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1 Resumen 

 

La inoculación de Staphylococcal enterotoxin B (SEB) en combinación con D-

Galactosamina en ratones BALB/c, induce shock tóxico y provoca la muerte al cien por 

cien de los ratones. Una pronta y elevada liberación de IL-2, IL-6, IFNγ y TNFα, así 

como una activación de STAT1 y STAT3 fueron observadas durante este proceso. 

 

Por el contrario, la inoculación periódica de bajas dosis de SEB modifico la respuesta y 

evito la muerte de los ratones tras inducirles el shock tóxico. Los niveles séricos de 

citocinas proinflamarorias IL-2 e IFNγ así como sus receptores celulares fueron bajos en 

estos ratones, mientras que los niveles de IL-10 fueron muy elevados.  

 

En el shock tóxico IFNγ fue el responsable de la marcada activación de JAK/STAT1 y 

de provocar la muerte ya que como se probó,  al inhibir las Proteinas  JAK con AG490 

los niveles de IFNγ así como los de su receptor se redujeron y se evito la muerte. IL-6 

fue quien activo STAT3 durante el shock tóxico mientras que IL-10 jugo un papel 

fundamental en la activación de STAT3 en los ratones tolerizados.   

 

EL papel relevante de las células CD4 fue determinado cuando los ratones control que 

recibieron los linfocitos T CD4 sobrevivieron a la muerte tras la inducción de shock 

tóxico.  Adicionalmente, linfocitos T CD4 purificados a partir de ratones tolerizados, 

Durante el proceso de tolerización proteínas implicadas en la señalización vía TCR 

como DGKα  
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2.1 Los superantígenos (SAgs)  

 

Los microorganismos patogénicos han desarrollado numerosas estrategias para escapar 

de la respuesta inmune, entre ellas esta la síntesis de superantígenos (SAgs). 1  

 

Los SAgs son una familia de exoproteinas no-glicosiladas de bajo peso molécular 

sintetizadas y secretadas por algunas bacterias y virus que pueden ser divididos 

principalmente en dos grupos: Los SAgs propios y los SAgs extraños. 2 Los propios son 

conocidos como minor lynphocyte stimulating antigens (MLs) y son codificados por 

genes del virus del tumor mamario murino (MMVT) que han sido integrados en el 

genoma de los ratones infectados. 3  

 

El otro grupo de SAgs, son exotoxinas que son sintetizadas y secretadas por varios tipos 

de microorganismos como las bacterias gram positivas y gram negativas,4 virus y 

micoplasma.5  

 

2.2 Superantígenos de Staphyilococcus aureus y Streptococcus pyogenes.  

 

Los SAgs mejor caracterizados son los secretados por el Staphyilococcus aureus y por 

el Streptococcus pyogenes.  

 

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva, aerobia facultativa catalasa-

positiva, coagulasa-positiva, y es la causa principal de un gran número de enfermedades 

infeciosas con una elevada tasa de morbilidad/mortalidad.4,6  

 

Aúnque S. aureus esta implicado en infecciones abscedativas, endocarditis bacteriana, 

neumonias necrotizante, sepsis y sindrome de shock tóxico (TSS) por sus siglas en 

ingles,7 también está presente como parte de la flora bacterial normal humana.7 Se 

estima que cerca del 30-40% de la población humana puede estar colonizada de manera 

asintomática.8 

 

Streptococcus pyogenes (groupo A streptococcus), es otra bacteria Gram-positiva 

anaerobia aerotolerante, catalasa-negativa. Al igual que S. aureus,  Streptococcus 

pyogenes está asociada a infeciones como el impego y la faringitis, aúnque este 
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microorganismo también puede causar TSS, desarrollar fiebre reumática, 

gromerulonefritis aguda9  y psoriasis.4  

 

Los SAgs sintetizados por Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes 

filogenéticamente comparten secuencia aminoacídica de entre un 15% (SEB y SEK), 

hasta un 90% (SEA y SEE). Sin embargo todos los SAgs cristalizados hasta la fecha, 

muestran que estructuralmente conservan residuos que están involucrados en la unión al 

receptor de la célula T (TCR).10 (Figura 2.1)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1. Alineamiento estructural de SEB (gris), SEC (azul), SPE-A (rojo) y SEH (amarillo) donde se observan 
los aminoácidos conservados estructuralmente entre las moléculas y que participan en la unión al TCR. Saline et al 
2010 

 

De estos SAgs se han descrito alrededor de 30 toxinas incluyendo staphylococcal 

enterotoxins (SE) de la A a la R y Toxic shock syndrome toxin (TSST), la streptococcal 

pyrogenic exotoxins (SPE) A, C, G–M y la Y.4,10   

 

De acuerdo con su homología estructural y al sitio de unión con el Major 

Hisocompatibility Complex (MHC), los SAgs pueden dividirse en cinco grupos.  

 

Group I: Caracterizado por TSST-1, tienen un solo sitio de unión al MHC II en su 

pliegue O/B, este sitio de unión es de baja afinidad  e interactúa con la cadena alfa de  la 

molécula de MHC II.11 En su unión al MHC II, TSST-1 también puede interactúar con 

el peptido antigénico localizado en el surco de presentación en el contexto MHC.4 
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Grupo II:  Caracterizado por SEB, SEC, y SPE A1-4, estos SAgs contienen en su 

estructura bucle una secuencia aminoacídica extra de entre 9 y 10  de longitud ricos en 

residuos de cisteína que es requerida para la actividad emética. Al igual que el grupo I, 

los SAgs del grupo II,  tienen un solo sitio de unión de baja afinidad a la cadena alfa del 

MHC II.12 

 

Groupo III: Este grupo incluye SEA, SED, y SEE, entre otros. Este grupo al igual que el 

grupo II, contiene en su estructura bucle con una secuencia aminoacídica extra de 9 

aminoácidos. También presenta un sitio de unión al MHC II en su pliegue O/B, este 

sitio de unión es de baja afinidad  e interactúa con la cadena alfa de  la molécula de 

MHC II, además presenta un sitio de unión Zn2+ dependiente que es de alta afinidad por 

la cadena β MHC II.12  

 

Grupo IV:  Estos SAgs son producidos por Streptococcus pyogenes (groupo A 

streptococcus) pero no por  S. aureus y están representados por  SPE C, SPE G, SPE J, 

and SMEZ. 12,13 Este grupo al igual que el grupo III presenta un sitio de unión de baja 

afinidad  que interactúa con la cadena alfa de la molécula de MHC II, y un sitio de 

unión Zn2+ dependiente que es de alta afinidad por la cadena β MHC II. 12,13t  

 

Grupo V: Son de los SAgs recientemente descubiertos y están representados por SE-lK 

a SE-l M, SE-l Q, SE-l V, y SPEH.14  Estructuralmente son similares al grupo III pero 

carecen del bucle que da actividad emética.  A cambio presentan una inserción de 

quince aminoácidos  que es fundamental para la interacción específica con su respectivo 

TCR. 4   

 
2.3 Propiedades de los SAgs 

 

Los SAgs difieren en varios aspectos de los antígenos convencionales, usualmente son 

resistentes al calor, a la proteólisis, a los ácidos y son altamente resistentes a la 

desecación. Características por las que algunos SAgs como el SEB, son catalogados 

como agentes de bioterrorismo.4 Sin embargo, la diferencia más relevante entre los 

SAgs y los antigenos convencionales es la interacción que ocurre entre la molécula 

MHC clase II de la células presentadoras de antígenos (APC) y el TCR.4 6,15 (Figura 

2.2) 
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Usualmente, los antígenos son procesados por las APC en pequeños fragmentos que 

posteriormente son localizados dentro del surco de unión y presentación del peptido de 

la molécula MHC class II para ser presentados a la célula T. Esta presentación es 

altamente restringida por el propio MHC y la interacción entre la APC y la célula T es 

muy especifica, de tal manera que solo una pequeña proporción de células T (1X104-

1X106) sea activada.2,16 

 

 
Figura 2.2 Diferencias en la interacción de un antígeno convencional y del SAg con el linfocito T y la APC. Liang et 
al 2012 

 

Los SAgs por el contrario, tienen la capacidad de interactúar como una proteina intacta 

no modificada con el MHC de calse II de la APC y el dominio Vβ del TCR Figura 2. 

Esta propiedad exclusiva de los SAgs les otorga la capacidad de activar entre un 30 y un 

70% del total de las células T.2,5,16   

 

La especificidad de unión de los SAgs se limita al reconocimiento de la zona externa de 

determinados dominios variables de la cadena β del TCR,17 y es característico de cada 

SAg los tipos de elemento Vβ del TCR con los que puede  interaccionar.5,13,18 Sin 

embargo, la especificidad de un SAgs hacia un elemento  Vβ del TCR no 

necesariamente es la misma entre especies. Tabla1. 

 

Aúnque un mismo SAg puede presentar especificidad por varios elementos Vβ del 

TCR, presenta mayor afinidad por uno de esos elementos. En el caso en particular del  
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SEB que presenta especificidad por los TCR Vβ3, 7, 8.1, 8.2, 8.3 y 17 de ratones,5,19 

existe una altísima afinidad por el elemento Vβ8 y en especial por el subtipo Vβ8.2.20,21  

 

Humano Ratón
SEA  S. aureus 5, 6, 7, 9, 23 1, 3, 10, 11, 17 127, 156
SEB  S. aureus 3, 12, 14, 17, 20 3, 7, 8.1, 8.2, 8.3, 17 132, 156, 159
SEC1  S. aureus 3, 6.3, 12, 15 3, 8.2, 8.3, 11, 17 127, 156
SEC2  S. aureus 12, 13.1, 13.2, 14, 15, 17, 20 3, 8.2, 10, 17 156, 157
SEC3  S. aureus 5, 12 3, 7, 8.1, 8.2 127, 156
SED  S. aureus 5, 12 3, 7, 8.2, 8.3, 11, 17 156, 157
SEE  S. aureus 5.1, 6.1, 6.2, 6.3, 8, 18 11, 15, 17 127, 157
TSST-1  S. aureus 2 3, 15, 17 132

Tabla 2.1 Especificidad de los TCRVb que han sido caracterizados tanto para humano como para ratón

Toxina Organismo Referencia
Especificidad Vβ

 

 

2.4 Superantígenos en sepsis y el shock tóxico 

 

Sepsis es uno de los más viejos y elusivos síndromes en medicina en el que las bacterias 

y los antígenos bacterianos han estado implicados en el desarrollo de enfermedades 

humanas que van desde la intoxicación alimentaria hasta el propio síndrome shock 

tóxico  (TSS).12,22 siendo los responsables del 10% de los pacientes ingresados en las 

unidades de cuidados intensivos.22  

 

Aúnque los signos clínicos de la sepsis (Vómitos, diarreas, fiebres elevadas, hipotensión 

cefaleas intensas, etc) son comunes a los signos del síndrome de shock tóxico, estas dos 

entidades tienen diferente etiología. La sepsis se caracteriza por una robusta activación 

del sistema inmune innato por componentes microbianos como lipopolisacaridos (LPS) 

y peptidoglicanos, predominantemente a través de su interacción con los Toll LIke 

Receptors (TLR),22,23 mientras que el TSS está caracterizado por una activación directa 

del sistema inmune adaptativo inducido por superantigenos.16 

 

El TSS causa una alta morbilidad y mortalidad de pacientes afectados y se caracteriza 

por un síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y un síndrome de 

disfunción multiorgánica (MODS) que solo puede ser tratado sintomáticamente.16,24  

Aúnque aún no son claros los mecanismos moléculares por los cuales la activación del 

sistema inmunitario por SAgs lleva a falla multiorgánica y finalmenta la muerte, 

estudios muestran que la pronta y concomitante liberación masiva de citocinas 
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proinflamatorias,25 quimiocinas y apoptosis, son relevantes para que ocurra el 

síndrome.24  

 

Esta falta de entendimiento de la inmunopatogenesis del TSS, particularmente los 

eventos agudos que ocurren prontamente, podrían ser atribuidos a la falta de un  buen 

modelo animal. Los ratones convencionales  son altamente susceptibles a la sepsis,26,27 

sin embargo, no son susceptibles al clásico TSS inducido por SAgs, aún ni en altas 

concentraciones, debido a una pobre unión entre los de SAgs y la molécula MHC II, 

posiblemente porque esta carece de un residuo lisina en la cadena alfa.28  

 

En todo caso, la patogenesis del TSS inducido por SAgs bacterianos debe ser bien 

entendida para poder descifrar las similitudes o diferencias entre sepsis y TSS. 

 

2.4.1 Citocinas en sepsis y shock tóxico 

 

La respuesta inmunológica de un individuo a la sepsis está caracterizada por una 

liberación masiva de citocinas proinflamatorias con una rápida activación de las células 

T seguido por la depleción y/o anérgia y una posterior respuesta antiinflamatoria que en 

muchos casos aumenta la susceptibilidad a infecciones secundarias.22,29 

 

Pacientes con shock séptico presentan elevadas concentraciones de interleucina 1 Beta 

(IL-1β), interleucina 6 (IL-6),  interleucina 7 (IL-7), interleucina 8 (IL-8), interleucina 

10 (IL-10), interleucina 13 (IL-13), interferon-γ (IFNγ), Monocyte Chemoattractant 

Protein-1 (MCP-1) y Tumour Necrosis Factor-α (TNFα) significativamente mucho mas 

altas que los pacientes que padecen sepsis. 29  

 

Adicionalmente, el incremento de IL-6, IL-8 y Granulocyte colony-stimulating factor 

(G-CSF) en las primeras 24 horas son causa de falla orgánica, mientras niveles elevados 

de IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, MCP-1 y G-CSF provocan la muerte antes de 48 horas.29,30  

 

En ratones, los estudios señalan que la exposición de los ratones a SEB in vivo, al igual 

que en humanos, induce la rápida y aberrante activación de las células T que expresan el 

receptor de célula T Vβ8 (TCR Vβ8),31 seguido por una de la liberación de citocinas de 

tipo T helper 1 (Th1) principalmente IFNγ e IL-2 , acompañada de una moderada 
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producción de  citocinas tipo T helper 2 (Th2) como TNF α, IL-4 e IL6,32 y una 

concentración tardía y moderada de IL-10, que podría inhibir en los macrófagos la 

producción de IL-1β, IL-12 y TNFα inducida por IFNγ.33,34  

 

Esa primera exposición a SEB no llega a causar la muerte, sin embargo un desafío 

posterior con SEB puede llegar a ser mortal en estos ratones y está asociado con el 

incremento de IFNγ.35 

 

Estudios en ratones que son expuestos a SEB en combinación con un fármaco 

sensibilizante como la D-galactosamina, con lo que una sola dosis puede causar la 

muerte, presentan niveles séricos elevados de un amplio número de citocinas 

proinflamatorias, donde la expresión génica de IL-6, IFNγ e IL-2,  aparece 706,  359 y 

237 veces respectivamente, mas aumentada que los ratones control.16  

 

2.5 Inducción de tolerancia mediante el superantígeno (SAg) Staphylococcal 

enterotoxin B (SEB)  

 

El shock séptico que se produce en ratones que son expuestos a SEB, puede ser 

prevenido por varias exposiciones previas a dosis bajas de SEB. Tras las exposiciones, 

en estos ratones, no se detectaron niveles sericos de IL-2 ni de IFNγ al ser tratados 

nuevamente con una dosis elevada de SEB.36 No obstante, la producción de IL-10 ni de 

IL-4 se ve afectada.  

 

La capacidad supresora de células expuestas a SEB se ve cuando células del bazo de 

ratones que no han sido expuestos a SEB y son transferidas a animales previamente 

expuestos a SEB en dosis bajas al que posteriormente se le inyecta una dosis alta de 

SEB, no tienen la capacidad de producir IL-2 ni IFNγ.37 Este fenómeno se explica 

porque los esplenocitos de ratón expuestos de forma continuada a SEB, presentan 

células T CD4+ TCR Vβ8 capaces de suprimir la secreción de  IL-2 e IFNγ, limitando 

la proliferación de las células T CD4+ TCR Vβ8 reactivas a SEB expuestas por primera 

vez al SAg.37  

 

Estas  células T CD4+ no expresan  CD25 ni el factor de transcripción Forkhead box P3 

(Foxp3), pero presentan una gran capacidad supresora mediada por IL-10.37–39  
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No obstante, la tolerancia inducida por SEB no se produce en ratones deplecionados de 

células CD25+, lo que implica a las células T CD4+CD25+ en la inducción de las células 

T CD4+ CD25- responsables del fenomeno supresivo.37  

 

En ratas sometidas a transplante de córnea se observó un rechazo tardío y un retrazo en 

la neovascularización del injerto en las ratas que fueron expuestas crónicamente a SEB 

corroborando la capacidad reguladora de las células a SEB  y un posible uso de esta 

molécula en transplantes.40 

 

Aúnque aún se debe profundizar en los mecanismo por los cuales ocurre la anérgia en 

las células T memoria, estudios con SAgs revelan una vía de señalización de regulación 

específica de células memoria por la cual la señalización a través del TCR puede llevar 

a la tolerancia clonal (anérgia). En esta vía el Fyn, una quinasa de la familia Src, es un 

elemento crítico en la inducción de la anérgia en células T CD4 memoria de ratón 

inducidas por SEB.  

 
La exposición a SEB altera negativamente la señalización proximal del TCR y esta 

alteración resulta en una falla en las células para proliferar y producir citocinas. La 

señalización del TCR se afecta debido a una disminución en la formación del complejo 

CD3/ZAP-70 en el que además, la transducción de señal a través del TRC permanece 

bloqueada de manera similar cuando las células memoria anérgicas son 

subsecuentemente expuestas a un peptido antigénico agonista.  

 

La inhibición farmacológica o la deleción de Fyn  restablece la activación del complejo 

CD3/ZAP-70 llevando a la pérdida de la anérgia en las células memoria, resultando en 

una proliferación celular inducida por SEB.41 

 

Adicionalmete y debido a que en células memoria tratadas con SEB ZAP70 no 

interactúa con el complejo TCR/CD3 para llegar a ser accesible a Lck, el papel de esta 

tirosin quinasa en la inducción de anérgia deberia ser evaluado.42 
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Otro mecanismo involucrado en la inducción  de anérgia que aúnque no es específico 

para SEB, pero que deberia ser estudiado, es el que ocurre por alteración del 

metabolismo del diacilglicerol.  

 

En un estudio en el que fueron manipuladas las diacilglicerol quinasas (DGKs), enzimas 

que finalizan las señales dependientes de glicerol, se observó que la sobreexpresión de 

Diacilglicerol quinasa alfa (DGK-a) resulto en un defecto en la señal del TCR que es 

característico de anérgia.  

