana de flujo laminar BSL2), se colocaron los huesos en etanol al 70% por 5 minutos 

para desinfectarlos y después fueron enjuagados en 10 mL PBS por 1 minuto, con la finalidad 

de eliminar el etanol. Una vez lavados los huesos, se cortaron ambas epífisis con la ayuda de 

tijeras y pinzas y se hizo pasar medio RMPI- por la luz del hueso para extraer la medula ósea, 

esto en una caja de Petri estéril. Una vez obtenida la medula ósea se homogeneizó 

cuidadosamente en el medio RPMI- por pipeteo y se filtró con la ayuda de mallas estériles de 

100 mm. El medio que contenía las células fue centrifugado a 2,500 rpm por 5 minutos, se 

desechó el sobrenadante y el botón de células obtenidas fue resuspendido en 4 mL de medio 

RPMI-, se tomaron 10 μL del medio, se colocó en una relación 1:1 con azul de tripano y se 

contaron las células viables en una cámara de Neubauer, descartando las células muertas para 

nuestro ensayo.  
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6.3 Diferenciación de precursores de médula ósea a células dendríticas tipo 

intestinales. 

 

Las células viables obtenidas a partir de medula ósea fueron contadas y cultivadas en medio 

RPMI+ (GIBCO) suplementado con 10% de SFB en cajas Petri Corning Incorporated de 10 

mL de baja adherencia a una concentración de 1x106 células por mL. La concentración de 

GM-CSF (GIBCO, recombinante de ratón) utilizada para la diferenciación de las DC fue de 

10 ng/mL. Las condiciones para desarrollar DC tipo intestinales (DC-AR) fueron las mismas, 

sin embargo, se adicionó AR al medio de cultivo procurando tener una concentración final 

de 0.5M de AR. Las células fueron cultivadas por 7 días procurando cambiar el medio de 

cultivo cada tercer día.  

 

6.3.1 Estimulación de células dendríticas derivadas de la médula ósea y carga de 

antígenos de rotavirus. 

 

Al día 7 de diferenciación las DC de ambas condiciones fueron colectadas. Se colectaron 

únicamente las células que no estaban adheridas a la placa y para obtener un mayor número 

de células las placas fueron lavadas cuidadosamente con 3 mL de medio RPMI-. Las células 

colectadas en el medio de cultivo fueron centrifugadas por 5 minutos a 2,500 rpm. El botón 

celular fue resuspendido y se contaron las células viables tiñéndolas con azul tripano en una 

cámara de Neubauer. Por último, las células fueron sembradas a una concentración de 1X106 

y estimuladas en placas de 12 pozos Corning Costar de baja adherencia donde se tuvieron 4 

condiciones distintas para cada tipo de DC (convencionales y células con AR): DC sin 

estimular y DC estimuladas con 1 μg/mL de LPS, por un periodo de 48 h. En el caso de las 

DC cargadas con antígenos de rotavirus, inicialmente fueron estimuladas con 1 μg/mL de 

LPS y además, se agregó 1 μg/mL de proteína VP6 o péptido por 48 h, esto con la finalidad 

de que las DC captaran los antígenos y los presentaran. 
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6.4 Purificación de ARN. 

 

La purificación de ARNm se realizó utilizando la técnica de Trizol-cloroformo. Cuarenta y 

ocho horas después de la estimulación de las DC se tomó el sobrenadante y se centrifugó por 

5 minutos a 2,500 rpm, se separaron las células del sobrenadante y se adicionaron 500 µL de 

Trizol en cada muestra de DC y se agregaron 200 μL de cloroformo. Se dejó incubar por 5 

minutos y se centrifugó a 13,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Una vez centrifugadas las 

muestras, se formaron 3 fases, para la purificación de ARN se tomó la fase acuosa ya que es 

donde se puede encontrar el ARN, se le agregaron 800 μL de isopropanol y se centrifugó 

nuevamente a 13,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se retiró el sobrenadante, se agregó 1 mL 

de etanol al 75% y se centrifugó a 13,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Posteriormente, se 

desechó el sobrenadante y se dejó secar el tubo por 20 minutos. Por último, se resuspendió 

la muestra en 20 μL de agua DEPC y se verificó su integridad en un gel de Agarosa al 2%. 

Las muestras fueron cuantificadas utilizando el Nanodrop en una dilución 1:500 marca 

BioDrop (V1.0.4).   

 

6.4.1 Obtención de cDNA. 

 

Una vez obtenido el ARN total se tomaron de 0.5 a 1 g de muestra y se mezcló con 1 μL de 

oligo dT a una concentración de 0.5 μg/μL, 1 μL de agua DEPC y se incubo por 5 minutos a 

65°C en baño María. Posteriormente se agregó a cada muestra 7 μL de un coctel compuesto 

por; 2.4 μL de buffer de reacción (5X), 0.125 μL de inhibidor de ARNasas (Ribolock 40 

U/μL), 1 μL de dNTPs (10 mM), 0.125 μL de enzima transcriptasa reversa (200 U/μL) 

(Second Strand cDNA Synthesis Kit, Invitrogen) y 3.35 μL de agua libre de RNAsas, esto 

dio un volumen total de 15 μL de cada muestra. Por último, cada muestra se incubó a 42°C 

por 1 h en baño María, esto nos permitió obtener cDNA a partir de ARNm. Quedando una 

reacción final como se muestra en la tabla 1. 
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Tabla 1. Reactivos utilizados para la obtención de cDNA. 

