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Introducción. 

Introducción 

El sistema inmune sufre un dramático remodelamiento relacionado con el 

envejecimiento que lleva a cambios que incluyen ganancias y pérdidas (Castle, 

2000; Globerson and Effros, 2000). Se han descripto modificaciones en la 

inmunidad celular, la inmunidad humoral, y la inmunidad innata (Linton and 

Dorshkind, 2004; Plackett et al., 2004). Estos cambios contribuyen a 

aumentar la morbilidad y mortalidad en este período de la vida ya que se 

observa un aumento en la incidencia de enfermedades infecciosas, respuesta 

autoinmune y cáncer (Ginaldi et al., 2001; Grubeck-Loebenstein and Wick, 

2002). Además, la efectividad de la vacunación es menor en los individuos 

envejecidos (Grubeck-Loebenstein and Wick, 2002). 

La mayoría de las infecciones utilizan las superficies mucosas como puerta de 

entrada al organismo. Uno de los ejemplos más claros se relaciona con la 

patología producida por el virus de influenza, que se transmite a través de la 

mucosa nasal. La morbilidad y mortalidad asociada con esta enfermedad 

están aumentadas en la población envejecida, y de hecho, la mayoría de las 

muertes asociadas con infecciones bacterianas después de padecer esta 

patología se observan en este segmento de la población. Aunque la 

inmunización reduce las hospitalizaciones, el riesgo de neumonía y la muerte 

asociada a la enfermedad, mientras que la efectividad de la vacunación en 

individuos jóvenes es de 65 a 80%, en ancianos es solo del 30 al 50% (Ruh et 

al., 1998). Murasko et al. indican que cuando se vacuna contra el virus de 

influenza a ancianos se observa una disminución en la respuesta humoral y 

celular específica, estando ambas comprometidas en la menor respuesta 

protectora encontrada en este grupo etano (Murasko et al., 2002). 

Recientemente, Villari et al. realizaron un análisis de la eficacia de la 

vacunación para influenza con pacientes de distintas edades y observaron una 

clara disminución de dicha eficacia a medida que aumenta la edad (Villari et 

al., 2004). 

A continuación se describen brevemente los principales cambios observados 

durante el envejecimiento en los distintos componentes del sistema inmune. 
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Células T 

La mayoría de los estudios que analizaron el efecto del envejecimiento sobre el 

sistema inmune se han realizado sobre células T. La célula T es 

dramáticamente afectada por el envejecimiento. Los principales cambios 

encontrados son: i) una reducción en el número de células T vírgenes asociada 

a una profunda involución del timo; u) alteración en el fenotipo de los 

linfocitos T periféricos, con un aumento en el número de células de memoria; 

iii) una disrupción en las vías de activación celular, por ejemplo, a nivel del 

señalamiento a través del TCR y moléculas estimulatorias. Además se 

observaron alteraciones en el control de la apoptosis y de la maquinaria del 

ciclo celular. 

Las alteraciones encontradas en el compartimiento de linfocitos T tienen un 

rol crítico en el envejecimiento. La involución tímica es una de las 

características de un sistema inmune envejecido. A medida que avanza la 

edad, el timo sufre una reducción progresiva de su tamaño debido a profundos 

cambios en su anatomía asociados con pérdida de células epiteliales tímicas y 

una disminución de la generación de timocitos. 

Los primeros esfuerzos realizados en el estudio de los cambios en el sistema 

inmune durante el envejecimiento se centraron en la posible pérdida o 

alteración en el número de linfocitos T circulantes (Franceschi et al., 2000a; 

Spaulding et al., 1999). Este enfoque tiene sentido, teniendo en cuenta que los 

linfocitos T son producidos por el timo, que como se mencionó anteriormente, 

es un órgano que se atrofia progresivamente durante el envejecimiento 

resultando en la pérdida de su capacidad para generar y exportar células T 

hacia la periferia (Pawelec et al., 1996). Sin embargo, la disminución en la 

salida de linfocitos T del timo no resulta en un cambio significativo en el 

número de los linfocitos T circulantes (Mocchegiani and Malavolta, 2004; 

Pawelec, 1999; Pawelec et al., 1996). El número de células T circulantes, 

parece estar mantenido por mecanismos de regulación homeostáticos 

compensatorios, que causan una expansión de los linfocitos T maduros 

independiente del timo. Debido a que las células T maduras tienen una vida 

media finita, se cree que la continua proliferación de estas células durante el 

envejecimiento llevaría a la acumulación de células T, un proceso denominado 
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senescencia replicativa. Sin embargo, la población de células T presenta una 

disminuida capacidad para responder a antígenos nuevos o conocidos. 

Además, esta expansión de los linfocitos T maduros, lleva a una reducción en 

el repertorio de receptores de linfocitos T (TCR) en la periferia (Mocchegiani 

and Malavolta, 2004; Pawelec et al., 1996), y  numerosos estudios demuestran 

una disminuida capacidad para proliferar frente a mitógenos y varios 

estímulos de activación cuando se comparan con los de animales jóvenes 

(Baggio et al., 1998; O'Mahony et al., 1998; Trzonkowski et al., 2003). 

Otro de los cambios importantes observados durante el envejecimiento es una 

alteración en el fenotipo de los linfocitos T periféricos, con un menor 

porcentaje de células T vírgenes y un mayor porcentaje de linfocitos T de 

memoria. Recientemente se ha postulado que el aumento en el número de 

células T CD8+ con este fenotipo puede ser una consecuencia no sólo de la 

involución tímica, que lleva a una disminución de la producción de linfocitos T 

vírgenes, sino que también puede ser el resultado de estímulos antigénicos 

repetitivos, principalmente por infecciones virales persistentes como la 

infección con citomegalovirus (Looney et al., 1999; Pawelec et al., 2004). Este 

"stress crónico" resulta en un agotamiento clonal, y como consecuencia, el 

compartimiento de linfocitos T se encuentra superpoblado con un repertorio 

limitado de clones que han sido crónicamente expandidos y presentan 

características de células senescentes, es decir, que son menos susceptibles a 

la muerte por apoptosis y pierden la capacidad de dividirse (Appay et al., 

2002; Effros et al., 1994; Effros and Pawelec, 1997). En contraposición, las 

células T CD4+ son más susceptibles a la muerte por apoptosis, lo que 

resulta, en humanos, en una inversión de la relación CD4:CD8 respecto a los 

adultos jóvenes (Pawelec et al., 1996). 

Es importante destacar que además de los linfocitos T CD4 y CD8, hay 

subpoblaciones particulares de linfocitos T, como los linfocitos NKT (del inglés 

Natural Killers), que expresan TCR conformado por cadenas c43 o y6. Estas 

células son centinelas del sistema inmune y actúan como primera línea de 

defensa contra las infecciones. Las que poseen el receptor c43, son de origen 

tímico, mientras que las que poseen el receptor 76, son de origen extratímico 

(principalmente producidas por el hígado) (Mocchegiani and Malavolta, 2004). 

Durante el envejecimiento se producen cambios en ambas subpoblaciones. Se 

ha demostrado que tanto el número de células de origen tímico, como las de 
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origen extratímico, disminuye en ratones viejos. Sin embargo, en los ratones 

muy viejos, la población y6 está preservada. Estos hallazgos experimentales 

sugieren que la presencia de células con un TCR y6 está asociada con un 

envejecimiento exitoso, y además, que la generación extratímica de estas 

células es fundamental en la función inmune durante el envejecimiento 

(Mocchegiani et al., 2004). 

Los cambios observados en el compartimiento de células T también están 

reflejados en un desvío en el perfil de citocinas. La activación de los linfocitos 

T luego de un estímulo antigénico habitualmente requiere de la producción de 

IL-2 y de citocinas Thl o Th2. Varios estudios han demostrado un desvío en el 

perfil de citocinas hacia Th2 asociado al envejecimiento, caracterizado por 

mayor producción de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (Pawelec, 1999; Sandmand et 

al., 2002; Shearer, 1997). Esto se traduce en una disminución en la respuesta 

pro inflamatoria y un aumento en la respuesta antiinflamatoria que contribuye 

a una disminuida resistencia contra las infecciones bacterianas. Este desvío 

en la producción de citocinas favorece la producción de anticuerpos por parte 

de los linfocitos B. 

Este desvío en el perfil de respuesta inmune observado durante el 

envejecimiento puede ser debido a una respuesta compensatoria a la 

sobreproducción de citocinas proinflamatorias, como TNF-a o IL-6, por el 

sistema inmune innato envejecido (O'Mahony et al., 1998). 

Para producir una adecuada respuesta inmune, los linfocitos T deben estar 

preparados para responder a estímulos externos. La mayoría de esos 

estímulos utilizan receptores en la superficie de los linfocitos T para inducir 

una respuesta adecuada. Además, esta señal debe ser traducida desde el 

receptor, a través de moléculas intermediarias que intervienen en la 

señalización hacia el núcleo, lo que finalmente lleva a la transcripción de 

genes específicos. El receptor más importante en los linfocitos T es el complejo 

de moléculas TCR/CD3, el que luego de su unión al ligando proporciona la 

primera señal para la activación de la célula T (Nel and Slaughter, 2002). 

Además, hay una variedad de receptores en la célula T capaces de dar la 

segunda señal que asegura una activación efectiva y sostenida de la célula T. 

Estos eventos llevan finalmente a la síntesis de IL-2 y la proliferación de la 

célula T (Rudd arid Schneider, 2003). 
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Recientemente, se ha demostrado la presencia de microdominios de 

membrana denominados Lipid-rafts, que actúan como plataformas de 

señalización (Laude and Prior, 2004). Estos, son estructuras ricas en 

colesterol, esfingolípidos y proteínas de señalización y participan en la 

formación de la sinapsis inmunológica entre las células presentadoras de 

antígenos y las células T (Taner et al., 2004). El envejecimiento está asociado a 

una alteración en las vías de señalización de la célula T que intervienen en la 

primera señal, la segunda señal, o ambas (Pawelec et al., 2001). Existen 

numerosas alteraciones en las cascadas de señalización, que incluyen 

disminuciones en la fosforilación de tirosina quinasas, metabolismo del calcio 

y otras (Larbi et al., 2004). Además, recientemente se ha descripto que los 

animales viejos presentan un aumento en la cantidad de colesterol y 

esfingolípidos, y una disminución en fosforilación de las tirosinas de las 

proteínas Lck y LAT. La función de los Lipid-raft también se encuentra 

alterada presentando una menor polarización de los Lipid-raft de los animales 

viejos (Larbi et al., 2004). 

Células B 

Durante su desarrollo, las células 13 deben transitar por varios estadios 

durante los cuales son capaces de expresar IgM en su superficie antes de 

abandonar la médula ósea hacia los órganos linfáticos secundarios. En dichos 

estadios los progenitores comprometidos al linaje de células B (denominadas 

células proB) sufren recombinación de los genes de las cadenas pesadas de 

inmunoglobulinas, proliferan rápidamente y expresan un receptor de células 13 

preliminar, denominado preBCR y responden a la estimulación con IL-7 (en el 

estadio de célula preB) (Fleming and Paige, 2001; Hardy and Hayakawa, 

2001). Finalmente, recombinan los genes de la cadena liviana de las 

inmunoglobulinas, expresan una IgM de superficie en el estadio de célula preB 

pequeña, y abandonan la médula ósea como célula B inmadura (Hardy and 

Hayakawa, 2001). Posteriormente, las células B inmaduras migran hacia el 

bazo y terminan su diferenciación en linfocitos 13 maduros. 

Se ha demostrado que las células proB de individuos envejecidos expresan 

menores niveles de las enzimas necesarias para realizar la recombinación de 
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los genes de inmunoglobulinas como consecuencia de cambios en el micro 

ambiente relacionados con la edad (Labrie et al., 2004). 

Adicionalmente, se ha demostrado que el número de células preB se 

encuentra disminuido durante el envejecimiento (Stephan et al., 1996), 

probablemente como un reflejo de defectos en la progresión del estadio de 

proB a los estadios subsiguientes debido a una menor respuesta a la IL-7 y 

menor expresión de preBCR por parte de estas células (Sherwood et al., 1998; 

Sherwood et al., 2000; Stephan et al., 1997). Como el preBCR también 

interviene en la selección de clones específicos de linfocitos B la disminución 

en los niveles de expresión del preBCR, también repercute en el repertorio de 

células B maduras que se encuentran en la periferia. 

Las células B maduras se dividen en tres subpoblaciones principales: 

foliculares, de zona marginal y Bi. Las células B foliculares constituyen la 

subpoblación mayoritaria de los linfocitos B periféricos y, luego de la 

respuesta a un antígeno, generan células productoras de anticuerpos y 

centros germinales, que finalmente llevan a la producción de células de 

memoria (McHeyzer-Williams and McHeyzer-Williams, 2005). Por el contrario, 

las células B de zona marginal actúan como primera línea de defensa contra 

antígenos presentes en la sangre, y no contribuyen normalmente a la 

formación de centros germinales (Martin and Kearney, 2002). Las células Bi 

poseen un origen fetal y contribuyen principalmente a la protección contra 

antígenos T independientes (Alugupalhi et al., 2004). 

El impacto del envejecimiento en el compartimiento de linfocitos B periféricos 

es complejo y se produce en un amplio rango de características. Los primeros 

estudios demostraron que las células B maduras en los ratones viejos exhiben 

un alterado repertorio de BCR (LeMaoult et al., 1997; Nicoletti et al., 1993), 

una incapacidad para generar hipermutación somática de las regiones V de los 

genes de inmunoglobulinas en centros germinales (Miller and Kelsoe, 1995), y 

una incrementada longevidad asociada a una menor producción de linfocitos 

B desde la médula ósea (Kline et al., 1999). Además, estudios de nuestro 

grupo demostraron que los linfocitos B de animales viejos presentan una 

menor susceptibilidad a la muerte por apoptosis mediada por estímulos a 

través del BCR (Montes et al., 2006). 

Diego Oscar Alignani 	 7 



Introducción. 

Recientemente se ha demostrado que durante el envejecimiento existen 

mecanismos que hacen que se mantengan células B de zona marginal y B 1 

(Johnson et al., 2002), las que poseen un repertorio limitado de especificidad 

en sus BCR asociados con la respuesta a antígenos bacterianos (Martin and 

Kearney, 2002). Este cambio en la composición de las subpoblaciones de 

linfocitos B con el envejecimiento, probablemente contribuya a alteraciones 

funcionales de los linfocitos B, que finalmente lleven a una disminución en la 

capacidad de los individuos envejecidos para desarrollar una respuesta 

inmune humoral eficiente. 

Inmunidad innata 

El sistema inmune innato es necesario tanto como primera barrera de defensa 

frente a una agresión externa como para la activación de las células 

presentadoras de antígeno (CPA) que desencadenan la respuesta inmune 

específica (Janeway and Medzhitov, 2002). Las consecuencias de una función 

alterada del sistema inmune innato durante el envejecimiento es un área de 

gran interés. Sin embargo, existe escasa información acerca de su 

comportamiento durante el envejecimiento y algunos de los datos 

bibliográficos son contradictorios. Por un lado el aumento de citocinas 

proinflamatorias se ha relacionado con varios desórdenes (arteriosclerosis o 

Alzheimer). Por otro lado, una estimulación crónica de la inmunidad innata 

está asociada con buen pronóstico ya que compensa parcialmente la función 

disminuida de los linfocitos T. 

La evidencia proveniente de estudios con individuos ancianos saludables, 

indica que con el avance de la edad se produce un estado denominado 

hiperinflamatorio, que se caracteriza por elevados niveles de mediadores 

proinflamatorios como IL-6, IL- lb, TNFa, prostaglandina E2, y mediadores 

antiinflamatorios como el receptor antagonista de IL- 1, el receptor de TNF 

soluble y proteínas de fase aguda (Franceschi et al., 2000b). Este estado puede 

ser causado por factores intrínsecos de las células del sistema inmune innato 

o por factores extrínsecos como las hormonas y el medio de citocinas de un 

microambiente distinto en los individuos viejos. La consecuencia de ello es 
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una menor respuesta frente a injurias y una mayor susceptibilidad a 

infecciones. 

Los estudios in vitro indican que el envejecimiento afecta las células del 

sistema inmune innato. En los granulocitos neutrófilos, la capacidad 

fagocítica, la síntesis de intermediarios reactivos del oxígeno y la eficiencia 

para matar microorganismos están disminuidas durante el envejecimiento 

(Fulop et al., 2004). Además, los efectos del envejecimiento sobre los 

neutrófilos incluyen una disminución en la quimiotaxis luego la activación con 

GM-CSF (Fulop et al., 2004). En macrófagos, se ha descripto una disminución 

en la producción de especies reactivas de nitrógeno (Lu et al., 1999). Con 

respecto a las células NK, la citotoxicidad, la producción de citocinas y 

quimiocinas también se encontraron alteradas (Mocchegiani et al., 2003). 

Respecto a este punto, se han encontrado aumentos en el número de células 

NK en ratones, y en humanos. En conclusión, se han descripto cambios en el 

número y función de múltiples tipos celulares, que en forma global pueden 

afectar el funcionamiento del sistema inmune innato y adaptativo. 

Un gran número de trabajos indican que la función y el número de los 

macrófagos están alterados durante el envejecimiento. En macrófagos 

alveolares de rata, se encontró una menor producción de superóxido luego de 

la estimulación con IFN-y (Davila et al., 1990), y en la producción de especies 

reactivas de oxígeno y óxido nítrico (Kissin et al., 1997; Moron et al., 2000; 

Tasat et al., 2003). Estudios realizados en ratón, demuestran que los 

macrófagos peritoneales y esplénicos producen menos óxido nítrico y ARN 

mensajero para la óxido nítrico sintetasa que los macrófagos de animales 

jóvenes, como así también una disminuida capacidad fagocítica (Kissin et al., 

1997; Lu et al., 1999; Swift et al., 2001). Además, se observó una menor 

capacidad de los macrófago peritoneales de ratón para producir citocinas 

proinflamatorias como IL-6 y TNF-a en respuesta a la estimulación con LPS 

(Boehmer et al., 2004), y una incrementada producción de IL-10 (Chelvarajan 

et al., 2005). Estos cambios en la producción de citocinas pueden ser debidos 

a diferencias en las vías de señalización ya que trabajos recientes indican que 

los macrófagos de ratones viejos presenta niveles disminuidos de las 

moléculas de p38 y JNK fosforiladas luego de la estimulación con LPS 

(lipopolisacárido bacteriano), a pesar de que no se encuentran diferencias en 
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los niveles de expresión del receptor para LPS (TLR4) (Boehmer et al., 2004; 

Chelvarajan et al., 2005). En paralelo, los macrófagos de ratones viejos, 

también producen menores niveles de citocinas proinflamatorias y menor 

fosforilación de p38 en respuesta a Zymosan, el ligando de TLR2. Igualmente, 

se ha descripto una menor respuesta a INF--y , debida a una alterada 

señalización de la vía de Jak y STAT (Renshaw et al., 2002). Sin embargo, la 

exposición de macrófagos de ambas edades a IL-2 no refleja diferencias en la 

producción de IL-6 y TNF-ct. (Yoon et al., 2004). Estos estudios indican que 

existen alteraciones relacionadas a la edad en vías de señalización específicas 

y que las alteraciones se producen a nivel de mediadores intracelulares. 

Debido a su rol central en la activación de células T, las células dendríticas 

(CDs) son consideradas una promisoria herramienta para desarrollar 

inmunoterapia. Sin embargo, pese a los numerosos avances en la biología 

celular y molecular de las CDs registrados estos últimos años, la participación 

de estas células en la generación de la respuesta inmune no ha recibido mayor 

atención durante los estudios de envejecimiento (Uyemura et al., 2002). Por lo 

que es necesario profundizar en el conocimiento de la función de las CDs 

durante este período de la vida. 

La consecuencia de todos estos cambios observados en la inmunidad 

sistémica durante el envejecimiento, lleva a una menor capacidad del sistema 

inmune de individuos viejos para luchar contra las infecciones (nuevas o 

recurrentes), a menor respuesta luego de la vacunación y a un incremento en 

el riesgo de autore actividad. 