 

In vivo, ratones DGKα deficientes presentaron un aumento en la señalización del TCR 

dependiente del glicerol y la inducción de anérgia fue marcadamente disminuida. Estos 

hallazgos sugieren que el metabolismo del diacilglicerol es crítico en la activación o 

anérgia de las células T después de su estimulación.43 

 
 
2.6 Señalización de citocinas a través de JAK-STAT. 

 

La complejidad y funcionamiento del sistema inmunitario no seria eficiente si no 

existieran mecanismos que capaciten a las células para responder a diferentes estímulos. 

Las citocinas y su receptor específico tienen un papel importante en el control de la 

respuesta inmune, y su función biológica depende de la activación o represión de genes 

inducido por citosinas.44 

 

La unión de una citocina a su receptor específico es necesaria para que ocurra la 

señalización, sin embargo, los receptores hematopoyéticos carecen de actividad tirosín 

kinasa intrinsicamente, por lo que necesitan de otra molécula para completar la 

señalización intracelular.45 Fue solo cuando estudios en la inducción de genes por 

interferones (IFNs) llevo al descubrimiento de la señalización a través de Janus Kinase 

(JAK)- Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT), una vía de 

señalización que es común para muchas citocinas.46 

Una vez la citocina se une a su receptor específico, este dimeriza y permite la 

subsecuente  activación de las proteínas JAK específicas del receptor que a su vez  

fosforila residuos de tirosina en la cadena del receptor, creando así sitios de unión para 
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los STAT.44,47 Una  vez activados los STAT dimerizan y translocan al núcleo. (Figura 

2.3) 

 

 
 

Figura 2.3: Representación esquematica de la activacion de JAK-STAT y translocación al núcleo. Shuai et al 2003 

 

2.7 Proteinas  Janus Kinase JAK. 

 

Las Janus Kinase (JAK)  son una familia de proteínas quinasas con un peso molécular 

de entre 120 y 135 kilodalton (kDa), puediedo ser  activadas uno o varias de los cuatro 

proteínas (JAK1, JAK2, JAK3 o Tyk2) una vez la citocina se une a su receptor.48,49  

JAKs tienen en su estructura siete dominios homologos (JH1 – JH7). En  JH1 se 

localiza su actividad quinasa, JH2 que contiene una pseudoquinasa y JH3 – JH7 

participan en la unión de JAK a su receptor.44,49 (Figura 2.4) 
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Figura 2.4 Estructura de la protína JAK en la que se observan los 7 dominios comunes en los 4 miembros conocidos 

de esta familia. Shuai et al 2003 

 

 

2.8 Proteínas Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) 

 

Como el nombre lo sugiere, estas proteínas tienen la habilidad para transducir señales 

desde la membrana celular hasta el núcleo para activar la transcripción de genes. STAT 

1 y STAT 2 fueron los primeros genes identificados de esta familia a la que también 

pertenecen STAT 3, STAT 4, STAT 5a, STAT 5b y STAT 6.48,50  

 

Estructuralmente los STAT comparten seis dominios. Un dominio amino terminal, un 

dominio coiled-coil, un dominio de unión al DNA, un linker, un dominio SH2 y un 

dominio  de transactivacion.48,50,51 Todos los STAT contienen un residuo de tirosina  y 

uno de serina en el dominio transactivador, exceptuando STAT 2 y STAT 6 que carecen 

del residuo de serina. 50,51 (Figura 2.5) 

 

 
Figura 2.5. Representación esquemática de la estructura de las diferentes proteínas STAT, representación lineal de 

los dominios de los 7 miembros de la familia STAT. Miklossy et al; 2013 

 

Las proteinas STAT tienen una longitud de entre 700 y 850 aminoácidos, sin embargo, 

splicing alternativos en el extremo 3’ de los genes de STAT 1, 3, 4, 5a y 5b, han dado 

origen a una isoforma β de estas proteínas.50 Adicionalmente procesos proteolíticos 

pueden generar isoformas gama y delta de las proteínas STAT.52–54  
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2.9 Activación de los STAT 

 

Varios modelos de activación de los STAT han sido descritos. El principal y 

mayoritariamente utilizado, es la clásica activación vía JAK-STAT, en donde la citocina 

se une a su receptor provocando la dimerización/oligomerización del mismo, seguido 

por la activación de los JAKs asociados al receptor.  

 

JAKs transfosforila el dominio intracelular del receptor y este residuo de tirosina 

fosforilado provee un sitio de anclaje para los STATs que se unen al receptor a través de 

su dominio SH2.  

 

Una vez STAT se une al receptor JAKs, es fosforilado en un residuo especifico de 

tirosina.  Posteriormente se da la homo o heterodimerización de los STAT y ocurre por  

unión reciproca de la tirosina fosforilada de un monómero de STAT con el dominio 

SH2 de otro. Estos STAT dimerizados son liberados del receptor al citoplasma desde 

donde translocan al núcleo vía importinas y se unen a elementos específicos de unión 

del DNA activando la transcripción.48,50 Esta transcripción es altamente eficiente 

cuando se da la fosforilación en serina.51 

 

Se han reportado otras moléculas capaces de activar directa o indirectamente a las 

proteínas STATs, entre las que se encuentra Epidermal Growth Factor Receptor 

(EGFR), oncoproteinas como  la del  virus del sarcoma de Rous (v-src),55 receptores 

para MIP-1 y RANTES,56 y MEKK1-C.57  

 

Adicionalmente la estimulación de células T con anticuerpos anti CD3 y anti CD28, 

resultan en la fosforilación del residuo serina 727 de STAT1 y del residuo tirosina  705 

de STAT 3 respectivamente.58,59 

 

2. 10 Señalización a través de los STAT  

 

Una incognita inherente a la inmunologia, es que alrededor de 50 citocinas han sido 

implicadas en distintos procesos de la inmunidad celular, mientras que solo existen siete 

moléculas de STAT que intervienen para transmitir la señal.60 
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Una de las posibilidades para que esto ocurra es la modificación en la fosforilación de 

los STAT. La fosforilación en los residuos de tirosina y serina representa un posible 

punto de integración para múltiples vías de señalización.60 Una citocina podría activar la 

fosforilación de serina y tirosina, mientras que otra solo necesita inducir la fosforilación 

de tirosina llevando a distintos resultados transcripcionales. Por ejemplo, la 

fosforilacion de la serina de STAT 4 es esencial para la producción de IFNγ, sin 

embargo es prescindible para la proliferación celular.61 

 

Otro ejemplo claro es lo que ocurre con STAT 6. Aúnque STAT6 no presenta el clasico 

residuo serina en el extremo carboxiterminal de los STAT,  presenta multiples residuos 

serina susceptibles de fosforilación para regular negativamente su actividad 

transcripcional.62 

 

Un segundo mecanismo por el cual los STAT pueden señalizar, es a través de la 

heterodimerización. Aunque el mecanismo por el cual el receptor promueve esta 

activación es desconocido,   células B estimuladas con interferones tipo I, promueven la 

generación del heterodímero STAT2:STAT6 presumiblemente debido a la expresión de 

un receptor de IFN tipo I alternativo en células B.63,64 

 

Aúnque STAT5 homodímero y STAT3:STAT5 heterodímero pueden ser activados en 

respuesta a M-CSF, solo  STAT3:STAT5 heterodímero puede unirse a una secuencia en 

particular.65  

 

Citocinas como IL-2, e IL-21 además de compartir la cadena gamma de su receptor, 

pueden activar STAT 5, y STAT 3 respectivamente, la heterodimerización/trimerización 

de su receptor generará un nuevo patrón de activación de STAT. Así IL-2 promueve un 

fuerte activación de STAT5: STAT5, mientras que IL-21 activa STAT5: STAT3.66  

Otro mecanismo utilizado para que se de la señalización a través de los STAT puede ser 

el que juegan los STAT no fosforilados y la heterodimerización con otras moléculas. 

 

 Recientemente se ha demostrado que por lo menos STAT 1  y 3 no fosforilado, se da 

como respuesta al incremento de su propia activación por la estimulación con IFN γ e 

IL-6 respectivamente y que juegan un papel importante en la expresión génica ya que 
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conducen a la expresión de genes que son distintos a esos activados por  los STAT 

fosforilados.67  

 

STAT 3 no fosforilado se une a la molécula NFkB no fosforilada  resultando en un 

complejo STAT3:NFkB y activa genes kB dependientes.68 

 

Por su parte, experimentos realizados con levaduras muestran que la cola citoplasmática 

de CTLA 4 puede unirse a STAT 5 inhibiendo su transcripción.69  

 

2.11 Especificidad de unión de los STAT al DNA  

 
Aúnque en el genoma murino hay alrededor de 1.3 millones de potenciales sitios de 

unión de  STAT3,70 experimentos concluyentes realizados con ChIP-seq demuestran 

que STAT 3  solo es reclutado por unos miles.71,72 

 

Estos sitios de unión son estrictamente seleccionados en parte por la conformación, 

homodimérico, heterodimérica o pentamérica que ocurre en los STAT como resultado 

de su activación por las diferentes citocinas. Como se presenta en la señalización por 

IFNs.73 

 

IFNγ induce la fosforilación de STAT1, este a su vez homodimeriza y genera un 

dominio SH2 (gamma-activated factor, or GAF) que se une a secuencia palindrómica 

denominada GAS (Gamma-Activated Sequences).73,74 (Figura 6) 

 

Aúnque la secuencia de las cajas GAS varia considerablemente, básicamente esta 

conformada por una estructura nucleotidica TT(N)5AA común para casi todos los 

miembros de la familia STAT.75 Una secuencia palindromica TT(N)4AA 

selectivamente une complejos que contienen STAT 3, mientras que una secuencia 

TT(N)6AA une selectivamente complejos STAT activados por IL-4,76 mientras que 

STAT 1 y STAT 5 prefieren secuencia TT(N)3AA.  

 

En contraste, los interferones tipo I inducen STAT1-STAT2 heterodímeros, los cuales 

requieren del IRF9 (interferon-regulatory factor 9), una molécula adicional para su 

función. Este complejo heterotrimérico llamado ISGF3 (Interferon-Stimulated Gene 
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Factor 3) inicia la transcripción por unión a distintos ISRE (IFN-stimulated response 

elements).73,74 (Figura 2.6) 

 

A diferencia de las cajas GAS, los elementos ISRE  no son secuencias palindromicas, 

son mas extensas y más variables. Comúnmente un elemento ISRE presenta una 

secuencia AGTTTC(N2-3)TTCNC/T. 

 

 
Figura 2.6: Receptores de inteferon gama y activación de la via clasica de JAK/STAT por interferones tipo I y tipo 

II. Platanias 2005  

 

2.12 Regulación negativa de los factores de transcripción  

 

2.12.1 Protein inhibitor of activated STAT (PIAS) 

 

Esta familia de proteínas está compuesta por PIAS1, PIASx (también llamada PIAS2), 

PIAS3 y PIASγ (llamada PIAS4). Su peso molécular oscila entre los 57 y 74 kDa. 



 22 

 

Los miembros de la familia PIAS, conservan una identidad secuencial entre si de más 

del 40%, además de dominios y motivos funcionales conservados. Se han identificado 

dos isoformas para cada proteína excepto para PIAS1, PIASxα y PIASxβ, PIAS3 y 

PIAS3β, y PIASγ y PIASγE6-44,77,78 (Figura 2.7) 

 

 
            

Figura 2.7: Estructura de las proteínas PIAS. Shuai el al; 2005 

 

La actividad reguladora negativa de la transcripción por las proteínas PIAS, se puede 

dar por cuatro mecanismos moléculares que pueden ser ejecutados tanto en el 

citoplasma como en el núcleo. 

 

PIAS podría bloquear el anclaje del factor de transcripción. Aúnque la base molécular 

no esta clara, PIAS1 puede inhibir la unión de STAT1 y NF-Kβ p65 in vitro.79 (PIAS 

podría reclutar otros coreguladores como histonas deacetilasas (HDACs) que catalizan 

la eliminación del grupo acetil del residuo serina en proteínas histónicas y no histónicas 

y de esta manera reprimir la transcripción a través de la modificación de la cromatina. 

PIASx-β ha sido reportado por interactúar con HDAC3.78 (Figura 2.8) 

 

De otro lado, PIAS podría reprimir la transcripción por promover la sumolación de un 

factor de transcripción, esta hipótesis esta basada en que las proteínas PIAS tienen 

actividad SUMO-E3 ligasa. 78  
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Por último, PIAS podría reprimir la transcripción por secuestro de factores de 

transcripción en determinadas estructuras nucleares.80 

 

 
Figura 2.8: Mecanismos utilizados por las proteínas PIAS para lograr su acción supresora en los STAT activados. 

 

 

2.12.2 Suppresor of cytokine signalling (SOCS)   

 

La familia SOCS esta compuesta por 8 miembros, SOCS1-SOCS7 y un CIS (cytokine-

induible SH2-containing protein), con un peso molécular de 24-26 kDa. Estas proteínas 

tienen un papel importante en la regulación de la señalización de citocinas,  

proliferación, diferenciación y señalización de las respuestas inmune. Ratones SOCS1-/- 

mueren prontamente al nacer debido a una hiperinflamación generalizada, en los que se 

encuentran niveles muy altos de INF-y.81,82 

 

SOCS1, además,  es esencial para un adecuado desarrollo de las células T en el timo. 

SOCS1 es altamente expresado en las células doble positivas (DP: CD4+CD8+) en las 

cuales SOCS1  podría mantener un mecanismo seguro para prevenir señales de citocinas 

pro-supervivencia como la IL-7.83 Se ha mostrado que el desarrollo de timocitos single- 

positivos, es severamente perturbado en SOCS1-/-  con una fuerte inclinación al 

desarrollo de CD8+.84,85  

SOCS3 se considera una proteína clave en la regulación divergente de IL-6 e IL-10. IL-

6 es una citocina proinflamatoria que está vinculada con muchas enfermedades, 

mientras IL-10 es una citocina inmunoreguladora con potente actividad antiinflamatoria 

en la que la activación de STAT3 juega un papel esencial.86,87 

 

2.12.2.1 Estructura y función reguladora de las proteínas SOCS 
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En general las proteínas STATs contribuyen significativamente a la transcripción de los 

genes de CIS, SOCS1 y SOCS3 principalmente, sin embargo también transcriben para 

los otros miembros de la familia SOCS.50  

 

La expresión de SOCS1 y SOCS3 es inducida por eritropoyetina (EPO), IFNy, y TNF-

α,88 y principalmente por STAT1 y STAT3, que respectivamente contribuyen a su 

transcripción.89 

 

En su estructura hay un extremo N-terminal variable (extended SH2 subdomain (ESS)), 

en el cual se encuentra small kinase inhibitor region (KIR) presente solo en SOCS 1 y 

SOCS 3, un dominio central SH2 y en su extremo C-terminal tiene una estructura de 40 

aminoácidos conocida como SOCS-box.88,90 (Figura 2.9a) 

 

Todos los SOCS hacen uso de su dominio SH2 para unirse a residuos de tirosina 

fosforilados a través de su dominio SH2.  De la familia de proteínas SOCS, CIS y 

SOCS2, se pueden unir a fosfotirosinas de los receptores y así inhibir la vía de 

transducción de señales por competir con los STATs por el complejo del  receptor.82  

 

SOCS1 y SOCS3 son reportados por inhibir la actividad de la vía JAK a través de su 

dominio KIR. Sin embargo, se sugiere que SOCS1 se une directamente a JAK2 y actúa 

como un pseudosustrato, mientras SOCS3 se une a los receptores de citocinas con una 

especial afinidad por los residuos Y757 de la cadena gp130.81,89,90  (Figura 2.9b) 
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Figura 9: a) Estructura de las poteínas SOCS. B) Sitios de unión que usan las proteínas SOCS para realizar su acción 
supresora. Piesseuvax 2008 

 

Las proteínas SOCS pueden regular la transducción de señales uniendo los sustratos de 

los factores de transcripción a la maquinaria de ubicuitinación, a través de SOCS-box, 

llevándolo a una degradación proteosomal. Figura 9.7b 

 

SOCS3 está implicado en la regulación negativa de la IL-6, leptina,91 hormona del 

crecimiento,92 receptores de quimiocinas93 e insulina,94 entre otros. Además SOCS3 esta 

ligada patológicamente a respuestas alérgicas,95 enfermedades inflamatorias96 y shock 

endotóxico.97  

 

SOCS1 regula negativamente la diferenciación celular tanto de Th1 como Th2 en 

respuesta a IL-2 e IL-4 respectivamente.98 La expresión de SOCS1 es 5 veces más alta 

en células Th1, que Th2, mientras que SOCS3 se expresa 25 veces más en células 

Th2,99 lo que modificaría el tipo de respuesta T frente a un estimulo. 
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Utilizando modelos deficientes de STAT3 se ha podido observar un mecanismo 

compensatorio entre estos. En fibroblastos deficientes en STAT3 estimulados con IL-6, 

producen una respuesta antiviral con gran cantidad de INFy debido al incremento en la 

activación de STAT1 y sobre regulación de genes inducidos por INFy.100,101 Sugiriendo 

así que el inhibidor SOCS3 que regula la magnitud y duración de activación de STAT1 

y STAT3 citoquinoinducida, podría afectar el balance entre la respuesta STAT1 (INFy)  

y la respuesta STAT3 (IL-6, IL-10).102 

 

En muchas instancias la expresión de las proteínas SOCS se ha mostrado por ser 

particularmente STAT- dependiente. Así, SOCS1 y SOCS3 son rápidamente inducidos 

después de la estimulación con citocinas y son prontamente degradadas cuando cesa la 

señal.84  

 

2.13 Modulación farmacológica de la actividad de los STAT 

 

Como se ha mencionado anteriormente, los STAT forman parte crucial en la 

señalización no solo del sistema inmunitario, sino en el desarrollo de un amplio número 

de procesos biológicos. Razón por la cual está dotado de controles sincronizados y 

eficientes por parte de proteínas especializadas en su control, pues la actividad anormal 

en la señalización de los STAT esta implicada en muchos procesos patológicos.  