Reactivo Volumen  

RNA 6 μL 

Oligo dT (0.5 μg/μL) 1 μL 

Buffer (5X) 2.4 μL 

Ribolock (40 U/μL) 0.125 μL 

dNTP´s (10 mM) 1 μL 

Transcriptasa reversa (200 U/μL) 0.125 μL 

Agua DEPC 4.25 μL 

Volumen total de reacción 15 μL 

 

6.4.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

 

La técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) nos permite la amplificación in 

vitro de un segmento específico de ADN, por lo tanto, se llevó a cabo esta técnica para la 

determinación de la expresión de genes de citocinas. Se tomaron 2 μL de cDNA (2μg) 

obtenido previamente y se mezcló con 1 μL de oligo foward (+) (10 pmol), 1 μL de oligo 

reverse (-) (10 pmol), 0.5 μL de enzima Taq polimerasa (200 U/μL), 1.5 μL de MgCl 

(1.5mM), 2 μL de dNTPs (2.5mM), 2 μL de buffer de reacción (10X) con KCl y se llevó a 

un volumen de 20 μL agregando 11 μL de agua destilada. Una vez hecha la mezcla se realizó 

la reacción de PCR con las temperaturas y tiempos de reacción específicos para cada gen a 

determinar. Las secuencias de los oligos utilizados se pueden observar en la tabla 2.  

 

Tabla 2. Secuencias de oligonucleótidos utilizados en PCR. 

Oligo 5´ 3´ 

B-actina ATG-GAT-GAC-GAT-ATC-GCT ATG-AGG-TAG-TCT-GTC-AGG-T 

Aldh1a2 CAG-AGA-GTG-GGA-GAG-TGT-TCC CAC-ACA-GAA-CCA-AGA-GAG-AAG-G 

IL-10   

IL-12 AAC-AGC- TTG-AGA-TGA-TGC-TTT-GAC-A 
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IFN-β CCA-CAG-CCC-TCT-CCA-TCA-AC TCT-CTG-CTC-GGA-CCA-CCA-TC 

 

Los productos obtenidos fueron analizados en geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro 

de etidio en una cámara de electroforesis a 90 V por 45 minutos en buffer TAE 1X (Tris-

acetato 0.04 M, EDTA 1 mM). 

 

6.5 Citofluorometría. 

 

Las células dendríticas fueron colectadas al día 8 de su diferenciación para posteriormente 

determinar su inmunofenotipo mediante la técnica de citometría de flujo. Se colectaron las 

células suspendidas en el medio de cultivo y se hizo un lavado de la placa con medio RPMI-

, se centrifugó el medio de cultivo obtenido a 2,500 rpm por 5 minutos. Se decantó el 

sobrenadante y las células fueron resuspendidas en 500 µL de buffer de bloqueo (PBS/EDTA 

2 mM + 2% SFB) por 20 minutos a 4°C. Pasado el tiempo de incubación se centrifugaron las 

células a 2,500 rpm por 5 min, se decantó el sobrenadante, las células fueron resuspendidas 

en 1 mL de binding buffer (PBS/EDTA 2 mM + 2% SFB + 2% suero humano), se agregaron 

200 µL de la suspensión en pozos de placas de 96 pozos de fondo en V y se incubó a 4°C por 

20 min.  

Se centrifugó la placa a 2,500 rpm por 5 min y cuidadosamente se eliminó el sobrenadante 

dejándolo caer sobre papel absorbente. Posteriormente se agregaron 100 µL de anticuerpos 

(CD11c APC/biotina + CD103 PE, a una concentración de 1:100) (marca eBioscience) 

previamente diluidos en buffer de bloqueo y se incubó la placa a 4°C por 20 minutos cubierta 

de la luz. Pasado el tiempo de incubación se agregaron 100 µL de buffer de lavado 

(PBS/EDTA 2mM) y se centrifugó la placa a 2,500 rpm por 5 minutos, se retiró el 

sobrenadante, se lavaron las células agregando 100 µL de buffer de lavado y se centrifugó la 

placa a 2,500 rpm por 5 minutos. Se eliminó el sobrenadante, se agregaron 100 µL de 

estreptavidina APC y se incubó la placa a 4°C por 15 minutos y pasado ese tiempo se realizó 

un lavado de las células como se hizo previamente. Por último, las células fueron fijadas en 

400 µL de paraformaldehído al 2% hasta su análisis.  
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El análisis de las células se realizó en un citómetro de flujo y mediante el software Cytobank 

Community que puede ser encontrado en la siguiente página web: 

https://community.cytobank.org. 

 

6.6 Obtención de células T CD4+ de bazo de ratón. 

 

Para la determinación de la proliferación inducida sobre las células T CD4+ por parte de las 

DC y las DC-AR, se utilizaron células de bazo de dos ratones hembra de la cepa BALB/c, 

uno previamente inmunizado vía oral contra RV con la vacuna Rotarix y retado con el virus 

EDIMwt (42 días post-infección) y otro sin inmunizar. Se purificaron positivamente células 

T CD4+ por columna utilizando un anticuerpo acoplado a perlas magnéticas (Miltengy-

Biotec).  

Los bazos de ratones sin tratamiento o inmunizados y retados con el virus EDIMwt fueron 

homogeneizados en medio RMPI- con la ayuda una malla metálica, las células obtenidas 

fueron centrifugadas por 5 min a 2,500 rpm. Se decantó el medio RPMI- y las células 

obtenidas fueron resuspendidas en 2 mL de buffer de lisis (Cerlardane)  por 10 minutos para 

eliminar eritrocitos, posteriormente se centrifugaron las células a 2,500 rpm y se 

resuspendieron en PBS/EDTA 2 mM 2 veces para eliminar el buffer de lisis, se llevó a 

centrifugación nuevamente y se agregaron 2 mL de buffer de bloqueo (PBS/EDTA 2 mM + 

2% SFB + 2% suero humano) por 15 min a 4°C. Pasado el tiempo de incubación se llevó a 

centrifugación y las células fueron resuspendidas en 1 mL de buffer de bloqueo (PBS/EDTA 

2 mM + 2% SFB) con anticuerpo MACS anti-CD4 a una concentración de 1:20 y se incubó 

por 15 min a 4°C. Pasado el tiempo de incubación se agregó 1 mL extra de buffer de bloqueo, 

se llevó a centrifugación por 5 min y se lavaron las células con 1 mL de buffer de bloqueo. 