Sistema inmune asociado a mucosas 

La mayoría de las infecciones se producen o se diseminan a través de las 

superficies mucosas. Es por ello, que resulta de vital importancia el 

conocimiento de los mecanismos inmunológicos que actúan en dichas 

superficies, con el fin de adecuar esquemas de inmunización efectivos que 

permitan realizar una mejor inmunoprofilaxis. 
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El sistema inmune asociado a mucosas está formado por sitios inductores, 

como las placas de Peyer (en el intestino) o el anillo linfático de Waldeyer 

(compuesto por las amígdalas y adenoides) entre otros, que forman 

colectivamente una red denominada tejidos linfáticos asociados a mucosas o 

MALT (del inglés: mucosal associated lymphoreticular tissues). En los sitios 

inductores del MALT hay zonas ricas en células T y zonas ricas en células B 

(principalmente células B productoras de IgA), además de células 

presentadoras de antígenos, y otros tipos celulares necesarios para la 

inducción de respuesta inmune específica (Kiyono and Fukuyama, 2004; 

Mestecky, 2003; Mowat, 2003). Una de las características particulares del 

MALT es que posee un epitelio, denominado epitelio asociado a folículos o FAE 

(del inglés: follicle-associated epithelium) que contiene células epiteliales 

características, denominadas células M. Estas, cumplen un rol crucial en la 

inducción de respuesta inmune, ya que son capaces de tomar antígenos 

presentes en el lumen intestinal, transportarlos y entregarlos intactos a las 

células presentadoras de antígenos, con las que se encuentran íntimamente 

relacionadas (Bilsborough and Viney, 2004; Iwasaki and Kelsall, 1999). 

Además, las células del epitelio intestinal contribuyen a la función 

inmunológica ya que expresan receptores para inmunoglobulinas poliméricas 

(pIgR), moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1 y  clase 

II, moléculas de adhesión y producen una variedad de citocinas y quimiocinas 

(McJhee, 1999). 

Luego del ingreso del antígeno al organismo a través de las mucosas, se 

produce la activación de CDs, células T y células B productoras de IgA. 

Después de su activación, las células T producen una variedad de citocinas 

que están involucradas en la activación, el cambio de isotipo de 

inmunoglobulina y la expresión de moléculas de adhesión en las células B 

específicas. Tanto las citocinas asociadas a un perfil Th2 como aquellas 

asociadas a un perfil Th 1 favorecen la producción de IgA. La administración de 

citocinas Th2 como 1L4, IL-5, IL-10 e IL-13, y los adyuvantes que desvían la 

respuesta hacia Th2 inducen la producción de IgA (Asano et al., 2004; Elson, 

1999; Kelsall, 1999). Además, las citocinas Thl (como INF-y) y el TGF-13 (una 

citoquina muy importante en la inducción de tolerancia oral) contribuyen 

significativamente a la producción de IgA (Goodrich and McGee, 1998; Nataro, 

1999). 
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La secreción de la IgA en mucosas resulta de un proceso de transporte de la 

IgA polimérica a través de las células epiteliales luego de la interacción con el 

pIgR y el posterior clivaje del receptor en la porción apical de las mismas. 

Los sitios inductores del MALT continuamente aportan células B y T activadas 

y de memoria a otros tejidos denominados sitios efectores, como la lámina 

propia del intestino. La diseminación de las células en los distintos sitios 

efectores depende de la expresión de moléculas de adhesión específicas como 

la integrina a4J37, mientras que la diseminación a nivel sistémico depende de 

la expresión de L-Selectina (Brandtzaeg et al., 1999a; Brandtzaeg et al., 

1999b). Las células B activadas sufren diferenciación terminal en la lámina 

propia intestinal y producen principalmente moléculas de IgA que forman 

dímeros o grandes polímeros, que durante su secreción, llevan a cabo el 

proceso de exclusión inmune. La IgG también contribuye a la defensa en las 

mucosas, sin embargo esta Ig alcanza las secreciones por difusión pasiva 

desde la sangre y es muy poco frecuente su producción a nivel local 

(Sanderson, 1999). 

El tráfico de los linfocitos entre los sitios efectores e inductores es la base 

celular de lo que se denomina en conjunto sistema inmune común de 

mucosas o CMIS (del inglés: common mucosal immune system), mediante el 

cual la vacunación a través de una superficie mucosa es capaz de inducir 

respuesta inmune de mucosas en múltiples sitos efectores, relacionados o no 

relacionados anatómicamente al sitio de inducción (Brandtzaeg et al., 1999a; 

Brandtzaeg et al., 1999b). Al mismo tiempo, la inmunización a través de las 

superficies mucosas es capaz de inducir respuesta inmune a nivel sistémico 

(Haneberg et al., 1994). 

Debido a su importancia, el sistema inmune asociado a mucosas recibió 

especial atención en los últimos años en adultos jóvenes. Sin embargo, los 

cambios que ocurren en el sistema inmune asociado a mucosas en el 

envejecimiento no se estudiaron en profundidad. 

Las secreciones del sistema inmune asociado a mucosas son probablemente el 

medio más comúnmente usado para determinar la presencia de anticuerpos 

de tipo IgA con el objeto de evaluar la respuesta inmune en las mucosas. Es 

por ello que en ancianos y animales viejos, se investigaron tanto los niveles de 

IgA total como de IgA específica . Estos estudios determinaron que los niveles 
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de IgA total en suero y en las secreciones de diferentes mucosas están 

incrementados o sin cambios respecto a los adultos jóvenes (Kawanishi et al., 

1989; Koga et al., 2000; Senda et al., 1988). Además, cuando se estimula in 

vitro inespecíficamente a las células B de placas de Peyer de animales viejos, 

estas producen mayores niveles de IgA que las de los jóvenes (Kawanishi et al., 

1989). En humanos se determinaron mayores concentraciones de IgA total en 

saliva y se encontró que en los lavados intestinales hay similares niveles de 

IgA a los detectados en adultos jóvenes (Arranz et al., 1992). También, los 

estudios llevados a cabo en humanos y animales demostraron que la IgA 

sérica se encuentra en niveles similares en jóvenes y viejos (Beharka et al., 

2001; Koga et al., 2000). 

A pesar de lo dicho anteriormente, se encontró que el sistema gastrointestinal 

de los individuos viejos es particularmente susceptible a las enfermedades 

infecciosas (Powers, 1992). De hecho, la severidad y mortalidad causadas por 

patógenos que invaden las mucosas, como el virus de influenza y 

Streptococcus pneumoniae están claramente aumentadas en ancianos. 

(Bernstein et al., 1999; Mufson, 1999; Webster, 2000). Por este motivo, se 

estudió la producción de IgA específica durante el envejecimiento. Los 

experimentos en ratas mostraron una menor respuesta de tipo IgA a la 

inmunización oral con toxina colérica (CT), y se obtuvieron resultados 

similares en macacos rhesus (Schmucker et al., 1988; Taylor et al., 1992). En 

concordancia con estos hallazgos, se encontró que ratones viejos inmunizados 

por vía oral con proteínas de Haemophilus influenza como antígeno y toxina 

colérica como adyuvante, producen menores niveles de anticuerpos específicos 

contra el antígeno que los ratones jóvenes (Enioutina et al., 2000). 

Trabajos más recientes sugieren que la desregulación del sistema inmune 

asociado a mucosas ocurre antes que se produzcan cambios a nivel sistémico, 

ya que ratones de edad intermedia (12 meses), al igual que los ratones viejos 

(24 meses), presentan una respuesta sistémica y de mucosas disminuida 

cuando son inmunizados por vía oral utilizando albúmina de huevo de gallina 

(OVA) como antígeno y CT como adyuvante, respecto a los jóvenes (Koga et al., 

2000). Sin embargo, cuando se inmunizan por vía subcutánea con OVA y CT 

los ratones de 12 meses (edad intermedia), a diferencia de los ratones viejos, 

responden de manera similar a los ratones jóvenes (Koga et al., 2000). 
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En conjunto, todos estos resultados indican que frente a una inmunización, la 

respuesta inmune específica de tipo IgA se encuentra disminuida en los 

animales viejos. 

No obstante los cambios observados en el sistema inmune asociado a mucosas 

en los animales viejos, es posible desarrollar nuevas estrategias de 

inmunización que sean efectivas durante este período de la vida. Para ello, es 

importante encontrar nuevos inmunoestimulantes que se adecuen a las 

características del sistema inmune de mucosas en los individuos envejecidos. 

Adyuvantes de mucosas 

A pesar de las atractivas características del sistema inmune asociado a 

mucosas, en la práctica es a menudo dificil estimular fuertes respuestas de 

IgA en las mucosas luego de la administración de antígenos. Además, la 

mayoría de los adyuvantes autorizados para ser utilizados en humanos son 

inductores de una respuesta inmune específica de tipo Th2 (Grupta, 1996), 

por lo que existe la necesidad de encontrar nuevos inmunomoduladores 

capaces de estimular respuestas de tipo Th 1 que sean eficaces para la 

protección contra infecciones con virus y microorganismos intracelulares 

(Ogra, 2001). Es por ello que los principales esfuerzos en el desarrollo de 

vacunas de mucosas o inmunoterapia efectivas están dirigidos a la búsqueda 

de medios más eficientes de administración del antígeno y de nuevos agentes 

estimulantes seguros y efectivos (Holmgren and Czerkinsky, 2005). 

La inmunización a través de diferentes vías, y en particular a través de las 

mucosas, depende de la coadministración de adyuvantes capaces de iniciar y 

mantener la transición entre la inmunidad innata y adaptativa. Las estrategias 

para mejorar las inmunizaciones a través de las mucosas incluyen el uso de 

bacterias mutantes atenuadas como transportadoras de antígeno heterólogos, 

encapsulación de antígenos dentro de microesferas, cápsulas de gelatina, 

liposomas, adsorción en nanopartículas, el uso de complejos 

inmunoestimulantes lipofilicos, y la utilización de productos bacterianos con 

propiedades adyuvantes (agra, 2001). 

Diego Oscar Alignani 	 14 



Introducción 

Los tres productos bacterianos con mayor potencial para ser utilizados como 

adyuvantes de mucosas son las enterotoxinas de Escherichia col¡ (LT) y de 

Vibrio chrolerae (CT) (Clements et al., 1988; Lycke et al., 1992; Xu-Amano et 

al., 1993; Yamamoto et al., 1996), los oligonucleótidos sintéticos no metilados 

que contienen el dinucleótido cito sina- gu anina (motivos CpG) en un contexto 

particular de bases (CpG-ODN) (Krieg and Davis, 2001; Krieg et al., 1998b; 

Weeratna et al., 2000), y el monofosforil lípido A (MPL) (Carozzi et al., 1989; 

Henricson et al., 1993; Myers et al., 1995). 

Una gran cantidad de trabajos abordaron el estudio de la actividad de LT y CT 

como adyuvantes con una variedad de antígenos virales, bacterianos y 

fúngicos. Ejemplos representativos incluyen toxoide tetánico (Cheng et al., 

1999; Xu-Amano et al., 1994; Xu-Amano et al., 1993; Yamamoto et al., 1996), 

virus de influenza inactivado (Gluck et al., 1999; Hashigucci et al., 1996; Katz 

et al., 1997; Tumpey et al., 2001), ureasas recombinantes de Helicobacter 

spp.(Lee, 2001; Lee et al., 1995; Weltzin et al., 1997), proteína A de superficie 

de S. pneumoniae (Wu et al., 1997) y Candida albicans entre otros (Cardenas-

Freytag et al., 1999; Cardenas-Freytag et al., 2002). 

Ambas toxinas CT y LT están compuestas por múltiples subunidades con 

componentes A y B. La subunidad A es la enzimáticamente activa y está 

formada por dos cadenas Al y A2. Cuando las toxinas entran en contacto con 

las células de mamíferos se unen a su superficie a través de la interacción del 

pentámero de la subunidad B. El principal receptor para estas toxinas son las 

moléculas del ganglió sido GM- 1 presentes en la superficie celular, cuya 

interacción produce el entrecruzamiento estable de las moléculas de GM-1 

sobre la superficie celular. Posteriormente, luego de complejos eventos, la 

subunidad Al alcanza el citosol celular y produce finalmente el aumento en la 

concentración de AMP cíclico. La consecuencia final de todos estos cambios el 

un eflujo de iones cloruro acompañados de agua hacia el lumen intestinal 

(Cheng et al., 1999; Lencer et al., 1995; Schmitz et al., 2000; Tsai et al., 2001; 

Zhu et al., 2001). 

El efecto adyuvante de CT y LT fue demostrado por primera vez por Clemens et 

al. quienes encontraron que LT incrementaba la respuesta de anticuerpos en 

suero contra la OVA (Clements et al., 1988). Además se vio que este efecto era 

dependiente de la actividad de la subunidad A. 
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A pesar de la similitud en la estructura y la capacidad de aumentar los niveles 

intracelulares de AMP cíclico, CT y LT tienen distintas características como 

adyuvantes: CT activa las células T específicas para el antígeno e induce la 

liberación de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que proveen cooperación para la 

producción de IgA en mucosas, como así también de IgGl, Ig e IgE en suero. 

En contraposición, LT induce una mezcla de células T específicas Thl y Th2, 

células productoras de IgA en mucosas y la producción de IgGl, IgG2a e IgA 

en suero (Bowman and Clements, 2001; Yamamoto et al., 2000). 

Sin embargo, LT y CT son potentes enterotoxinas, y cantidades tan pequeñas 

como 5 ig de CT administrada por vía oral es suficiente para provocar diarrea 

en humanos. Aunque la efectividad como adyuvantes de mucosas no se probó 

en humanos, los experimentos llevados a cabo en animales sugieren que la 

dosis a utilizar debería ser comparable a las dosis tóxicas. Por lo tanto, la 

enterotoxicidad de estas toxinas limitaría seriamente su uso en la práctica 

(Levine et al., 1983). Al respecto, se han realizado estudios utilizando 

mutantes que poseen disminuida toxicidad o utilizando sólo la subunidad B 

de la toxina. Sin embargo, los resultados muestran que la utilización dela 

subunidad B de la toxina como adyuvante no es efectiva en la inducción de 

respuesta inmune específica y que en lugar de ello se induce tolerancia hacia 

el antígeno (Mutsch et al., 2004). 

En los estudios realizados en animales viejos en los que se utilizó como 

adyuvante la CT, cuyo mecanismo de acción es fuertemente dependiente de la 

inmunidad celular y de la inducción de un perfil de tipo Th2 (Xu-Amano et al., 

1993), se observó que responden pobremente cuando son comparados con 

animales jóvenes (Koga et al., 2000). 

Los CpG-ODN son otros de los productos bacterianos que pueden ser 

potencialmente usados como adyuvantes de mucosas. El efecto adyuvante de 

CpG-ODN se debe a que estas moléculas poseen receptores específicos en las 

células de la inmunidad innata y adaptativa que pertenecen a una familia de 

receptores denominados TLR (del inglés: toil like receptors), TLR9 (Hemmi et 

al., 2000), que pertenecen a su vez a una superfamilia de receptores llamados 

PRR (del inglés pattern recognition receptors), que reconocen patrones 

moleculares conservados ente distintos microorganismos (PAMP5: del inglés 

pathogen associated molecular patterns) (Medzhitov and Janeway, 1997). 

Luego de su interacción con el receptor, la activación de distintas vías de 
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señalización intracelular lleva a la producción de citocinas proinflamatorias 

(TNF-a, IL-6, GM-CSF, IL-12) (Klinman et al., 1996), que pueden estimular 

células NK para producir otras citocinas como IFN-y (Bailas et al., 1996; Iho et 

al., 1999; Yamarnoto et al., 1994), aumento de la secreción de distintas 

quimiocinas, aumento en la expresión de moléculas coestimulatorias y de 

antígenos del complejo mayor de hi sto compatibilidad en la superficie de las 

células presentadoras de antígenos, estimulando la presentación antigénica 

(Hartmann et al., 1999; Jakob et al., 1998; Sparwasser et al., 1998; 

Sparwasser et al., 2000; Wild et al., 1999). Además CpG-ODN actúa 

directamente sobre los linfocitos B induciendo su proliferación, secreción de 

citocinas, y producción de anticuerpos de manera sinérgica con las señales 

específicas dadas por el antígeno a través del BCR (Hartmann and Krieg, 2000; 

Hartmann et al., 2000; Krieg et al., 1995; Liang et al., 1996; Yi et al., 1998; Yi 

et al., 1996). 

Hay evidencias que sugieren que los CpG-ODN poseen un efecto 

inmunoprofiláctico. Con el objeto de probar esta hipótesis se realizaron 

estudios en los que se observó resistencia a la infección cuando se inyectaron 

ratones con CpG-ODN y posteriormente fueron desafiados con una gran 

variedad de patógenos como, por ejemplo, altas dosis de la bacteria causante 

del ántrax, listeria, virus del Ebola, herpes virus, citomegalovirus, y parásitos 

responsables de leishmaniasis y malaria (Ashkar et al., 2003; Chiaramonte et 

al., 2000; Elkins et al., 1999; Klinman, 1998; Klinman et al., 1999; Krieg et 

al., 1998a; Pyles et al., 2002; Walker et al., 1999; Zimmermann et al., 1998). 

El efecto protector se observó varios días luego de su adminitración y persistió 

durante varias semanas (Elkins et al., 1999; Klinman et al., 1999; Krieg et al., 

1998a). 

Además, CpG-ODN estimula potentes respuestas específicas de tipo Thl 

cuando es administrado a través de diferentes vías como intramuscular, 

subcutánea, intranasal y oral con distintos tipos de antígenos derivados de 

microorganismos, entre ellos toxoide tetánico, Virus de Hepatitis B, 

citomegalovirus, virus de influenza, Brucella abortus, Mi coba cterium 

tuberculosis, y parásitos como Leishmania majory Tripanosoma cruz¡ (Al-Mann 

et al., 2001; Brazolot Millan et al., 1998; Eastcott et al., 2001; Frank et al., 

2003; Hogarth et al., 2003; McCluskie and Davis, 1998; Mendez et al., 2003; 

Moldoveanu et al., 1998; Temperton et al., 2003; Verthelyi et al., 2003). 
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La efectividad de CpG-ODN a nivel sistémico fue probada con éxito en ratones 

viejos por trabajos de nuestro grupo y de otros autores (Maletto et al., 2002; 

Maletto et al., 2005; Manning et al., 2001). En estos trabajos, se demostró que 

la inmunización de ratones viejos utilizando CpG-ODN como adyuvante indujo 

una respuesta de tipo Thl, con secreción de IFN-y y respuestas celular y de 

anticuerpos especificas contra el antígeno, de magnitud similar a la observada 

en animales jóvenes. Además, encontramos que la respuesta inmune inducida 

luego de la inmunización con CpG-ODN es comparable a la inducida con el 

adyuvante de Freund completo, un potente adyuvante Thl, pero está asociada 

a una menor respuesta inflamatoria y toxicidad (Maletto et al., 2002; Weeratna 

et al., 2000). 

La gran mayoría de los estudios que utilizan CpG-ODN como adyuvante se 

realizaron utilizando vías de administración sistémica (Krieg and Davis, 2001). 

Recientemente, se demostró que CpG-ODN es efectivo como adyuvante luego 

de la administración a través de distintas superficies mucosas y utilizando 

distintos antígenos (McCluskie and Davis, 2000; McCluskie et al., 2001a; 

McCluskie et al., 200 lb). 

Sin embargo, a pesar del avance en el conocimiento de los cambios en el 

sistema inmune asociado a mucosas en el envejecimiento y en el mecanismo 

de acción de CpG-ODN como adyuvante de mucosas, no existen estudios que 

analicen la efectividad de CpG-ODN como adyuvante de mucosas durante el 

envejecimiento. Por lo tanto, teniendo en cuenta la necesidad de encontrar 

nuevos adyuvantes efectivos durante el envejecimiento, sería interesante 

conocer los efectos de CpG-ODN como adyuvante de mucosas en individuos 

envejecidos. 
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Objetivo General 

Avanzar en el conocimiento de las características del sistema inmune 

asociado a mucosas de los animales envejecidos, a los fines de adecuar 

la inmunoprofilaxis durante este período de la vida. 

Objetivos Específicos 

1- Conocer, las características del sistema inmune asociado a mucosa 

intestinal en animales viejos. 

2- Evaluar la capacidad de CpG-ODN como adyuvante de mucosas en 

animales viejos. 

2-i Analizar, mediante estudios in vitro, la capacidad 

estimulatoria de CpG-ODN sobre las células de placas de 

Peyer, ganglios mesentéricos y cavidad peritoneal. 

2-ii Evaluar el efecto de la inmunización oral con OVA/CpG-

ODN, en inducción de respuesta inmune específica sistémica 

y a nivel de la mucosa intestinal. 