 

Una inapropiada regulación de los STATs puede conducir a múltiples enfermedades: 

STAT1 (Arteroesclerosis y desórdenes inmunológicos), STAT2 (Desórdenes 

inmunológicos y cáncer), STAT3 (Cáncer), STAT4 (Lupus eritematoso sistémico y 

esclerosis múltiple), STAT5a/b (Leucemia y cáncer) y STAT6 (Asma y alergia). Así 

como mutaciones en STAT3 conducen al síndrome de hiper Ig E.103   

 

Esta condición hace  de los STAT un objetivo terapéutico en el cual se ha involucrado 

fuertemente la industria farmacéutica.  En la actualidad existen alrededor de 50 

moléculas que modulan la activación de los STAT , ya sea inhibiendo las moléculas que 

activan los STAT como el AG490 un inhibidor de JAK2, o inhibiendo directamente la 

dimerización de los STAT como lo hace el STAT3 inhibitor VIII,5,15-DPP.51 
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2.14 Heterogeneidad poblacional de los linfocitos T helper CD4+ 

 

A finales de la década de los 80, Mosmann and Coffman clasificaron  los linfocitos T 

CD4+ en T helper 1 (Th1), y T helper 2 (Th2) en función de las citocinas que 

sintetizan.104,105 Sin embargo, el repertorio de linfocitos T CD4+ se ha expandido al 

identificar nuevos subpoblación de células T helper como las T helper 17 (Th17),106–108 

y las T helper 9 (Th9).109,110 

 

Adicionalmente, la identificación de una subpoblación de células reguladoras (Treg) 

capaces de moderar y/o suprimir  la actividad de las células T helper, minimizando la 

inflamación de los tejidos y la autoinmunidad,111–113 ha dado lugar a la expansión de la 

dicotomía Th1/Th2 y a una visión más amplia, aunque también más compleja, sobre las 

poblaciones y funcionalidad de las células T  CD4.114  

 

La formación de una población de linfocitos T helper es un proceso complejo 

influenciado por diversos factores ambientales y genéticos, que intervienen durante el 

fenómeno de presentación antigénica. Factores como la ruta de entrada del antígeno, el 

tipo, dosis y estructura física del mismo, la presencia de adyuvantes,115,116 el grado de 

reconocimiento del péptido antigénico por el receptor de la célula T (TCR) y señales 

coestimuladoras proporcionadas por células presentadoras de antígeno (APCs),117 están 

implicados en el destino de la célula T. 

 

Sin embargo, datos obtenidos a partir de experimentos tanto in vivo como in vitro, 

usando células humanas y murinas, indican que las citocinas producidas por los 

sistemas innato y adaptativo y que circundan la célula en el momento de la activación, 

son determinantes en el destino de la célula T naive.114,118.  

 

La presencia de determinadas citocinas conlleva a su vez a la activación de algunos 

factores de trascripción como los STAT,  que son determinantes en la diferenciación de 

las células T naive hacia las diferentes subpoblación de células T helper.114,117 (Figura 

2.10.) 
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Figura 2.10. Diferenciación de distintas poblaciones de linfocitos T helper CD4+. Se representan los factores 
básicos que influyen en la diferenciación de los distintos linajes: estímulo antigénico, microambiente de citocinas y 
factores de transcripción específicos. También se muestra el tipo de respuesta inmune en la que participan, patologías 
inmunes en las que están implicados, y el perfil de citocinas característico. Turner et al; 2010 

 

2.15 Subpoblaciones Th1/Th2 

 

Una vez se da la activación inicial y el reconocimiento del péptido presentado por una 

célula presentadora de antígeno en contexto del complejo mayor de histocompatibilidad 

(MHC), la célula T naive, puede diferenciar en dos subpoblaciones fenotípicamente 

distintas; T helper 1 (Th1), y T helper 2 (Th2). 

 

Los requerimientos para  alcanzar la polarización hacia cualquiera de las dos 

subpoblaciones Th1 o Th2, son probablemente diferentes en  muchos aspectos. Las 

respuestas Th1, requiere un tiempo corto de activación del receptor de la célula T 

(TCR), y requieren poca división celular para montar una respuesta polarizada 

detectable.119,120 Adicionalmente, la polarización  Th1 requiere un estimulo de alta 

afinidad y altas concentraciones de antígeno en comparación con las necesarias para la 

activación Th2.121   

 

2.15.1 Subpoblación de células CD4 T helper 1 (Th1) 

 

La interleucina 12 (IL12) producida por los monocitos/macrófagos y células dendríticas 

(DC) activadas, y el IFNy producido por las células natural killer (NK),118 son  factores 
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dominantes en la promoción de la polarización hacia Th1 tanto en humanos como en 

ratones. 

 

Las células de la subpoblación Th1 se caracterizan por la producción de interleucina  2 

(IL2) y de interferon gama (IFNγ),117,122 la inducción y activación de macrófagos, y son 

muy efectivas en el control de infecciones con patógenos intracelulares.117,118  

 

2.15.1.1 Implicación de STAT en la diferenciación Th1 

 

IL-12/STAT4 pathway 

STAT4 es el responsable de las funciones biológicas mediadas por IL12 incluyendo la 

diferenciación Th1 y la producción de IFNγ.123,124. Cultivos de células Th1 de pacientes 

con linfoma que han adquirido una deficiencia en STAT4, presentan una disminución 

en la expresión de los genes Th1; IFNγ, cadena beta 2 del receptor de interleucina 12 

(IL12Rβ2), y factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) comparados con  cultivos de 

células Th1 control.123 

 

Una vez  IL12  se une a las cadenas beta 1 y beta 2 de su receptor (IL12Rβ1 e IL-

12Rβ2),  STAT4 es activado.124 Subsecuentemente  dimeriza y transloca al núcleo 

donde se une y promueve la expresión de múltiples genes Th1 incluyendo IFNγ.124 

STAT4, además induce modificación de la cromatina favoreciendo la actividad del 

factor de transcripción T-bet.  

 

La expresión de T-bet es inducida por señalización del TCR y es fuertemente elevada 

por la activación del STAT1, el cual ocurre en respuesta a la producción auto/paracrina 

de  IFNγ.125 

 

Uno de los genes inducidos por T-bet es  Runx3, que junto con T-bet promueven la 

inducción del gen de IFNγ.126 Runx3 y T-bet también se unen para silenciar el gen de la 

interleucina 4 (IL4), resultando en la represión transcripcional de los genes Th2.127 T-

bet promueve la expresión de IL12Rβ,126 incrementando la respuesta a IL12.  
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Adicionalmente, T-bet presenta actividad represora  de la trascripción del gen de la 

interleucina 2 (IL2)128  y antagoniza GATA3. 126   

 

En ausencia de T-bet, la expresión de IFNy y respuestas Th1 son altamente susceptible 

a ser suprimidas por IL6 y  por el Transforming growth factor beta (TGFβ), 

favoreciendo fuertemente la respuesta Th17.129  

 

2.15.2 Subpoblación de células CD4 T helper 2 (Th2) 

 

La desviación de las células T naive hacia Th2 está determinada por la IL4, que es 

secretada por las células CD4 naive y que actúa de forma autocrina para inducir la 

desviación Th2.130,131 Esta población se caracteriza por la síntesis elevada de IL4,132 

IL5133 e IL13.134  

 

Las células Th2 están implicadas en la respuesta inmune contra patógenos y parásitos 

extracelulares,117,126 en la respuesta immune humoral118 y en el desarrollo de 

enfermedades alérgicas como el asma.135 La secreción de IL4 favorece la interacción 

entre las células T y B y la síntesis de IgE por parte de las células B. 132,136 Así mismo, 

junto con la IL13, la IL4 induce activación alternativa de macrófagos.134,137 

 

Las células Th2 reclutan eosinófilos a través de la IL-5,133,138 activan mastocitos a través 

de la IL-9139,140 y junto con la IL13, actúan en las células epiteliales.141,142 También 

produce IL-10, IL-21 e IL-23,143,144 las cuales están involucradas en la regulación de la 

magnitud de la respuesta Th2.  

 

2.15.2.1 Implicación de STAT en la diferenciación Th2 

 

IL-4/STAT6 pathway 

En cultivos de células T naive la presencia de IL4 exógeno genera una desviación clara 

hacia Th2, indicando la importancia de la IL4 en el destino de las células T naive en el 

cultivo.145 De igual manera se ha observado el papel relevante de la IL4 en la respuesta 

Th2 in vivo, en ratones IL4 deficientes, disminuye drásticamente la capacidad de 

controlar la infección con Nippostrongylus brasiliensis.146 



 31 

 

Además de las células T, varios tipos celulares, incluyendo basófilos,147,148 

mastocitos,149,150 células T natural killer151 y células T helper foliculares (Thf),130 son 

fuentes potenciales in vivo de IL-4 para la diferenciación Th2.  

 

Una vez las células T naive son estimuladas a través del TCR, producen IL2,  activando 

STAT5, este trasloca al núcleo y junto con GATA3 incrementa la accecibilidad al gen 

de la IL4 facilitando la producción temprana de IL4.152  

 

Cuando la IL4 se une a su receptor, activa la fosforilación de STAT6, este dimeriza y 

transloca al núcleo donde se une y activa los genes de IL4, IL5, IL13 y GATA3.153–155  

STAT6 también activa el promotor distal y proximal del gen GATA-3, llevando a la 

expresión de GATA3-1a y GATA3-1b respectivamente.156 GATA3 inhibe la 

señalización de IL12 reprimiendo la expresión de IL-12Rβ2, favoreciendo la desviación 

Th2.157  

 

STAT6 junto con GATA3 disminuye la metilación en la histona 3 en lisina 9 (H3K9) y 

aumenta la metilación de la histona 3 lisina 27 (H3K27), dos mecanismos para silenciar 

el gen de IFNγ y favorecer la respuesta Th2.158 

 

2.16 CD4 T helper 17 (Th17) cells 

 

La activación de células T en presencia de interleucina 23 (IL-23), llevó a la expansión 

de células T productoras de interleucina 17 (IL-17), resultando en la identificación de la 

subpoblación Th17.159 

 

La diferenciación Th17 requiere de IL-23 in vivo pero no in Vitro160 y la función de 

interleucina 23 (IL-23), es en parte dependiente de interleucina 21 (IL-21). IL-21, 

principalmente producida por células T CD4 estimuladas con IL-6,161,162 activa a través 

de su receptor la vía STAT1/STAT3163,164 así IL-21 eleva la expresión de RORγt que a 

la vez induce la expresión de IL-21 contribuyendo así con una retroalimentación 

positiva paracrina.165.  
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IL-2, puede inhibir la diferenciación Th17 a través de la vía STAT5 que se une 

directamente al promotor de IL-17. IL-2 además, favorece la reducción en la expresión 

de RORγt a la vez que favorece la expresión de TGFβ y Foxp3, sugiriendo que IL-2 

podría inhibir la diferenciación Th17 por influencia en el balance RORγt-Foxp3.166 

 

2.17 Células T reguladoras  

 

La modulación de la respuesta inmune es un proceso complejo que involucra la 

tolerancia frente a auto antígeno, sin perder la capacidad de responder frente a 

microorganismos patógenos y agresiones medioambientales. Para este fin, el sistema 

inmunológico ha desarrollado mecanismos de control como la eliminación clonal y la 

inducción de anérgia,167,168 y la inducción de células T reguladoras112,169  

 

Hasta la fecha, se han descrito varias poblaciones de células T reguladoras, entre las que 

se encuentran las células T CD8+ reguladoras (CD8+Tregs),170,171 las células T natural 

killer reguladoras (NKT reguladoras),172,173 y las células T CD4+ reguladoras (Treg).169  

 

Las células Treg se han clasificado en dos grandes subpoblaciones de acuerdo a la 

función, especificidad y mecanismo de acción: Las células T reguladoras naturales 

(nTregs) y las células T inducidas o adaptativas (iTreg).112,172–174 

 

2.17.1 Células T reguladoras naturales CD4+ CD25+ (nTregs) 

 

Las células T reguladoras naturales (nTregs) se desarrollan durante un proceso normal 

de maduración de las células T CD4+ en el timo. Típicamente expresan altos niveles del 

receptor alfa de interleucina 2 (IL-2Rα) (CD25), Cytotoxic T-lynpphocyte antigen 4 

(CTLA4) y  factor de transcripción forkhead box p3 (Foxp3) y Glucocorticoid-Induced 

Tumor Necrosis Factor Receptor  GITR.175  

 

Los mecanismos moléculares que conducen al desarrollo de las nTreg necesitan tres 

señales básicas.176  

Primero, la señalización vía receptor de la célula T (TCR) ya que  TCRs con alta 

afinidad por auto antígenos son preferencialmente desviados hacia el linaje nTreg.177,178  
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Segundo, La coestimulación vía CD28 que podría maximizar la intensidad de la señal 

en aquellos TCR que presentan baja afinidad antigénica.179,180  

 

Tercero, las señales a través del receptor de la IL-2.181,182 Conjuntamente la señalización 

vía TCR y CD28 generan unas nTreg progenitoras que carecen de la expresión de 

Foxp3, posteriormente la señalización vía, IL2/STAT5 que se une  directamente al 

promotor de Foxp3,175,183 resulta en la rápida conversión de las nTreg progenitoras en 

nTregs maduras que expresan FOXP3+176 

 

 Funcionalmente, las células Treg suprimen la respuesta inmune a través de muchos 

mecanismos que pueden ser agrupados en cuatro modos de acción. I) Secreción de 

citocinas inhibidoras, II) Actividad citolítica, III) Disrupción del metabolismo celular,  

IV) Por contacto y  modulando las células dendrítica,112,184 (Figura 2.11) 

 

 

Figura 2.11: Descripción gráfica de los diferentes mecanismos de supresión utilizados por las Treg. Vignali et al 

2008 

 

2.17.1.1 Factores de transcripción y células T reguladoras 

 

La conversión de las progenitoras FOXp3- a Treg FOXp3+ en el timo ocurre 

independientemente del TCR pero dependiente de IL2/STAT5.185  
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La unión de IL-2 a su receptor induce a la fosforiladción, por JAK1 y JAK3, de tres 

residuos de tirosina localizados en el dominio citoplasmático del  IL2Rβ. La 

fosforilación de la tirosina  510 y en menor grado tirosina 392 favorece la activación de 

STAT5. mientras que la fosforilación de la tirosina-338 facilita la activación otras 

tirosin quinasas como  RAS/MAPK/  ERK y PI3K/AKT.176 

 

STAT5 fosforilado dimeriza y transloca al nucleo para unirse al promotor y al primer 

intron del gen  Foxp3 activando su transcripción.183 Adicionalmente STAT5 influye en 

la supervivencia de las Treg por regulación de la expression de la cadena alfa del 

receptor de IL-2 (IL-2R) y de la proteína antiapoptótica.186 

 

A diferencia de STAT 5 que favorece la expression de FOXP3, otros STAT influyen 

negativamente en FOXP3, como STAT6 y STAT 4 que una vez son activados por IL-4 

e y IL-12 respectivamente se unen al DNA afectando la remodelación de la cromatina 

en el gen FOXP3 disminuyendo así su expresión.187,188 

Aúnque STAT 3  activado por IL-6 inhibe la expresión de FOXP3, (REF. 91). cuando 

se hizo deleción de Stat3 a una población Treg de ratones, esta perdió su capacidad para 

regular la respuesta patogénica de las Th17 mientras que la capacidad supresora sobre 

las Th1 y Th2 se mantuvo.189 Este dato podria indicar que la activación de STAT 3  en 

Treg dota a estas células con la habilidad para suprimir especificamente las respuestas 

de Th17. 

Análisis de la expresión genica de células Treg deficientes en STAT 3, muestran que en 

estas céluala disminuye la expresión de genes que contribuyen potencialmente en la 

función supresora de las Treg como lo son Prf1 (perforin 1), Gzmb (granzyme B), Klrg1 

(killer cell lectin-like receptor G1), Ccr6 (CC-chemokine receptor 6), entre otros.186 

 

2.17.2 Células T reguladoras inducidas o adaptativas 

 

Varias clases de células T CD4+ han sido descritas, las cuales tienen actividad 

reguladora principalmente a través de la secreción de citocinas supresoras como la IL-

10 y el Transforming growth Factor beta (TGFβ).112,174 De estas células, que se generan 
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en la periferia a partir de las convencionales  células T CD4+CD25- se han descrito dos 

poblaciones: Las células productoras de TGF-β (Th3),174,190 y las células tipo 1 

productoras de IL-10 (Tr1),174,191 que no expresan Foxp3 pero tienen una función 

reguladora comparable a la aportada por las nTreg.192  

 

Las células Tr1 pueden ser generadas in vitro e in vivo una vez la célula T naive es 

activada con antígeno en presencia de IL-10. Las células Tr1 son caracterizadas por un 

perfil de citocinas que es diferente al de las Th1 y Th2, producen elevados niveles de 

IL-10, TGF-β e IL-5, niveles bajos de IFN-γ e IL-2 y muy bajos de IL-4.193,194 

  

Estas células T CD4+ IL10+ Foxp3-, son reconocidas fenotipicamente por la 

coexpresión de CD49b  y Lymphocyte-activation gene 3 (LAG3) en su membrana.195   

 

Su actividad supresora al igual que las células Treg, está dada por actividad citolítica, 

disrupción del metabolismo celular, y por contacto  posiblemente a través de CTLA-

4,196 sin embargo, el mecanismo principal por el que las células Tr1 controlan la 

respuesta inmune, es por la secreción de altas cantidades de IL-10.197 

 

2.17.2.1 Factores de transcripción y células Tr1  

 

IL-27 se ha presentado como la citocina clave en la generación de células Tr1, por un 

lado suprime las células Treg inducidas por TGF-β-, mientras que induce IL-10, IFNγ 

en células T, un fenotipo de las células Tr1 arriba mencionadas.  

 

El papel de IL-27 fue demostrado en ratones, durante procesos de infección con el virus 

de la influenza IL-27 genera células que inhiben las células Th17 por secreción de IL-10 

e IFNγ.198   

La activacion de IL-27, lleva al fosforilación de JAK 1 y activación de STAT 1. Este 

por su parte induce la expresión de T-bet, y T-bet no solo induce la expresión de 

IFNγ,126 si no que también reprime el programa genetico Th17.199    

La activación de STAT3 y STAT1 mediada por IL-27 son escenciales para iniciar la 

secreción de IL-10 en células T CD4+.200 La activación sostenida de STAT3 lleva a la 
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inducción del factor de transcripción Maf.201 Este factor de transcripción es escencial en 

la sintesis de IL-10 inducida por IL-27.202 

En adición a Maf, la producción de IL-10 inducida por IL-27 está regulada por un 

activación de el factor de transcripción Aryl hydrocarbon receptor (AhR) que se une a 

Maf resultando en un complejo que induce IL-10. 203  
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3. Hipótesis y Objetivos 
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Hipótesis 

 

Los microorganismos han desarrollado una serie de estrategias para asegurar su 

supervivencia.  Tras la gran hiperactivación inicial del sistema inmune con la 

consiguiente producción de citocinas, los  superantígenos son capaces de inducir 

tolerancia periférica in vivo, lo que pone de manifiesto que  los microorganismos 

podrían estar  utilizando estas moléculas para inducir   tolerancia frente a sus 

componentes en el  huésped. Dicho estado no es el resultado de un simple bloqueo de la 

activación de las células T por superantígenos, sino  que es el resultado de la generación 

de células reguladoras. Esta tolerancia  puede ser la consecuencia de  la capacidad que 

tienen los superantígenos de cambiar los programas de activación transcripcional  de las 

células en respuesta a diferentes estímulos  (superantígenos  o citocinas, entre otros). 