Una vez lavadas las células fueron resuspendidas en 1 mL de buffer de bloqueo y se hicieron 

pasar por una columna donde las células marcadas por el anticuerpo serian separadas de las 

células no marcadas con la ayuda de un imán. Una vez que el buffer dejo de caer por la 

columna esta se separó del imán, se agregó 1 mL más de buffer y con la ayuda de un embolo 

las células fueron recuperadas en un tubo. Por último, las células viables fueron 
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contabilizadas mediante la tinción con azul de tripano en una relación 1:1 en una cámara de 

Neubauer.  

 

6.7 Ensayo de proliferación.  

 

Las células T CD4+ obtenidas previamente fueron teñidas con Carboxifluoreseína (CFSE) y 

posteriormente cultivadas en presencia con DC o DC-AR cargadas con diferentes antígenos. 

Las células fueron cultivas en placas de 96 pozos, con medio RPMI+ por 72 h a 37°C en una 

relación de 10:1 (células T:DC). Pasado el tiempo de incubación, se colectó el medio de 

cultivo de cada condición en conjunto con las células T. Por último, se centrifugaron las 

muestras, se separó el sobrenadante de las células y se fijaron las células en 400 μL 

paraformaldehído al 2% hasta su análisis por citometría de flujo.  

Tabla 3. Clasificación de cultivos celulares con base en el antígeno utilizado. 

RATÓN UTILIZADO TIPO DE CÉLULA 

DENDRÍTICA 

ANTÍGENO  

 

 

 

 

 

RATÓN INMUNIZADO 

 

 

DC 

Sin estímulo   

LPS 

Proteína VP6 de RV 

Péptido 289-302 de proteína VP6 

ConA 

 

 

DC-AR  

Sin estímulo   

LPS 

Proteína VP6 de RV 

Péptido 289-302 de proteína VP6 

ConA 

 

 

 

 

 

RATÓN NO INMUNIZADO 

 

 

DC  

Sin estímulo   

LPS 

Proteína VP6 de RV 

Péptido 289-302 de proteína VP6 

ConA 

 

 

DC-AR  

Sin estímulo   

LPS 

Proteína VP6 de RV 

Péptido 289-302 de proteína VP6 
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ConA 

 

6.8 Determinación de TNF-α por ELISA. 

 

La determinación de la citocina inflamatoria TNF-α se realizó a partir del medio de cultivo 

colectado donde fueron cultivadas los diferentes tipos de células dendríticas utilizando el kit 

de ELISA para la terminación de TNF de ratón (Thermo). Se centrifugó el medio con células 

a 2,500 rpm por 5 minutos y se tomó el sobrenadante. Posteriormente, mediante 

inmunoensayos de ELISA se determinó la concentración de TNF-α. Se sensibilizó una placa 

de ELISA de 96 pozos de alta adherencia con anticuerpo de captura para citocinas de ratón 

toda la noche a 4°C. Se realizaron 3 lavados con buffer de lavado (PBS+Tween 0.05%), se 

secó la placa y se bloqueó por 1 h con diluyente ELISA (PBS+SFB) a temperatura ambiente. 

Se lavó la placa una vez con buffer de lavado y se realizó la curva de citocinas agregando 

100 μL de estándar de TNF-α haciendo diluciones seriadas. Por otro lado, se agregaron 100 

μL de muestra por duplicado en diferentes pozos y se incubó toda la noche a 4°C. Pasado 

este tiempo, se realizaron 4 lavados con buffer de lavado, se secó la placa y se agregaron 100 

μL de anticuerpo de detección anti-TNF-α de ratón con biotina y se incubó por 1 h a 

temperatura ambiente. Posteriormente, se lavó la placa 4 veces y se agregaron 100 μL de 

Avidina-HRP, se cubrió la placa y se incubo por 30 minutos. Después de este periodo se lavó 

la placa 5 veces procurando que cada lavado tuviera una duración de 1-2 minutos y se 

agregaron 100 μL de sustrato TMB, se cubrió la placa y se incubo por 10 minutos a 

temperatura ambiente. Por último, se agregaron 50 μL de solución de detención (H2SO4) y 

se leyó la placa a una longitud de onda de 450 nm. 
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7. RESULTADOS. 

 

7.1 Generación de DC y DCi in vitro a partir de precursores de MO. 

 

El método de generación de DC in vitro de Lutz se basa en añadir factores de crecimiento 

para la diferenciación de los precursores de médula ósea obtenidas a partir de fémures y tibias 

de ratones sanos de 6 a 8 semanas de edad. El método consiste en agregar la citocina GM-

CSF ensayo de titulación de GM-CSF para determinar la concentración que permitiera 

obtener una mayor cantidad de células viables y diferenciadas. Las células de medula ósea 

obtenidas fueron cultivadas con diferentes concentraciones de GM-CSF (0.5 ng/mL, 1 

ng/mL, 10 ng/mL y 20 ng/mL), colocando un total de 5 millones por caja Petri y fueron 

incubadas durante 6 días, alimentándolas con medio fresco cada 2 días, esto con la finalidad 

de renovar el GM-CSF consumido. Además, se utilizó el método modificado en donde se 

agrega AR para obtener DC con un fenotipo intestinal. En este caso, además del GM-CSF, 

las células de MO se cultivaron en presencia de AR en una concentración de 0.5M. Bajo estas 

condiciones, se observó que las concentraciones de 10 y 20 ng/mL de GM-SCF, fueron las 

óptimas para generar una mayor cantidad de células viables tanto como para DC y DC-AR 

(Figura 3). Por lo anterior, para los experimentos posteriores se utilizaron 10 ng/mL de GM-

CSF.  

 



46 
 

 

Figura 3. Titulación del GM-CSF para la diferenciación de DC a partir de precursores de MO. Se utilizaron 

concentraciones de 0.5, 1, 10 y 20 ng/ml de GM-CSF en 106 células precursoras de MO en cajas Petri Costar de 10 mL. A) 

Número de células viables a los 7 días post-diferenciación a diferentes concentraciones de GM-CSF. B) Número de células 

viables a los 7 días post-diferenciación a diferentes concentraciones de GM-CSF con 0.5 M de AR. 