2-ui Evaluar el efecto de la inmunización oral con OVA/CpG-

ODN, en el mantenimiento de la respuesta inmune específica. 
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Capítulo 1 

Estudios del sistema inmune asociado a mucosas en animales 

viejos 

La inducción de respuesta inmune depende, entre otros 

factores, del estado del sistema inmune antes de recibir el 

estímulo antigénico. Así, para poder diseñar esquemas de 

inmunización que sean efectivos en animales viejos, es 

necesario conocer antes cuáles son las características de 

sistema inmune. Es por ello que previamente a evaluar la 

respuesta inmune inducida a través de las superficies mucosas 

en los animales viejos, nos propusimos analizar las 

características del sistema inmune asociado a mucosas en 

animales viejos normales. 

Hipótesis de trabajo:  El sistema inmune asociado a mucosas de los 

animales viejos, al igual que lo que ocurre con la inmunidad sistémica, 

puede presentar diferencias respecto al de los animales jóvenes y 

conocerlos nos puede permitir diseñar esquemas de inmunización 

efectivos en estos animales. 

Objetivo específico:  Conocer, mediante estudios histológicos, 

fenotípicos y funcionales, las características del sistema inmune 

asociado a mucosa intestinal en animales viejos. 
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Sistema de estudio  

En estos estudios se utilizaron ratones Balb/c hembra de 3 meses 

(adultos jóvenes) y de 18 meses (viejos). Se utilizaron placas de Peyer y 

ganglios mesentéricos como tejidos asociados a mucosas y bazo como 

un control de tejido asociado a la inmunidad sistémica. 

Estudios histológicos 

La mucosa intestinal es uno de los principales sitios de entrada de los 

antígenos al organismo, y asociado a ella se encuentra una importante 

cantidad de tejido linfático. Por ello, con el objeto de analizar la mucosa de los 

animales viejos en forma comparativa a la de los animales jóvenes, se 

realizaron cortes de intestino de los animales de ambas edades que fueron 

luego teñidos con hematoxilina y eosina. 

El estudio microscópico de los cortes de intestinos de los animales viejos, 

mostró una estructura similar a la de los intestinos de los animales jóvenes, 

sin alteraciones en la mucosa. 

Con respecto al tejido linfático asociado a la mucosa intestinal, el aspecto 

macroscópico y el número total de placas de Peyer obtenidas por intestino 

fueron similares entre animales jóvenes y viejos (Jóvenes: 8±1; Viejos: 8±1). 

Sin embargo, cuando se estudió el número total de células de las placas de 

Peyer, se encontró que los animales viejos poseen un número de células 

significativamente menor que los animales jóvenes (Tabla 1). Mientras tanto, el 

número total de células de ganglios mesentéricos no fue significativamente 

diferente entre los animales viejos y jóvenes (Tabla 1). 
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Tabla I. Número total de células obtenidas de placas de Peyer de animales jóvenes y 
viejos. ** p<O.Oi respecto a los animales jóvenes. Los resultados se expresan como la 
media ± SI). 

Órgano 
Edad 	 N° de células 

(meses) 	¡órgano (x 10 

Placas de 3 1.5 ± 0.2 
Peyer 18 0.6± 0.1* 

Ganglios 3 3.0±0.7 
Mesentéricos 18 2.2±0.2 

Recuento de linfocitos intraepiteliales 

Los linfocitos intraepiteliales actúan como primera línea de defensa contra 

patógenos que infectan las células del epitelio intestinal, y poseen además 

funciones regulatorias. Para determinar el número de linfocitos 

intraepiteliales en los animales viejos, se realizó el recuento de los linfocitos 

presentes entre las células epiteliales en cortes de intestino de animales de 

ambas edades teñidos con PAS-Hematoxilina. Interesantemente, los animales 

viejos presentaron un número significativamente mayor de linfocitos 

intraepiteliales que los animales jóvenes (Figura 1). 
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Figura 1. Recuento de linfocitos intraepiteliales. Los intestinos obtenidos de 
ratones jóvenes y viejos fueron procesados mediante la técnica de Sainte-Marie y 
posteriormente teñidos con la técnica de PAS-Hematoxilina. El resultado está 
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expresado como la media ± SI) del número de linfocitos intraepiteliales cada 1000 
enterocitos (n=4). * p< 0.05 respecto a 3-m. 

Estudios fenotípicos de células presentes en placas de Peyer, ganglios 

mesentéricos, y bazo  

Con el fin de estudiar si el envejecimiento está asociado a cambios en la 

distribución fenotípica de las principales poblaciones de linfocitos presentes 

en placas de Peyer, ganglios mesentéricos y bazo se analizaron, mediante 

citometría de flujo los porcentajes de linfocitos B (CD 19+) y  T (CD4+ y CD8+). 

En las placas de Peyer y el bazo de los animales viejos la distribución 

fenotípica de las poblaciones de linfocitos fue similar a la de los animales 

jóvenes. Sin embargo, en los ganglios mesentéricos, el porcentaje de células 

CD 19+ fue mayor en los animales viejos. Mientras tanto, los porcentajes de 

linfocitos T (CD4+ y CD8+) fueron similares a los de los ganglios mesentéricos 

de los animales jóvenes (Figura 2). 

Placas de peyer 	 Bazo 

20 	40 	60 	80 	100 	 0 	20 	40 	60 	80 	100 
% de células positivas 	 % de células positivas 

Ganglios mesentéricos 

20 	40 	60 	80 	100 
% de células positivas 

Figura 2. Composición porcentual de las distintas poblaciones celulares. Células 
obtenidas de placas de Peyer, ganglios mesentéricos, y bazo de animales jóvenes (3m) 
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y viejos (1 8m) fueron procesadas y analizadas mediante citometría de flujo utilizando 
como marcadores anticuerpos específicos para las moléculas de CD 19, CD4 y CD8. 
Los resultados se expresan como la media ± SD del porcentaje de células positivas 
para cada marcador (n=3). * p< 0.05 respecto a 3-m. 

Subpoblaciones de linfocitos B en ganglios mesentéricos 

A los fines de analizar si el aumento observado en el porcentaje de linfocitos B 

presentes en ganglios mesentéricos involucra a todas las subpoblaciones o si 

se debe al aumento de alguna subpoblación en particular, se estudiaron, 

mediante citometría de flujo, subpoblaciones de linfocitos B presentes en estos 

órganos. Para ello se obtuvieron células de ganglios mesentéricos de animales 

jóvenes y viejos, y se procesaron mediante la técnica de citometría de flujo. Se 

utilizó el marcador CD38 junto con CD 19 para diferenciar las subpoblaciones 

de linfocitos B maduros o de centro germinal. No se encontraron diferencias 

en los porcentajes de linfocitos B CD38+ y CD38- entre animales jóvenes y 

viejos (Tabla II). 

Los linfocitos B de memoria de ratón se caracterizan por presentar alta 

expresión de CD38 y la molécula coestimulatoria CD86 (B7-2). La 

determinación mediante citometría de flujo de los porcentajes de células de 

memoria, permitió observar que los animales viejos presentan un porcentaje 

de linfocitos B con fenotipo de memoria similar al de los animales jóvenes. 

Además se determinó el porcentaje de linfocitos B que expresan IgM en la 

superficie y no se encontraron diferencias significativas entre los animales 

jóvenes y viejos (Tabla II). En los ganglios mesentéricos de los animales 

jóvenes y viejos se observó un porcentaje muy bajo y similar de células 

syndecan+ (marcador característico de células plasmáticas) (resultado no 

mostrado). 

En resumen, no se encontraron diferencias en la distribución porcentual de 

las distintas subpoblaciones de linfocitos B presentes en los ganglios 

mesentéricos de los animales viejos con respecto a lo observado en los 

animales jóvenes. 
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Tabla II. Subpoblaciones de linfocitos B (CD 19+) en ganglios mesentéricos de 
animales jóvenes y viejos. Los porcentajes corresponden a un los valores obtenidos en 
dos experimentos diferentes (El y E2). 

3-m 	 18-m 

El-E2 	 El-E2 

	

CD38 	 92%-90% 	95% - 9)% 

	

CD38 	 8%-9% 	 5%-7% 

CD38 B7-2 	2%-3% 	2 % - 3% 

	

IgM 	 76%-79% 	72% - 74% 

	

JgM 	 24%- 21% 	28%-26% 

Expresión de moléculas coestimulatorias en linfocitos B de placas de 

Peyer y ganglios mesentéricos  

Con el objeto de determinar el estado de activación de los linfocitos B 

presentes en placas de Peyer y ganglios mesentéricos de animales viejos, se 

estudió, mediante citometría de flujo, la expresión de CD8O, CD86, CD40, y 

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase II (MHC II). En 

trabajos previos se reportó un defecto en los animales viejos para llevar a cabo 

la formación de centros germinales que podría deberse a una deficiencia en la 

activación de los linfocitos B de animales viejos. Nosotros encontramos que 

los linfocitos B de placas de Peyer y ganglios mesentéricos de animales viejos 

presentan un patrón de expresión de moléculas coestimulatorias similar al de 

los animales jóvenes (Figura 3). Interesantemente, se encontró un ligero 

aumento en la expresión de la molécula CD86 en linfocitos B de ambos 

órganos de los animales viejos (Figura 3) y  una población de células B que 

expresa mayores niveles de la molécula de CD80. 
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Ganglios Mesentéricos 

Placas de Peyer 

3-m (MFI) 1 8-m (MFI) 

El-E2 E1-E2 

CD80 8-12 16-18 

CD40 28-13 26-14 

CD86 5-5 8-9 

MHC-II 104-120 102-140 

Ganglios Mesentéricos 

E1-E2 E1-E2 

3-m (MFI) 1 8-m (MFI) 

CD80 5-15 8-18 

CD40 12-13 14-14 

CD86 11-5 18-10 

MHC-II 110-100 106-98 

Figura 3. Expresión de moléculas coestimulatorias en linfocitos B de placas de 
Peyer y ganglios mesentéricos de animales jóvenes (3-m) y viejos (18-m). (A) 
Histogramas correspondientes a la expresión de CD80, CD86, CD40 y MHC-II 
representativos de tres experimentos independientes. (B) Valores de intensidad media 
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de fluorescencia (MFI) correspondientes a los histogramas de la figura 4A. Los 
resultados corresponden a los valores de dos experimentos independientes (El- E2) 
(n=3). 

Recuento de células plasmáticas en lámina propia intestinal 

La lámina propia del intestino es el principal tejido efector asociado a la 

mucosa intestinal, en ella se encuentran linfocitos T y B (activados y de 

memoria), células presentadoras de antígenos, células del estroma, y se lleva a 

cabo la diferenciación terminal de los linfocitos B a células plasmáticas 

productoras de IgA. 

En cortes de intestino de ratones jóvenes y viejos, se realizó el recuento de 

células plasmáticas productoras de IgA en la lámina propia intestinal 

utilizando la técnica de inmunohistoquímica. El número de células 

plasmáticas encontrado en los cortes de intestino de los animales viejos fue 

similar al observado en la lámina propia de animales jóvenes (Figura 4). 

$S' 

Figura 4. Estudio de células productoras de IgA en lámina propia intestinal de 
animales jóvenes (3-m) y viejos (18-m). Se realizó el recuento en 30 campos (400X) 
por corte de intestino y se contaron dos cortes por animal (n=4). El resultado se 
expresa como la media ± SI) del número de células IgA+ por corte. 

Análisis fenotípico de linfocitos B de cavidad peritoneal 

En la lámina propia intestinal se encuentran células plasmáticas productoras 

de anticuerpos contra los microorganismos de la flora comensal. Estas células 

plasmáticas derivan de linfocitos B provenientes de las placas de Peyer y de la 
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cavidad peritoneal. Es por ello que se decidió estudiar mediante citometría de 

flujo las poblaciones de linfocitos 3 de cavidad peritoneal en los animales 

jóvenes y viejos. En primer lugar se observó que los animales viejos presentan 

un mayor porcentaje de linfocitos B que los animales jóvenes (Figura 5). 

Cuando se analizaron marcadores fenotípicos en los linfocitos B, se observó 

que las relaciones porcentuales entre las distintas subpoblaciones, Bla 

(CD 19+ CD5 IgMhi), Bib (CD 19+ CD5-  IgMhi) y B convencionales (CD 19+, CD5-, 

IgM'°), fue similar entre ambos grupos de animales (Figura 5). 

Figura 5. Estudio fenotípico de las poblaciones de linfocitos B en cavidad 
peritoneal de animales jóvenes (3-m) y viejos (18-m). Las células de cavidad 
peritoneal de los animales jóvenes y viejos fueron obtenidas mediante lavado de la 
cavidad peritoneal con medio de cultivo RPMI 1640 y posteriormente procesadas y 
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analizadas por citometria de flujo. Las poblaciones fueron definidas en base a su 
expresión de CD 19, IgM y CD 5. 

Anticuerpos contra microorganismos presentes en la flora comensal 

intestinal 

El número de células productoras de IgA fue similar en la lámina propia de los 

animales jóvenes y viejos. Sin embargo, el porcentaje de linfocitos Bi, cuya 

principal función, una vez que llegan a la lámina propia intestinal, es la de 

producir anticuerpos contra microorganismos de la flora comensal, es mayor 

en los animales viejos. Es por ello, que resultó interesante estudiar los niveles 

de anticuerpos contra microorganismos de la flora comensal presentes en el 

lumen intestinal. 

Para ello, se obtuvieron los lavados intestinales de animales jóvenes en 

condiciones de esterilidad, y se los cultivó en diferentes medios no selectivos 

en condiciones de aerobiosis y de anaerobiosis. De esta forma se trató de 

aislar mayor variedad de microorganismos presentes en el lumen intestinal. 

Posteriormente, se sensibilizaron placas de ELISA con una mezcla de las 

bacterias obtenidas en los diferentes medios de cultivo y se incubaron con los 

lavados intestinales provenientes de los animales jóvenes y viejos. 

Interesantemente, se observó que el título de anticuerpos de tipo IgA contra 

microorganismos de la flora comensal encontrado en los lavados intestinales 

de animales viejos, fue significativamente mayor al observados en los animales 

jóvenes (Figura 6). 

lo- 

* 

Figura 6. Niveles de anticuerpos de tipo IgA contra microorganismos de la flora 
comensal intestinal presentes en animales jóvenes (3-m) y viejos (18-m). El 
resultado se expresa como la media ± SI) del 1092 de la mayor dilución de lavado 
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intestinal que posee una D.O. con un valor 2 veces superior a la D.O. del promedio del 
blanco en un ensayo de ELISA (n=5). * p<0.05 respecto a 3-m. 

Células T vírgenes y de memoria en placas de Peyer, ganglios 

mesentéricos, y bazo  

Uno de los cambios asociados con el envejecimiento es el aumento en el 

porcentaje de células T con un fenotipo de memoria a nivel sistémico. Sin 

embargo,se ignora si un cambio similar ocurre en la mucosa intestinal de 

ratones Balb/c envejecidos. Para investigar si el envejecimiento afecta los 

porcentajes de linfocitos T vírgenes y de memoria en la mucosa intestinal, se 

realizó citometría de flujo utilizando como marcadores CD3, CD45RB y CD62-

L (L-Selectina). Las células T vírgenes fueron identificadas como CD3+ 

CD45RB+ CD62-L+ y las células de memoria como CD3+ CD45RB- C1362-L+/-

. En placas de Peyer, ganglios mesentéricos, y bazo, se encontró un aumento 

en el porcentaje de linfocitos T de memoria en los animales viejos respecto a 

los animales jóvenes a expensas de la disminución en el porcentaje de células 

con fenotipo de vírgenes (Figura 7). El aumento de la población de células T 

con fenotipo de memoria fue más evidente en las placas de Peyer (3m: 45%; 

18m: 75%) que en los ganglios mesentéricos (3m: 24%; 18m: 38%) y  el bazo 

(3m: 28%; 18m: 56%) de los animales viejos. Posteriormente, se identificaron 

las células T vírgenes y de memoria dentro de las subpoblaciones CD4+ y 

CD8+. Se observó un aumento en el porcentaje de linfocitos T de memoria 

tanto en las células T CD4, como en las CD8 en placas de Peyer y ganglios 

mesentéricos de los animales viejos (Figura 8). 

Diego Oscar Alignarti 	 32 



CD3 / CD45 RB 

lo 	lO 	10 	lO 
1 

CD3'/ CD45RB- 

3-m 18-m 
'-o 	Ço 	o- 	o• 

CD3 CD3 CD62L CD62L 

CD3 '/ 0045 RB 	 CD3 / CD45 RB 

3-m 1 8-m 

CD3 / CD45 RB CD3 / CD45 RB 

Resultados 

Placas de Peyer 

CD3*1CD45 RB 	 CD3/CD45 RB 

3-m 
1. 

CD3 / CD45 RB CD3 / CD45 RB 

18-m 
A 

Lo 

a 
o 

CD3 
	

CD62L 	 003 
	

CD62L 

Ganglios Mesentéricos 

CD3/CD45RB 	 - CD3/CD45 RB 

CD3 
	

CD62L 
	

003 
	

CD62L 

Bazo 

Figura 7. Estudio de la distribución fenotípica de las poblaciones de linfocitos T 
vírgenes y de memoria en placas de Peyer, ganglios mesentéricos y bazo. Los 
resultados se expresan como el porcentaje de células CD45 CD62-L o CD45 CD62-
L*/ dentro de la población total de linfocitos T (CD3+), y son representativos de 3 
experimentos diferentes (n=3). 
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se expresan como el porcentaje de células CD45 o CD45-  dentro de la población de 
linfocitos T CD8 o CD4, y son representativos de 2 experimentos diferentes (n=3). 

Perfil de citocinas producidas en respuesta a mitógenos de células T 

Continuando con la caracterización del sistema inmune en los animales viejos, 

se determinó el perfil de citocinas liberado luego de la estimulación con 

concanavalina A de las células T de placas de Peyer, ganglios mesentéricos, y 

bazo de animales jóvenes y viejos normales. Esto se realizó a los fines de 

estudiar como responden las células de los animales viejos a un estímulo 

policlonal específico de células T (concanavalina A), tanto en cantidad como en 

calidad de respuesta. 

La concentración de IFN-y (característica de un perfil Thl) e IL-5 

(característica de un perfil Th2) se midió en sobrenadantes de cultivo de 

células de placas de Peyer, ganglios mesentéricos, y bazo, luego de 72 horas de 

estimulación con concanavalina A. Los niveles de IFN-y fueron similares en los 

sobrenadantes de cultivo de placas de Peyer de animales jóvenes y viejos. Sin 

embargo, la producción de IL-5 fue significativamente mayor en los 

sobrenadantes células de placas de Peyer de los animales viejos (6 veces más 

alta), indicando un desvío en el perfil de respuesta inmune hacia Th2 (Figura 

9). En ganglios mesentéricos, el patrón en la producción de citocinas fue 

similar al de las placas de Peyer (desviado hacia Th2). A diferencia de las 

placas de Peyer, en los ganglios mesentéricos se encontraron mayores niveles 

de IFN-y y de IL-5 en los sobrenadantes de animales viejos. Sin embargo, los 

niveles de IL-5 fueron proporcionalmente mayores (32 veces) que los de IFN-y 

(10 veces) en los sobrenadantes de cultivo de animales viejos (Figura 9). En 

bazo, al igual que en los ganglios mesentéricos, los niveles de IFN-y fueron 

mayores (2 veces), y nuevamente se observaron niveles más altos de IL-5 (5 

veces) en los animales viejos que en los jóvenes (Figura 9). Estos resultados 

sugieren que en el sistema inmune asociado a la mucosa intestinal y en el 

sistema inmune sistémico de los animales viejos los linfocitos T producen 

preferencialmente las citocinas características de un perfil Th2. 
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Figura 9. Perfil de citocinas producidas en respuesta a concanavalina A. Las 
células totales obtenidas de placas de Peyer, ganglios mesentéricos, y bazo de 
animales jóvenes y viejos fueron cultivadas durante 72 horas en presencia de 
concanavalina A y posteriormente, se midieron los niveles de citocinas producidos en 
el sobrenadante de cultivo mediante ELISA de captura. Los resultados se expresan 
como la media ± SD (n=3). * p< 0.05 respecto a 3-m. 
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Capítulo II 

Estimulación in vitro con CpG-ODN de las células del sistema 

inmune asociado a la mucosa intestinal de animales viejos. 