Así mientras otros autores han puesto de manifiesto dichos cambios en la respuesta del 

receptor de la célula T a superantígenos, en nuestro laboratorio se ha demostrado que la 

vía  IFN-γ/STAT1 está claramente afectada en la respuesta a dichos superantígenos. Por 

tanto, el análisis de las alteraciones que los superantígenos inducen en  los factores de 

transcripción de la familia  STAT puede ser de gran importancia para entender la 

respuesta a dichos superantígenos  y a la posterior generación de tolerancia. Este 

conocimiento será de  gran utilidad para entender los procesos patológicos debidos a 

dichos microorganismos y plantear aproximaciones terapéuticas adecuadas. Además, los 

datos obtenidos sobre generación de tolerancia podrían tener aplicabilidad en  el control 

de procesos autoinmunes y de rechazo en trasplantes 

 

Objetivos. 

 

Objetivo principal: 

 

El objetivo general del presente estudio es conocer el papel que distintos factores 

de transcripción de la familia STAT, concretamente STAT1y STAT3,  juegan en 

la en el shock séptico y en generación de tolerancia que se desarrollan en la 

respuesta al superantígeno SEB. 
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Objetivos específicos: 

 

1. Analizar los cambios en la producción de citocinas y en la activación de  

STAT1 y STAT3 que ocurren tras la respuesta a SEB en los modelos de 

shock séptico y tolerancia en ratón  y   su correlación  con la 

supervivencia observada en dichos modelos. 

 

2. Evaluar los efectos del tratamiento con anticuerpos anti-IL-6 e 

inhibidores de la vía JAK/STAT,  concretamente AG490 y STAT3 VIII 

inhibitor 5, 15, DPP, en la producción de citocinas y en la activación de  

STAT1 y STAT3 que ocurren tras la respuesta a SEB en los modelos de 

shock Tóxico y tolerancia  y   su correlación  con la supervivencia 

observada en dichos modelos. 

 

3. Analizar las características de los linfocitos CD4+  y su capacidad de 

inducir tolerancia en experimentos de transferencia celular. 

 

4. Evaluar los cambios en expresión de genes implicados en la activación de 

células T y generación de células reguladoras tras el tratamiento con SEB 

y su regulación por STAT1 y STAT3. 
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3. Hipótesis y Objetivos 
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Hipótesis 

 

Los microorganismos han desarrollado una serie de estrategias para asegurar su 

supervivencia.  Tras la gran hiperactivación inicial del sistema inmune con la 

consiguiente producción de citocinas, los  superantígenos son capaces de inducir 

tolerancia periférica in vivo, lo que pone de manifiesto que  los microorganismos 

podrían estar  utilizando estas moléculas para inducir   tolerancia frente a sus 

componentes en el  huésped. Dicho estado no es el resultado de un simple bloqueo de la 

activación de las células T por superantígenos, sino  que es el resultado de la generación 

de células reguladoras. Esta tolerancia  puede ser la consecuencia de  la capacidad que 

tienen los superantígenos de cambiar los programas de activación transcripcional  de las 

células en respuesta a diferentes estímulos  (superantígenos  o citocinas, entre otros). 

Así mientras otros autores han puesto de manifiesto dichos cambios en la respuesta del 

receptor de la célula T a superantígenos, en nuestro laboratorio se ha demostrado que la 

vía  IFN-γ/STAT1 está claramente afectada en la respuesta a dichos superantígenos. Por 

tanto, el análisis de las alteraciones que los superantígenos inducen en  los factores de 

transcripción de la familia  STAT puede ser de gran importancia para entender la 

respuesta a dichos superantígenos  y a la posterior generación de tolerancia. Este 

conocimiento será de  gran utilidad para entender los procesos patológicos debidos a 

dichos microorganismos y plantear aproximaciones terapéuticas adecuadas. Además, los 

datos obtenidos sobre generación de tolerancia podrían tener aplicabilidad en  el control 

de procesos autoinmunes y de rechazo en trasplantes 

 

Objetivos. 

 

Objetivo principal: 

 

El objetivo general del presente estudio es conocer el papel que distintos factores 

de transcripción de la familia STAT, concretamente STAT1y STAT3,  juegan en 

la en el shock séptico y en generación de tolerancia que se desarrollan en la 

respuesta al superantígeno SEB. 

 

 

 



 46 

Objetivos específicos: 

 

5. Analizar los cambios en la producción de citocinas y en la activación de  

STAT1 y STAT3 que ocurren tras la respuesta a SEB en los modelos de 

shock séptico y tolerancia en ratón  y   su correlación  con la 

supervivencia observada en dichos modelos. 

 

6. Evaluar los efectos del tratamiento con anticuerpos anti-IL-6 e 

inhibidores de la vía JAK/STAT,  concretamente AG490 y STAT3 VIII 

inhibitor 5, 15, DPP, en la producción de citocinas y en la activación de  

STAT1 y STAT3 que ocurren tras la respuesta a SEB en los modelos de 

shock Tóxico y tolerancia  y   su correlación  con la supervivencia 

observada en dichos modelos. 

 

7. Analizar las características de los linfocitos CD4+  y su capacidad de 

inducir tolerancia en experimentos de transferencia celular. 

 

8. Evaluar los cambios en expresión de genes implicados en la activación de 

células T y generación de células reguladoras tras el tratamiento con SEB 

y su regulación por STAT1 y STAT3. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
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4.1 Animales de experimentación 

 

Para el estudio fueron adquiridos ratones hembra de la cepa BALB/c (H2d) de seis 

semanas de edad a Harlan Fauna Iberica. Los animales fueron alojados en el animalario 

del  Institut de Recerca de l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y mantenidos a 

temperatura constante de 22ºC, con agua y alimento ad libitum,  con un ciclo de 

luz:oscuridad de 12 horas.  

 

Los ratones fueron vinculados al ensayo cuando alcanzaron 8 a 12 semanas de edad y 

un peso de 23 ± 2 gramos.  

 

Durante todos los procedimientos se siguieron las normas éticas institucionales que 

velan por el bienestar y cuidado de los animales en la investigación científica. 

 

4.2 Diseño de los tratamientos experimentales. 

 

4.2.1 Experimentación in vivo. 

 

En todos los tratamientos, la dosis del fármaco se instilo intraperitonealmente disuelto 

en 100µl de diluyente, excepto para el anticuerpo anti IL6 en el que se uso un volumen 

de 200 µl. 

 

La Enterotoxina estafilocócica B (SEB) fue adquirida a Toxin Techonologies. La toxina 

fue resuspendida en solución salina fisiológica 0,9%, estéril, a concentraciones de 

25µg/100µl (Dosis alta)  y de 3µg/100µl (Dosis baja). 

 

La D-galactosamina (SIGMA) se reconstituyo en solución salina fisiológica 0,9%, 

estéril, a una concentración de trabajo de 25 mg/100µl.  

 

El Inhibidor especifico de JAK2 (AG490) (Clabichem), se  reconstituyó en 

dimetilsulfóxido (DMSO) a una concentración de 2mg/ml. Justo antes de la instilación, 

el AG490 fue diluido en solución salina fisiológica hasta obtener una concentración de 

trabajo de 40µg/100µl. 
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Inhibidor especifico de STAT3, STAT3 Inhibitor VIII 5,15-DPP  (Calbichem), en 

adelante iSTAT3,. se  reconstituyo en dimetilsulfóxido (DMSO) a una concentración de 

100µg/100µl. 

 

El anticuerpo monoclonal de rata anti-mouse IL6 (clon MP5-20F) y su control de 

isotipo fueron adquiridos a R&D SISTEMSTM y  diluidos a una concentración de 

250µg/100µl. 

 

Todos los reactivos fueron mantenidos a -80ºC hasta su utilización. 

Para la obtención de muestras, todos los ratones tratados fueron anestesiados vía 

inalatoria con Forane® (Abbott Laboratories SA, Madrid), sacrificados por sobredosis y 

exanguinados por punción intracardiaca. 

 

Para el desarrollo del trabajo se diseñaron los siguientes grupos experimentales. (Figura 

4.1)  

 

4.2.1.1 Tratamiento de shock tóxico (SK): Vía intraperitoneal (IP), los ratones 

recibieron una única dosis alta de la Enterotoxina estafilocócica B (SEB), junto a una 

dosis de  25mg de D-galactosamina  

4.2.1.2 Tratamiento de shock tóxico AG490 (ASK): Vía intraperitoneal (IP), los 

ratones recibieron una dosis del inhibidor JAK2. Una hora más tarde se instauró el 

tratamiento de shock tóxico.  

4.2.1.3 Tratamiento de shock tóxico iSTAT3 (SSK): Vía intraperitoneal (IP), los 

ratones recibieron una dosis del inhibidor STATTIC. Una hora más tarde se instauró el 

tratamiento de shock tóxico.  

4.2.1.4 Tratamiento de shock tóxico anti IL-6 (AL6SK): Vía intraperitoneal (IP), los 

ratones recibieron una dosis de 500µg de anti IL-6. Una hora más tarde se instauró el 

tratamiento de shock tóxico.  

4.2.1.5 Tratamiento tolerogénico (Tol): Vía intraperitoneal (IP) los ratones recibieron 

3 dosis bajas de SEB, una dosis cada 72 horas. Pasadas 72 horas de la última dosis baja 

de SEB, los ratones recibieron el tratamiento de shock tóxico.  

4.2.1.6 Tratamiento tolerogénico AG490 (ATol): Vía intraperitoneal (IP) los ratones 

recibían una dosis del inhibidor AG490 una hora antes de recibir las dosis de SEB de 
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acuerdo con el tratamiento tolerogénico. Pasadas 72 horas de la última dosis baja de 

SEB, los ratones recibieron el tratamiento de shock tóxico. 

4.2.1.7 Tratamiento tolerogénico iSTAT3 (STol): Vía intraperitoneal (IP) los ratones 

recibían una dosis del inhibidor de STAT3 una hora antes de recibir las dosis de SEB de 

acuerdo con el tratamiento tolerogénico. Pasadas 72 horas de la última dosis baja de 

SEB, los ratones recibieron el tratamiento de shock tóxico.  

Para evaluar los posibles cambios generados tras la inoculación de cada dosis que lleva 
a la tolerancia, se generaron subgrupos que se denominaron como T y se les adjudico un 
número que corresponde al número de dosis bajas que recibe, así los ratones que reciben 
una dosis baja serán los T1, los que reciben dos dosis serán T2 y los que reciben tres 
dosis bajas, serán T3. En el caso de los ratones del grupo tolerogénico en el que se usa 
un inhibidor,  la letra T estará antecedida por las iniciales del inhibidor, siendo AT1 
para los ratones que reciben una dosis de AG490 y una dosis baja de SEB, STT1 para 
los ratones que reciben una dosis de STATTIC y una dosis baja de SEB, y así 
sucesivamente.  
 

 

SK

Sacrificio de ratones 2 horas post tratamiento

Día                     0                                    3    7                             10

ASK

AIL6SK

STSK

Tol

ATol

STTol

SEB3µg

SEB25µg

AG490

STAT3 Inhibidor
Anti IL-6

Figura 4.1 Esquema de los tratamientos instaurados ratones. SK: Shock tóxico, ASK: Shock tóxico en ratones pretratado
con AG490, STSK: Shock tóxico en ratones pretratado con STAT3  inhibitor  VIII,5,15, DPP,  AIL6SK: Shock tóxico en 
ratones pretratados con anti IL-6, Tol: Ratones tolerizados, ATol: Ratones tolerizados pretratados con  AG490 durante el 
proceso de tolerización, STTol: Ratones  tolerizados pretratados con STAT3 inhibitor  VIII, 5,15, DPPdurante el proceso 
de tolerización.

SK

Sacrificio de ratones 2 horas post tratamiento

Día                     0                                    3    7                             10

ASK

AIL6SK

STSK

Tol

ATol

STTol

SEB3µg

SEB25µg

AG490

STAT3 Inhibidor
Anti IL-6

SK

Sacrificio de ratones 2 horas post tratamientoSacrificio de ratones 2 horas post tratamiento

Día                     0                                    3    7                             10

ASK

AIL6SK

STSK

Tol

ATol

STTol

SEB3µg

SEB25µg

AG490

STAT3 Inhibidor
Anti IL-6

Figura 4.1 Esquema de los tratamientos instaurados ratones. SK: Shock tóxico, ASK: Shock tóxico en ratones pretratado
con AG490, STSK: Shock tóxico en ratones pretratado con STAT3  inhibitor  VIII,5,15, DPP,  AIL6SK: Shock tóxico en 
ratones pretratados con anti IL-6, Tol: Ratones tolerizados, ATol: Ratones tolerizados pretratados con  AG490 durante el 
proceso de tolerización, STTol: Ratones  tolerizados pretratados con STAT3 inhibitor  VIII, 5,15, DPPdurante el proceso 
de tolerización.

 

4.2.1.8 Tratamiento control: los ratones recibieron suero fisiológico estéril vía 

intraperitoneal (IP). 

4.2.1.9 Tratamiento control de isotipo (IIL6SK): Vía intraperitoneal (IP), los ratones 

recibieron 500µg del control de isotipo Rat IgG y una hora más tarde se instauró el 

tratamiento de shock tóxico.  



 52 

4.2.1.10 Tratamiento D-galactosamina (Gal): Vía intraperitoneal (IP), los ratones 

recibieron una única dosis de  25mg de D-galactosamina  

 

Para evaluar y determinar los índices de morbilidad/mortalidad, los ratones fueron  

mantenidos en observación hasta las 96 horas posteriores a la inducción del shock 

tóxico.  

 

4.3 Extracción de sangre y obtención  de suero 

 

Se obtuvieron muestras a las 2,  24 y 72 horas post tratamiento.   

A los ratones sacrificados se les extrajo la máxima cantidad de sangre posible mediante 

punción cardiaca con jeringas icogamma plus® de 1ml (NOVICO S.p.A. Ascoli Piceno, 

Italia). La sangre fue trasvasada a un tubo eppendorf y  dejada 1 hora a temperatura 

ambiente, pasado este tiempo se centrifugo durante 10 minutos a temperatura ambiente 

a 2000 rpm. El suero fue retirado y congelado a -40ºC hasta su posterior análisis.  

 

4.4 Obtención y purificación de los esplenocitos murinos 

El bazo de los ratones sacrificados se extrajo mediante laparotomía y se suspendió en 

500µl de PBS frió. Posteriormente se traslado a una placa de petri de 2 pulgadas de 

radio (NUNCLON™, Roskilde, Dinamarca) y se sumergió en 3ml de PBS frió. A 

continuación, se hizo un corte en uno de los extremos del bazo y se disgrego 

mecánicamente con la ayuda de agujas 22G (BD Micro-Fine™, Becton Dickinson, 

S.A., Madrid). Con una jeringa de 5 ml (BD Discardit™ II, Becton Dickinson, S.A., 

Huesca), el materias obtenido se aspiro y descargo en la placa de petri de 3 a 5 veces 

para terminar de disgregar el bazo. Posteriormente la solución de los esplenocitos se 

traspaso a un  tubo falcon de 15ml, se dejo reposar por 5 minutos en hielo para permitir 

que las fibras y restos de capsula del bazo sedimentaran por gravedad. 

 

Posteriormente  el sobrenadante se paso a otro tubo falcon y se centrifugo durante 5 

minutos a 1750 rpm a 4ºC para sedimentar las células. El pellet  se resuspendió en 1 ml 

de Red Blood cell Lysing Buffer (SIGMA®) y se dejo 1 minuto en agitación suave a 

temperatura ambiente para lisar los eritrocitos, seguido se adicionaron 5 ml de PBS para 

detener la reacción de lisis y se centrifugo con las mismas condiciones mencionadas. Se 
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realizaron dos lavados mas con 10 ml PBS, en el intermedio de estos se tomaron 10µL 

de suspensión celular para hacer una dilución 1:10 con PBS, de la cual se realizó un 

recuento celular en la cámara Neubauer (KOVA® GLASSTIC® SLIDE 10 WITH 

GRIDS, California, USA) haciendo un dilución  1:2 con azul tripan 0,4% (SIGMA 

CHEMICAL CO, St. Louis, MO, USA). 

 

Tras el recuento celular y después del ultimo lavado, los esplenocitos se resuspendieron 

a una concentración de 1x107 células por ml (En adelante suspensión celular madre).  

Partiendo de esta suspensión celular madre, se hicieron las diluciones o se concentraron 

los esplenocitos para obtener el número de células necesarias para desarrollar cada 

experimento tal como se indica en su respectivo apartado.  

 

4.5 Diseño de los tratamientos experimentales in vitro. 

 

4.5.1 Aislamiento de células T CD4+ 

 

Las células T CD4+ fueron obtenidas por selección negativa a partir de esplenocitos 

totales, mediante el uso del Mouse CD4+ T Cell Isolation Kit (STEMCELL 

Techonologies). Este procedimiento se desarrolló en condiciones de esterilidad en 

cámara de flujo laminar. 

 

Los esplenocitos totales fueron resuspendidos a una concentración de 1x108 células por 

ml del buffer de separación (PBS libre de Ca++, Mg+ suplementado con suero fetal 

bovino (FBS) 2% y EDTA 1mM).  

 

La suspensión celular se trasvasó a un tubo de poliestireno 5ml de 12x77mm (FalconTM 

5 ml Polyestyrene Round –Bottom tubes BD Bioscience) e inmediatamente se le 

adicionaron 50µl/ml de suero normal de rata y 50µl/ml de EasySepTM Mouse CD4+T 

cell Isolation Cocktail y se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

 

Posteriormente se adicionaron 75µl/ml de EasySepTM Streptavidin RapidSpheresTM  

50001 a la muestra, se mezcló y se incubó durante 5 minutos más a temperatura 

ambiente. 
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Pasado este tiempo, se adiciono buffer de separación a la suspensión hasta completar un 

volumen total de 2,5ml. Luego el tubo se introdujo dentro del  EasysepTM Magnet y se 

mantuvo allí durante 2,5 minutos a temperatura ambiente.  

 

El EasysepTM Magnet se invirtió dejando caer en un tubo de 15 ml el líquido que 

contiene las células deseadas.  

 

Las células se resuspendieron con PBS en un total de 10 ml, se tomaron 10µL de 

suspensión para hacer recuento celular en la cámara Neubauer haciendo un dilución  1:2  

con azul tripan 0,4%. 

 

La pureza y recuperación de células T CD4+ fueron evaluadas por citometría de flujo, 

para ello, 5x104 células fueron marcadas con anti-CD3 PECy7 y anti-CD4 PE, siguiendo 

el protocolo de marcaje celular que se describirá en el apartado de citometría de flujo. 