 

7.2 Generación y caracterización de las DC derivadas de MO en presencia de 

AR. 

 

Una vez establecida la concentración de GM-CSF óptima para la generación de DC 

convencionales, se caracterizaron por medio de citofluorometría de flujo y PCR. Para 

determinar si las DC se estaban diferenciando a DCi en presencia de AR, Se realizó la técnica 

de PCR para para detectar el ARNm para enzima Aldh1a2. La abundancia relativa fue 

normalizada tomando en cuenta la síntesis del ARNm para el gen de β-actina, el cual es 

constitutivo. La purificación de ARN total se realizó a partir de cultivos de DC sin estimular 

y estimuladas con LPS en presencia y ausencia de AR. Inicialmente se determinó la expresión 

de genes de β-actina con la finalidad de demostrar que se había logrado la obtención de cDNA 

a partir del RNA purificado. Una vez demostrado que se contaba con la presencia del ARNm 

para β-actina en las muestras, se realizó la técnica de PCR para la enzima Aldh1a2. La 

expresión de Aldh1a2 pudo ser observada tanto en DC como en las DC-AR, y tras analizar 
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la abundancia relativa se determinó que la expresión de la enzima fue mayor en las DC que 

habían sido cultivadas en presencia de AR (Figura 4).  

Además, el fenotipo de las células en ambas condiciones fue analizado por citofluorometría 

de flujo. Para ello se determinó la expresión del marcador CD11c y CD103 sobre las células 

derivadas de la MO. Las DC y DC-AR mostraron una expresión similar del marcador CD11c 

y tras el análisis estadístico no se encontró una diferencia estadísticamente significativa entre 

ambos grupos (figura 4C, D). A pesar de que el porcentaje de CD11c era similar para ambas 

condiciones, el grupo de DC-AR tuvo en promedio un 20% de células CD103+ (figura 4 C, 

E), lo que indica que el AR tiene un papel importante en la inducción de la expresión de esta 

integrina. Cuando se realizó el análisis estadístico entre las poblaciones CD103+ de DC y 

DC-AR se encontraron diferencias estadísticamente significativas.  
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Figura 4. Caracterización de células dendríticas. A) Gel de agarosa donde se observa la presencia de ARNm para la 

enzima Aldh1a2, se tomaron DC sin estimular (SE) y estimuladas con LPS (LPS). B) abundancia relativa de ARNm para 

la enzima Aldh1a2. C) Dotplot donde se pueden observar las poblaciones de DC CD11+ y CD103+. D) Porcentaje de células 

CD11c+ en cultivos de DC y DC-AR. E) Porcentaje de células CD103+ en cultivos de DC y DC-AR. *p=0.02. 

 

7.3 Detección de citocinas en DC y DC-AR mediante PCR punto final y ELISA. 

 

Para la determinación del perfil de citocinas se determinó la síntesis de ARNm para las 

citocinas IL-12, IFN-β e IL-10. Se observó que tanto en las DC como en las DC-AR sin 
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estimular y estimuladas con LPS tuvieron ARNm para las citocinas de interés (figura 5A). 

Se determino la abundancia relativa de ARNm tomando en cuenta la abundancia de β-actina. 

Las células DC-AR sin estimulo y estimuladas con LPS tuvieron una mayor abundancia 

relativa de ARNm para IFN-β e IL-12, caso contrario a lo que se esperaba (figura 5B, C). En 

el caso de IL-10, se observó que las DC-AR también tuvieron abundancia relativa mayor, en 

comparación con las DC, lo que indicaría que la administración de AR en la diferenciación 

de las DC contribuye a que muestren un perfil más antiinflamatorio (figura 5D). También se 

pudo observar que cuando las DC-AR eran estimuladas con LPS disminuía la síntesis de IL-

10, que, aunque era mayor que en las DC sin tratamiento, no había una diferencia 

significativa entre ambos grupos como se puede observar en la figura 5D. 

Así mismo, se determinó la concentración de TNF presente en el medio de cultivo donde 

fueron diferenciadas y estimuladas las DC, esto se realizó mediante el inmunoensayo de 

ELISA. Las DC-AR tuvieron una producción ligeramente menor de TNF en condiciones 

basales, sin embargo, no hubo una diferencia significativa en comparación con las DC. 

Cuando las células fueron estimuladas con LPS se observó que la concentración de TNF en 

el medio de cultivo aumento en ambas condiciones, sin embargo, el aumento fue menor en 

las DC-AR, evidenciando que, aunque estas células tienen la capacidad de responder a un 

estímulo, este es menos inflamatorio (figura 5E).  



50 
 

 

Figura 5. Perfil de citocinas de DC y DC-AR. Se muestra la presencia de ARNm para citocinas IFN-β, IL-12 e IL-10, así 

como concentración de TNF en medio de cultivo para DC y DC-AR sin estimular (SE) y estimuladas con LPS (LPS). A) 

gel de agarosa que muestra la presencia de ARNm. B) abundancia relativa de ARNm para IFN-β. C) abundancia relativa de 

ARNm para IL-12. D) abundancia relativa de ARNm para IL-10. E) concentración en pg/dL de TNF presente en 

sobrenadante donde fueron cultivadas y estimuladas las DC. *p=0.01. 

 

7.4 Los co-cultivos de células T con DC-AR tuvieron una menor producción de 

TNF.  

 

Una vez establecido el modelo de generación de DC se realizaron co-cultivos utilizando 

células T CD4+ provenientes de ratón previamente inmunizado con la proteína VP6 de RV 

(R+) y células T de ratón sin inmunizar (T-). Una vez pasadas 72 h de incubación se colectó 
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el medio de cultivo y se determinó la concentración de TNF mediante ensayo de ELISA. 