Una interesante conclusión de la primera parte de nuestros 

estudios es que el sistema inmune asociado a mucosas en 

animales viejos muestra un desvío hacia una respuesta de tipo 

Th2. Estos resultados y resultados publicados por otros autores 

en relación a la pobre respuesta inmune inducida por la toxina 

colérica, cuando se utiliza como adyuvante de mucosas por vía 

oral en animales viejos, nos llevaron a buscar un adyuvante de 

tipo Thl, como los CpG-ODN, y probar su efectividad en animales 

viejos. Sin embargo, antes de estudiar la respuesta inmune 

inducida en los animales viejos luego de la administración de 

CpG-ODN como adyuvante por vía oral, decidimos realizar 

experimentos in vitro a los fines de evaluar la capacidad 

estimulatoria de CpG-ODN sobre las células del sistema inmune 

asociado a mucosas en los animales viejos. 

Hipótesis de trabajo:  Debido a que las células B parecen no estar 

alteradas en el sistema inmune asociado a mucosas de los animales 

viejos y además son células blanco de la activación por CpG-ODN, es 

probable que CpG-ODN pueda estimular a los linfocitos B de los 

animales viejos de manera similar a los animales jóvenes. 
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Objetivo específico:  Analizar, mediante estudios in vitro, la capacidad 

estimulatoria de CpG-ODN sobre las células B de placas de Peyer, 

ganglios mesentéricos y cavidad peritoneal de los animales viejos. 

Inducción de moléculas coestimulatorias en linfocitos B de placas de  

Peyer y ganglios mesentéricos luego de la estimulación in vitro con CpG-

ODN  

Como se mencionó anteriormente, CpG-ODN es capaz de estimular diferentes 

tipos celulares, entre ellos linfocitos B. Con el objeto de estudiar si los 

linfocitos B obtenidos de placas de Peyer y ganglios mesentéricos de animales 

viejos pueden ser activados por CpG-ODN, se obtuvieron células totales de 

estos órganos provenientes de animales jóvenes y viejos, y se las estimuló in 

vitro con CpG-ODN durante 72 horas. Posteriormente se evaluó, mediante 

citometría de flujo, la expresión de moléculas coestimulatorias en las células 

CD 19+ (linfocitos B). 

Se encontró que luego de la estimulación in vitro, los linfocitos B de ambos 

grupos de animales aumentan la expresión de las moléculas coestimulatorias 

CD86 (B7-2) y CD40 (Figura 10). El aumento de expresión de estas moléculas, 

fue similar en las células B de animales jóvenes y viejos. Con respecto a la 

expresión de la molécula de CD80 (B7-1), se observó un pequeño aumento en 

la intensidad media de fluorescencia en los linfocitos B de animales de ambas 

edades estimulados con CpG-ODN respecto a los no estimulados. Luego de la 

estimulación con CpG-ODN, las moléculas de MHC-II, de expresión 

constitutiva en los linfocitos B, no aumentaron en ninguno de lo grupos 

estudiados. 

En las placas de Peyer, al igual que en ganglios mesentéricos, se observó un 

aumento similar en la expresión de las moléculas de CD86 en los linfocitos B 

de los animales jóvenes y viejos luego de la estimulación in vitro con CpG-

ODN. La expresión de CD80 fue levemente aumentada luego de la 

estimulación con CpG-ODN en ambos grupos de animales. Sin embargo, se 

observó un mayor porcentaje de linfocitos B que expresan niveles más altos de 

esta molécula en los animales viejos. En cuanto a la expresión de las 

moléculas de MHC-II, se vio que ambos grupos de animales presentaron 

niveles similares de expresión y no se observó aumento en la expresión de la 
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misma luego de la estimulación con CpG-ODN, la misma se mostró sin 

cambios o incluso disminuida respecto a las células estimuladas con medio de 

cultivo solo (Figura 10). 
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Figura 10. Expresión de moléculas coestimulatorias luego de la estimulación in 
vitro con CpG-ODN. Las células totales obtenidas de placas de Peyer y ganglios 
mesentéricos de los animales jóvenes y viejos, fueron estimuladas durante 72 horas in 
vitro en presencia de CpG-ODN y posteriormente procesadas y analizadas mediante 
citometría de flujo. Se utilizaron anticuerpos específicos para las moléculas 
coestimulatorias CD80, CD86 y CD40 y para moléculas del MHC-II en la región de 
células positivas para CD 19. 
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Producción de IgM en el sobrenadante de cultivo de células de placas de  

Peyer y ganglios mesentéricos luego de la estimulación in vitro con CpG-

ODN  

CpG-ODN es capaz de estimular células B, induciendo su proliferación y la 

producción de IgM. A fin de evaluar si CpG-ODN es capaz de estimular la 

producción de IgM en linfocitos B de animales viejos, se obtuvieron células 

totales de placas de Peyer y ganglios mesentéricos y se las estimuló durante 

48 horas in vitro con CpG-ODN, posteriormente se midieron los niveles de IgM 

en el sobrenadante de cultivo mediante ELISA de captura. Se observó que, 

luego de la estimulación con CpG-ODN, tanto las células B de placas de placas 

de Peyer, como las de ganglios mesentéricos de los animales viejos producen 

elevados niveles de IgM, y que estos no difieren significativamente de los 

producidos por los animales jóvenes (Figura 11). 

Placas de Peyer 	 Ganglios Mesentéricos 

Figura 11. Producción de IgM en el sobrenadante de cultivo luego de la 
estimulación in vitro con CpG-ODN. Las células totales obtenidas de placas de Peyer 
y ganglios mesentéricos de animales jóvenes y viejos fueron estimuladas durante 72 
horas in vitro con CpG-ODN. Posteriormente, se midieron los niveles de IgM en el 
sobrenadante de cultivo mediante ELISA de captura. Los resultados se expresan como 
la media ± SI) (n=3). 

Producción de IL- 12 luego del estímulo in vitro con CpG-ODN de células 

de placas de Peyer de animales no-inmunizados  
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La IL-12 es una citoquina secretada por las células presentadoras de 

antígenos durante la inducción de una respuesta inmune de tipo Thl, 

induciendo la producción de IFN-y en otras células como células T y células 

NK. Está demostrado que CpG-ODN estimula la producción de IL- 12 por parte 

de las células dendríticas y los monocitos/macrófagos. Por lo tanto, se decidió 

evaluar si la estimulación in vitro con CpG-ODN es capaz de inducir la 

producción de IL- 12 en las células presentadoras de los animales viejos. 

Se observó que CpG-ODN induce producción de IL-12 en ambas edades y que 

los niveles de IL-12 liberados en el sobrenadante de cultivo no fueron 

diferentes entre animales jóvenes y animales viejos (Figura 12). 
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Figura 12. Producción de IL-12 luego de la estimulación in vitro con CpG-ODN. 
Las células totales obtenidas de placas de Peyer de los animales jóvenes y viejos no 
inmunizados fueron estimuladas in vitro con CpG-ODN durante 72 horas. Los niveles 
de IL-12 fueron dosados en el sobrenadante de cultivo mediante ELISA de captura. 
Los resultados se expresan como la media ± SD (n=3). 

Producción de IgM en el sobrenadante de cultivo de células de cavidad 

peritoneal luego de la estimulación in vitro con CpG-ODN  

Cuando se estudiaron los linfocitos B de cavidad peritoneal se encontró que 

los animales viejos presentan mayores porcentajes de linfocitos Bla. Es 

conocido que los linfocitos de cavidad peritoneal pueden migrar hacia la 

lámina propia intestinal frente a estímulos como los lipopolisacáridos 

bacterianos, donde son los responsables de producir anticuerpos contra 

microorganismos de la flora comensal intestinal. Además, los linfocitos B de 

cavidad peritoneal son los responsables de la secreción de la IgM que se 

encuentra en suero como anticuerpos naturales. Sin embargo no se conocen 
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los efectos de CpG sobre esta población celular, y debido a su relación con la 

inmunidad asociada a la mucosa intestinal resultó interesante estudiar el 

efecto de CpG-ODN sobre las células peritoneales y su consecuencia en la 

funcionalidad de los linfocitos B. Para ello, las células de cavidad peritoneal de 

animales jóvenes y viejos, se cultivaron en presencia de CpG-ODN y 

posteriomente se evaluaron los niveles de IgM en el sobrenadante de cultivo 

mediante ELISA de captura. Como resultado de la estimulación se observaron 

niveles similares de IgM en los sobrenadantes de cultivo de animales jóvenes y 

viejos, indicando que CpG-ODN es capaz de estimular directa o indirectamente 

las células B de cavidad peritoneal de los animales viejos (Figura 13). 
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Figura 13. Producción de IgM en el sobrenadante de cultivo luego de la 
estimulación in vitro con CpG-ODN. Las células obtenidas de cavidad peritoneal de 
animales jóvenes y viejos fueron estimuladas durante 72 horas in vitro con CpG-ODN. 
Posteriormente, se midieron los niveles de IgM en el sobrenadante de cultivo mediante 
ELISA de captura. Los resultados se expresan como la media ± SD (n=3). 

Diego Oscar Alignani 	 42 



Resultados 

Capítulo III 

Efectos de la inmunización oral utilizando CpG-ODN como 

adyuvante de mucosas en animales jóvenes y viejos 

La inducción de respuesta inmune por vía oral depende en gran 

medida de la co-administración de adyuvantes apropiados que 

puedan iniciar y llevar a cabo la transición entre la inmunidad 

innata y adaptativa por medio de su acción sobre diferentes 

tipos celulares. CpG-ODN actúa como adyuvante sobre la 

respuesta inmune innata y adaptativa, ejerciendo su función a 

través de un receptor perteneciente a la familia de los 

denominados receptores de tipo Toll, TLR9 e induciendo 

respuesta inmune Thl a través de la liberación de citocinas pro 

inflamatorias y la maduración/ activación de células 

presentadoras de antígeno, fundamentalmente células 

dendríticas, macrófagos y linfocitos B. Los resultados obtenidos 

mediante los estudios de estimulación in vitro demostraron que 

CpG-ODN es capaz de activar los linfocitos B de los animales 

viejos de manera similar a los animales jóvenes. En 

consecuencia, en esta parte del trabajo se decidió realizar 

estudios in vivo tendientes a conocer los efectos de CpG-ODN 

como adyuvante de mucosas en los animales viejos. 

Hipótesis de trabajo:  Debido a las características del sistema inmune 

asociado a mucosas y a las características de CpG-ODN como 

inmunoestimulante, la inmunización por vía oral utilizando CPG-ODN 

como adyuvante puede ser efectiva en los animales viejos. 
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Objetivo específico:  Evaluar el efecto de la inmunización oral con 

OVA/CpG-ODN, en la mucosa intestinal y a nivel sistémico, en los 

animales jóvenes y viejos. 

1- Efectos tempranos de la administración de CpG-ODN por vía oral 

Esquema de administración de CpG-ODN por vía oral 

CpG-ODN o 
solución salina 

	

1 	 1 	 > 

	

Horas 0 	 24 
Balb/c 

Obtención de muestras: 

Células de placas de Peyer, 
ganglios mesentéricos y bazo. 

Los cambios producidos a tiempos cortos luego de la administración oral de 

CpG-ODN son los que determinarán el resultado final de la inmunización. Por 

lo tanto, es importante conocer cuales son los cambios producidos y las 

poblaciones principalmente afectadas por CpG-ODN luego de administración 

oral. 

Número total de células de placas de Peyer, ganglios mesentéricos y bazo 

En primer lugar se estudió si la administración por vía oral de CpG-ODN 

induce cambios en el número total de células de los órganos linfáticos 

asociados a la mucosa intestinal y el bazo de animales jóvenes, lo que podría 

indicar el reclutamiento de células o la proliferación de las células residentes 

en dichos órganos en respuesta a la estimulación con CpG-ODN. Para ello, se 

realizó el recuento de las células presentes en placas de Peyer, ganglios 

mesentéricos y el bazo, luego de 24 horas de la administración oral de CpG- 
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ODN o solución salina. Mientras que en los ganglios mesentéricos no se 

observaron cambios en la celularidad, en las placas de Peyer se observó un 

aumento en la celularidad en los animales que recibieron CpG-ODN respecto a 

los que recibieron solución salina (Tabla IV). Debido a que durante el 

procesamiento de los bazos de los diferentes grupos experimentales se 

produce una pérdida de células que puede no ser homogénea en todos los 

grupos, los cambios en el tamaño, y por consiguiente en la celularidad, del 

bazo se expresaron como una relación entre el peso de bazo (expresado en 

miligramos) y el peso del animal (expresado en gramos). Como resultado, no se 

observó diferencia en esta relación entre los dos grupos experimentales (Tabla 

IV). 

Tabla III. Número de células obtenidas de placas de Peyer y ganglios mesentéricos y 
relación entre el peso de bazo/peso del animal, de animales jóvenes tratados con CpG-
ODN o con solución salina. * < 0.05 respecto a los animales tratados con Salina. Los 
resultados se expresan como la media ± SD (n=3). 

Tratamiento 

Placas de Peyer 

(N° de células x 

106) 

Ganglios 

Mesentéricos 

(N° de células x 

106) 

Bazo 

(Peso Bazo (mg)/ 

Peso animal (g)) 

Solución Salina 	0,73±0.04 
	

3,25±0.13 	4,74±0.10 

CpG-ODN 	1,65±0.50- 
	

3,51±0.35 	4,74±0.27 

Estudios fenotípicos en placas de Peyer, ganglios mesentéricos y bazo 

Posteriormente se estudió si el aumento en la celularidad observado 24 horas 

luego de la administración oral de CpG-ODN se asocia a cambios en las 

diferentes poblaciones celulares presentes en ganglios mesentéricos, placas de 

Peyer y bazo de animales jóvenes. Para ello, se obtuvieron células de los 

diferentes órganos y se las procesó mediante la técnica de citometria de flujo 

utilizando como marcadores poblacionales anticuerpos contra CD 19, CD3, 

CD11c y CD11b. En placas de Peyer y ganglios mesentéricos se observó un 

aumento en el porcentaje de células CD19+ (linfocitos B), mientras que en las 

demás poblaciones celulares estudiadas no se observaron aumentos o 
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disminuciones significativamente diferentes entre animales tratados o no 

tratados con CpG-ODN (Tabla y). Estos incrementos en los porcentajes de 

linfocitos B se correlacionaron con aumentos en el número absoluto de células 

en placas de Peyer y ganglios mesentéricos (Tabla IV). 

Tabla IV. Poblaciones celulares en placas de Peyer y ganglios mesentéricos de 
animales jóvenes tratados con CpG-ODN o solución salina. Los resultados son 
representativos de dos experimentos independientes. 

Placas de Peyer 	Ganglios mesentéricos 

Salina CpG-ODN Salina CpG-ODN 

CD19+ 63,1% 68,1% 16,0% 21,5% 

CD3+ 18,6% 16,0% 75,0% 73,2% 

CD11c+ 0,7% 0,9% 0,4% 0,2% 

Producción de IL-12 en el sobrenadante de cultivo 

Una de las características de CpG-ODN como inmunoestimulante, es la 

capacidad de inducir la producción de IL-12 en las células presentadoras de 

antígenos, lo que finalmente lleva a la polarización de la respuesta inmune 

hacia un perfil de tipo Th 1. Por lo tanto, se evaluó la capacidad de las células 

presentadoras de antígenos de placas de Peyer de animales jóvenes para 

producir IL-12 luego de 24 horas de estimulación in vivo y la posterior re-

estimulación in vitro con CpG-ODN. En primer lugar se evaluó la producción 

de IL-12 por las células totales obtenidas de los diferentes órganos, si recibir 

ningún estímulo in vitro. Se observó que si las células no reciben una 

estimulación in vitro, no producen IL- 12, o los niveles de IL- 12 producidos son 

indetectables (Figural4). Por lo tanto, las células fueron re- estimuladas in 

vitro con CpG-ODN y se midió la concentración de IL- 12 en el sobrenadante de 

cultivo. Luego de la re-estimulación in vitro con CpG-ODN se observaron 

mayores niveles de IL-12 en los sobrenadantes de cultivo de células de placas 

de Peyer y ganglios mesentéricos provenientes de animales tratados por vía 

oral con CpG-ODN que en los sobrenadantes de células provenientes de 

animales que sólo recibieron solución salina (Figura 14). Por el contrario, la 

producción de IL- 12 en el sobrenadante de cultivo de las células de bazo luego 
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de la estimulación in vitro con CpG-ODN no se vio afectada por la 

administración oral de CpG-ODN (Figura 14). 
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Figura 14. Producción de IL-12 en el sobrenadante de cultivo en respuesta al 
estímulo un vitro con CpG-ODN. Las células obtenidas de placas de Peyer (P. Peyer), 
ganglios mesentéricos (MLN), y bazo de animales jóvenes tratados con CpG-ODN o 
solución salina fueron cultivadas durante 72 horas con CpG-ODN. Los niveles de IL-
12 producidos en respuesta al estímulo fueron medidos en los sobrenadantes de 
cultivo mediante ELISA de captura. Los resultados se expresan como la media ± SI) 
(n=3). 

Producción de IL-12 en el sobrenadante de cultivo de células de animales 

viejos. 

Los estudios realizados en los animales jóvenes nos permitieron comprobar 

que la administración oral de CpG-ODN produce un aumento en la celularidad 
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de las placas de Peyer, que induce un pequeño aumento en el porcentaje de 

linfocitos B en placas de Peyer y ganglios mesentéricos y que es capaz de 

estimular la producción de IL-12 en las células de los tejidos linfoides 

relacionados con la respuesta inmune en la mucosa intestinal. Todas estas 

características lo convierten en un atractivo adyuvante para ser utilizado en 

los animales viejos, en los que vimos que no existen significativas alteraciones 

a nivel fenotipico o a nivel funcional en el compartimiento de células B y que 

además presentan un desvío en el perfil de respuesta hacia Th2. Con el fin de 

corroborar si la administración de CpG-ODN es capaz de inducir la producción 

de IL- 12 en los animales viejos, se administró CpG-ODN por vía oral en los 

animales viejos y se obtuvieron células de ganglios mesentéricos y de bazo 24 

horas post-administración. 

Al igual que lo que ocurre en los animales jóvenes, cuando las células de 

ganglios mesentéricos de los animales viejos tratados in vivo con CpG-ODN, se 

reestimulan in vitro con CpG-ODN producen mayores niveles de IL-12 que las 

células de los animales tratados con solución salina (Figura 15). Mientras 

tanto, las células de bazo de los animales viejos tratados in vivo con CpG-ODN 

no son capaces de producir niveles de IL-12 significativamente diferentes a los 

producidos por las células de los animales tratados con solución salina (Figura 

15). 

Estos resultados sugieren que CpG-ODN puede modular el sistema inmune de 

los animales viejos, estimulando la producción de IL-12 en una etapa 

temprana que posteriormente favorezca el desarrollo de una respuesta Th 1. 
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Figura 15. Producción de IL-12 en el sobrenadante de cultivo en respuesta al 
estímulo un vitro con CpG-ODN. Las células obtenidas de ganglios mesentéricos 
(MLN), y bazo de animales viejos tratados con CpG-01)N o solución salina fueron 
cultivadas durante 72 horas con CpG-01)N. Los niveles de IL-12 producidos en 
respuesta al estímulo fueron medidos en los sobrenadantes de cultivo mediante ELISA 
de captura. Los resultados se expresan como la media ± SD (n=3). 

II- Efectos de la inmunización oral utilizando CpG-ODN como 

adyuvante de mucosas 

Esquema de Inmunización por vía oral de 21 días 

OVA/ CpG-ODN 
OVA/ solución salina 

0 

1 	 1 	 1 

Días 	7 	14 	21 
Balb/c 

  

   

Obtención de muestras: 
Suero. 
Lavados intestinales. 
Células de placas de 
Peyer, ganglios 
mesentéricos y bazo. 

Medio 
	

CpG 
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H-i Efectos de la inmunización oral con OVA/CpG-ODN en los 

tejidos linfoides asociados a mucosas 

Fenotipo de las poblaciones de placas de Peyer y ganglios mesentéricos 

Con el objeto de estudiar si la inmunización oral con OVA/CpG-ODN induce 

cambios en las poblaciones celulares presentes en los órganos linfoides 

asociados a la mucosa intestinal, se obtuvieron células de placas de Peyer y 

ganglios mesentéricos de animales jóvenes y viejos no inmunizados o 

inmunizados por vía oral con OVA/CpG-ODN y fueron procesadas para 

citometria de flujo. 