 

Para  obtener los extractos proteicos de las células CD4+ se siguieron las indicaciónes 

del apartado pertinente. 

 

4.5.2 Transferencia adoptiva de esplenocitos e inducción del shock tóxico. 

 

4.5.2.1 Transferencia adoptiva de esplenocitos 

 

16 ratones no tratados recibieron vía IP 5x107 esplenocitos totales ó 2x107 células T 

CD4+ purificadas, provenientes de ratones sacrificados 72 horas después de recibir el 

tratamiento control y/o de ser tolerizados con tres dosis bajas de SEB, ratones T3. 

 

Para la transferencia de esplenocitos totales, las células previamente obtenidas fueron 

lavadas 3 veces con solución salina fisiológica 0,9% a 1750 rpm durante 5 minutos a 

temperatura ambiente. Las células se resuspendieron en 500µl de solución salina 

fisiológica 0,9% y fueron transferidas. 

 

Para la transferencia de células T CD4+, las células fueron obtenidas por selección 

negativa a partir de esplenocitos totales, mediante el uso del Mouse CD4+ T Cell 

Isolation Kit (STEMCELL Techonologies), Tal como se describe en el apartado 4.9.  
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Una vez aisladas, 2x107 células T CD4+ fueron lavadas 3 veces con solución salina 

fisiológica 0,9% a 1750 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente y se 

resuspendieron en 500µl de solución salina fisiológica 0,9% para ser transferidas. 

 

4.5.2.2 Inducción del shock tóxico. 

 

Tras 24 horas de haber recibido la transferencia de esplenocitos totales o células T 

CD4+, los ratones recibieron una única dosis alta de la SEB, junto a una dosis de  25mg 

de D-galactosamina. 8 ratones fueron sacrificados 2 horas post inducción del shock 

tóxico. Las muestras de sangre fueron obtenidas y tratadas como se menciona en los 

apartados 4.3. Para evaluar la morbilidad/mortalidad, los 8 ratones restantes fueron 

observados durante las siguientes 96 horas. 

 

4.5.3 Cultivo de esplenocitos 

 

En todos los cultivos, los esplenocitos procedían de ratones control, ratones T3 o 

ratones T3 pretratados con AG490 sacrificados 72 horas después del tratamiento. Los 

esplenocitos fueron cultivados y estimulados en placas de 96 pozos fondo U (Nunclon 

surface CAT 163320) a razón de 3x105 células por pozo en 250µl de medio de cultivo 

RPMI suplementado con L-Glutamina, streptomicina y 10% de suero fetal bovino 

(FBS) e incubados a 37 ºC con 95% de humedad y 5% de CO2.  

 

4.5.3.1 Estimulos in vitro 

 

Para determinar la dosis óptima de SEB a utilizar en los cultivos, esplenocitos de 

ratones control fueron cultivadas y estimuladas con SEB a 1, 2, 5 y 10µg/ml. Los 

sobrenadantes fueron colectados a las 24, 48 y 72 horas de cultivo y conservados a -20 

ºC hasta la determinación de la concentración de citocinas. 

 

Las células de los ratones control, de los ratones tolerizados y de los tolerizados 

pretratados con AG490,  fueron cultivadas sin estímulo o estimuladas con SEB 

(2µg/ml), o con anti-CD3 (Clon 145-2C11 BD bioscience) (2µg/ml) inmovilizado y 

anti-CD28 (Clon 37.51 eBioscience)  (1µg/ml).  
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En los estimulo con CD3, las placa de 96 pozos fueron cubiertas con 200µl de PBS con 

una concentración de anti-CD3 de 2µg/ml e incubadas a 4 ºC durante la noche.  

Los sobrenadantes fueron colectados a las  24, 48 y 72 horas de cultivo y conservados a 

-20 ºC hasta su análisis. 

 

Para la determinación de las citocinas intracelulares los esplenocitos fueron estimulados 

con 2µ de SEB por ml  y se cultivaron durante 72 horas en las condiciones indicadas. 6 

horas antes de la finalización de este periodo, se adiciono al cultivo 4µl de monensina 

(GoligiStopTM BD) por cada 6 ml de cultivo. 

 

Las células cultivadas durante 72 horas fueron marcadas y analizadas por citometría de 

flujo tal como se indica en el apartado 4.7.  

 

4.5.3.2 Ensayo de proliferación. 

 

Para evaluar la capacidad proliferativa de los esplenocitos de los ratones que recibieron 

el tratamiento de tolerización, las células al igual que las del grupo control, fueron 

marcadas con Carboxi-fluorescein-succinil-ester (CFSE) a una concentración final 2 

µM. 

 

En un tubo de 15 ml se resuspendieron 1x107 células en 900 µl de PBS  precalentado a 

37ºC, posteriormente se le agregaron 100µl del PBS que contenía el CFSE y se agitó 

suavemente para homogenizar la suspensión. 

 

Las células fueron incubadas a  37ºC por 15 minutos y luego de éste tiempo se 

adicionaron 11 ml medio RPMI precalentado. 

 

La suspensión fue lavada centrifugandola a 1750 rpm durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. 

 

El sobrenadante fue descartado y las células se resuspendieron en 5ml de RPMI 

precalentado e incubadas  por 30 minutos más. Pasado este tiempo, la suspensión fue 

lavada nuevamente. 
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Las células se resuspendieron en un volumen de RPMI completo (RPMI suplementado 

L-Glutamina, streptomicina y 10% de suero fetal bovino (FCS)) necesario para cultivar 

3x105 células 250 µl por pozo y estimuladas con 2µg de SEB por ml. 

 

Los sobrenadantes fueron recogidos a las 24, 48 y 72 horas de cultivo y congelados a -

20ºC hasta su posterior análisis. 

 

Las células fueron recogidas a las 72 horas para ser marcadas y analizadas como se 

indica en el apartado siguiente. 

4.6 Anális del perfil proteico. 

4.6.1 Determinación de la concentració de citocinas en sueros y sobrenadantes de 

cultivos celulares. 

 
La determinación de las citocinas se realizó mediante la técnica de ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay) con el método de sandwich. 

 

Se utilizaron los kits comerciales ELISA BD Biosciences OptEIATM Set Mouse para IL-

2 ,IL-4, IL-10, IFNγ e IL-6. Para la determinación de TNFα, el kit utilizado fue 

adquirido a Peprotech. En todos los casos se siguieron las recomendaciones del 

fabricante. 

 

De manera general, se usaron placas Multiwell immunoplate, Naxisorp, 96 well 

(SIGMA), cada pocillo se recubrió con 100µl de anticuerpo de captura e incubados a 

4°C durante la noche. IL-2, IL-4, IL-6 e IFN-γ fueron diluidos 1:250 en tampón 

carbonato sódico 0,1M pH 9.5.  El anticuerpo de captura de IL-10 se diluyó en tampón 

fosfato sódico 0,2M pH 6.5 y el de TNFα en PBS. 

 

Posteriormente las placas fueron lavadas con PBS Tween20® 0,5% (Solución de 

lavado) y bloqueadas durante una hora con 200µl/pozo de PBS mas 10% de suero fetal 

bovino (FBS) (Solución de dilución), salvo TNFα que fue bloqueada con PBS mas 1% 

albúmina sérica bovina (BSA).  
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Los estándares fueron diluidos en solución de dilución para IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e 

IFN-γ y PBS 0,1% BSA para TNFα, los rangos fueron de 3 a 200 pg/ml para IL-2, de 7 

a 500 pg/ml para IL-4, de 15,6 a 100 pg/ml para IL-6, y de 31 a 2000 pg/ml para IL-10, 

IFN-γ y TNFα.  

 

Las placas fueron nuevamente lavadas y en cada pozo se colocaron 60µl de la muestra o 

el estándar y fueron incubadas por dos horas a temperatura ambiente.  

 

Se realizó un nuevo lavado y para las citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-γ se 

colocaron 60µl por pozo de la solución de detección (anticuerpo de detección diluido en 

solución de dilución 1:500 para IL-4, 1:1000 para IL-2 y 1:250 para IL-6, IL-10 e IFN-γ 

junto con  estreptavidina conjugada con peroxidasa diluida 1:250) y se incubaron 

durante una hora.  

 

Para TNFα se colocaron 60µl por pozo del anticuerpo de detección a una concentración 

de 0,25µg/ml y se incubaron durante 2 horas. Posteriormente las placas fueron lavadas y 

a cada pozo se le adiciono 60µl de estreptavidina conjugada con peroxidasa diluida 

1:250 y se incubó por una hora más. 

 

Las placas se lavaron nuevamente y a cada pozo se le adiciono 60µl de 

tetrametilbencidina (TMB) BD® y se incubó durante 15 minutos en oscuridad. 

Posteriormente se le adicionaron 30µl de ácido sulfúrico al 25%. La absorbancia fue 

leída con filtros de 450nm y 620nm en el lector de placas Labsystem Multiskan Plus 

Microplate Reader. 

 

4.6.2 Determinación de las proteínas celulares mediante western blot. 

 

4.6.2.1 Obtención de los extractos  proteicos de los esplenocitos. 

10 ml de la suspensión celular madre se centrifugaron durante 5 minutos a 1750 rpm a 

4ºC, se descarto el sobrenadante y el pellet de esplenocitos se resuspendió en 1ml de 

TBS (Tris Buffered Saline: Tris 10mM y  NaCl 0.15M, pH=7.5) frió y se trasvaso a un 

tubo eppendorf de 1.5 ml.  
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4.6.2.1.1 Extractos citoplasmáticos 

 

Se hizo un pulso de 20 segundos a máxima velocidad en una microfuga (eppendorf 

5415 R) de los tubos con los esplenocitos, se descarto el sobrenadante y se resuspendió 

el pellet celular con tampón B (Hepes 10mM pH=7.9, KCl 10mM, EGTA 0’1mM, 

Cl2Mg 5mM, DTT 1mM, PMSF 0’5mM, más el cóctel de inhibidores de proteasas 

completa EDTA-free, pepstatina y el cóctel de inhibidores de fosfatasas PhosSTOP de 

Roche Applied Science, Mannheim, Germany) a una concentración de 150x106 

células/100µL de tampón B.  

 

La suspensión se dejo en hielo por 10 minutos para que las células se acondicionaran al 

tampón en el cual se lisarían.  

 

Después se adiciono el mismo volumen de la solución del tampón B más el detergente 

Nonidet-P40 (NP-40) al 0’2% y se dejo 10 minutos más en el hielo para disgregar las 

membranas celulares. A continuación se centrifugo durante 1 minuto a la máxima 

velocidad a 4ºC, se recupero el sobrenadante, el cual contenía los extractos 

citoplasmáticos  de los esplenocitos. De la suspensión se hicieron alícuotas de 40µL y se 

congelaron a -80ºC. 

 

4.6.2.1.2 Extractos nucleares 

 

El pellet procedente de los extractos citoplasmáticos se resuspendió en tampón C 

(Hepes 20mM pH=7’9, NaCl 400mM, EGTA 1mM, EDTA 1mM, DTT 1mM, PMSF 

0’5mM, más el cóctel de inhibidores de proteasas completa EDTA-free, pepstatina y el 

cóctel de inhibidores de fosfatasas PhosSTOP de Roche Applied Science, Mannheim, 

Germany) a una concentración de 100x106 células/100µL de tampón C.  

 

Este tampón tiene una gran concentración iónica lo que permite la disociación de las 

proteínas nucleares no histonas asociadas al DNA. Se dejo 1 hora a 4ºC en rotación y se  

centrifugo 5 minutos a la máxima velocidad a 4ºC para obtener el sobrenadante, que 

correspondía al extracto nuclear de los esplenocitos, de los que también se hicieron 

alícuotas de 40µL que se congelaron a -80ºC hasta su posterior análisis. 
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4.6.2.1.3 Cuantificación del contenido proteico: método de Lowry 

 

La concentración de proteínas de los extractos citoplasmáticos y nucleares de los 

esplenocitos se determino siguiendo el Microplate Assay Protocol del kit Detergent 

Compatible Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc, USA), el cual es un ensayo 

colorimétrico para la cuantificación de proteínas basado en el método descrito por 

Lowry et al. 1951,  pero modificado para que sea compatible con detergentes. 

Como estándares se prepararon 200µL a la siguiente concentración: 8, 4, 2, 1, 0’5, 0’25 

y 0 µg/µL de BSA (albúmina de suero bovino, CALBIOCHEM®,  Darmstadt, 

Germany) partiendo de una solución madre de 10 mg/ml preparada en el mismo tampón 

en el que estaban las muestras dado que la presencia de diferentes sustancias pueden 

variar la respuesta de la proteína a los reactivos del ensayo.  

 

Se colocaron 5µL de cada uno de los estándares y de las muestras por duplicado en una 

placa de 96 pozos, se adicionaron 25µl del reactivo A’ (se preparo mezclando 20µL de 

reactivo S a 1ml de reactivo A), seguido se adicionaron 200µl de reactivo B, se agitó la 

placa y se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente, después se media la 

absorbancia a 750 nm en un lector de placas Labsystem Multiskan Plus Microplate 

Reader. Los resultados se expresaron en µg de proteína/µL y se utilizaron para igualar 

la concentración de proteína dentro de cada uno de los  extractos proteicos.   

 

4.6.2.1.4 Electroforesis en condiciones desnaturalización 

 

Para la separación de las proteínas se utilizaron geles de acrilamida (p/v) (NuPAGE® 

Novex Bis-Tris 4-12% Gel 1.0mmX15well, Invitrogen™, USA). 

 

Las muestras se diluyeron en tampón de carga (Tris/HCl 50 mM a pH 6.8, 2% (p/v) 

SDS, 2-mercaptoetanol 4% (v/v), glicerol 10%, azul de bromofenol 0.1% (p/v)) y se 

incubaron por 10 minutos a 70ºC para desnaturalizar las proteínas. Se prepararon 400ml 

de tampón de carrera diluyendo en agua destilada el MOPS SDS Running Buffer (20X) 

NuPAGE® (invitrogen™) y se monto la cubeta de electroforesis  XCell SureLock™ 

Mini-Cell (Invitrogen™) con dos geles. Se colocaron 12µL de las muestras en cada 

pozo del gel y 5µl del marcador de peso molecular (SeeBlue® Plus2 Pre-Stained 
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Standard 1X, Invitrogen™) y se adicionaron 500µl de antioxidante NuPAGE® 

(Invitrogen™) en el tampón de carrera contenido entre los dos geles.  

 

La electroforesis se dejaba correr durante 2 horas con una intensidad fija de 25mA por 

cada gel hasta que las muestras se concentraban y después se aumentaba a 35mA por 

cada gel. 

 

4.6.2.1.5 Transferencia 

 

Se usó el sistema de transferencia semi-húmeda. Para eso se prepararon 200ml de 

tampón de transferencia diluyendo el tampón Transfer Buffer 20X NuPAGE® 

(Invitrogen™) en agua destilada con 10% de metanol. Con este tampón se hidrató el 

papel (Chromatography paper, Whatman® Shcleicher & Schuell, England) y la 

membrana de nitrocelulosa (Whatman®. PROTRAN® Nitrocellulose Transfer 

Membrane, Dassel, Germany).  

 

El gel se puso sobre la membrana de nitrocelula hidratada y esta sobre 3 papeles 

previamente humedecidos y puestos sobre el área de transferencia del equipo,  sobre el 

gel se colocaron 3 papeles húmedos y se cerró el aparato de transferencia. El proceso se 

hizo limitando el voltaje a 100V, 10W y se fijando la intensidad a 90mA por cada gel 

durante 1.5 horas. 

 

Finalizada la transferencia, las membranas fueron lavadas con agua destilada y 

sumergidas en rojo Poceau 0,1% (Ponceau 0,1g, Ácido acético 5%, en H2O) para 

verificar la presencia de bandas proteicas en la membrana de nitrocelulosa. 

Posteriormente fueron lavadas con TBS durante 10 minutos en agitación. 

 

4.6.2.1.6 Inmunoblot 

 

a) Bloqueo de membranas: Las membranas fueron bloqueadas con la solución de 

bloqueo 1:1 TBS/Odyssey blocking buffer (ODYSSEY® Infrared Imaging, LI-COR®, 

Biosciences). Algunas membranas fueron bloqueadas con leche desnatada (Nestle®, 

Barcelona, Spain) 3% disuelta en TBS Tween-20® 0.1% (TBST) e incubadas durante1 

hora a temperatura ambiente en agitación.  
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b) Incubación con anticuerpos primarios: La solución de bloqueo fue descartada y se 

colocaron los anticuerpos que previamente habían sido suspendidos en solución de 

bloqueo 1:1 TBS/Odyssey o en solución TBS Tween-20® 0.1% (TBST) leche 

desnatada 3%. Las diluciones y los anticuerpos que fueron utilizados se describen en la 

tabla 4.1.  

 

Anticuerpo Fuente Dilución Proveedor
pSTAT 1 Tyr 701 Rabbit 1:1000 Cell signaling®

STAT 1 Rabbit 1:1000 Cell signaling®
pSTAT 3 Tyr 705 Rabbit 1:10000 Abcam®

STAT 3 Rabbit 1:1000 Abcam®

Tabla 4.1: Anticuerpos utilizados para determinar la activación de STAT1 y 3, y para determinar los niveles
de STAT1 y 3 totales.  

 

Las membranas se dejaron en incubación con los anticuerpos primarios durante la noche 

a 4ºC en agitación.  

 

Pasado el periodo de incubación, las membranas fueron lavadas durante una hora a 

temperatura ambiente con TBST, cambiando la solución cada 15 minutos. 

 

c) Incubación con anticuerpos secundarios: Los anticuerpos secundarios utilizados 

fueron Goat anti rabbit, IRDye 800 CW, Odyssey Infrared System,  LI-COR 

Biosciences a una dilución 1:7500, y Goat anti Mouse, IRDye 680LT, Odyssey Infrared 

System, LI-COR Biosciences a una dilución 1:12000. 

 

En las membranas en las que se utilizó la solución TBS Tween-20® 0.1% (TBST) leche 

desnatada 3%, se usaron un anticuerpo policlonal Goat anti Rabit conjugado con 

Horseradish peroxidase (HRP) (Cell Signaling Technology®) y  un anticuerpo 

policlonal Horse anti mouse conjugado con Horseradish peroxidase (Cell Signaling 

Technology®) a diluciones  1/7.500 y  1/20.000 respectivamente. 

 

Las membranas fueron incubadas protegidas de la luz con los anticuerpos secundarios 

durante una hora a temperatura ambiente.  
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Transcurrido el tiempo de incubación, las membranas fueron lavadas durante una hora 

más a temperatura ambiente con TBS+Tween20® 0.1% (TBST) cambiando la solución 

cada 15 minutos, siempre protegidas de la luz. 