Como control se tuvieron cultivos de DC estimuladas con LPS sin células T y, por otro lado, 

cultivos únicamente con células T. En todas las condiciones las DC fueron estimuladas con 

LPS y posteriormente cargadas con el antígeno. En la figura 5E se puede observar la 

concentración de TNF en los cultivos de DC estimuladas con LPS sin células T, bajo estas 

condiciones los cultivos de DC tuvieron una mayor cantidad de TNF en comparación con las 

DC-AR, lo que indica que las DC-AR tienen un perfil menos inflamatorio. En la figura 6A 

se observan los cultivos de DC con células T provenientes de ratón sin inmunizar (T-). Los 

cultivos de DC-AR-T- sin antígenos de RV tuvieron una menor concentración de TNF en 

comparación con los cultivos de DC-T-, en el caso de las DC-T- con antígenos de RV, se 

observó que, aunque los niveles de TNF fueron mayores en este grupo, no hubo una 

diferencia estadísticamente significativa en comparación con los cultivos de DC-AR (figura 

6A). Por otro lado, se realizaron co-cultivos de DC con células T provenientes de ratones 

previamente inmunizados (T+), bajo estas condiciones se observó que, en todos los casos, 

hubo una menor concentración de TNF cuando las células T+ se cultivaban con DC-AR como 

se puede observar en la figura 6B.  

 

Figura 6. Concentraciones de TNF en co-cultivos de DC con células T. Se observa la concentración de TNF en cultivos 

de DC sin antígeno con células T (DC-T), DC cargadas con VP6 (DC-VP6) y DC cargadas con péptido 289-302 (DC-Pep). 

A) concentraciones de TNF en cultivos de DC con células T-. B) concentraciones de TNF en cultivos de DC con células 

T+. *p=0.002. 
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7.5 Proliferación de células T específicas contra rotavirus en presencia de 

DC y DC-AR cargadas con la proteína VP6 y el péptido 289-310 de 

rotavirus.  

 

Para determinar si las DC y DC-RA inducen la proliferación de las células T de 

memoria de bazo de ratones previamente infectados con RV EDIM WT, se realizó 

un ensayo de proliferación, en donde las células T de bazo fueron teñidas con CFSE 

y expuestas a DC cargadas con la proteína VP6 de RV o con el péptido 289-302 de 

la proteína VP6, un epítopo específico de células T CD4+. El ensayo consiste en co-

cultivar las DC o DCi en presencia de células T de memoria o de ratones control y 

medir la dilución de la fluorescencia del CFSE incorporado al ADN de las células T, 

que cuando se dividen, por lo que entre mayor sea la disminución de la intensidad 

media de fluorescencia (IMF) de las células T, se interpreta como una mayor 

proliferación y por lo tanto en una mayor estimulación. Las condiciones para este 

experimento están descritas en la tabla 2 en la sección de metodología. Los datos 

obtenidos fueron analizados con el software gratuito Cytobank realizando un 

histograma donde se observa la IMF de las células. Los histogramas obtenidos se 

muestran en la figura 7A-D. Como control negativo se tenían cultivos de células T 

con DC estimuladas con LPS y sin antígenos de RV, en estos cultivos no se observó 

proliferación de las células, evidenciado por una IMF alta (figura 7A, E). Los co-

cultivos de DC cargadas con la proteína VP6 con células T (tanto T+ como T-), 

mostraron una mayor proliferación en comparación con las células T cultivadas con 

DC-AR (figura 7B, F). De manera similar en los cultivos de células T+ y T- con DC 

cargadas con el péptido 289-302, se observó una mayor proliferación de las células 

T, en comparación con los cultivos con DC-AR (figura 7C, G). Como control positivo 

se utilizó ConA, se pudo observar que hubo proliferación en todos los co-cultivos, 

sin embargo, las células T cultivadas con DC-AR tuvieron una menor proliferación 

(figura 7D, H). Los valores obtenidos de la IMF de cada grupo fueron comparados 

en una gráfica, donde se puede observar que los co-cultivos tanto de células T+ 

como T- con DC tuvieron una IMF menor, lo que indica una mayor proliferación de 

las células T en comparación con los grupos de DC-AR (figuras 7E-H).   
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Figura 7. Ensayo de proliferación de células T cultivadas con DC y DC-AR. A) histograma de cultivos de DC 

estimuladas con LPS co-cultivadas con células T- y T+. B) histograma de cultivos de DC cargadas con VP6 co-cultivadas 

con células T. C) histograma de cultivos de DC cargadas con péptido 289-302 co-cultivadas con células T. D) histograma 

de control positivo, células cultivadas con ConA. E) IMF control negativo, DC estimuladas con LPS y cultivadas con células 

T. F) IMF cultivos de DC cargadas con VP6, co-cultivadas con células T. G) IMF cultivos de DC cargadas con péptido 289-

302, co-cultivadas con células T. H) IMF control positivo, DC con células T, en presencia de ConA.   
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8. DISCUSIÓN. 

 

Las DC son células que poseen una gran capacidad para captar, procesar y presentar 

antígenos de cualquier origen a linfocitos T, activándolos y dirigiendo la respuesta hacia 

diferentes perfiles como son el tipo inflamatorio, antiinflamatorio o tolerogénico, gracias a 

la gran cantidad de receptores que detectan patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMPS), además de otras moléculas. Esto les permiten dirigir el tipo de respuesta 

convirtiéndolas en el enlace entre la inmunidad innata y la inmunidad adquirida. Así mismo, 

contribuyen al óptimo funcionamiento de las células B, productoras de anticuerpos, 

produciendo citocinas y otros factores como BAFF y APRIL, cuyos ligandos se expresan en 

las células B. Las DC se encuentran distribuidas en todo el organismo, sin embargo, cobran 

mayor relevancia en las mucosas ya que representan los principales sitios de entrada de los 

patógenos. Particularmente en el intestino, la cantidad de antígenos alimenticios y de 

microorganismos comensales, es necesario un ambiente altamente regulado y tolerogénico  

y bajo condiciones normales, las DC contribuyen al establecimiento de este ambiente a través 

de la secreción de TGF-β, lo que induce el desarrollo de los linfocitos T locales hacía un 

perfil tipo TREG productores de TGF-β e IL-10 (Feng et al., 2010; Ferris et al., 2020; Jamwal 

et al., 2017; Wohn et al., 2020). Sin embargo, el estudio de las DC in vivo en los diferentes 