Como observamos en los estudios realizados en animales no inmunizados, el 

número de placas de Peyer obtenido fue similar en ambos grupos. Sin 

embargo, el número total de células obtenidas por placa de Peyer fue 2 veces 

menor en los animales viejos respecto a los jóvenes y no cambió luego de la 

inmunización (Tabla VI). Con respecto a las distintas poblaciones celulares, no 

se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de células CD 19+, 

CD4+ y CD8+ en los ratones viejos y jóvenes no inmunizados. Sin embargo, 

aunque los porcentajes de células CD4+ y CD8+ no cambiaron 

significativamente luego de la inmunización, se observó un ligero, pero 

significativo, aumento en la población CD 19+ en los dos grupos de animales 

inmunizados respecto a los no inmunizados (Figura 16). 

A diferencia de lo observado en las placas de Peyer, en los ganglios 

mesentéricos de los animales viejos no inmunizados se encontró un mayor 

porcentaje de linfocitos CD 19+ que en los animales jóvenes, sin encontrarse 

cambios en las células T CD4+ y CD8+. Luego de la inmunización oral, se 

observó un aumento en el porcentaje de células CD 19+ en los ganglios 

mesentéricos de los animales jóvenes (Figura 16). Por el contrario, los 

porcentajes de las diferentes poblaciones estudiadas en los animales viejos 

permanecieron sin cambios respecto a los animales control no inmunizados 

(Figura 16). 
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Tabla V. Celularidad de placas de Peyer y ganglios mesentéricos de animales jóvenes y 
viejos tratados con OVA/CpG-ODN o no inmunizados. Los resultados representan la 
media ± SD (n=4). *p < 0.05. 

Edad de los 	No de 
órgano 	Tratamiento 	ratones 	células/órgano 

(meses) 	(x 106) 

Placas de 
Peyer 

Ganglios 
mesentéricos 

No inmunizado 

OVA/CpG-ODN 

No inmunizado 

OVA/CpG-ODN 

3 	 1,5±0.2 

18 	 0,6±0.l** 

3 	 1,2±0.2 

18 	 0,5±0.1** 

3 	 3,7±0.7 

18 	 2,6±0.2 

3 	 4,0±0.5 

18 	 3,0±0.5 

Placas de Peyer 

3-m No-Inmune 

3-m CpG-ODN 

18-m No-Inmune 

18-m CpG-ODN 

20 	40 	60 	80 	100 

% de células positivas 

Ganglios Mesentéricos 

3-m No-Inmune 

3-m CpG-ODN 

18-ni No-Inmune 

18-m CpG-ODN 

C08 
CD4 

- C019 
	11 

* 
Ji  

¡ 	¡ 	¡ 
20 	40 	60 	80 

	
100 

% de células positivas 

Figura 16. Poblaciones celulares en placas de Peyer y ganglios mesentéricos de 
animales jóvenes y viejos no inmunizados e inmunizados por vía oral con 
OVA/CpG-ODN. Las células obtenidas de los diferentes órganos fueron procesadas y 
analizadas mediante citometría de flujo utilizando marcadores específicos para CD 19, 
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CD4 y CD8. Los resultados representan la media ± SI) (n=3). *p < 0.05 respecto al 
animal No-Inmune de la mima edad. ** p < 0.05 respecto al animal de 3 meses. 

Respuesta inmune humoral 

Una de las características de la inmunización oral es inducir la producción de 

anticuerpos de tipo IgA que son secretados al lumen intestinal. Por lo tanto se 

evaluó, mediante la técnica de ELISA en lavados intestinales, si la 

inmunización oral con OVA/CpG-ODN indujo la producción de anticuerpos de 

tipo IgA específicos contra OVA. A tal fin, se inmunizaron ratones jóvenes y 

viejos por vía oral con una mezcla de OVA/CpG-ODN o OVA/ salina en los días 

0, 7 y  14  y  se evaluó el título de anticuerpos en lavados intestinales 7 días 

luego de la última inmunización. Como resultado de la inmunización oral, se 

observó la presencia de anticuerpos específicos contra OVA en los lavados 

intestinales obtenidos tanto de animales jóvenes como de animales viejos 

inmunizados con OVA/CpG-ODN, pero no en los lavados intestinales de los 

animales inmunizados con OVA/salina. Además, los niveles de anticuerpos 

encontrados fueron similares en las muestras obtenidas de animales de 

ambas edades (Figura 17). 
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Figura 17. Niveles de IgA específica contra OVA en los lavados intestinales de 
animales inmunizados con OVA/CpG-ODN. Los anticuerpos específicos contra OVA 
fueron determinados mediante ELISA en los lavados intestinales de animales jóvenes y 
viejos obtenidos 7 días luego de la última inmunización oral. El resultado se expresa 
COMO el 1092 de la recíproca de la última dilución de lavado intestinal que posee una 
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DO. superior a dos veces la D.O. correspondiente al lavado intestinal de animales no 
inmunes. Los resultados representan la media ± SD (n3). 

Respuesta inmune celular 

Además de la respuesta humoral, luego de una inmunización es necesario que 

se induzcan linfocitos T específicos que ayuden, mediante la producción de 

citocinas y la interacción a través de moléculas coestimulatorias, al desarrollo 

de una respuesta inmune específica contra el antígeno. La proliferación celular 

en respuesta al antígeno es una de las formas de evaluar la inducción de 

respuesta inmune celular. Con el objeto de evaluar la respuesta proliferativa 

específica de antígeno, se aislaron células de placas de Peyer, el principal sitio 

inductor en la mucosa intestinal, de animales jóvenes y viejos, 7 días luego de 

la última inmunización por vía oral con OVA/CpG-ODN o con OVA/ salina y se 

las estimuló in vitro en presencia de OVA. Se observó una respuesta 

proliferativa específica para OVA con un índice de estimulación superior a 2 

(considerada positiva) sólo en los grupos de animales inmunizados por vía oral 

con OVA/CpG-ODN (Figura 18). La respuesta celular específica para OVA en 

animales viejos inmunizados con OVA/CpG-ODN fue similar a la de los 

animales jóvenes inmunizados. 
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Figura 18. Respuesta proliferativa específica contra OVA. Las células obtenidas de 
placas de Peyer de los animales jóvenes y viejos inmunizados por vía oral con 
OVA/CpG-ODN o con OVA/salina fueron estimuladas in vitro con OVA durante 6 días. 
Dieciocho horas antes de la recolección se agregó en el cultivo 3H-Timidina (1tCi/ 
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pocillo). El cultivo fue recolectado y la incorporación de timidina se midió en un 
contador de centelleo líquido. El resultado se expresa como un índice de estimulación 
(media de las c.p.m. de los pocillos que contienen OVA/ media de las c.p.m. de los 
pocillos sin OVA). La línea punteada corresponde a un índice de estimulación de dos, 
que fue considerado como el mínimo índice de estimulación positivo. Los resultados 
representan la media ± SD (n=3). 

Perfil de citocinas en placas de Peyer 

El patrón de citocinas inducido luego de una inmunización es determinante en 

el resultado final de una respuesta inmune. Con el fin de evaluar el patrón de 

citocinas de células T cooperadoras inducido por la inmunización oral con 

OVA/CpG-ODN, se midieron los niveles de IFN-y, IL-5 e IL-10 en los 

sobrenadantes de cultivo de células de placas de Peyer obtenidas de animales 

inmunizados con OVA/CpG-ODN y estimuladas in vitro con OVA. 

En el sobrenadante de cultivo de células de placas de Peyer obtenidas de 

animales jóvenes y viejos inmunizados se observó la producción de IFN-y, 

mientras que no se detectó producción de IL-5 ni de IL-10. Sin embargo los 

niveles de IFN-y encontrados en los animales viejos fueron menores a los de 

animales jóvenes (Figura 19). Por el contrario, en los sobrenadantes de cultivo 

de células de placas de Peyer de los animales que recibieron OVA/salina no se 

detectó ninguna de las citocinas analizadas. 

El factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) no es 

una citoquina considerada como característica de un perfil Th 1 ni de un perfil 

Th2. Sin embargo, se ha demostrado que GM-CSF es capaz de estimular la 

producción de IFN-y in vivo. Por lo tanto, se midieron los niveles de GM-CSF 

en los sobrenadantes de cultivo de células de placas de Peyer de animales 

jóvenes y viejos estimuladas in vitro con OVA. Se encontraron menores niveles 

de GM-CSF en los sobrenadantes de cultivo de las células de animales viejos 

(Figura 19). 

En conclusión, el patrón de citocinas observado fue de tipo Thl, tanto en 

animales jóvenes como viejos, aunque los animales viejos produjeron menores 

niveles de IFN-y y GM-CSF en respuesta al antígeno. 
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Figura 19. Perfil de citocinas inducido por la inmunización oral con OVA/CpG- 
ODN. Las células obtenidas de placas de Peyer de animales jóvenes y viejos 
inmunizados por vía oral, fueron estimuladas in vitro durante 72 horas en presencia 
de OVA. Los niveles de IFN-y, IL-5, IL-lO y GM-CSF en el sobrenadante de cultivo 
fueron determinados mediante ELISA de captura utilizando los anticuerpos específicos 
para cada una de ellas como se indica en materiales y métodos. Los resultados 
representan la media ± SD (n=3). * p < 0.05 respecto al animal de 3 meses. 

Fenotipo de las células T productoras de IFN-y en placas de Peyer 

Debido a que los niveles de IFN-y producidos en respuesta a OVA en el 

sobrenadante de cultivo de células de placas de Peyer de animales viejos 

inmunizados con OVA/CpG-ODN fueron menores que los de los animales 

jóvenes, se decidió estudiar la contribución de las células T CD4+ y CD8+ a la 

producción de IFN-y en animales jóvenes y viejos inmunizados por vía oral con 

OVA/CpG-ODN. Las células obtenidas de placas de Peyer de animales jóvenes 

y viejos 7 días luego de la última inmunización fueron estimuladas in vitro con 

OVA y procesadas para citometría de flujo para detectar IFN-y intracelular. Se 
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seleccionaron las células T CD8/CD4-  o CID8- /CD41  y se analizaron para la 

producción de IFN-y. Mientras que la frecuencia de células T CD4 productoras 

de IFN-y fue similar en animales jóvenes y viejos, se observó un menor 

porcentaje de células productoras de IFN-y dentro de la población de células T 

CD8 en los animales viejos luego de la estimulación in vitro con OVA (Figura 

20). 

1 

T 

3-m 

18-m 

CD( IFN7 	CD8 IFN7  

Figura 20. Fenotipo de las células T productoras de IFN-y en placas de Peyer. Las 
células de placas de Peyer de los animales jóvenes y viejos inmunizados por vía oral 
con OVA/CpG-ODN fueron estimuladas in vitro con OVA durante 48 horas. 
Posteriormente, los cultivos fueron recogidos y las células se procesaron y analizaron 
mediante citometria de flujo intracelular para detectar IFN-y, utilizando como 
marcadores poblacionales anticuerpos monoclonales específicos contra CD4 y CD8. 
Los resultados representan la media ± SD (n=3). 

II-ii Efectos de la inmunización oral con OVA/CpG-ODN sobre la 

inmunidad sistémica  

Estudio fenotípico de las poblaciones de bazo 

Con el objeto de estudiar si la inmunización oral con OVA/CpG-ODN indujo 

cambios en las poblaciones celulares, se obtuvieron células de bazo de 

animales jóvenes y viejos no inmunizados o inmunizados por vía oral con 

OVA/CpG-ODN y fueron procesadas para citometría de flujo. Con respecto a 

las poblaciones celulares, se observó que la inmunización oral no indujo 
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cambios en las poblaciones celulares de bazo de los animales viejos y jóvenes 

inmunizados por vía oral, respecto a los no inmunizados (Figura 21). 

Bazo 

3-ni No-Inmune 

3-m CpG-ODN 

18-m No-Inmune 

18-m CpG-ODN 

	1 CD8 

- CD19 

¡ 	 1 

20 	40 	60 	80 
	

100 

% de células positivas 

Figura 21. Poblaciones celulares en bazo. Las células obtenidas del bazo de 
animales jóvenes y viejos no inmunizados e inmunizados por vía oral con OVA/CpG-
ODN, fueron procesadas y analizadas mediante citometría de flujo utilizando 
anticuerpos monoclonales específicos para CD 19, CD4 y CD8. 

Respuesta inmune humoral en suero 

Una adecuada inmunización a través de las superficies mucosas induce 

respuesta inmune específica contra el antígeno en mucosas y a nivel 

sistémico. Por lo tanto, se decidió analizar si la inmunización por vía oral con 

CpG-ODN es capaz de inducir respuesta inmune sistémica en los animales 

viejos. Para ello, se analizó la presencia de IgG específica contra OVA en el 

suero de animales jóvenes y viejos inmunizados por vía oral con OVA/CpG-

ODN o con OVA/salina. Se observó que la inmunización indujo un 

significativo aumento en los niveles de anticuerpos específicos contra OVA 

tanto en los animales jóvenes como en los viejos que fueron inmunizados con 

OVA/CpG-ODN a diferencia de los animales inmunizados con OVA/salina. 

Además, se vio que la respuesta inmune específica contra OVA en los animales 

viejos fue similar a la desarrollada por los animales jóvenes (Figura 22A). 

Diego Oscar Alignani 	 57 



4- 

2 

A 	 B 
16- 

8- 

[0
9
2
  R

e
cí

p
ro

ca
  t

ít
u
lo

  ( 1oo 
o 

o 
D 

0- 80 

. 60 

40 

I) 
20 

o 

Resultados 

(5' 	 ci 	cJ N 
ITO ~ÍV 

o o 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 

KSCN (M) 

1 IgG2a 

— IgGl 

'5 

Figura 22. Respuesta humoral específica contra OVA en el suero de animales 
inmunizados con OVA/CpG-ODN. (A) Los niveles de IgG específica contra OVA, 
fueron determinados mediante ELISA en los sueros obtenidos de animales jóvenes y 
viejos 7 días luego de la última inmunización oral. El resultado se expresa como el 1092 
de la recíproca de la última dilución de suero que posee una DO. superior a dos veces 
la DO. correspondiente al suero de animales no inmunes. (B) Ensayo de avidez de los 
anticuerpos de tipo IgG inducidos por la inmunización oral en los animales jóvenes y 
viejos. La avidez de los anticuerpos se evaluó mediante un ensayo de resistencia al 
lavado con KSCN, siguiendo el procedimiento descripto en materiales y métodos. La 
D.O. de los pocillos tratados con KSCN se expresa como un porcentaje de la D.O. 
obtenida en los pocillos no tratados con KSCN. (C) Perfil de isotipos de IgG (IgOl e 
IgG2a) específicos contra OVA en suero. El resultado se expresa como el log2 de la 
recíproca de la última dilución de suero que posee una D.O. superior a dos veces la 
D.O. correspondiente al suero de animales no inmunes. Los resultados representan la 
media ± SI) (n=3). 

Avidez de los anticuerpos específicos contra OVA 

1 

42 
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Uno de los cambios en la inmunidad humoral asociados con el envejecimiento 

es una disminución en la afinidad de los anticuerpos luego de las 

inmunizaciones. Con el objetivo de conocer si los anticuerpos inducidos luego 

de la inmunización oral con OVA CpG-ODN en los animales jóvenes y viejos se 

unen al antígeno con igual fuerza, se evaluó la avidez de los anticuerpos 

inducidos 7 días luego de la última inmunización mediante la resistencia al 

lavado con soluciones de concentración creciente de KSCN. Se observó que los 

anticuerpos inducidos como resultado de la inmunización en los animales 

viejos tuvieron una avidez similar a la de los animales jóvenes en todas las 

concentraciones de KSCN probadas (Figura 22B). 

Perfil de isotipos de IgG específica contra OVA en suero 

La presencia de diferentes isotipos de IgG es indicativa del perfil de respuesta 

inducido, siendo el isotipo IgGl característico de un perfil de respuesta Th2 e 

IgG2a de un perfil de respuesta Thl. Luego de la inmunización oral con 

OVA/CpG-ODN, se observó la presencia de ambos isotipos en el suero de 

animales jóvenes y viejos, y los niveles de anticuerpos no fueron 

significativamente diferentes entre los animales de ambas edades (figura 22C). 

Respuesta inmune celular en bazo 

La inmunización oral con OVA/CpG-ODN indujo respuesta inmune celular a 

nivel de las superficies mucosas, sin embargo, en este punto resultó necesario 

determinar si la inmunización oral es capaz de provocar además la inducción 

de respuesta inmune celular a nivel sistémico. Es por ello, que se estudió la 

respuesta proliferativa de células T en bazo luego de la inmunización oral con 

OVA/CpG-ODN o con OVA/salina en animales jóvenes y viejos. A tal fin, se 

obtuvieron células del bazo de los animales inmunizados por vía oral 7 días 

luego de la última inmunización y fueron cultivadas in vitro con OVA. Como 

resultado, se observó que las células de los animales viejos presentaron una 

respuesta proliferativa positiva contra OVA. Además, se encontró que esta 
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respuesta fue similar a la encontrada en los cultivos de células de animales 

jóvenes (Figura 23). 
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Figura 23. Respuesta proliferativa específica contra OVA en bazo. Las células 
obtenidas de bazo de los animales jóvenes y viejos inmunizados por vía oral con 
OVA/CpG-01)N o con OVA/Salina fueron estimuladas in vitro con OVA durante 6 
días. Dieciocho horas antes de la recolección se agregó en el cultivo 3H-Timidina 
(1iCi/ pocillo). El cultivo fue recolectado y la incorporación de timidina se midió en un 
contador de centelleo líquido. El resultado se expresa como un índice de estimulación 
(media de las c.p.m. de los pocillos que contienen OVA/ media de las c.p.m. de los 
pocillos sin OVA). La línea punteada corresponde a un índice de estimulación de dos, 
que fue considerado como el mínimo índice de estimulación positivo. Los resultados 
representan la media ± SD (n=3). 

Perfil de citocinas en bazo 

El perfil de citocinas liberadas en los sobrenadantes de cultivo de células de 

bazo fue determinado mediante ELISA de captura. El patrón de citocinas 

observado fue similar al encontrado en los sobrenadantes de cultivo de células 

de placas de Peyer. Se detectó producción de IFN-y, mientras que no hubo 

producción de IL-5 (resultado no mostrado). Sin embargo, los niveles de IFN-1' 

liberados por las células de bazo de los animales viejos fueron menores que los 

de animales jóvenes (Figura 24A). En los sobrenadantes de cultivo de animales 

inmunizados con OVA/ salina, no se detectó producción de IFN-y ni de IL-5. 
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Fenotipo de las células productoras de IFN-y en bazo 

Al igual que en placas de Peyer, los niveles de IFN-'y producidos en el 

sobrenadante de cultivo de células de bazo de animales viejos fueron menores, 

por lo que se decidió estudiar la contribución de las células T CD4 y CD8 a la 

producción de IFN-y en animales jóvenes y viejos inmunizados por vía oral con 

OVA/CpG-ODN. Para ello, células de bazo de animales jóvenes y viejos fueron 

obtenidas 7 días luego de la última inmunización, estimuladas in vitro con 

OVA y procesadas para citometría de flujo intracelular. Se seleccionaron las 

células T CD8/CD4-  o CD8- /CD4+ y se analizaron para la producción de IFN-

y. Mientras que la frecuencia de células T CD4 IFN-y fue similar en animales 

jóvenes y viejos, se observó un menor porcentaje de células productoras CD8 

IFN-y en los animales viejos luego de la estimulación in vitro con OVA (Figura 

24B). 
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Figura 24. Perfil de citocinas inducidos por la inmunización oral con OVA/CpG-
ODN en bazo. (A) Producción de IFN--y. Las células obtenidas de bazo de animales 
jóvenes y viejos inmunizados por vía oral, fueron estimuladas in vitro con OVA. Los 
niveles de IFN-y liberados en el sobrenadante de cultivo fueron dosadas mediante 
ELISA de captura. (B) Fenotipo de las células T productoras de IFN-y. Las células de 
bazo de los animales jóvenes y viejos inmunizados por vía oral con OVA/CpG-ODN 
fueron estimuladas in vitro con OVA durante 48 horas. Posteriormente, los cultivos 
fueron recogidos y las células se procesaron y analizaron mediante citometría de flujo 
intracelular para detectar IFN-y, utilizando como marcadores poblacionales 
anticuerpos monoclonales específicos contra CD4 y CD8. Los resultados representan 
la media ± SD (n=3). * p < 0.05 respecto al animal de 3 meses. 
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II-ui Duración de la respuesta inmune inducida por la inmunización oral 

con OVA/CpG-ODN  

Esquema de Inmunización por vía oral de 61 días 

1 	1 	1 	1 1 

Días  7 14 21 	 41 61 
Balb/c 

     

Obtención de muestras: 
Suero. 
Células de bazo. 