 

d) Detección de las bandas de proteínas: En las membranas en las que se utilizó el 

Buffer Odyssey, las bandas de proteínas fueron visualizadas por infrarrojo cercano, a 

traves del revelado en el escáner Odyssey LI-COR Modelo 9120, Lincoln NE, USE, 

eliminando antes los retos de Tween20 con un lavado de 5 minutos en TBS. Las 

imágenes de escáner obtenidas se procesaron con el programa de análisis Odyssey 2.1. 

 

Las otras membranas tratadas con la solución de leche descremada se incubaron durante 

5 minutos con una solución reveladora (SuperSignal® West Dura Extended Duration 

Substrate, Thermo Scientific, Pierce Biotechnology, Rockford, USA), pasado este 

tiempo, se descarto el exceso de la solución y la emisión fue detectada en el equipo 

ChemiDoc 2000 BioRad. 

  

4.6.2.1.7 Stripping 

 

Para volver a analizar las membranas en las que previamente se habían detectado las 

proteínas reconocidas específicamente por distintos anticuerpos, se les realizó un 

stripping.  

 

Las membranas se incubaron durante 15 minutos a TA en agitación en tampón de 

stripping NewBlot Nitro stripping Odyssey (ODYSSEY® Infrared Imaging, LI-COR®, 

Biosciences) diluido 5 veces en agua. Posteriormente se lavaron 3 veces en TBS y se 

escanearon nuevamente para comprobar que no quedaba señal de bandas en la 

membrana. Una vez verificada la ausencia de fluorescencia de bandas, finalizando este 

paso las membranas se incubaron nuevamente con los anticuerpos primarios de interés. 

 

Las membranas en las que se uso la solución de leche desnatada se lavaron una vez con 

TBST para eliminar los restos de solución reveladora, posteriormente se incubaron  

durante 45 minutos a 45ºC en agitación con Restore™ Western Blot Stripping Buffer, 

(Thermo Scientific, Pierce Biotechnology, Rockford, USA). Posteriormente fueron 

lavadas dos veces con TBST y bloqueadas nuevamente antes de su uso.  



 64 

4.7  Análisis poblacional por citometría de flujo. 

 

Para el análisis de las subpoblaciones de células T presentes en el bazo de los ratones 

tratados in vivo, los esplenocitos fueron marcados con una combinación de anticuerpos 

de membrana. Tabla  4.2  

 

Por otra parte, para la determinación de las citocinas intracelulares 3X105 de células 

cultivadas fueron marcadas con la combinación de anticuerpos de membrana y 

anticuerpos anit citocinas como se indica en la tabla 4.2.  

 

Las células fueron trasvasadas a tantos tubos de 5ml como fuera necesario para el 

análisis (Tabla 4.3) y lavadas (En adelante este termino indicara que las células son resuspendidas 

en 1 ml de Staining Buffer  (PBS+1% FBS) o 1X Perm/Wash Buffer (BD), centrifugadas a 1750 rpm 

durante 5 minutos y su sobrenadante aspirado hasta dejar 100 µl).  

 

Cada tubos se agitó suavemente para resuspender la células y se le adiciono 1µl de anti 

CD16/CD32 (BD Fc Block) a las células de los tratamientos in vivo o 5µl de una 

dilución 1:10 de anti CD16/CD32 de las células procedente de cultivo y se incubaron a 

4°C durante 15 minutos en la oscuridad. 

 

Anticuerpo Clon Proveedor
PECy5 - Hamster anti mouse CD3e     145-2C11 BD Bioscience
PECy7 Rat anti mouse CD4   RM4-5 BD Bioscience
PE Rat anti mouse CD4   GK1.5 BD Bioscience
PE Rat anti mouse CD25 (IL-2Rα  3C7 BD Bioscience
Purified Rat anti mouse CD16/CD32  2.4G2 BD Bioscience
FITC anti mouse CD45RB 16A  Immunotools
V450 Rat anti mouse CD49b   DX5 BD Bioscience
PE Hamster anti mouse CD152  UC10-4F10-11 BD Bioscience
PE labeled anti mouse CD210 (IL-10R)  1B1.3A BD Bioscience
PE Rat anti mouse CD223   C9B7W BD Bioscience
FITC anti mouse Vβ 8.1 8.2 TCR  MR5-2  BD Bioscience
FITC anti mouse Vβ 8.3 TCR   1B3.3 BD Bioscience
FITC mouse anti mouse Vβ 8 TCR   F23.1 BD Bioscience
APC Rat anti mouse IL10 JES5-16E3 BD Bioscience
APC Rat IgG2b k isotype control A95-1 BD Bioscience
PE Rat IgG21k Isotype control R3 34 BD Bioscience
APC-Cy7 Rat anti mouse  INFγ XMG1.2 BD Bioscience
PE INFγ Rβ  MOB-47 Santa Cruz

Tabla 4.2: Anticuerpos utilizados para la identificación de las poblaciones celulares en bazo de ratones tratados
con SEB o células estimuladas in vitro  
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Las células fueron lavadas dos veces más y en cada tubo se adicionaron  10µl o 5µl 

(Tratamientos in vivo y cultivo respectivamente) de cada uno de los anticuerpos de 

superficie y 5µl de violet  fluorescent reactive dye (life techonologies®) para evaluar la 

viabilidad celular. Posteriormente se incubaron durante 20 minutos a temperatura 

ambiente.  

 

Las células fueron lavadas dos veces más y resuspendidas en 200µl de Staining Buffer e 

inmediatamente analizadas en el citómetro. 

 

Para hacer el marcage intracelular, Las células se fijaron y permeabilizaron con 250µl 

por tubo de Fixation/Permeabilization solution  (BD) e incubaron durante 20 minutos a  

4°C en oscuridad. 

 

Láser Violeta
Fluorocromo V450 FITC PE PECy5 PECy7 APC APC-Cy7
Tubo 1 ViVid TCR Vβ8.1-2 CD3 CD4
Tubo 2 TCR Vβ8.3 CD3 CD4
Tubo 3 CD25 CD3 CD4

Tubo 4 CD210 CD3 CD4

Tubo 5 IFNγ CD3 CD4
Tubo 6 CD152 CD3 CD4

Tubo 7 CD49b CD45RB CD223 CD3 CD4 IL-10

Tubo 8 CD45RB CD223 CD3 CD4 IL-10 IFNy

Tabla 4.3: Pánel de la combinación de anticuerpos para la identificación de las poblaciones celulares 

Azul Rojo

 

Posteriormente las células  fueron lavadas  2 veces con 1X Perm/Wash Buffer (BD) 1ml 

por tubo y centrifugadas a 1750 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante fue aspirado 

hasta dejar 50µl. En este volumen se diluyeron 10µl los anticuerpos anti-citocina o el 

control de isotipo y se incubó durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. 

 

Las células fueron lavadas 2 veces con 1X Perm/Wash Buffer 1ml por tubo y el aspirado 

hasta dejar 100µl, posteriormente se resuspendieron en 200µl más Staining Buffer  e 

inmediatamente analizadas por citometría. 

 

Las muestras fueron procesadas en un citómetro FC500 de Becman Coulter o en un 

citómetro MacsQuant de MiltenyiBiotec, y el análisis de las muestras se hizo en el 

MacsQuant  
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4.8 Análisis de la expresión génica. 

 

4.8.1 Extracción y purificación de RNA  

 

2x106 células T CD4+ purificas fueron resuspendidas en 400µl de RNAlater® 

(Ambion) diluido 1/4 con solución salina fisiológica 0,9% y congeladas a -80ºC. 

En el momento de la extracción del RNA, la suspensión celular se descongeló y se le 

adiciono 600µl de solución salina fisiológica 0,9%, luego se centrifugo a máxima 

velocidad a  4º C durante 30 minutos.  

 

La extracción del RNA se realizó por el método Nucleo Spin RNA II (Macherey-Nagel). 

El pellet celular se liso con 350µl de buffer RA1 y 3,5µl β-mercaptoetanol. Se realizó un 

preaclarado del lisado filtrando a través de las columnas NucleoSpin filter y 

centrifugando 1 minuto a 11000g. A la suspensión filtrada se le agregaron 350µl de 

etanol al 70%, se agitó con vortex y el contenido se trasvaso a una columna NucleoSpin 

RNA II. Se centrifugo durante 30 segundos a 11000g y se agregaron 350µl de MDB 

(membrana desalting buffer). Se centrifugo nuevamente durante 1 minuto a 11000g.  

 

Para eliminar el DNA contaminante se preparo la mezcla de reacción con DNasa, en un 

tubo estéril se mezclaron 10µl de DNasa en 90µl de DNasa reaction buffer, de esta 

mezcla se agregaron 95µl en la columna y se incubó a temperatura ambiente durante 15 

minutos. La DNasa se inactivo agregando 200µl del buffer RA2 a la columna. Se 

centrifugo durante 30 segundos a 11000g y se agregaron 600µl de beffer RA3 a la 

columna. Se repitió la centrifugación y se hizo otro lavado con 250µl de beffer RA3. Se 

centrifuga durante 2 minutos a 11000g. 

 

La elusión del RNA se realizó con 50µl de H2O en un tubo eppendorf libre de RNasas, 

mediante centrifugación a 11000g durante un minuto.  

 

4.8.1.1 Cuantificación del RNA 

 

La cuantificación del RNA se realizó por espectrofotometria mediante el uso del equipo 

NanoDrop® ND1000. Todas las muestras fueron normalizadas a una concentración de 

10ng/µl. 
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4.8.1.2 Retro transcripción (RT) 

 

Para hacer la retro transcripción, se utilizó el High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit  de Applied Biosystems™. 

Tanto las muestras como los componentes del kit  fueron descongelados en cama de 

hielo, homogenizados por agitación en vortex y centrifugados justo antes de su 

utilización. En cada reacción se utilizó un total de 20µl de la mezcla de los componentes 

del kit y muestra como se indica en la tabla 4.4  

 

 

Componentes
10X RT Buffer
25X dNTP Mix 100mM
10X Ramdom Primers 
MS Reverse Transcriptasa
Agua libre de nucleasas
Muestra

de la retrotranscripción

Volumen 20µl/reacción
2

0,8
2
1

4,2
10

Tabla 4.4: Componentes y volúmenes utilizados para la realización 

 

 

 

La retrotranscripción se realizó en un termociclador BIO RAD T100™ y las 

condiciones para las reacciones fueron las que se describen en la tabla 4.5 

 

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura °C 25 37 85 4

Tiempo en minutos 10 120 5 œ

Tabla 4.5: Parametros utilizados para realizar la retrotranscripción  

 

Posteriormente, las muestras fueron conservadas a -80ºC hasta su análisis. 

 

4.8.1.3 Real Time PCR para cDNAs 

 

Para la realización de la Real Time PCR se utilizaron las sondas TaqMan® Gene 

Expression Assay (Life Techonologies), tabla 4.6 y la TaqMan® Universal Master Mix 

(Life Techonologies). 
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Sonda TaqMan® 
Mm00478932_m1 Aryl hydrocarbon receptor Ahr
Mm00433373_m1 Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Fyn
Mm00444048_m1 Diacylglycerol kinase alpha DGKa
Mn00661896_m1 Diacylglycerol kinase ζ DGKζ
Mm00802897_m1 Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase LcK
Mm00484668_m1 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase Gadph

Gen

Figura 4.6: Lista de sondas TagMan utilizadas para evaluar la expresión génica en esplenocitos de ratones estimulados con SEB 

 

Justo antes de su utilización, los componentes de la mezcla fueron descongelados en 

cama de hielo, homogenizados por agitación en vortex y centrifugados. En cada 

reacción se utilizó un volumen total de 20µl de la mezcla como se indica en la tabla 4.7  

 

Componentes para la reació qPCR
20X TaqMan® Gene Expression Assay 1
2XTaqMan® Gene Expression Master Mix 10
cDNA 4
Agua libre de RNasas 5

Volumen por 20-µL reacción (µL)

Tabla4.7: Componentes y volúmenes utilizados para realizar la qPCR  

 

La reacción se llevo a cabo en un equipo Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time 

PCR System. Las condiciones para el desarrollo de la qPCR fueron los indicados por el 

proveedor y se describen en la tabla 4.8 

 

Denature Annel/Extend
Temperatura °C 25 37 85

Tiempo 10 120 5

Volumen
Tabla 4.8: Parametros utilizados para desarrollar la qPCR

12µl

HOLD 
40 Ciclos

 

 

Los datos obtenidos fueron analizados por el programa SDS 2.4 Applied Biosystems 

 

4.8.2 Inmunoprecipitación de la cromatina (ChiP).  

 

4.8.2.1 Cross-linking y lisis celular. 

 

1x107 células T CD4+ purificas fueron resuspendidas en 2 ml de PBS con 

paraformaldehido 1% e incubadas en agitación suave durante 15 minutos a temperatura 
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ambiente. Posteriormente se adicionaron 13 ml de PBS frío y se centrifugo durante 5 

minutos a 4000g a 4° C. 

 

El pellet celular fue resuspendido con Tris-HCl 0.1m pH 9.4 e incubado durante 15 

minutos a 30° C en baño de Maria. La suspensión fue centrifugada durante 5 minutos a 

4000g a 4° C.  Posterior a esto, el pellet celular se resuspendió y lavo 3 veces. En el 

primer lavado se utilizó un 1 ml de PBS frío y la suspensión fue trasvasada a un 

eppendor de 1,5 ml. El segundo lavado se realizó con 1 ml de buffer I (0,25% Triton X-

100, EDTA 10mM, EGTA 0,5mM, Hepes 10mM pH 6,5), y el tercero fue con el buffer 

II (NaCl 200mM, EDTA 1mM, EGTA 0,5mM, Hepes 10mM pH 6,5).  La suspensión 

fue centrifugada durante 5 minutos a 4000g a 4° C en cada paso. 

 

Posterior al último lavado, el pellet fue resuspendido en 200 µl del buffer de lisis ( SDS 

1%, EDTA 10mM, Tris-HCl 50mM pH8,1, mas el cóctel de inhibidores de proteasas 

Complet EDTA-free, y el cóctel de inhibidores de fosfatasas PhosSTOP (Roche 

Applied Science, Mannheim, Germany)). 

 

4.8.2.2 Fragmentación del DNA 

 

Para obtener fragmentos de DNA de entre 600 y 1200 pares de bases, las células lisadas 

fueron sonicadas sobre una cama de hielo con 5 Hertz  y 8 Watts de potencia durante  

7,5 minutos con pulsos de sonicación cada 15 segundos seguido de 15 segundos de 

reposo. La sonicación se realizó en el equipo Misonix Sonicator S-4000. 

 

Finalizada la sonicación, la muestra fue centrifugada durante 10 minutos a máxima 

velocidad a 4° C.  

El tamaño de los fragmentos de DNA se determino mediante electroforesis en un gel de 

agarosa 1% TBE 0,5X. De cada muestra se tomaron 5µl del sobrenadante que contiene 

la cromatina soluble y se mezclaron con Blue J 2X. La electroforesis se realizó durante 

45 minutos a 100 voltios y 400 miliamperios.  

 

El sobrenadante restante se diluyo en un tubo eppendorf de 5ml con el buffer de 

dilución (Triton X-100 1%, EDTA 2mM, NaCl 150mM, Tris-HCl pH 8,1 mas el cóctel 

de inhibidores de proteasas Complet EDTA-free, y el cóctel de inhibidores de fosfatasas 
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PhosSTOP (Roche Applied Science, Mannheim, Germany)) hasta un volumen de 2200 

µl. La muestra se distribuyó en tres volúmenes iguales en tubos eppendorf de 1,5 ml; 

dos para las proteínas específicas (pSTAT 1 y pSTAT 3) y uno para las IgGs, y 100 µl 

como input.  El input fue congelado a -80º C hasta el omento de la q-PCR. 

 

4.8.2.3 Eliminación de inespecificidades  

 

Para eliminar la mayor cantidad de inespecificidades, cada ml de muestra fue bloqueada 

con 2 µg de esperma de salmón (Invitrogen®),  se le agregaron 2,5 µg de IgGs de 

conejo (Vector Laboratories), y 20 µl de Magna ChipTM protein A (Millipore) y se 

incubaron durante la noche a 4° C en agitación orbital.   

 

Posterior a la incubación, las muestras se colocaron en el PureProteome™ Magnetic 

Stand Rack durante 1 minuto y el sobrenadante con la cromatina fue recolectado en un 

nuevo eppendorf. 

 

4.8.2.4 Inmunoprecipitación  

 

En la precipitación de los fragmentos de DNA- STAT, se utilizaron los anticuerpos 

monoclonales Rabbit anti-mouse pSTAT 1 Tyr 701, y Rabbit anti-mouse pSTAT 3 Tyr 

705 (Cell signalling) a una dilución de 1:100, y para las IgGs inespecíficas se usaron 

5µg de Rabbit IgGs (vector Laboratorios).  

 

Las muestras fueron incubadas con los anticuerpos durante 6 horas a 4° C en el agitador 

orbital, pasado este tiempo se adicionaron 20 µl de Magna ChipTM protein A (Millipore) 

y se incubaron durante la noche a 4° C en agitación orbital. 

 

Después de la incubación, las muestras se colocaron nuevamente en el PureProteome™ 

Magnetic Stand Rack durante 1 minuto y el sobrenadante fue descartado. 

 

El precipitado de cromatina fue resuspendido y precipitado tres veces. La primera con 1 

ml de TSE I (NaCl 150mM, SDS 0.1%,  Triton X-100 1%, EDTA 2mM, Tris-HCL 

20mM pH 8.1), la segunda con 1 ml de TSE II (NaCl 500mM, SDS 0.1%,  Triton X-
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100 1%, EDTA 2mM, Tris-HCL 20mM pH 8.1) y la tercera con 1 ml de Buffer III 

(LiCl 0.25M, NP-40 1%, EDTA 1mM, Deoxicolato 1% Tris-HCl 10mM pH 8.1)  

 

Posteriormente el precipitado se resuspendió en 100µl del buffer de dilución (NaHCO3 

0.1M, 1% SDS) y se incubó durante 20 minutos a temperatura ambiente en agitación 

orbital seguido de la precipitación en el  PureProteome™ Magnetic Stand Rack. Cada 

muestra fue diluida, incubada, precipitada dos veces más en el Buffer de dilución y 

finalmente resuspendida en 100µl del mismo Buffer.  

 

4.8.2.5 Cross-linking reversation. 

 

Las muestras al igual que el imput fueron incubadas a 65°C a 350 rpm durante la noche. 

Pasada la incubación, el Magna ChipTM protein A fue precipitado en el  

PureProteome™ Magnetic Stand Rack y el sobrenadante fue trasvasado a otro 

eppendorf.  