órganos y ambientes es muy complicado, esto debido a la heterogenicidad de las poblaciones, 

el número absoluto de células y a que los métodos de purificación suelen alterar el estado de 

activación de las células. Por esta razón, es importante diseñar estrategias que permitan la 

generación de células con características similares a las DC in vivo, a fin de poder describir 

los mecanismos involucrados en estados de tolerancia e inflamación cuando estas entran en 

contacto con antígenos, en este caso de un virus como rotavirus. En el método desarrollado 

por Lutz y cols., es posible generar grandes cantidades de DC a partir de precursores de 

medula ósea agregando factores como las citocinas Flt3 y GM-CSF al medio de cultivo, en 

un tiempo de 5 a 10 días de diferenciación, para posteriormente añadir moléculas 

inmunogénicas como LPS que inducen la maduración de las DC (Feng et al., 2010; Lutz et 

al., 1999; Ohoka et al., 2014; Yashiro et al., 2018). Este modelo ha sido modificado por Feng 

y cols., en el cual, gracias a la adición de AR, es posible generar una población de DC con 

un fenotipo y características similares a las DCi, induciendo la expresión de la integrina 
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CD103 y la enzima Aldh2, necesaria para metabolizar el retinal obtenido del medio en AR 

(metabolito activo), haciendo de las DCi productoras de este metabolito. La presencia del 

AR en el intestino de los mamíferos proviene principalmente de la dieta, en donde la 

Vitamina A, en forma de retinal o retinol, es absorbida por los enterocitos del intestino, para 

que posteriormente se asocien a proteínas transportadoras, se distribuya a todos los órganos 

a través del torrente sanguíneo y finalmente sean metabolizados en hígado, obteniendo el 

metabolito activo (all-trans retinoic acid o ácido retinoico) para su posterior utilización y 

eliminación del organismo. Aunque esta sería la principal vía para la obtención del 

metabolito activo, en el intestino, las DCi tienen la capacidad de metabolizarlo y secretarlo, 

y éste tiene un efecto sobre las células T intestinales, generando poblaciones tolerogénicas 

con una baja proliferación celular y una alta producción de citocinas antiinflamatorias como 

TGF-β e IL-10.  

El mecanismo de acción del AR presente en el medio de cultivo de diferenciación de los 

precursores de MO es que una vez dentro de las células, éste es reconocido por receptores 

nucleares denominados como RAR, cuyas funciones radican en modular la expresión de 

algunos genes (RAREs). En el caso de los precursores que darán origen a las DCi, el AR es 

captado y reconocido por el receptor nuclear RARα, el cual induce la expresión de la 

integrina CD103 y una mayor producción de TGF-β, así mismo, cuando el AR señaliza en 

las células T, induce la expresión del factor de transcripción FoxP3 característico de las 

células TREG (Feng et al., 2010; A. Flores-Langarica et al., 2018; A. Flores-Langarica et al., 

2018; Ohoka et al., 2014; Roe et al., 2017, 2020; T. Sun et al., 2017). Teniendo la experiencia 

previa de este modelo en nuestro laboratorio, decidimos generar poblaciones de DC a partir 

de precursores de MO en presencia de AR, esto con la finalidad de obtener cantidades 

mayores de células DC con características intestinales que nos permitan evaluar los efectos 

de la interacción de éstas células con las células T de memoria, y determinar si existen 

diferencias en la inducción de proliferación, activación y diferenciación de las células T 

específicas en un modelo murino.  

Para demostrar que la presencia de AR en el medio de cultivo generaban DC tipo intestinal, 

se realizó una PCR punto final para determinar la presencia del ARNm que codifica para la 

enzima Aldh1a2, la cual se ha demostrado que participa en la producción de AR por parte de 
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las DCi, siendo una de las principales características. Este ARNm se ve aumentado en el 

grupo de DC-AR, aunque también en las DC convencionales se encuentra este mensajero, 

Diversas investigaciones han observado que la generación de DC con una concentración de 

entre 10-25 ng/mL de GM-CSF induce la expresión de la enzima Aldh1a2, sin embargo, 

cuando además se cultivan en presencia de una concentración alta de AR, la expresión de la 

enzima aumenta considerablemente (Feng et al., 2010; Lutz et al., 1999; Ohoka et al., 2014). 

Así mismo, se realizaron PCR punto final para determinar la cantidad relativa de ARNm para 

citocinas proinflamatorias, encontrando que cuando las DC-AR están en condiciones basales 

y se estimulan con LPS sintetizan una mayor cantidad de ARNm para citocinas IFN-β, IL-

10 e IL-12. El aumento de la síntesis de ARNm de citocinas IFN-β e IL-10 tras un estímulo, 

en este caso LPS, y la disminución de la expresión de IL-12 en el caso de las DC-AR, 

coinciden con lo reportado en 2020 por Garcias López y cols., donde tras estimular 

únicamente con Poli (I:C) las DC aumentaron los niveles de expresión de citocinas (Garcias 

López et al., 2020). 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con lo reportado, y en un futuro 

sería conveniente utilizar otros métodos de detección más exactos para demostrar la 

capacidad de las DC-RA para metabolizar el retinol y producir AR, la cual puede ser 

determinada utilizando el ensayo ALDEFLUOR por ELISPOT (A. Flores-Langarica et al., 