Obtención de suero 

Una medida de la efectividad de un esquema de inmunización es la presencia 

de una respuesta inmune celular y anticuerpos específicos por períodos de 

tiempo prolongados luego de la última inmunización. Es por ello, que se 

estudió la respuesta inmune humoral a distintos tiempos y la respuesta 

celular 40 días luego de la última inmunización. 

Los niveles de IgG específica contra OVA fueron analizados 7, 20 y 40 días 

luego de la última inmunización oral, observándose un pico en la respuesta 

inmune específica en el día 7 luego de la última inmunización y una 

disminución a partir del día 21 luego de la última inmunización. Se observó 

una respuesta inmune positiva con elevados niveles de IgG específica contra 

OVA hasta 40 días luego de la última inmunización. Además, los niveles de 

anticuerpos específicos contra OVA detectados en los animales viejos fueron 

similares a los detectados en los animales jóvenes (Figura 25A). 

Con respecto a la respuesta inmune celular se observó que aún 40 días luego 

de la última inmunización, la respuesta proliferativa específica fue positiva en 

los animales viejos. Sin embargo, el índice de estimulación fue menor en los 

animales viejos (Figura 25B). 
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Resultados 

Figura 25. Respuesta inmune humoral y celular específicas contra OVA 
observadas 40 días luego de la última inmunización oral con OVA/CpG-ODN. (A) 
Respuesta de anticuerpos de tipo IgG específicos contra OVA. Los anticuerpos 
especíifcos contra OVA presentes en suero obtenido 7, 20 y  40 días luego de la última 
inmunización con OVA/ CpG-ODN o con OVA/ Salina fueron dosados mediante ELISA. 
El resultado se expresa como la recírproca de la última dilución de suero que posee un 
D.O. dos veces superior a la D.O. del suero preinmune. (B) Respuesta proliferativa 
específica contra OVA observada 40 días luego de la última inmunización oral. Las 
células obtenidas de bazo de los animales jóvenes y viejos inmunizados por vía oral 
con OVA/ CpG-ODN o con OVA/ Salina fueron estimuladas in vitro con OVA durante 6 
días. Dieciocho horas antes de la recolección se agregó en el cultivo 3H-Timidina 
(1 tCi/ pocillo). El cultivo fue recolectado y la incorporación de timidina se midió en un 
contador de centelleo líquido. El resultado se expresa como un índice de estimulación 
(media de las c.p.m. de los pocillos que contienen OVAL media de las c.p.m. de los 
pocillos sin OVA). La línea punteada corresponde a un índice de estimulación de dos, 
que fue considerado como el mínimo índice de estimulación positivo. Los resultados 
representan la media ± SD (n=3). * p < 0.05 respecto al animal de 3 meses. 
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El sistema inmune de un individuo joven tiene una gran capacidad para 

desarrollar una respuesta inmune que permita mantener la homeostasis, 

mientras que durante el envejecimiento se produce una desregulación que 

resulta en una disminución en la respuesta inmunológica. Esto lleva a mayor 

incidencia de las enfermedades infecciosas y de cáncer, y una menor eficacia 

de la vacunas contra infecciones comunes. Es por ello que existe la necesidad 

de desarrollar esquemas de vacunación efectivos en este período de la vida 

(Grubeck-Loebenstein and Wick, 2002). 

La mayoría de las infecciones ocurren y se diseminan a través de las 

superficies mucosas. Por lo tanto, el sistema inmune asociado a mucosas tiene 

un rol fundamental en la protección contra las infecciones, ya que actúa como 

una primera línea de defensa valiéndose de mecanismos pertenecientes a la 

inmunidad innata y adaptativa. Es por ello que existe un gran interés en 

inducir respuesta inmune a través de estas vías. Una de las ventajas de 

inducir respuesta inmune a través de las superficies mucosas es que se puede 

generar protección local y a distancia mediante un sistema integrado 

denominado sistema inmune común de mucosas, y también a nivel sistémico, 

lo que permite una protección más efectiva (Holmgren and Czerkinsky, 2005). 

A pesar del avance en el conocimiento de los cambios asociados al 

envejecimiento y en el análisis celular y molecular de la inducción y regulación 

de la respuesta inmune asociada a mucosas, la información actual sobre los 

cambios producidos en este sistema durante el envejecimiento es limitada y 

los modelos experimentales no muestran esquemas de inmunización efectivos 

(Koga et al., 2000). Debido a que, como se mencionó anteriormente, durante el 

envejecimiento existe un aumento en la frecuencia y severidad de las 

infecciones, es necesario conocer el estado del sistema inmune asociado a 

mucosas con el fin de desarrollar estrategias de inmunización efectivas a 

través de estas vías. 

En trabajos previos de nuestro grupo se estudió la respuesta inmune 

específica inducida por distintos esquemas de inmunización y el efecto de 
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distintos adyuvantes a nivel sistémico (Maletto et al., 2002; Maletto et al., 

2005). En la presente tesis, nuestros estudios se enfocaron en el sistema 

inmune asociado a mucosas y la respuesta inmune específica inducida por vía 

oral. 

Los resultados demuestran que los animales viejos presentan un aumento en 

el porcentaje de células B en los ganglios mesentéricos (con un porcentaje un 

30% mayor que en los animales jóvenes), además se observó que el porcentaje 

de linfocitos Bi de cavidad peritoneal está aumentado en animales viejos. 

Ambos sitios anatómicos están estrechamente relacionados con la respuesta 

inmune en la mucosa intestinal. 

En las placas de Peyer, el principal sitio de encuentro entre las células del 

sistema inmune y los antígenos presentes en lumen intestinal, la composición 

porcentual en linfocitos B (CD 19+) y T (CD4+ y CD8+) fue comparable la de los 

ratones jóvenes. Sin embargo, los animales viejos presentaron una 

disminución en el número de células de las placas de Peyer. Estos resultados 

concuerdan con trabajos previos (Koga et al., 2000) en los que se encontró un 

menor número de linfocitos en las placas de Peyer de los animales envejecidos, 

con un menor número de células T vírgenes, asociados a una menor respuesta 

inmune. 

Mientras tanto, en los ganglios mesentéricos, que son los ganglios linfáticos 

drenantes de la mucosa intestinal, no se encontraron diferencias en el número 

de células totales. El hecho de que el número de células en los ganglios 

mesentéricos sea semejante entre animales jóvenes y viejos, a pesar de las 

diferencias encontradas en las placas de Peyer puede deberse a que los 

ganglios mesentéricos están interpuestos en la circulación linfática 

proveniente de la mucosa intestinal y es en estos ganglios en donde se 

produce la acumulación de los antígenos presentes en distintos sitios de la 

mucosa intestinal. También son un sitio de paso para las células que se 

estimulan en la mucosa intestinal, pero que deben migrar hacia otras 

mucosas del organismo o hacia la lámina propia intestina. Por lo tanto, es 

probable que, siendo el intestino un órgano que está sometido a una 

estimulación antigénica permanente, haya células continuamente migrando 

desde los sitios inductores de la mucosa intestinal con diferentes destinos y 

que el número de células que se encuentran en los ganglios mesentéricos en 

condiciones no inflamatorias sea relativamente constante. 
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Existen evidencias que demuestran que los ganglios mesentéricos están 

interpuestos en la circulación de los linfocitos B de la cavidad peritoneal hacia 

la lámina propia intestinal (Fagarasan and Honjo, 2000; Fagarasan et al., 

2000; Watanabe et al., 2000) y por lo tanto, el pequeño incremento en el 

porcentaje de linfocitos B que se observa en los ganglios mesentéricos puede 

deberse a un aumento en la migración de linfocitos Bi de la cavidad 

peritoneal, cuyo porcentaje se encontró aumentado en los animales viejos. Sin 

embargo, la distribución porcentual de estas células en los ratones viejos no 

mostró diferencias con lo observado en los animales jóvenes, por lo que resulta 

dificil establecer si esto se debe a un aumento en la migración de linfocitos B 

de cavidad peritoneal. Además, los linfocitos B pierden sus marcadores 

característicos al abandonar la cavidad peritoneal, y por eso resulta dificil 

identificarlos fuera de ella. Por otro lado, en la lámina propia intestinal no se 

observó un aumento en el número de linfocitos B productores de IgA en los 

animales viejos Esto apoya la idea de que aunque el porcentaje de linfocitos 

Bi está aumentado en la cavidad peritoneal de los ratones viejos, es probable 

que no exista una migración aumentada de estas células hacia la lámina 

propia intestinal. Sin embargo, cuando se midieron los niveles de anticuerpos 

contra microorganismos de la flora comensal intestinal (producidos en gran 

parte por linfocitos B provenientes de la cavidad peritoneal (Bos et al., 1996; 

Kroese et al., 1996)) se observó que los animales viejos presentan niveles 

significativamente superiores de IgA contra microorganismos de la flora 

comensal intestinal que los animales jóvenes, indicando que aunque el 

número de células B en la lámina propia intestinal no sea diferente, 

probablemente las poblaciones de linfocitos B productoras de los anticuerpos 

contra microorganismos de la flora comensal se encuentren en mayor número 

que las células B inducidas de manera específica en las placas de Peyer en los 

animales viejos. Este fenómeno podía darse como una respuesta al contacto 

con la flora comensal durante un período de tiempo más prolongado en los 

animales viejos. Mientras tanto, en los animales jóvenes existiría un equilibrio 

entre las células que provienen de las placas de Peyer y las provenientes de la 

cavidad peritoneal. En efecto, los trabajos que estudiaron la migración de los 

linfocitos B desde las placas de Peyer hacia la lámina propia intestinal 

demuestran que la misma se encuentra disminuida en los animales viejos 

(Schmucker et al., 1996; Thoreux et al., 2000). Se ha demostrado que la 
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migración de las células productoras de anticuerpos contra microorganismos 

de la flora comensal intestinal es dependiente de la presencia de los mismos 

en el lumen intestinal, que resulta más prolongada en los animales viejos 

(Macpherson et al., 2000). 

Con respecto a los linfocitos T, no se encontraron diferencias significativas en 

el porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ en las placas de Peyer y los ganglios 

mesentéricos. Sin embargo, cuando se analizaron las poblaciones de linfocitos 

T de memoria y vírgenes, se encontró que los ratones viejos presentan un 

menor porcentaje de linfocitos con fenotipo de células vírgenes (positivos para 

la molécula de CD45RB), y un mayor porcentaje de linfocitos T de memoria 

(CD45RB-). En las placas de Peyer, el número total de células está disminuido. 

Además, se encontró un disminuido porcentaje de linfocitos T vírgenes lo que 

indicaría que la capacidad de estos órganos para responder a nuevos 

antígenos está comprometida. 

Nuestros resultados demuestran que el sistema inmune asociado a la mucosa 

intestinal de los animales viejos presenta diferencias respecto al de los 

jóvenes. Estas diferencias se encuentran más acentuadas en el 

compartimiento de linfocitos T, mostrando una desvío en el perfil de respuesta 

inmune hacia Th2 y potencialmente menor número de células capaces de 

responder a nuevos estímulos antigénicos. Por lo tanto, en el momento de 

desarrollar nuevas estrategias que permitan inducir respuesta inmune en los 

animales viejos es necesario buscar adyuvantes cuya acción no sea 

fuertemente dependiente de la función de los linfocitos T. 

Existen distintos caminos para explorar las estrategias que mejoren la eficacia 

de la vacunación durante el envejecimiento. La inclusión de nuevos 

adyuvantes, la frecuencia y el aumento de las dosis de antígeno son algunas 

de ellas. 

Teniendo en cuenta que la mayoría de los estudios en animales viejos fueron 

realizados con adyuvantes estimulantes de la respuesta Th2 como CT, cuya 

capacidad inmunoestimulante es fuertemente dependiente de la activación de 

linfocitos T (Koga et al., 2000; Xu-Amano et al., 1994), durante el desarrollo de 

este trabajo de tesis decidimos utilizar un nuevo adyuvante de mucosas, cuya 

efectividad no había sido probada hasta el momento en animales viejos, los 

CpG-ODN. 
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Los adyuvantes pueden dividirse según su mecanismo de acción en: sistemas 

que transportan antígenos (como por ejemplo emulsiones, micropartículas, 

liposomas, entre otros) y adyuvantes inmunoestimulatorios. Los 

inmunoestimulatorios son predominantemente estructuras derivadas de 

patógenos (por ejemplo lipopolisacáridos bacterianos, CpG-ODN, monofosforil 

lípido A, entre otros) (Elson, 1999; Ogra, 2001). 

Un prerrequisito para combatir una infección es que las células del sistema 

inmune innato reconozcan el peligro de la infección y activen a los linfocitos B 

y T. Los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPS) juegan un papel 

fundamental en este proceso ya que son reconocidos por al menos 11 

receptores de la inmunidad innata, los receptores tipo toli (TLR) (Kirk and 

Bazan, 2005). Dentro de los PAMPS, los CpG-ODN son reconocidos por el 

TLR9 (que se encuentra en linfocitos B, células dendríticas y macrófagos) y 

tienen la capacidad de inducir un medio que favorece la activación de 

linfocitos T cooperadores Thl (Krieg, 2002). Además, si se lo compara con 

otros PAMPS, CpG-ODN puede ser sintetizado con pureza y composición 

definidas, lo que lo transforma en un excelente candidato para estudios 

clínicos como inmunoestimulante. Por todo esto, CpG-ODN se ha convertido 

en un promisorio adyuvante para iniciar y dirigir la respuesta inmune durante 

la vacunación o para modular una respuesta alérgica (Krieg, 2002). Además, 

está ampliamente demostrado que CpG-ODN actúa como adyuvante en 

animales jóvenes y desarrolla una respuesta inmune Thl a través de la 

liberación de citocinas proinflamatorias y la maduración y/o activación de 

células presentadoras de antígenos profesionales como macrófagos, linfocitos 

B y CDs (Krieg, 2002). 

Los CpG-ODN, han demostrado ser efectivos adyuvantes cuando son 

administrados a través de diferentes vías en distintos modelos experimentales 

(Krieg and Davis, 2001). Sin embargo, a pesar de que es posible obtener una 

protección más efectiva contra antígenos o patógenos cuando se realiza 

administración por mucosas, ya que habitualmente la respuesta inducida 

involucra la inmunidad de mucosas y la inmunidad sistémica, en la mayoría 

de estos estudios se realizó administración a través de vías sistémicas y sólo 

en trabajos recientes se evaluó la efectividad de CpG-ODN como adyuvante de 

mucosas (Davis et al., 1998; McCluskie and Davis, 2000). Igualmente, a pesar 

de que se han realizado estudios sobre los efectos tempranos de CpG-ODN a 
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nivel sistémico, no hay datos sobre que ocurre en el sistema inmune asociado 

a la mucosa intestinal luego de la administración temprana de CpG-ODN. 

Nuestros trabajos previos, en concordancia con trabajos de otros autores 

demuestran que CpG-ODN es un adyuvante efectivo cuando se administra por 

vía subcutánea en los animales viejos, induciendo una respuesta específica 

contra el antígeno desviada hacia un perfil Th 1, caracterizada por la 

producción de anticuerpos de tipo IgG2a y la producción de IFN-'y en forma 

comparable a los animales jóvenes (Maletto et al., 2002; Manning et al., 2001). 

Sin embargo, a pesar del avance en el conocimiento de los efectos de CpG-

ODN como adyuvante de mucosas, no se han realizado estudios en individuos 

o en animales viejos. En el presente trabajo se evaluó la efectividad de CpG-

ODN como adyuvante de mucosas en animales viejos. 

Los resultados obtenidos en animales viejos nos permitieron observar que la 

administración oral de CpG-ODN junto con un antígeno proteico como la OVA 

induce, en la mucosa intestinal y en la inmunidad sistémica, una respuesta 

específica de antígeno que se caracteriza por la producción de IFN-y (indicativa 

de un perfil Thl), sin producción de IL-5 ni de IL-lO (indicativas de un perfil 

Th2). 

Es importante destacar que este desvío en el perfil de respuesta se observó en 

los animales jóvenes, como había sido demostrado anteriormente, pero 

también en los animales viejos, en los que previamente encontramos una 

predisposición de las células de placas de Peyer y bazo para producir un perfil 

de tipo Th2 cuando son estimuladas con activadores policlonales de células T 

como la concanavalina A. Estos resultados concuerdan con el hallazgo de que 

luego de la estimulación in vitro de células de placas de Peyer de animales 

viejos se encuentra IL-12 en el sobrenadante de cultivo y los niveles 

producidos son comparables a los de animales jóvenes. Sin embargo, 

mediante los experimentos de estimulación in vitro de células de animales 

jóvenes y viejos, no se pueden descartar diferencias en el microambiente de los 

animales viejos que lleven a una menor producción de IL-12 in vivo y por ende 

a una menor producción de citocinas de tipo Thl, y que esta sea suficiente 

para estimular una respuesta de anticuerpos específica comparable a de los 

animales jóvenes. Cuando administramos CpG-ODN por vía oral y se 

obtuvieron células de ganglios mesentéricos 24 horas más tarde, se observó 
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que frente a una nueva estimulación in vitro con CpG-ODN, las células 

provenientes de los animales de ambas edades producen mayores niveles de 

IL- 12 que las células de los animales no tratados. Este es un importante 

hallazgo, ya que no hay estudios que evalúen cuales son los efectos de CpG-

ODN a tiempos cortos luego de la administración por mucosas, y estos eventos 

son claves para el desarrollo de la respuesta inmune posterior. En 

consecuencia se puede inferir que CpG-ODN es un efectivo adyuvante en los 

animales viejos porque es capaz de estimular, entre otras cosas la producción 

de IL- 12 que posteriormente ayudará al desarrollo de un perfil de respuesta de 

tipo Thl. 

Respecto a los modelos experimentales en los que se ha probado la efectividad 

de la inmunización oral en animales viejos existen trabajos que demuestran 

que la inmunización oral, utilizando la OVA como antígeno y la CT como 

adyuvante de mucosas, es menos efectiva en los animales viejos, induciendo 

una menor respuesta proliferativa, una menor respuesta humoral en suero y 

en mucosas, y una menor producción de citocinas en respuesta al antígeno 

que la que se induce en los animales jóvenes (Koga et al., 2000). Estos 

hallazgos fueron encontrados en el sistema inmune de mucosas de ratones de 

12 meses y en los de 24 meses. Sin embargo, la respuesta inmune sistémica 

de los animales de 12 meses fue similar a la de los de 3 meses, por lo que 

estos estudios concluyen que en el sistema inmune asociado a mucosas las 

alteraciones asociadas al envejecimiento se manifiestan antes que a nivel 

sistémico. Estos cambios en la función del sistema inmune asociado a 

mucosas estuvieron relacionados a un menor número de linfocitos T vírgenes 

en las placas de Peyer de los animales de 12 y  24 meses de edad respecto a los 

de 3 meses (Koga et al., 2000). 

La CT es uno de los más potentes inmunoestimulantes de mucosas probados 

en modelos experimentales, y se ha establecido que su mecanismo de acción 

involucra principalmente el desarrollo de respuestas de tipo Th2 (Xu-Amano et 

al., 1993). Como se mencionó anteriormente, los estudios realizados en 

animales viejos indican que es muy importante que exista un número 

suficiente de linfocitos T que puedan diferenciarse a células productoras de 

citocinas Th2 para que la toxina colérica pueda ejercer su acción como 

adyuvante de mucosas, ya que los animales de 12 y 24 meses, que presentan 
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características de un sistema inmune de mucosas envejecido, con un menor 

número de linfocitos T vírgenes, son incapaces de desarrollar una respuesta 

de mucosas de igual intensidad a la de los animales de 3 meses. Más aún, los 

animales de 24 meses, que presentan características de un sistema inmune 

envejecido en mucosas y en la inmunidad sistémica, tampoco pueden 

desarrollar respuestas similares a las de los adultos jóvenes a nivel sistémico 

luego de una inmunización oral. Esta dependencia de un adecuado número de 

linfocitos T vírgenes para la efectividad de la toxina colérica como adyuvante 

de mucosas en las mucosas, es evidenciada en estudios que se realizaron 

recientemente inmunizando animales de 12 y  24 meses por vía nasal 

(Hagiwara et al., 2003). En estos estudios se encontró que los animales de 12 

meses son capaces de desarrollar respuestas inmunes en la mucosa nasal y a 

nivel sistémico de igual intensidad que los animales de 3 meses, y que el 

desarrollo de estas respuestas inmunes se relacionó a que los animales de 12 

meses presentan un número 2-4 veces mayor de linfocitos T vírgenes en el 

tejido linfoide asociado a la mucosa nasal. 