 

4.8.2.6 Extracción y purificación de DNA 

 

El ADN precipitado, fue purificado usando  QIAamp® DNA Blood Mini kit (QIAGEN).  

A cada una de las muestras se le adiciono 100µl de PBS, 20µl de QIAGEN proteasa y 

200µl del buffer, se homogenizo la muestra por agitación en vortex y se incubó a 56ºC 

durante 10 minutos.  

 

Post incubación se adicionaron 200µl de de etanol al 96%. La muestra se homogenizó 

en vortex, se trasvaso en una columna QIAamp Mini spin y se centrifugó a 8000 rpm 

durante 1 minuto. El tubo que contenía la solución filtrada se descartó y la columna 

QIAamp Mini spin se pasó a otro tubo, sobre la columna se colocaron 500µl del buffer 

AW1 y se centrifugó nuevamente a 8000 rpm durante 1 minuto.  

 

A la columna se le adicionaron 500µl del buffer AW2 y se centrifugo a 13200 rpm 

durante 3 minutos. El tubo que contenía la solución filtrada se descarto y la columna 

QIAamp Mini spin se pasó a un tubo eppendorf de 1,5 ml. En la columna se adicionaron 

60µl de agua destilada y se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente, 
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posterirmente se centrifugó a 8000 rpm durante 1 minuto, la columna se descarto y el 

eluido que contiene el DNA fue conservado a -80°C hasta la realización de la q-PCR 

 

4.8.2.7 Primers y Real Time PCR para DNA 

 

4.8.2.8.1 Diseño de primers 

 

Para identificar las secuencias GAS, el total de la secuencia nucleotídica de los genes de 

interés fueron procesadas por el programa PROMO (Universidad politécnica de 

Cataluña) y/o por el programa FASTAC®.  En los dos programas se excluyeron 

elementos GAS que tuvieran probabilidad de unión inferior al 85%.   

 

Los primers fueron diseñados mediante el uso del programa informático Primer3Plus a 

partir de la secuencia nucleotídica que circunda las cajas GAS identificadas en el 

promotor del gen. 

Basados en esa especificidad, se diseñaron entre uno y tres primer por cada gen. Tabla 

4.9 

 
Posición

Aryl hydrocarbon receptor AhR 1 Forward tcaatttcccagcgattctc
Reverse gctgatgggaggaaaaagaa

AhR 2 Forward ccctccaatttctcatgctc
Reverse caaaaatgccctgcaaagtt

Diacylglycerol kinase alpha DAGK 1 Forward aagggacaggaaggactcgt
Reverse tgctgccaacagagctagtg

DAGK 2 Forward ccttgtcggggagagttaga
Reverse ccttctctttggccatcctt

Lymphocyte-specific protein tyrosine kinaseLCK 1 Forward caagagatgcctttggctgt
Reverse atggagcactcctcctaccc

LCK 2 Forward acagggttgcttgttcttgg
Reverse aggtctctgcctctgtggtc

LCK 3 Forward agcttggtgaaccggtaatg
Reverse cttggtgggttgcttcatct

MHC class II transactivator type IV pIVCIITA Forward ggctcaaatctgtcgtcctc
Reverse agtatctgtggcgcttttcc

Gen Primer

Tabla 4.9: Lista de sondas diseñadas para evaluar la unión de los STATs fosforilados al promotor de los genes que se indican  

 

Los primer adquiridos a Fisher Scientific fueron hidratados con un volumen necesario 

de agua para lograr una concentración 100µM. 

 

 

 

 

 



 73 

4.8.2.8.2 Real Time PCR para DNA  

 

Para la realización de la Real Time PCR se utilizó la Power SYBR® Green PCR Master 

Mix (Life Techonologies) y para cada reacción se utilizó un volumen total de 12µl de la 

mezcla como se indica en la tabla 4.10 

 

Componentes para la reació qPCR
Power SYBR® Green PCR Master Mix (2X) 6
Primer Forward 1,5
Primer Reverse 1,5
Muestra 1,5
Agua 1,5
Tabla 4.10: componentes y volumenes utilizados para la reacción de qPCR

Volumen por 12-µL reacción (µL)

 

 

La reacción se llevo a cabo en un equipo Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time 

PCR System. Las condiciones para el desarrollo de la qPCR se describen en la tabla 

4.11 

 

Denature Annel/Extend
Temperatura °C 25 37 85

Tiempo 10 120 5

Volumen
Tabla 4.11: Parametros utilizados para desarrollar la qPCR

12µl

HOLD 
40 Ciclos

 

 

Los datos obtenidos fueron analizados por el programa SDS 2.4 Applied Biosystems 

En el análisis de la expresión génica se excluyeron todas las muestras cuya desviación 

estandar superara los 0.5puntos  y que presentaran una Cycle treshold superior a 34. 

 

4.9 Análisis estadístico. 

 

Los datos obtenidos fueron procesados y analizados por el programa Graphpad 5.0 

y evaluados usando la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney 
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5. Resultados 
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5.1 Evaluación de la respuesta a SEB in vivo. 

5.1.1 Análisis de supervivencia de los ratones tratados con SEB. 

 

Para evaluar la capacidad que el SAg SEB tiene de provocar shock tóxico y muerte o 

tolerancias, se instauró el tratamiento de shock tóxico (SK) en seis ratones 

administrándoles vía IP una única dosis de SEB (25µg/100µl) en combinación con D-

galactosamina  (25mg/100µl). Otros seis ratones fueron tolerizados (Tol) recibiendo vía 

IP 3 dosis de SEB (3µg/100µl), una cada 72 horas y pasadas 72 horas de la última de 

estas dosis, recibieron SEB (25µg/100µl) en combinación con D-galactosamina  

(25mg/100µl).  

 

Para descartar el efecto que pudiera tener el diluyente, en cada tratamiento se utilizaron 

ratones control que recibieron suero fisiológico.  Una vez finalizados los tratamientos 

los ratones fueron supervisados durante las siguientes 96 horas.  

 

Como se puede observar en la figura 5.1, la administración de 25µg de SEB  en 

combinación con 25mg D-galactosamina  indujo el shock tóxico y causo la muerte al 

cincuenta por ciento de los ratones dentro de las primeras 18 horas, llegando al cien por 

cien de mortalidad a las 24 horas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1: Análisis de supervivencias. Ratones a los que se les induce shock tóxico 
mueren en su totalidad entre las 18 y 24 post inducción. Sin embargo, los ratones 
tolerizados sobreviven a la muerte. Los resultados mostrados son el resultado de por lo 
menos dos experimentos independientes en el que se usaron como mínimo 3 ratones 
por grupo. Ctl: Control, SK: Shock tóxico, Tol: Tolerogénico. 
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Figura 5.1: Análisis de supervivencias. Ratones a los que se les induce shock tóxico 
mueren en su totalidad entre las 18 y 24 post inducción. Sin embargo, los ratones 
tolerizados sobreviven a la muerte. Los resultados mostrados son el resultado de por lo 
menos dos experimentos independientes en el que se usaron como mínimo 3 ratones 
por grupo. Ctl: Control, SK: Shock tóxico, Tol: Tolerogénico. 
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Por el contrario, los ratones que recibieron las tres dosis de 3µg de SEB, no murieron al 

inducir en ellos el shock tóxico con 25µg de SEB  en combinación con 25mg D-

galactosamina, aunque el cine por cien de estos ratones presentaron diarreas, 

piloerección y disminuyeron su actividad durante las primeras 12 post tratamiento. 

Hacia las 24 horas estos signos desaparecieron. 

 

5.1.2  Producción de citocinas en respuesta a SEB  

 

Los ratones en los que se indujo el shock tóxico (SK) con SEB (25µg/100µl) en 

combinación con D-Galactosamina  (25mg/100µl), ratones T1 que recibieron una única 

dosis de SEB (3µg/100µl), ratones T2 que recibieron 2 dosis de SEB (3µg/100µl), los 

ratones T3 que recibieron 3 dosis de SEB (3µg/100µl), ratones tolerizados (Tol) que 

recibieron 3 dosis de SEB (3µg/100µl) y un última de SEB (25µg/100µl) en 

combinación con D-galactosamina  (25mg/100µl), ratones control (Ctl) y ratones 

inyectados con D-galactosamina (Gal), fueron sacrificados dos horas post-tratamiento y 

los niveles de IL-6, TNFα, IFNy, IL-2, IL-4 e IL-10 fueron determinados en el suero  

mediante la técnica de ELISA.   

 

Como se puede observar en la figura 5.2 (a-d), los niveles de las citocinas inflamatorias 

fueron muy elevadas en los ratones SK en comparación con los ratones Tol (IL-6 

927,6±111,8 vs 128,02±5,018 p=0,0003; TNFα 2122±131,7 vs 822,5±61,64 p=0,0001; 

IFNγ 3601±302,4 vs 938,4±80,16 p=0,0001, e IL-2 1208±117,9 vs 56,33±9,016 

p=0,0003). 

 

Contrario a lo observado en los ratones SK, los niveles de la citocina antiinflamatoria 

IL-10 fueron fuertemente elevados en los ratones Tol en comparación con los ratones 

SK (5282±726,9 vs 484,3±43,67 P=0,0002). (Figura 5.2 f) 

 

La IL-4 presento niveles levemente más bajos en el suero de los ratones Tol con 

respecto a los ratones SK, sin diferencia estadística significativa (271,6±51,95 vs 

314,7±39,55), Figura 5.2 e   
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De otro lado, en comparación con los ratones SK, los niveles de IL-6, TNFα, IFNγ, IL-2 

e IL-10 fueron significativamente menores en los T1 (IL-6 927,6±111,8 vs 303,5±21,37 

p=0,0003; TNFα 2122±131,7 vs 200,4±20,39 p=0,0001; IFNγ 3601±302,4 vs 

938,4±80,16 p=0,0001), e IL-2 1208±117,9 vs 416,4±58,32 P=0,0003, IL-10 

484,3±43,67 vs 267,9±26,8). (Figura 5.2a-d y f) 
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Figura 5.2. Expresión de los niveles de citocinas en sueros de ratones tratados con SEB.
Expresión de los niveles séricos de citocinas a) IL-6. b) TNFα. c) IFNγ. d) IL-2. e) IL-4.
f) IL-10. 

 

 

Por su parte, los niveles de IL-6, TNFα, IFNγ, IL-2 e IL-4 disminuyeron 

progresivamente durante el proceso de tolerización (T1, T2 y T3) figura 5.2a-e, sin 
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embargo, los niveles de IL-10 tuvieron un comportamiento totalmente opuesto, 

aumentaron progresivamente. (Figura 5.2f)  

 

Los  niveles de IL-6, TNFα, IFNγ, IL-2, IL-4, e IL-10, en los ratones Ctl y los  ratones 

Gal, no fueron detectados o estuvieron por debajo del límite de detección del kit.  

  

5.1.3 Análisis de la activación de los factores de transcripción STAT1 y STAT3  

 

Una vez fue evaluado el perfil de citocinas en cada tratamiento, tras la estimulación con 

SEB se analizó la integración de la respuesta a nivel intracelular, determinado por el 

nivel de fosforilación que ocurre en los factores de transcripción STAT1 y STAT3 

como respuesta a la unión de las citocinas, tales como  IFNγ, IL-6 e IL-10 a su receptor.  

 

5.1.3.1 STAT1 y STAT3 en citoplasma 

 

Los niveles basales de expresión de las isoformas α y β de STAT1 y STAT3 fosforilado 

(pSTAT1 y pSTAT3), fueron casi indetectables en los esplenocitos de ratones Ctl,  sin 

embargo, tras la estimulación con SEB se pudo observar un aumento marcado en la 

expresión de las isoforma α y β de pSTAT1 y pSTAT3 en los esplenocitos de los 

ratones SK y T1, aunque el aumento en la expresión de las isoformas α y β de pSTAT3 

fue más elevado en los ratones SK en comparación con los observados en T1 (Figura 

5.3a y b)  

 

También se  pudo observar que la expresión de las isoformas α y β de pSTAT1 y 

pSTAT3 se fue reduciendo tras cada exposición a SEB durante la tolerización, llegando 

a ser indetectables las isoformas de pSTAT1 y muy bajas las de pSTAT3 en los ratones 

T3. Sin embargo, tras la inducción del shock tóxico, en los ratones Tol la expresión de 

las isoforma α y β tanto de pSTAT1 como de pSTAT3 aumentaron marcadamente en 

comparación con la observada en T3, pero sin ser tan elevados como en SK o T1. 

(Figura 5.3a)  

  

Tras la inducción del shock tóxico, la expresión de la isoforma α de STAT1 aumento 

levemente en los esplenocitos de ratones SK y Tol, mientras que la expresión de la 

isoforma β aumento moderadamente solo en los ratones Tol. (Figura 5.3c) 
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Por su parte, los niveles de expresión de la isoforma α y β de STAT3 totales no 

presentaron mayores  modificaciones entre los diferentes tratamientos, salvo en los 

ratones Tol cuyos niveles de expresión aumentaron casi dos veces en comparación con 

los otros tratamientos. (Figura 5.3d)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.3.2 STAT1 y STAT3 en núcleo 

 

Al igual que en el citoplasma, en el núcleo la expresión de las isoformas α y β de 

pSTAT1 y pSTAT3 fueron casi indetectables en los esplenocitos de ratones Ctl,  y tras 

la estimulación con SEB se observó un aumento marcado en la expresión de las 

isoforma α y β de pSTAT1 y pSTAT3 en los esplenocitos de los ratones SK y T1. El 

aumento en la expresión de las isoformas α y β de pSTAT3 fue más elevado en los 

ratones SK en comparación con los observados en T1. (Figura 5.4a y b)  

 

Al igual que en citoplasma, el nivel de expresión de las isoformas α y β de pSTAT1 y 

pSTAT3 se fue reduciendo tras cada exposición a SEB durante la tolerización, llegando 

p STAT1 Citoplasma

Ctl SK    T1    T2     T3    Tol

0.04    1.03    1.07   0.14    0.01   0.35
0.03    0.60    0.63   0.04    0.01   0.19

p STAT3 Citoplasma

Ctl SK    T1    T2     T3     Tol

0.20   3.98    2.77    1.04    0.10   1.96
0.10   2.15    1.69    0.66    0.14   1.95

Isoforma β
Isoforma α

β-Actina

Tratamiento

*
**

Ctl SK    T1     T2     T3   Tol Ctl SK    T1     T2      T3    Tol

Isoforma β
Isoforma α

β-Actina

Tratamiento

STAT1 Citoplasma STAT3 Citoplasma

*
**

0.94     1.42    1.05   1.01     0.97    1.65 
0.20     0.36    0.39   0.44     0.21    0.72

0.83    0.97    1.07   1.34     0.91   2.05
0.79    0.87    1.01   1.16     0.82   1.97

a) b)

c) d)

Figura 5.3 Determinación de los niveles de los factores de transcripción STAT1 y STAT3, así como su nivel de 
fosforilación en el citoplasma, como respuesta  a la unión de las citocinas a su receptor tras la estimulación con SEB. a) 
niveles de fosforilación STAT1, b) niveles de fosforilación de STAT3, c) STAT1 totales   y d) STAT3 totales.
*Ratio isoformaα vsβ-actina. ** Ratio isoformaβ vsβ-actina
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a ser indetectables las isoformas de pSTAT1 y muy bajas las de pSTAT3 en los ratones 

T3. (Figura 5.4a y b)  

Tras la inducción del shock tóxico, en los ratones Tol la expresión de las isoforma α y β 

de pSTAT1 aumentaron marcadamente en comparación con los observados en T3 sin 

llegar a ser tan elevados como en SK o T1. Mientras que la expresión de  la isoforma β 

de pSTAT3 fue casi 3 veces mayor que su isoforma α  y 2 veces mayor que la isoforma 

β observada en los ratones SK. (Figura 5.4a)  

 

En cuanto a los STAT totales, la expresión de las isoformas α y β de STAT1y STA3 

fueron decreciendo en forma paralela a los pSTAT tras cada exposición a SEB, y a 

diferencia de lo ocurrido en el citoplasma, se observo un ligero aumento en la expresión 

de las isoformas α y β de STAT1 totales en los ratones T3. (Figura 5.4c)   

 

En los ratones Tol, tras la inducción del shock tóxico, los niveles de expresión de la 

isoforma α y β de STAT1 aumentaron considerablemente llegando a ser similares a los 

observados en SK.  Al igual que en el citoplasma, los niveles de expresión de  la 

isoforma β de STAT3 total fue sensiblemente mayor que su isoforma α  y 5 veces 

mayor que la isoforma β observadas en SK. (Figura 5.4c)      
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5.1.4 Evaluación de los efectos de la utilización de los inhibidores AG490,  de 

iSTAT3 y anti IL-6 en ratones tratados con SEB  

 

5.1.4.1 Evaluación de la supervivencia 

 

Tal como se observó, IL-6 e IFNγ fueron dos de las citocinas que aumentaron 

drásticamente en los ratones SK. Mientras que IL-10 fue las citocina que más aumentó 

en los ratones Tol.  

 

Esto nos llevó a evaluar la implicación de estas citocinas en el desarrollo del shock 

tóxico o en la tolerancia que ocurre en los ratones tratados con SEB. Para ello los 

ratones fueron tratados con AG490 o STAT3 inhibitor VIII,5,15,DPP (iSTAT3) o anti 

IL-6, previo a la inducción del shock tóxico o durante el proceso de tolerización. 

 

Una vez finalizados los tratamientos los ratones fueron supervisados durante las 

siguientes 96 horas.  
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Figura 5.5: Análisis de supervivencias de los ratones en los que se utilizaron los inhibidores 
AG490, STAT3 inhibidor VIII 5,15,DPP y el anticuerpo anti IL-6. La utilización del AG490 y  
el anticuerpo anti IL-6, revierte en su totalidad la mortalidad en los ratones a los que se les 
indujo el shock tóxico en comparación con aquellos en los que no se utilizó. Cuando se les 
suministra el STAT3 inhibidor VIII 5,15,DPP a los ratones durante el proceso de tolerización, 
el 20% de estos mueren en las primeras 24 horas tras la inducción del shock tóxico. Los 
resultados mostrados son el resultado de por lo menos dos experimentos independientes en el 
que se usaron como mínimo 3 ratones por grupo, excluyendo el grupo de Anti IL-6 en el que 
solo se realizo un experimento con 3 animales.. 
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Como se puede observar en la figura 5.5,  todos los ratones SK muerieron en las 

primeras 24 horas posteriores a la inducción del shock tóxico. Sin embargo, la 

administración de AG490 (ratones ASK) o anti IL-6 (ratones AIL6SK), evitó en su 

totalidad la muerte de los ratones en los que se indujo shock tóxico, mientras que la 

administración de iSTAT3, ratones SSK redujo la mortalidad en un ochenta por ciento 

de los  ratones en los que se indujo el shock tóxico.   