2018; Ko et al., 2020; Roe et al., 2017). Otro de los resultados observados en el 

establecimiento del modelo de generación de DC, fue que las DC-AR tuvieron una mayor 

expresión de la integrina CD103 en comparación con las DC sin AR y se relaciona con la 

activación de genes que codifican para este marcador por la activación de los RAR. La 

expresión de esta molécula está definida desde los precursores de DC que expresan los 

factores de transcripción IRF4 e IRF8, y por lo tanto, no es de sorprenderse que aún sin 

adicionar AR al medio se observe la expresión de la molécula CD103 (Roe et al., 2017, 2020; 

Zeng et al., 2016). Una vez demostrada la diferenciación de los precursores de MO  a células 

DCi, se determinó la producción de TNF por el método de ELISA en el sobrenadante de las 

células con y sin estímulo encontrando que las células en presencia de AR tuvieron una menor 

producción de esta citocina inflamatoria, sugiriendo que estas células tienen un perfil menos 

inflamatorio que las células cultivadas sin AR (Nakawesi et al., 2020; Qiang et al., 2017). 

Con los resultados obtenidos se puede inferir, que el establecimiento del modelo de 
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generación de DC tipo intestinal es similar a lo reportado anteriormente, ya que la expresión 

de la enzima Aldh1a2, la expresión de CD103 y la producción de citocinas concuerda con lo 

reportado por diversos autores (A. Flores-Langarica et al., 2018; Qiang et al., 2017; Roe et 

al., 2017, 2020; Yashiro et al., 2018). 

Para la siguiente fase de nuestro estudio se realizaron ensayos de proliferación utilizando 

células T. Para esto, se purificaron mediante selección positiva por el método de MACS, el 

cual consiste en utilizar un anticuerpo anti-CD4 acoplado a perlas magnéticas, para 

posteriormente pasarlas a través de una columna acoplada a un magneto, de tal manera que 

las células positivas quedaran atrapadas en la columna. Esta columna era separada del 

magneto y agregando solución de elución y posteriormente, aplicando presión se separaban 

las células marcadas. Las células T CD4+ provinieron de bazos de ratones previamente 

inmunizados con la vacuna contra RRV y retados con el rotavirus murino silvestre EDIM. 

Los bazos fueron extraídos a los 21 días post reto, por lo que esperamos que las células T 

anti-RV se encontrarán enriquecidas. Una vez purificadas las células T CD4+ se contaron las 

células viables, utilizando una tinción de azul de tripano y se cultivaron en presencia de DC 

o DC-AR en una relación de 1:10 (1 DC por cada 10 linfocitos) en placas de 96 pozos de 

baja adherencia de fondo redondo por 96 h, cabe mencionar que las DC con o sin AR fueron 

cargadas con diferentes antígenos utilizando VP6 como el antígeno a reconocer por las 

células T. Esto debido a que la proteína VP6 es la más conservada entre los diferentes 

serotipos de RV y tiene muchos epítopos para las células T CD4+. A partir de estos co-

cultivos, se analizaron dos variables, por un lado, la producción de TNF en el sobrenadante 

bajo diversos estímulos, así como la proliferación inducida en las células T CD4+. Para esta 

última, las células purificadas CD4+, fueron marcadas con CFSE antes de ponerlas en 

contacto con las DC, con y sin estímulo. Como células control se utilizaron CD4+ 

provenientes de bazo de ratón sin inmunizar. Los resultados mostraron que, tanto de las 

células CD4+ de ratón inmunizado como de ratón sin inmunizar contra RV, tuvieron una 

mayor cantidad de TNF-α en comparación con los cultivos donde estaban las DC-AR, lo que 

indica que las DC indujeron un perfil tipo Th1 debido a que había una mayor cantidad de 

esta citocina inflamatoria, esto debido a que, según lo reportado, es muy probable que las DC 

con fenotipo intestinal tengan un papel regulador en el intestino. El análisis de la proliferación 

inducida demostró que las células T tuvieron una mayor proliferación en los cultivos de DC, 



59 
 

esto evidenciado por una mayor cantidad de picos de proliferación y una IMF menor en 

comparación con los cultivos de células T con DC-AR, estos resultados coinciden con los 

observados en el 2017 Flores-Langarica y colaboradores donde observaron que las células 

dendríticas son capaces de reclutar y promover la proliferación de las células T en un modelo 

respuesta inmune en el que utilizaban flagelina de Salmonella soluble induciendo una mayor 

proliferación de células T cuando no son cultivadas con AR (A. Flores-Langarica et al., 

2018). A pesar de que se pudo observar que hubo una respuesta por parte de las células T a 

las DC, tanto DC como DC-AR, el número de células analizadas fue reducido. Existen dos 

posibles causas para explicar el hecho de la baja cantidad de células T analizadas, la primera 

es que la estimulación de los linfocitos fue tan alta y el periodo de cultivo fue demasiado y 

como resultado las células comenzaron a morir, de tal manera que al momento de ser 

analizadas había poca cantidad de células viables. La segunda causa, y la más probable, es 

que las células utilizadas para nuestro experimento fueron obtenidas de ratones inmunizados 

contra RV utilizando la vacuna oral Rotarix, lo que generó una respuesta de memoria 

especifica con una baja frecuencia contra los antígenos utilizados para cargar las DC. Los 

antígenos que utilizamos para realizar nuestro experimento fueron la proteína VP6, producida 

en batería y purificada por columna de GST y el péptido 289-302 de la proteína VP6 de RV, 

el cual proviene de una síntesis in vitro. Estos antígenos son altamente conservados en 

diferentes serotipos de rotavirus. En el control de antígeno irrelevante, en donde se utilizó 