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis se encontró que los animales 

viejos (18 meses) inmunizados por vía oral utilizando CpG-ODN como 

adyuvante son capaces de montar respuestas proliferativas y de anticuerpos 

en mucosas y en suero y la intensidad de esta respuesta es, durante un fase 

efectora, similar a la de los animales de 3 meses. Además, los niveles de 

anticuerpos en suero se mantuvieron elevados hasta 40 días luego de la 

última inmunización. 

Las diferencias encontradas entre los estudios realizados con CpG-ODN y en 

los que se utilizó toxina colérica como adyuvante, son probablemente una 

consecuencia de las propiedades intrínsecas de cada uno de los 

inmunoestimulantes, y dependen fundamentalmente de los tipos celulares 

estimulados por cada uno de ellos. Así, CpG-ODN es un potente estimulante 

de células dendríticas monocitos/macrófagos y linfocitos B, (entre otros) y la 

toxina colérica es altamente dependiente de los linfocitos T vírgenes, que son 

una población disminuida en el sistema inmune asociado a la mucosa 

intestinal y, además, una de las principales poblaciones afectadas durante el 

envejecimiento. En efecto, los estudios in vitro demuestran que la estimulación 

de células de ganglios mesentéricos y placas de Peyer de animales viejos con 

CpG-ODN induce la expresión de moléculas coestimulatorias y del complejo 

mayor de histocompatibilidad en los linfocitos B, y la producción de 
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anticuerpos de tipo IgM en el sobrenadante de cultivo de manera semejante a 

los animales jóvenes. Además, como se mencionó anteriormente, también se 

estimula la producción de IL-12 en el sobrenadante de cultivo de los animales 

viejos, una citoquina importante para desarrollo de una respuesta inmune 

Th 1. 

Sin embargo, es claro que existe una desregulación del sistema inmune en los 

animales viejos, ya que los niveles de IFN-y producidos en respuesta a OVA en 

el sobrenadante de cultivo de las células de animales viejos inmunizados 

fueron menores que los observados en los animales jóvenes. Este resultado se 

correlaciona con la disminución en el porcentaje de células CD8+ productoras 

de IFN-y en las placas de Peyer y el bazo, pero no con una disminución en el 

porcentaje de células CD4+ productoras de IFN-'y. 

Se ha descripto que durante el envejecimiento se produce una alterada 

expansión clonal de las células T CD8+, relacionada a un defecto en la función 

de las células presentadoras de antígeno (Plowden et al., 2004). Sin embargo, 

los trabajos sobre la función de las células presentadoras de antígenos en los 

animales viejos son contradictorios, en consecuencia, se necesitan más 

estudios para evaluar la participación de las células presentadoras de 

antígenos en la disminución de la función de las células CD8+. Por otro lado, 

una causa de la disminución en la producción de IFN-y en respuesta al 

antígeno puede ser el hecho de que en los animales viejos se observó un 

menor número de linfocitos T vírgenes, tanto CD4+ como CD8+, por lo que 

durante el desarrollo de la respuesta inmune específica contra OVA in vivo se 

active un menor número de células Th que lleven a una menor producción de 

citocinas. 

Igualmente, la menor producción de IFN-y también podría ser explicada por 

una menor producción de GM-CSF, ya que esta citoquina se encontró en el 

sobrenadante de cultivo de las células de los animales viejos inmunizados por 

vía oral y estimuladas in vitro con OVA. Aunque GM-CSF no es una citoquina 

considerada clásicamente como Thl ni como Th2, hay trabajos que indican 

que la misma puede aumentar la producción de IFN-y in vivo (Khatami et al., 

200 1) y  que tiene influencia en el desarrollo de respuestas de tipo Thl que son 

protectoras contra microorganismos como Mi coba cterium tuberculosis 
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(Gonzalez-Juarrero et al., 2005). Por lo tanto, la menor producción de IFNj' 

puede estar relacionada a una menor producción de GM-CSF. 

Con respecto a la respuesta proliferativa de células T específicas, se pudo 

observar que la inmunización oral con OVA/CpG-ODN indujo una respuesta 

proliferativa comparable entre los animales jóvenes y viejos 7 días luego de la 

última inmunización. Sin embargo, la respuesta proliferativa disminuye en los 

animales viejos 40 días luego de la última inmunización respecto a los 

animales jóvenes. Normalmente, la intensidad de la respuesta inmune efectora 

es determinante en la duración de la respuesta de memoria, por lo tanto la 

inducción de una menor respuesta celular efectora en los animales viejos, 

reflejada por una disminución en la producción de citocinas en respuesta al 

antígeno, puede ser la causa de una menor respuesta celular de memoria. 

Además, estudios recientes de Mittler et al. demostraron que el microambiente 

presente en los animales viejos permite el desarrollo de respuestas inmunes 

primarias pero falla para mantener respuestas inmunes de memoria de células 

T frente a inmunizaciones secundarias, lo que indica que el microambiente 

inmunológico de los animales viejos, puede llevar a una disminución en la 

respuesta inmune de memoria en estos animales (Mittler and Lee, 2004a; 

Mittler and Lee, 2004b). Así, una menor respuesta celular de memoria puede 

estar relacionada a un menor número de linfocitos T vírgenes en los animales 

viejos capaces de responder al antígeno en el inicio de la respuesta inmune 

específica y por lo tanto, un menor número de clones de linfocitos T 

específicos contra el antígeno que persiste en el tiempo, o a defectos en la 

generación de linfocitos T de memoria en los animales viejos. 

Varios trabajos han abordado el estudio de la respuesta de memoria en 

ratones, Haynes y col. demostraron que luego de la transferencia de linfocitos 

T efectores provenientes de animales viejos con un TCR transgénico, en 

animales jóvenes, se observan defectos en la activación in vivo (Eaton et al., 

2004; Haynes et al., 2003). Además, estas células proliferan menos y liberan 

menores niveles de citocinas cuando son re estimuladas ex vivo con el 

antígeno (Haynes et al., 2004; Haynes et al., 1999). Igualmente, en un modelo 

de infección con el virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV), las células T 

CD4+ de memoria que se generan en los animales jóvenes y viejos persisten 

durante un período de 24 semanas, pero las de los animales viejos producen 

un 50% menos de IFN-y cuando son reestimuladas con antígenos virales 
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(Kapasi et al., 2002). En coincidencia con estos trabajos, un estudio realizado 

en humanos demuestra que la cantidad de células T CD4+ de memoria que se 

generan como consecuencia de la vacunación con el virus de influenza, y que 

son capaces de producir IFN-y y TNF-a, luego de la reestimulación in vitro con 

antígenos virales, está significativamente reducida en los individuos viejos 

(Kang et al., 2004). 

Sin embargo, a pesar de que estudios recientes demuestran que existen 

deficiencias en la función cooperadora de los linfocitos T de los animales viejos 

que llevan a una menor formación de centros germinales y menor producción 

de anticuerpos de tipo IgG (Eaton et al., 2004; Haynes et al., 2003), nosotros 

encontramos que luego de la inmunización oral con OVA/CpG-ODN se 

detectan anticuerpos en suero y lavados intestinales en los animales viejos, y 

que estos se mantuvieron en niveles similares a los de los ratones jóvenes 

hasta 40 días luego de la última inmunización. Estos hallazgos son de gran 

importancia ya que sugieren que, debido a sus propiedades 

inmunoestimulantes, CpG-ODN es capaz de generar fuertes respuestas de 

anticuerpos en los animales viejos, sobreponiéndose a las deficiencias 

observadas en el compartimiento de células T en estos animales. 

Habitualmente la efectividad de una inmunización oral se mide por la 

producción de anticuerpos específicos contra el antígeno. Como se mencionó 

anteriormente, la inmunización oral con OVA/CpG-ODN fue capaz de inducir 

respuesta de anticuerpos en los animales viejos con niveles y avidez similar a 

los encontrados en animales jóvenes. Estos hallazgos indican que a pesar de 

que se observaron diferencias en el compartimiento de células T y que la 

producción de citocinas específicas contra el antígeno fue menor en los 

animales viejos, la inmunización oral con OVA/CpG-ODN fue efectiva en los 

animales viejos, ya que en estos se mantiene una respuesta humoral de 

memoria comparable a la de animales jóvenes hasta 40 días luego de la última 

inmunización. 

Frecuentemente, el perfil de isotipos de anticuerpos de tipo IgO es usado junto 

con el patrón de citocinas para determinar el perfil de respuesta inmune 

inducido. El perfil de citocinas que se observó en los animales de ambas 

edades inmunizados por vía oral con OVA y CpG-ODN, como se discutió 

previamente, estuvo marcadamente desviado hacia Thl con producción de 

IFN-y y sin producción de IL-5 e IL-10. Luego de la inmunización oral se 
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observó que el perfil de isotipos de IgG fue una mezcla de los isotipos IgGl 

(característicos de un perfil Thl) e IgG2a (característicos de un perfil Th2). 

Este resultado concuerda con los de trabajos previos que indican que la 

modificación en la molécula de oligonucleótido de los CpG-ODN, que involucra 

un cambio en la uniones fosfodiester a uniones fósforotioato (lo que le 

confieren resistencia a la degradación por nucleasas), se asocia con la 

producción de anticuerpos característicos de un perfil neutral o desviado 

hacia Th2 (McCluskie and Davis, 2000), ya que un oligonucleótido control que 

no posee motivos CpG pero sintetizado con la misma modificación produce 

preferencialmente anticuerpos del isotipo IgG 1, y la adición de motivos CpG en 

la estructura de la molécula estimula la producción de anticuerpos indicativos 

de un perfil Thl (IgG2a). En paralelo, Maletto y col. encontraron que luego de 

la inmunización subcutánea utilizando OVA como antígeno y CpG-ODN o un 

oligonucleótido control (que no contiene motivos CpG) como adyuvantes, los 

animales inmunizados con OVA CpG-01)N producen un perfil de isotipos 

mixto en el que se encuentran ambos isotipos, mientras que los animales 

inmunizados con el oligonucleótido control producen preferencialmente 

anticuerpos del isotipo IgGl. Teniendo en cuenta estos resultados se puede 

inferir que la respuesta inducida por la inmunización oral fue netamente Thl 

y que la presencia de anticuerpos de tipo IgG 1 puede ser atribuible a la 

naturaleza química del oligonucleótido utilizado como adyuvante en la 

inmunización oral. 

La inmunización oral estimuló también la producción de anticuerpos de tipo 

IgA en lavados intestinales de los animales jóvenes y viejos. La producción de 

anticuerpos de tipo IgA es frecuente durante el desarrollo de tolerancia oral 

hacia un antígeno y es dependiente de citocinas de tipo Th2 como IL-5 e IL- 10 

(Czerkinsky et al., 1999; Mowat, 2003). Por otro lado, se ha demostrado que la 

secreción de IgA puede estar aumentada por citocinas de tipo Thl como el 

IFN-y y que esta citoquina estimula a las células B que fueron activadas a 

través de su Ig de superficie aumentando su capacidad de células 

presentadoras de antígenos y su capacidad para estimular células T (Kuchroo 

et al., 1995; Morokata et al., 1995; Mostov, 1999). Nuestros resultados 

muestran que luego del estímulo de células de animales inmunizados con OVA 

in vitro, no encontramos producción de IL-10 específica, y se observó una 

respuesta inmune específica contra el antígeno en lugar de tolerancia oral. 
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Además, durante el desarrollo de la tolerancia oral hacia un antígeno no se 

producen anticuerpos de tipo IgO, IgM o IgE específicos (Mowat, 1999), y  luego 

de la inmunización oral encontramos producción de anticuerpos de tipo IgG 

específicos contra OVA en suero en ambos grupos de animales, lo que indica 

que la inmunización fue efectiva induciendo una respuesta inmune específica 

de antígeno en lugar de tolerancia oral. 

En conclusión podemos decir que la administración oral de CpG-ODN induce, 

a las 24 horas, un aumento en la producción de IL-12 en las células de 

ganglios mesentéricos in vivo en animales jóvenes y viejos. Por otra parte, los 

estudios in vitro, demuestran que las células B presentes en las placas de 

Peyer y los ganglios mesentéricos de los animales viejos pueden ser activadas 

por CpG-ODN, ya que este induce la expresión de moléculas coestimulatorias 

y del complejo mayor de histocompatibilidad y estos aumentos son 

comparables a los observados en los animales jóvenes. En relación con la 

respuesta inmune específica, se observó que luego de la inmunización oral es 

posible inducir la producción de niveles similares de anticuerpos específicos 

contra OVA en suero y lavados intestinales. Además, es posible obtener una 

adecuada respuesta inmune celular de tipo Thl en mucosas y a nivel 

sistémico. Estos hallazgos son indicativos de que CpG-ODN puede ser un 

inmunoestimulante efectivo en los animales viejos, principalmente porque es 

capaz de estimular tanto a las células de la inmunidad innata como las de la 

inmunidad adaptativa y puede de alguna forma sobreponerse a las 

deficiencias observadas en el compartimiento de células T. 

Nuestros resultados sugieren que la correcta elección del adyuvante en un 

esquema de inmunización permite lograr una adecuada respuesta inmune 

durante el envejecimiento. Esto apoyaría la idea de es posible lograr esquemas 

de vacunación óptimos para los individuos ancianos adecuando los mismos a 

la situación inmunológica de estos individuos y utilizando 

inmunoestimulantes adecuados. 
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Animales  

En los diferentes experimentos fueron utilizados ratones hembra de la cepa 

Balb/c de 3 (jóvenes) y 18 meses (viejos) de edad. Los ratones fueron 

adquiridos en el Bioterio de la Comisión Nacional de Energía Atómica, Ezeiza, 

Provincia de Buenos Aires, y envejecidos en el Bioterio del Departamento de 

Bioquímica Clínica de la Facultad de Ciencias Químicas donde dispusieron de 

alimento balanceado y agua ad libitum. Los diferentes procedimientos 

experimentales fueron realizados bajo anestesia con éter sulfúrico, a excepción 

de las inmunizaciones por vía oral en las que los ratones no fueron 

anestesiados. Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el 

Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales (expediente N° 15-01-

44195). 

Antígenos y  Adyuvantes 

Las inmunizaciones orales se realizaron utilizando como antígeno la proteína 

ovoalbúmina (OVA) grado V (Sigma chemicals Co., St Louis USA). Como 

adyuvante se utilizó un oligodeoxinucleótido no metilado conteniendo motivos 

cito sina-guanina en un contexto particular de bases (CpG-ODN) cuya 

secuencia fue 5'-TCCATGACGTTCCTGACGTT-3' (CpG-ODN 1826, Operon 

Technologies, Inc. Alameda, USA). El oligodeoxinucleótido utilizado fue 

sintetizado con una cadena resistente a nucleasas con uniones fofsforotioato 

(S-oligo), sin lipopolisacáridos contaminantes. 
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Anticuerpos 

Especie de origen Especificidad Clon Tipo de Marca 

Anticuerpos obtenido de BD Pharmingen 

Rata CD32/CD16 de ratón 2.402 S/marca 

Rata CD 19 de ratón 1D3 PE 

Rata CD4 de ratón H129.19 PE 

Rata CD8a de ratón 53-6.7 PE 

Rata CD8 de ratón 53-6.7 PerCP 

Hámster B7-1 de ratón 16-10A1 FITC 

Hámster B7-2 de ratón GL- 1 Biotina 

Rata MHC II de ratón 209 Biotina 

Rata CD40 de ratón 3/23 FITC 

Rata IFN-y de ratón R4-6A2 S/marca 

Rata FN-y de ratón XMG1.2 Biotina 

Rata IFN-y de ratón XMG1.2 FITC 

Rata (IgOl) Control de Isotipo R3-34 FITC 

Rata IL-5 de ratón TRFK5 S/marca 

Rata IL-5 de ratón TRFK4 Biotina 

Rata IL-lO de ratón JES5-2A5 S/marca 

Rata IL-lO de ratón JES5-E16E3 Biotina 

Rata GM-CSF de ratón MP1-22E9 S/marca 

Rata OM-CSF de ratón MP1-3 106 Biotina 

Anticuerpos obtenidos de Sigma Chemicais Co. 

Cabra IgG de ratón Antisuero HRP 

Cabra IgG2a de ratón Antisuero S/marca 

Cabra IgGl de ratón Antisuero S/marca 

Cabra IgM de ratón Antisuero S/marca 

Cabra IgM de ratón Antisuero HRP 

Cabra IgA de ratón Antisuero Biotina 

Estreptavidinas obtenidas de BD Pharmingen 
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SAV-Cychrome 5 

SAV-HRP 

Métodos de ensayo 

Obtención de muestras de plasma y lavados intestinales: 

Suero 

Las muestras de sangre fueron obtenidas mediante punción retroorbital bajo 

ligera anestesia con éter sulfúrico antes de la inmunización por vía oral y a 

diferentes tiempos luego de la última inmunización oral. Posteriormente, luego 

de centrifugar las muestras durante 5 minutos a 3000 r.p.m. se obtuvo el 

suero correspondiente a cada muestra. Las muestras fueron conservadas a - 

20°C hasta su análisis. 

Lavados intestinales 

Las muestras de lavados intestinales correspondientes a animales no 

inmunizados e inmunizados por vía oral, fueron obtenidas extrayendo el 

intestino entero y pasando 3 ml de una solución de PBS conteniendo distintos 

inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM, aprotinina 1,5M, EDTA 10 mM). 

Inmediatamente, las muestras fueron centrifugadas a 3000 r.p.m. durante 10 

minutos y posteriormente a 10000 r.p.m. durante 10 minutos. Las muestras 

fueron conservadas a -20°C hasta su análisis. 

Obtención de suspensiones celulares: 

Células de Placas de Peyer 

Los intestinos de animales de 3 y 18 meses de edad fueron extraídos en 

condiciones de esterilidad y colocados en placas de Petri conteniendo medio de 

cultivo RPMI 1640 suplementado con 2% SFB y 40 j.tg/ml de gentamicina. 

Posteriormente, en gabinete de flujo laminar, se extrajeron las placas de Peyer, 

las que se identificaron a simple vista. Las suspensiones celulares fueron 

obtenidas por medio de disgregación mecánica utilizando una malla metálica, 

y posterior lavado en RPMI 1640. Se determinó la viabilidad celular utilizando 
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azul de tripán y se realizó el recuento celular. Las células así obtenidas fueron 

utilizadas para realizar cultivo celular o citometría de flujo. 

Células de Bazo 

Los bazos de animales de 3 y  18 meses fueron extraídos y colocados en placas 

de Petri conteniendo RPMI 1640 2% SFB y gentamicina. Las suspensiones 

celulares se obtuvieron por disgregación mecánica de los órganos a través de 

una malla metálica. Posteriormente, se trataron con buffer de lisis durante 10 

minutos a temperatura ambiente para eliminar los glóbulos rojos. Luego de 2 

lavados en RPMI 1640, se realizó el recuento y se midió la viabilidad celular. 

Las células así obtenidas fueron utilizadas en citometría de flujo y cultivo 

celular. 

Células de ganglios mesentéricos 

La extracción de los ganglios mesentéricos, que se observan como una cadena 

ganglionar adherida al intestino, se realizó en condiciones de esterilidad y los 

ganglios fueron colocados en RPMI 1640 2% SFB y gentamicina. Las 

suspensiones celulares se obtuvieron por disgregación mecánica de los 

órganos a través de una malla metálica. Luego de 2 lavados en RPMI 1640, se 

realizó el recuento y se midió la viabilidad celular. Las células así obtenidas 

fueron utilizadas para citometría de flujo y cultivo celular. 

Células de cavidad peritoneal 

Para obtener las células, se inyectó la cavidad peritoneal de los ratones en 

condiciones de esterilidad con 10 ml de RPMI sin rojo fenol conteniendo 

gentamicina. Luego de realizar suaves movimiento en la región abdominal, se 

extrajo el RPMI de la cavidad peritoneal conteniendo las células residentes, 

mediante el uso de una jeringa. Posteriormente, las células fueron 

centrifugadas y lavadas con RPMI, se realizó el recuento y se midió la 

viabilidad celular. Las células así obtenidas fueron utilizadas para citometría 

de flujo y cultivo celular. 

Cultivo celular 

Las células obtenidas del procesamiento de placas de Peyer, ganglios 

mesentéricos o bazo fueron lavadas en RPMI 1640 2% SFB y gentamicina, 
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posteriormente se resuspendieron en RPMI 1640 suplementado con 10% SFB, 

2 mM L-glutamina, 50 jiM 2-mercaptoetanol (2-ME) y  40 jig/ml gentamicina. 