únicamente LPS, no se observó una proliferación basal de células CD4+ al medir la dilución 

de la CFSE en el citofluorometro, lo cual coincide con lo esperado al no haber un antígeno 

para presentar a las células T. Bajo las condiciones de nuestros experimentos, se observó que 

las células T provenientes de ratones sin inmunizar, también mostraron proliferación, lo cual 

es atribuido a una sobreestimulación de las DC por parte del LPS. Esta es una limitante de 

nuestro estudio, ya que muchos de los reactivos y de los antígenos utilizados probablemente 

tengan contaminación con antígenos como el LPS, el cual contribuye de manera indirecta en 

la proliferación inespecífica aumentando el fondo de los experimentos. Por esta razón, es 

importante utilizar polimixina B en el medio de cultivo, un antibiótico que secuestra al LPS 

impidiendo que este, ya sea residual o contaminante, señalice induciendo la proliferación de 

manera inespecífica.  Por otra parte, el enriquecimiento de las células T CD4+ contra la 

proteína VP6 podría favorecerse inmunizando ratones por vía subcutánea o intraperitoneal, 
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en dos o más ocasiones con la proteína VP6 o con el péptido 289-302 en presencia de 

adyuvante. Esto nos permitiría tener una mayor cantidad de células T de memoria específicas 

para los antígenos con los que disponemos. Otra de las alternativas sería utilizar en nuestro 

ensayo DC cargadas con el virus completo presente en la vacuna Rotarix, de tal forma que 

las células T específicas contra rotavirus aisladas de bazo de estos ratones, reconocerán más 

epítopes en el virus completo, por lo que la proliferación específica sería más evidente. Por 

otra parte, sería conveniente el medir la cantidad de IL-2, ya que la producción de esta 

citocina es proporcional a la proliferación que se observa. La medición de IL-2 puede llevarse 

de manera directa mediante un ELISA o de manera indirecta, usando una línea celular 

indicadora dependiente de IL-2 para su proliferación. La línea celular utilizada sería CTLL-

2, las cuales proliferan únicamente en presencia de IL-2, de esta manera cuando las CTLL-2 

se cultivan con el medio sobrenadante de los co-cultivos de DC y de células CD4+, su 

proliferación será proporcional a la cantidad de IL-2 que contengan, por lo que a mayor 

cantidad de IL-2 tendrán una mayor proliferación de las células CTLL-2.  Si bien la 

proliferación de células T por producción de IL-2 puede ser considerada como una medida 

de regulación. En el 2017 Qiang y colaboradores observaron que las DC cultivadas con AR 

también muestran una buena capacidad para inducir la proliferación de células T, pero 

dirigiéndolas hacia un perfil TREG, en el que aumenta la expresión del factor FoxP3, así como 

una mayor expresión de las integrinas α4β7 (Qiang et al., 2017), por tanto, en experimentos 

futuros enfocados en determinar la proliferación celular, se plantea medir la expresión del 

factor FoxP3 sobre las células T CD4+, ya que este es un factor de transcripción característico 

de las células TREG, por tanto, se esperaría una mayor cantidad de expresión de FoxP3 en 

cultivos celulares con DC-RA. Los resultados obtenidos en nuestros experimentos nos 

sugieren que las DC sin AR son capaces de inducir una mayor proliferación de células T e 

inducir una mayor producción de citocinas inflamatorias, evidenciado principalmente por 

una mayor producción de TNF-α, por otro lado, cuando las DC son cultivadas en un ambiente 

rico en AR tienden a inducir una proliferación menor e inducir una menor producción de 

TNF-α, por último,  cabe mencionar que aunque estas DCi  generadas in vitro, pueden 

acercarnos a tener un mejor entendimiento de cómo funcionan estas células en el intestino, 

sigue siendo un modelo con variables controladas que permite el análisis de diferentes 

factores que impactan en la diferenciación de otras células que conllevan a mantener la 
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homeostasis a nivel intestinal, controlando el estado de inflamación que podría comprometer 

la integridad del organismo. Debido a la complejidad y diversidad de las poblaciones de DC, 

es necesario el continuar con las investigaciones que permitan elucidar los mecanismos de 

respuesta en infecciones virales y en distintos ambientes, esto con la finalidad de desarrollar 

mejores estrategias en la generación de vacunas utilizando a las DC como células blanco 

resaltando su importancia como iniciadoras de la respuesta inmune adaptativa.  
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9. CONCLUSIONES. 

 

La diferenciación de precursores de médula ósea a DC en un ambiente con una concentración 

de 10 ng/mL de GM-CSF y 0.5 M de AR, aumenta la síntesis del ARNm para la enzima 

Aldh1a2 y el marcador CD103, fenotipo descrito en poblaciones de DC intestinales. 

Las DC-AR producen una menor cantidad de TNF-α. 

Las DC-RA producen una mayor cantidad de ARNm para la IL-10. 

Las DC-RA muestran una menor expresión de IFN-β e IL-12 cuando son cargadas con la 

proteína VP6 de RV. 

Las DC sin RA inducen una mayor producción de TNF-α en los co-cultivos con células T. 

Las DC-RA cargadas con la proteína VP6 y el péptido 289-302 inducen una menor 

proliferación de las células T CD4+ en comparación con las DC sin AR. 
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10. PERSPECTIVAS. 

 

Realizar experimentos utilizando células de bazo de ratones inmunizados con la proteína VP6 

con adyuvante por vía parenteral. 

Utilizar el virus de la vacuna Rotarix completo para cargar a las DC en las diferentes 

condiciones. 

Determinar por citometría de flujo el fenotipo de las células T purificadas en la columna de 

MACS para verificar que sean linfocitos T CD4+ y determinar su estado de activación. 

Realizar ensayo de proliferación utilizando células CTLL-2 cultivadas en el medio de cultivo 

donde fueron diferenciadas las DC.  

Determinar la concentración de IL-2 producida por las DC mediante inmunoensayo.  

Determinar la expresión del factor FoxP3 en las células T cultivadas con DC-RA.  
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ANEXOS. 

Protocolo GM-CSF Gibco.  
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Protocolo inmunoensayo ELISA TNF-α. 
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Constancias de asistencia a cursos durante la maestría. 

 



82 
 

 



83 
 



84 
 

 



85 
 

 



86 
 

 

  



87 
 

Constancia de presentación de proyecto en congreso.  
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