Las células fueron contadas en cámara de Neubauer o de Maiazzes y se midió 

la viabilidad celular. Las células fueron luego colocadas en placas de 96 o 48 

pocillos tratadas para cultivo celular, y cultivadas con medio de cultivo o los 

estímulos correspondientes a cada experimeto, en una estufa a 37°C y  5% de 

saturación de dióxido de carbono. 

En los ensayos de proliferación celular, las células (2x106  células/mi) fueron 

cultivadas durante 6 días con medio de cultivo, OVA (1 mg/ml) o ConA (5 p.M) 

y pulsadas con timidina tritiada 18 hs antes de la recolección del cultivo. 

Posteriormente, se midió la incorporación de timidina en un contador de 

centelleo. Para la medición de citoquinas en el sobrenadante de cultivo, las 

células (5x106  células/ml para estímulos específicos o 2,5x106  células/ml en 

el caso de estímulos inespecificos) fueron cultivadas en presencia de medio de 

cultivo, OVA (1 mg/mi), ConA (5 iM) o CpG (3 M) durante 72 horas. 

Ensayos Histológicos y técnicas de coloración 

Técnica histológica según Sainte-Marie 

Para realizar estudios histológicos, los órganos fueron fijados durante 15-24 

horas en etano 96° previamente enfriado a 4 °C. Luego de la fijación, y con el 

fin de eliminar los restos de fijador, los órganos se lavaron exhaustivamente 

con agua corriente. Para permitir la inclusión en parafina, los tejidos se 

deshidrataron mediante cuatro pasajes sucesivos a través de etanol absoluto 

frío, durante 1-2 horas en cada uno. Una vez deshidratados, los cortes se 

aclararon mediante tres baños consecutivos en xilol en frío de 2 horas cada 

uno. Finalmente, la inclusión en parafina se realizó colocando los órganos en 

cuatro baños de parafina fundida a 56°C de 2 horas cada uno. Una vez 

formados los bloques de parafina conteniendo los órganos, se procedió a 

realizar los cortes. Los cortes de 5 Vtin se recogieron en portaobjetos cubiertos 

con gelatina y se dejaron secar para su posterior coloración. Los cortes 

histológicos obtenidos de esta forma pueden ser utilizados para realizar 

técnicas de coloración convencionales como para inmunohistoquímica. 
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Técnica de Tinción de Hematoxilina-Eosina (H&E) 

Los cortes obtenidos de acuerdo al procesamiento según Sainte-Marie se 

colorearon con la técnica de H&E. Para ello, los cortes se desparafinaron 

colocándolos en 2 baños de xilol de 5 minutos cada uno y se hidrataron 

mediante pasajes sucesivos a través de soluciones de graduación decreciente 

de alcohol etílico (desde 100% a 50%) y  posterior colocación en agua destilada. 

Se colocaron en la solución de hematoxilina de Meyer durante 

aproximadamente 5 minutos, y luego se hizo virar la hematoxilina en agua 

corriente durante 15 minutos. En el paso siguiente, los cortes se colorearon 

con eosina durante 3 minutos. Posteriormente, se procedió a la deshidratación 

mediante pasajes sucesivos a través de soluciones de alcohol etílico de 

graduación creciente (desde 50 a 100 %). Finalmente, los cortes se aclararon 

en baños de etanol-xilol y xilol para luego montarnos en bálsamo de Canadá. 

Técnica de coloración con PAS-Hematoxilina 

Los cortes fueron procesados para su hidratación de la misma forma que para 

realizar la coloración con H&E. Posteriormente, los corte fueron colocados 5 

minutos en un solución de ácido peryódico, lavadas en un baño de agua 

corriente y un baño de agua destilada. Luego del tratamiento con ácido 

peryódico, los cortes fueron sumergidos en reactivo de Schiff durante 15 

minutos. Luego de dos pasajes por ácido sulfuroso, los cortes fueron lavados 

en agua destilada y contra coloreados con Hematoxilina de Meyer durante 5 

minutos y agua corriente durante 15 minutos. El procedimiento de 

deshidratación y montaje se realizó como ya fue descripto para la técnica de 

H&E. La coloración con PAS-Hematoxilina se realizó con el objetivo de 

distinguir la membrana basal del epitelio intestinal para poder identificar y 

cuantificar los linfocitos intraepiteliales intestinales. 

Técnica para inmunohistoquímica en cortes de intestino 

Los intestinos extraídos de animales de 3 y 18 meses de edad fueron abiertos 

longitudinalmente colocados sobre un papel de filtro humedecido con PBS, 

enrollados y atados con hilo de cirugía. Posteriormente fueron procesados 

según la técnica de Sainte-Marie. Una vez obtenidos los cortes se procedió a 

realizar la técnica de inmunohistoquímica para la identificación y 

cuantificación de células IgA+ en la lámina propia intestinal. Los cortes fueron 

deshidratados en 2 baños de xilol de 5 minutos cada uno, tres baños de 
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alcohol etílico 100% de 4 minutos cada uno y  2 baños de alcohol 96% frío de 3 

minutos cada uno y posteriormente se colocaron en PBS a temperatura 

ambiente. La actividad de peroxidasa endógena del tejido fue bloqueada 

incubando los cortes de tejido durante 30 minutos en una solución al 3% de 

peróxido de hidrógeno en alcohol metílico. Luego de un lavado de 20 minutos 

en PBS, los cortes fueron bloqueados con una solución al 5% de suero de 

cabra durante 45 minutos a temperatura ambiente. Sin lavar, se agregó sobre 

cada corte de tejido una dilución adecuada de un anticuerpo anti-IgA marcado 

con biotina y se incubaron los cortes durante toda la noche a 4 oc en cámara 

húmeda. Al día siguiente, se lavaron los cortes de tejido en PBS y se 

incubaron durante 40 minutos en cámara húmeda a temperatura ambiente 

con estreptavidina marcada con la enzima peroxidasa. Luego de lavados en 

PBS, se incubaron los cortes con el sustrato de la enzima peroxidasa y un 

cromógeno insoluble luego de la reacción enzimática (peróxido de hidrógeno y 

diaminobencidina, respectivamente) durante 6 minutos a temperatura 

ambiente y en oscuridad. Los cortes fueron luego lavados, deshidratados, 

aclarados y montados, para su posterior conservación a temperatura 

ambiente. 

Citometría de F1uo 

Citometría de flujo para marcadores de superficie 

Para realizar a técnica de marcación se utilizaron poblaciones celulares de 

placas de Peyer, ganglios mesentéricos, y bazo de animales de 3 y 18 meses de 

edad. Las células (1x106) se incubaron durante 25 minutos a 4°C con un 

anticuerpo anti-CD16/CD32 para bloquear la unión inespecífica de los 

anticuerpos a los receptores para la porción Fc de inmunoglobulinas. Luego de 

3 lavados en HBSS conteniendo 2% SFB y 0,1% de azida sódica, las 

suspensiones celulares fueron incubadas con los anticuerpos monoclonales 

correspondientes marcados con los diferentes fluorocromos y en diluciones 

previamente establecidas durante 30 minutos a 4°C. Finalmente, las muestras 

fueron adquiridas en un citómetro de flujo (cytoron Absolute Cytometer, Ortho 

Diagnostic System, R, NJ). Los datos obtenidos en el citómetro de flujo fueron 

analizados utilizando el programa WinMDI versión 2.8 (Joseph Trotter©, The 

Sciript Research Institute, La Jolla, CA). 
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Determinación de citoquinas intracelulares 

Para la determinación de citoquinas intracelulares, las suspensiones celulares 

de placas de Peyer y bazo fueron estimuladas durante 24 horas en cultivo en 

presencia de OVA (lmg/ml). Cinco horas antes de la recolección de las células 

se agregó Monensin (Sigma Chemical Co., St Louis MO). Las células fueron 

luego recolectadas, lavadas 2 veces con HBSS conteniendo 1% SFB y  0,1% de 

azida sódica y teñidas con anticuerpos anti-CD4 marcado con Phicoeritrin (PE) 

y anti-CD8 marcado con Peridinin chlorophyll protein (PerCP). Luego las 

células fueron fijadas en paraformaldeído al 4% en PBS durante 20 minutos a 

4°C y posteriormente permeabilizadas con HBSS conteniendo 2% SFB, 0,1% 

de azida sódica y 0,1% de saponina. Para realizar la tinción intracelular, las 

células fueron luego incubadas con un anticuerpo anti-INF-y marcado con 

isotiocianato de fluoresceína durante 45 minutos a 4°C. Luego de 2 lavados en 

el buffer de permeabilización, las células fueron adquiridas en el citómetro de 

flujo. Normalmente, se adquirieron 65000 células por muestra. Los datos 

obtenidos en el citómetro de flujo fueron analizados utilizando el programa 

WinMDI versión 2.8 (Joseph Trotter©, The Sciript Research Institute, La Jolla, 

CA). 

Enzimo inmuno ensayo en fase sólida (ELISA) 

Anticuerpos específicos en suero y lavados intestinales 

Placas de poliestireno de 96 pocillos fueron sensibilizadas con 100 ILI por 

pocillo de OVA (100 ig/pocillo) en solución de tampón de carbonato-

bicarbonato (pH=9,6) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, la unión 

inespecífica fue bloqueada incubando los pocillos con 200 pi/pocillo de 

PBS/gelatina 0,5%/Tween durante 45 minutos a 37°C. Luego de tres lavados 

con PBS/Tween, se agregaron a las filas de las placas diluciones seriadas de 

las muestras de suero o lavados intestinales individualmente durante 1 hora a 

37°C. Los anticuerpos unidos se detectaron, después de lavar 3 veces, 

agregando en cada caso los anticuerpos de detección correspondientes 

marcados con peroxidasa (anti-IgO de ratón-HRP, anti-IgA de ratón-HRP, anti 
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IgGl de ratón-HRP o anti- IgG2a de ratón-HRP) diluidos en 

PBS /gelatina/ Tween durante 1 hora a 37°C. La presencia de peroxidasa se 

reveló, luego de lavar el exceso de anticuerpo de detección unido, agregando el 

sustrato de la enzima y un cromógeno soluble luego de la reacción enzimática 

(peróxido de hidrógeno y orto-fenilendiamina) diluidos en buffer fosfato-citrato 

(pH=4,5-5,0) en oscuridad. Luego de 15-30 minutos la reacción fue detenida 

mediante el agregado de H2SO4 4N. La absorbancia se midió en un lector de 

placas de 96 pocillos (Microplate Reader Bio-Rad450) a 490 nm. Las pruebas 

se realizaron procesando muestras de suero preinmune en paralelo con las 

muestras de suero inmune. 

Avidez de anticuerpos en suero 

Para la determinación de la avidez de los anticuerpos en suero se realizó un 

ensayo basado en la resistencia de los anticuerpos específicos, presentes en 

las muestras de suero, al lavado con soluciones concentración creciente de 

tiocianato de potasio (KSCN). Para ello, placas de 96 pocillos fueron 

sensibilizadas con OVA (1 mg/ml) diluida en buffer carbonato-bicarbonato 

(pH= 9,6) de la misma forma que para la determinación de anticuerpos en 

suero. Posteriormente, las muestras de suero fueron incubadas durante 1 

hora a 37°C a una dilución tal que tiene una densidad óptica de 1-2 unidades 

en un ensayo de ELISA convencional. Las placas fueron lavadas 

posteriormente con PBS/Tween, y luego, se agregaron a la placa 200 jtl de 

concentraciones crecientes de KSCN (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 y 2,5M) durante 5 

minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron procesadas por 

duplicado para cada concentración de KSCN. Luego de 3 lavados con 

PBS/Tween, se incubaron con un anticuerpo anti-IgG de ratón marcado con 

peroxidasa. La presencia de peroxidasa fue revelada de la misma forma que en 

el ensayo de ELISA para anticuerpos en suero. Los valores de densidad óptica 

de los pocillos tratados con KSCN fueron expresados como un porcentaje de 

los pocillos de referencia, no tratados con KSCN. 

Citoquinas en sobrenadante de cultivo 

Placas de 96 pocillos fueron sensibilizadas con 50 jil de anticuerpo de captura 

específico para la citoquina a determinar, diluido en buffer de sensibilización, 

durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, los pocillos fueron bloqueados 
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durante 90 minutos a temperatura ambiente con 200 pi de buffer de bloqueo. 

Luego de tres lavados de 5 minutos con PBS-Tween 0,05%, se agregaron 100 

pi del sobrenadarite de cultivo de las muestras problemas y en paralelo 100 pi 

de diluciones seriadas de una solución testigo de concentración conocida de la 

citoquina a determinar, y se incubó durante toda la noche a 4°C. La 

incubación con 100 pi de anticuerpo de detección biotinilado se realizó 

durante 90 minutos a temperatura ambiente, luego de lavar cuatro veces 

durante 5 minutos con PBS-Tween 0,05%. Finalmente, se realizaron 5 lavados 

con PBS-Tween 0,05% y  se agregaron 100 pi de estreptavidina marcada con 

peroxidasa. La presencia de peroxidasa fue revelada de la misma forma que en 

el ensayo de ELISA para anticuerpos en suero. 

Soluciones 

Solución buffer salino de fosfatos (PBS) pH 7,2-7,4 

NaC1 	 7,20 g 

KH2PO4  anhidro 	 0,43 g 

Na2HPO4 x 2 H20 	 14,80 g 

H20 	 C.S.P. 1000 ml 

Soluciones utilizadas en Enzimoinmunoensayo (ELISA) 

Solución tampón sensibilizante carbonato-bicarbonato pH 9,6: 

Na2CO3 
	 1,59 g 

NaHCO3 
	 2,93 g 

H20 
	

C.S.P. 1000 ml 

Solución tampón sensibilizante de fosfatos para ELISA de citoquinas: 

Solución A 

Na2HPO4 	 14,2 g 

H20 	 C.S.P. 1000 

Solución B 
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NaH2PO4 	 12,0 g 

H20 	 C.S.P. 1000 

Ajustar el pH de la solución A a pH=9 con la solución B 

Solución bloqueante PBS/gelatina: 

Gelatina de uso bacteriológico 	5 g 

PBS 	 C.S.P. 1000 ml 

Solución bloqueante para ELISA de citoquinas: 

SFB 	 100 ml 

PBS pH 7,2-1,4 	 900 ml 

Solución diluyente PBS/ Tween /gelatina: 

Gelatina de uso bacteriológico 	5 g 

Tween 20 	 500 Vil 

PBS 	 C.S.P. 1000 ml 

Solución de lavado PBS/Tween: 

Tween 20 	 500 il 

PBS 	 C.S.P. 1000 ml 

Solución tampón fosfato-citrato pH 4,9-5,2: 

NaHPO4 	 7,25 g 

Ácido cítrico 	 3,50 g 

H20 	 C.S.P. 1000 ml 

Solución reactivo de color *: 

Bicloruro de o-fenilendiamina 
	

0,4 g 

H202 
	

0,6 ml 

Tampón fosfato citrato 
	

C.S.P. 1000 ml 

*Se  preparó inmediatamente antes de usar y se mantuvo protegido de la luz 

hasta su empleo. 

Solución para finalizar la reacción de color: 

H2SO4 4N 
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Soluciones utilizadas para preparar las suspensiones celulares 

Medios de cultivo 

El medio de cultivo RPMI 1640 se adquirió en Sigma Chemical Co., St. Louis, 

EEUU y preparado de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

Solución salina balanceada de Hank's (HBSS) sin rojo fenol: 

KC1 	 0,40g 

Na2HPO4 	 0,04788 g 

KH2PO4 	 0,06 g 

NaC1 	 8,Og 

Glucosa 	 1,0 g 

H20 	 C.S.P. 1000 ml 

Antes de su uso se agregó Na2EDTA, pH 8,0, a una concentración de 5mM y 

azida sódica, a una concentración de 0,02%. 

Para la preparación de RPMI 1640 y  de HBSS se utilizó H20 bidestilada 

(Laboratorio de Hemoderivados, UNC, Argentina), o H20 tipo 1 (procesada en 

un equipo Mili Q de Millipore, Departamento de Fisicoquímica, Facultad de 

Ciencias Químicas, UNC). 

Soluciones para usar glóbulos rojos: 

Buffer de lisis, que se obtuvo en Sigma Chemical Co, St. Louis, EEUU. 

Solución de NH4C1: 

NH4C1 	 8,29 g 

KHCO3 	 0,lg 

Na2EDTA 	 3,72 mg 

Agua destilada 	 C.S.P. lOOmi 

Solución utilizada para analizar viabilidad celular: 
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Solución A:  

Azul de Trypan 	 0,50 g 

H20 	 C.S.P. 1000 ml 

Solución B:  

NaC1 	 4,25 g 

H20 	 C.S.P. 1000 ml 

En el momento de uso se diluye 1 parte de la solución B con 4 partes de la 

solución A 

Soluciones utilizadas en los estudios histológicos:  

Fijadores: 

Formol al 10% tamponado: 

Formalina (formaldehído al 40%) 
	

10 ml 

PBS lx 	 C.S.P. 100 ml 

Alcohol etílico 96- 

Reactivo de Color para la reacción de Inmunohistoquímica: 

Solución de sustrato de peroxidasa sin níquel: 

Diaminobencidina 	 lg 

TRIS 0,1M pH 7,2 	 C.S.P. 100 ml 

Solución de TRIS: 

Trizma Base 
	

1,21g 

H20 destilada 	 C.S.P. 100 ml 

Ajustar el pH a 7,2 utilizando HC1 1N. 

Modo de preparación del reactivo de color: 

La DAB debe ser pesada en oscuridad y colocada en un Erlenmeyer forrado 

con papel metálico. En el momento de su uso, disolver en 100 ml de TRIS en 
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agitación. Filtrar la solución 2 veces (siempre protegiendo de la luz). Se debe 

agregar a último momento 0,1 ml de H202  100 volúmenes, agitar y usar 

inmediatamente. La solución final será DAB/TRIS/0,03% H202. Es importante 

no preparar la solución con anterioridad. La solución recién preparada debe 

ser transparente, si se torna marrón debe ser desechada. Utilizando esta 

solución como reactivo de color se obtiene finalmente en tejido un producto 

insoluble de color marrón. 

Colorantes: 

Hematoxilina de Meyer: 

Hematoxilina 	 1 g 

Alumbre de K(504) Al K 	 50,0 g 

Ácido cítrico 	 1,0 g 

Hidrato de cloral 	 50,0 g 

lodato de Na 	 0,2 g 

H20 destilada 	 C.S.P. 1000 ml 

Forma de preparación de la Hematoxilina: 

Se disuelve la Hematoxilina en 100 ml de alcohol absoluto. El alumbre se 

disuelve en agua caliente (sin hervir); luego la solución se enfría y se le agrega 

la hematoxilina, el hidrato de cloral, ácido cítrico y finalmente el yodato de Na. 

Se completa con H20 destilada hasta un volumen final de 1000 ml. Esta 

solución debe tener color rojo vino y con agua corriente debe virar a un color 

violeta. Así preparada está en condiciones de ser utilizada inmediatamente. 

Solución de Eosina: 

Solución de eosina madre (1%): 

Eosina 	 1,0 g 

Alcohol 70° 	 C.S.P. 100 ml 

Solución de eosina: 

Sol. de eosina madre 
	

1 M 

H20 destilada 
	

15 ml 

Solución para la Reacción de PAS: 

Diego Oscar Alignani 	 92 



Materiales y Métodos 

Solución de Ácido Periódico: 

Acido Periódico 

H20 destilada 

Reactivo de Schiff: 

Fuccina básica 

HC1 1N 

Metabisulfito sódico anhidro 

H20 destilada 

0,5 g 

C.S.P. 100 ml 

1  
20 ml 

1  
c.s.p. 200 ml 

Modo de preparación del reactivo de Schiff: 

Método de Tomas¡: Disolver la fuccina básica en H20 destilada hirviendo en 

agitación. Enfriar a 52 oc y filtrar, luego añadir el HC1 1N y dejara enfriar 

hasta 25 °c. Agregar el metabisulfito sódico. Después de que la solución haya 

permanecido en la oscuridad durante 16-24 hs, agregar 2 g de carbón vegetal 

activado, agitar hasta la desaparición de color y filtrar, colocar la solución 

filtrada en un recipiente al resguardo de la luz. 

Baño de ácido sulfurado 

Bisulfito sódico al 10% 
	

5 ml 

Hcl 1N 
	

5 ml 

H20 destilada 	 C.S.P. 100 ml 
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