 

Contrario a lo que se esperaba, ni la administración de AG490 ni la administración de 

iSTAT3 durante el proceso de tolerización modificó la supervivencia de los ratones.  

 

5.1.4.2 Producción de citocinas en respuesta a la utilización de los inhibidores 

AG490,  iSTAT3 y anti IL-6 en ratones tratados con SEB 

 

Para determinar el efecto que tienen los inhibidores AG490, iSTAT3 y el uso de anti IL-

6 sobre la producción de citocinas, los ratones  fueron tratados con AG490 o iSTAT3 o 

anti IL-6 previo a la inducción del shock tóxico o durante el proceso de tolerización. 

Dos horas tras la inducción del shock tóxico con SEB (25µg/100µl) en combinación con 

D-Galactosamina  (25mg/100µl), los ratones fueron sacrificados y los nivel de IL-6, 

TNFα, IFNγ, IL-2, IL-4, e IL-10 fueron determinados.  

 

En comparación con los ratones Tol no tratados, el uso de AG490 en los ratones Tol 

provoco un aumento significativo tanto en los niveles de IL-6 (128,2±5,019 vs 

192±9,308 p=0,0001) como de IL-2 ((56,33±9,016 vs 97,82±17,01 p=0,046), mientras 

que provocó una disminución no significativa en los niveles de IL-10. (Figura 5.6a, d y 

f) 

 

El usos de iSTAT3 en ratones Tol, provocó una disminución en los niveles séricos de  

TNFα  (822,5±61,64 vs 634,5±30,61 p=0,0049) y de IL-10 (5282±726,9 vs 3602±342,2 

p= 0,069), figura 5.6b y f. Mientras que provocó un aumento en los niveles de IL-2 

(56,33±9,016 vs 97,82±17,01 p=0,049), en comparación con los ratones Tol. (Figura 

5.6d).  

 

Cuando los ratones SK fueron pretratados con AG490, los niveles séricos de TNFα, 

IFNγ e IL-2 descendieron significativamente (2172±95,59 vs 1807±126,7 p=0,0436), 
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(3601±302,4 vs 1570±177,2 p=0,0002), y (1208±117,9 vs 231,3±30,36 p=0,0001) 

respectivamente, en comparación con los ratones SK no tratados. (Figura 5.6b, c y d) 

 

De otro lado, el uso de iSTAT3 en ratones SK, provocó una caída en los niveles séricos 

de  IL-6 (927,6±111,8 vs 452,1±51,60  p=0,005), TNFα, (2172±95,59 vs 1594±116,7 

p=0,005),  IFNγ (3601±302,4 vs 2299±135,1. p=0,0028) e IL-2 (1208±117,9 vs 

759,6±41,51 p=0,0049) en comparación con los ratones SK no tratados. (Figura 5.6a-d) 
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Figura 5.6. Expresión de los niveles de citocinas en sueros de ratones tratados con SEB en  los
los  que se utilizaron de los inhibidores AG490, anti IL-6 y STAT3 inhibitor VIII 5, 15, DPP .
a) IL-6. b) TNFα. c) IFNγ. d) IL-2. e) IL-4.  f) IL-10. 
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Figura 5.6. Expresión de los niveles de citocinas en sueros de ratones tratados con SEB en  los
los  que se utilizaron de los inhibidores AG490, anti IL-6 y STAT3 inhibitor VIII 5, 15, DPP .
a) IL-6. b) TNFα. c) IFNγ. d) IL-2. e) IL-4.  f) IL-10. 
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El uso de anti-IL-6 en los ratones SK resultó en una perdida drástica en los niveles 

séricos de IL-6 (927,6±111,8 vs 66,12±19,45 p=0,0012) en comparación con los 

observados en el SK,  (Figura 5.6a) y provocó el aumento significativo de IL-4 

(348,1±46,92 vs 567,3±40,42. p=0,019) e IL-10 (414,6±37,95 vs 2330±252,9. p= 

0,0003).  (Figura 5.6e y f)  

 

5.1.5 Análisis de la activación de los factores de transcripción STAT1 y STAT3 en 

esplenocitos de ratones tratados con SEB que fueron pretratados con AG490, 

iSTAT3 o anti IL-6. 

 

5.1.5.1 STAT1 y STAT3 en citoplasma 

 

El introducir AG490 en los ratones previamente a la inducción del shock tóxico, 

provocó una disminución en la intensidad de fosforilación de las isoformas α y β de 

STAT1. De manera similar ocurrió cuando se introdujo el  iSTAT3, la fosforilación de 

las isoformas α y β disminuyó aunque con menor intensidad. (Figura 5.7a) 
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La introducción de AG490 o iSTAT3 en los ratones Tol, también causó una disminución 

en la expresión de las isoformas α y β de pSTAT1. 

 

Por un lado AG490 disminuyó a niveles casi indetectables la expresión de las isoformas 

α y β de pSTAT1, mientras que iSTAT3 disminuyó casi en la mitad la expresión de las 

isoformas α y β de pSTAT1. (Figura 5.7a) 

 

De otro lado, la expresión de las isoformas α y β de STAT3 disminuyó mucho más 

cuando se introdujo AG490 que cuando se introdujo iSTAT3 en los ratones SK. (Figura 

5.7b) 

 

En el caso de los ratones Tol, la expresión de las isoformas α y β de pSTAT3 disminuyó 

mucho más cuando se introdujo AG490 que cuando se introdujo  iSTAT3. (Figura 5.7b) 

 

5.1.5.2 STAT1 y STAT3 en núcleo 

 

En comparación con iSTAT3, el introducir AG490 provoco una mayor disminución en 

la expresión de las isoformas α y β de pSTAT1 tanto en los ratones Tol como en los 

ratones SK. (Figura 5.8a) 
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Contrario a lo ocurrido en el citoplasma, en los ratones SK la expresión de las isoformas 

α y β de pSTAT3 aumentó  cuando se introdujo tanto AG490, sin embargo cuando se 

introdujo iSTAT3 la expresión de la isoforma α aumentó, mientras que la isoforma β 

disminuyó. (Figura 5.8b) 

 

Para el caso de los ratones Tol, el uso de AG490 provoco  aumento en la expresión  de 

las isoformas α y β de pSTAT3. Sin embargo, el uso de iSTAT3, provoco un aumento 

en la expresión de la isoformas α, mientras que provoco una disminución marcada en la 

expresión de la isoformas β. (Figura 5.8b) 

 

5.1.5.3 Anti-IL-6 modifica la activación de STAT3 en el shock tóxico. 

 

Tanto IL-6 como IL-10 tienen la capacidad de activar STAT3,  y tras observar un 

aumento en los niveles séricos de IL-10  en los ratones SK que previamente fueron 

tratados con anti IL-6, quisimos evaluar  el comportamiento de STAT3 en los 

esplenocitos de estos ratones.  

 

Tal como se observa en la figura 5.9, la utilización de anti-IL-6 en los ratones SK 

disminuyó la expresión de las isoformas α y β de pSTAT3, así IL-6 podría ser la 

principal responsable de la activación de STAT3 en los ratones SK 
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5.1.6 Análisis de la supervivencia de los ratones en los que se realizo transferencia 

adoptiva. 

 

Para determinar si la población de linfocitos T CD4 presente en el bazo de los ratones 

Tol era la responsable de evitar su muerte, ratones no tratados recibieron vía 

intraperitoneal esplenocitos totales o linfocitos T CD4 purificados de ratones control o 

de ratones tolerizados. Pasadas 24 horas de la transferencia, se indujo shock tóxico en 

los ratones. Durante las 96 horas post inducción del shock tóxico, los ratones fueron 

supervisados.  

 

Como se puede observar en la figura 5.10, el cien por cien de los ratones que recibieron 

esplenocitos totales o linfocitos T CD4 de ratones control, murieron en las 24 primeras 

horas tras la inducción del shock tóxico. 

 

Por el contrario, el cien por cien de los ratones que recibieron tanto esplenocitos totales, 

o linfocitos T CD4 purificados de ratones tolerizados,  sobrevivieron al shock tóxico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.10: Análisis de supervivencias de los ratones que recibieron esplenocitos totales o 
células T CD4 purificadas de ratones control o de ratones que fueron tolerizados. Los 
resultados mostrados son el resultado de experimentos en el que se usaron como mínimo 3 
ratones por grupo. 

Esplenocitos de ratones tolerizados
CD4 de ratones tolerizados

Esplenocitos de ratones control

CD4 de ratones control

0 24 48 72 96
Horas post-tratamiento

0

20

40

60

80

%
 d

e
 s

up
e

rv
ic

e
nc

ia

90
100

Figura 5.10: Análisis de supervivencias de los ratones que recibieron esplenocitos totales o 
células T CD4 purificadas de ratones control o de ratones que fueron tolerizados. Los 
resultados mostrados son el resultado de experimentos en el que se usaron como mínimo 3 
ratones por grupo. 
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5.1.6.1 Citocinas en respuesta a la transferencia adoptiva de células T CD4 

purificadas o esplenocitos totales. 

 

Como se observa en la figura 5.11, los ratones que recibieron la transferencias de 5x107 

esplenocitos, como los que recibieron 2x107 de células T CD4 purificadas de ratones 

Tol, presentaron niveles  bajos de citocinas tipo Th1 e IL-6, y muy elevados de IL-10. 

 

Por el contrario, en los ratones que recibieron la transferencia de 5x107 esplenocitos o 

como los que recibieron 2x107 de células T CD4 purificadas de ratones control, los 

niveles de IL-6, IFNγ e IL-2  fueron elevados, mientras que los nivles de IL- fueron 

bajos. (Figura 5.11) (Datos consignados en la tabla 5.1) 
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Figura 5,11. Niveles de citocinas en suero de ratones a los que se les transfirieron esplenocitos totales o  linfocitos  T
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una n de 2.
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Ctl Tol P valor Ctl Tol Pvalor
IL-6 959,5±58,5 259±58 0,013 1057±55 391,5±90 0,02
INFγ 3632±584 833,5±216,5 0,046 3647±274,5 994±77 0,01
IL-2 1033±94 141±37 0,012 1106±129 89±1 0,015
IL-10 517,5±54,5 1741±237 0,037 387,5±184 2483±489 ns

Tabla 5.1:  Concentración sérica de IL-6, INFγ, IL-2 e IL-10 en ratones control que recibieron esplenocitos totales o linfocitos T CD4  

purificados de ratones tolerizados o de ratones control. Concentracion dada en pg/ml

Linfocitos TCD4 Esplenocitos

 

 

5.1.7 Análisis de la expresión y modulación de  TCRVβ8, de los receptores de 

citocinas y de CTLA4 por citometría de flujo.  

 

Para el análisis por citometría de flujo, los ratones fueron tratados o no con AG490 o 

iSTAT3 previo a la inducción del shock tóxico y durante el proceso de tolerización y 6 

horas post inducción del shock tóxico, los ratones fueron sacrificados.  

 

Para el análisis de la expresión de TCRs los animales no fueron pretratados con los 

inhibidores. 

 

5.1.7.1 Análisis de la expresión de TCRVβ8  

 

Aunque los superantigenos presentan afinidad  por la isoforma  β del receptor del 

linfocito T, existe una especificidad en la interacción de los SAg con los TCRs que 

puede modular la expresión de este receptor. 

 

En nuestro caso concretamente, SEB que presenta altísima afinidad por los TCRVβ 8, 

puede provocar una reducción en la expresión de este TCR y por tanto quisimos evaluar 

el comportamiento de los TCRVβ 8.1-2 y TCRVβ 8.3 de manera independiente. 

 

Tal como se puede observar en la figura 5.12a y b, tanto en ratones en los que se indujo 

el shock tóxico SK, como los que fueron tolerizados, la inoculación de SEB provocó 

una pérdida en el porcentaje de expresión tanto de TCRVβ 8.1-2 como de TCRVβ 8.3 

en comparación con los ratones control.  

 

En los linfocitos de ratones SK, la expresión TCRVβ8.1-2 decreció 8,48% mientras que 

la expresión de TCRVβ8.3 fue de 32,3%. (Figura 5.13a y b)  
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En el caso de los ratones en los que se estableció el proceso de tolerización, se observo 

una perdida progresiva en la expresión de TCRVβ 8.1-2 y TCRVβ 8.3 (Figuras 5.12b) 

 

 la primo inoculación de 3µg de SEB (T1), causo una leve pérdida en la expresión de los  

TCRVβ 8.1-2, a la vez que una moderada disminución en la expresión de los TCRVβ 

8.3 (2,54% y 12,21% respectivamente) (Figura 5.13a y b).  

A diferencia de lo ocurrido en T1, tras la segunda inoculación de 3µg de SEB (T2), la 

pérdida de la expresión de los TCR es más drástica en los TCRVβ 8.1-2 que en los 

TCRVβ 8.3. (Figura 5.13a y b) 
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En los ratones T2  la expresión de TCRVβ 8.1-2 decreció un 59,86% y la de TCRVβ 8.3 

un 46,83%. En los ratones T3 la expresión de TCRVβ 8.1-2  y TCRVβ 8.3 decrecio 

40,1% y 27,01% respectivamente. (Figura 5.13a y b) 

 

Cuando se indujo el shock tóxico en los ratones tolerizados,  la expresión de TCRVβ 

8.1-2 y TCRVβ 8.3 fue mayor en comparación con T1, T2 y T3. (Figura 5.12b) Sin 

embargo la expresión de TCRVβ 8.1-2 decreció un 32,25% y  la expresión de TCRVβ 

8.3 un 14,44% en relación al control. (Figura 5.13a y b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.7.2 Análisis de la expresión del  receptor α de IL-2 (IL-2Rα).  

 

La inducción del shock tóxico provocó un aumento en la expresión de IL-2Rα en los 

linfocitos CD4+TCRVβ8+ de los ratones SK en comparación con los ratones Tol 

(34,6±2,194% p=0,0001). (Figura 5.13a)  Sin embargo, aunque no eran el objeto 

principal de nuestro estudio, también se observo un aumento en la expresión de IL-2Rα  

en los linfocitos TCD4+ TCRVβ8-  de los ratones SK y TOL. (Figuras5.13b) 

 

Adicionalmente, el pretratamiento con  AG490 o iSTAT3, causó una fuerte disminución 

en la expresión de IL-2Rα  en los linfocitos CD4+TCRVβ8+ tanto de los ratones SK 

como en los Tol. (Figura 5.13b)  

 

Figura 5.13. Análisis del decremento en la expresión de los  TCRVβ 8.1-2 y TCRVβ 8.3 en ratones tratados con SEB,
a)Decremento de TCRVβ 8.1-2 en ratones en los que se indujo el  shock (SK), en ratones  durante la tolerización (T1,
T2 y T3) y ratones tolerizados (Tol).  b) Decremento de  TCRVβ 8.3  en ratones en los que  se indujo el shock tóxico, 
en ratones durante la tolerización y tolerizados.* Diferencia significativa respecto al control.
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Figura 5.13. Análisis del decremento en la expresión de los  TCRVβ 8.1-2 y TCRVβ 8.3 en ratones tratados con SEB,
a)Decremento de TCRVβ 8.1-2 en ratones en los que se indujo el  shock (SK), en ratones  durante la tolerización (T1,
T2 y T3) y ratones tolerizados (Tol).  b) Decremento de  TCRVβ 8.3  en ratones en los que  se indujo el shock tóxico, 
en ratones durante la tolerización y tolerizados.* Diferencia significativa respecto al control.
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1.7.3 Análisis de la expresión del  receptor de IL-10 (IL-10R).  

 

Tras la inducción de shock tóxico, se observó un aumento en la expresión de IL10R en 

los linfocitos T CD4+ tanto de ratones Tol como en los SK en comparación con el 

control. (Figura 5.15a y c)  

 

Este aumento en la expresión de  IL-10R fue significativamente mayor en los linfocitos 

T CD4+ de los ratones Tol en comparación con los SK. (23,9±5,6% Vs 7,4±2,6%  

p=0,0096). (Figura 5.14b y a). 

 

De otro lado, el pretratamiento con  AG490 o con iSTAT3, causó una disminución en la 

expresión de IL-10R en los linfocitos T CD4+ de los ratones SK, no obstante uno hubo 

diferencia significativa entre los (Figura 5.14b y c).  
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Figura 5.14. Análisis de  la  expresión del  receptor de  interleucina 2 (IL-2R α)  en esplenocitos de ratones en los que se indujo shock
tóxico (SK) o que fueron tolerizados (Tol), y en  esplenocitos  de ratones que fueron  tratados con AG490 o iSTAT3previamente  a  la  
inducción  del  shock  tóxico o a  la tolerización. Las imágenes presentadas son a partir de células  T CD4+. a) Expresión de IL-2Rα en
ratones control (CTL ). b) Dot plotsde la expresión de IL-10R 
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Figura 5.14. Análisis de  la  expresión del  receptor de  interleucina 2 (IL-2R α)  en esplenocitos de ratones en los que se indujo shock
tóxico (SK) o que fueron tolerizados (Tol), y en  esplenocitos  de ratones que fueron  tratados con AG490 o iSTAT3previamente  a  la  
inducción  del  shock  tóxico o a  la tolerización. Las imágenes presentadas son a partir de células  T CD4+. a) Expresión de IL-2Rα en
ratones control (CTL ). b) Dot plotsde la expresión de IL-10R 
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La utilización de AG490 o iSTAT3 durante el proceso de tolerización provocó una 

caida en la expresión de IL-10R en los linfocitos TCD4+ de los ratones Tol. AG490 

disminuyo en un 41,2± 3.12% (p=0.0043) la expresión de IL-10R, mientras que 

iSTAT3 la disminuyo en un 48,03±,67. (Figura 5.15b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.7.4 Análisis de la expresión del  receptor β de IFN gama (IFNγRβ) 

 

Aunque SEB provoco un aumento en la expresión de IFNγRβ tanto en los ratones SK 

como en los ratones Tol en comparación con los Ctl, (Figura 5.16a y c) sin embargo, 

fueron los ratones SK los que presentaron un mayor porcentaje en la  expresión de 

IFNγRβ en comparación con los ratones Tol (35,83±2,94 vs 17,37±2,38 P=0,003). 

(Figura 5.16a)  

 

Como se observa en la figura 5.16b, el pretratar con AG490 los ratones SK, provocó 

una disminución del 66,67±7,28% (p=0,007) en la expresión de IFNγRβ, mientras que 

Figura 5.15. Análisis de  la  expresión del  receptor de interleucina 10 (IL-10R )  en esplenocitos de ratones en los que se indujo shock
tóxico (SK) o que fueron tolerizados (Tol), y en  esplenocitos  de ratones que fueron  tratados con AG490 o iSTAT3previamente  a  la  
inducción  del  shock  tóxico o a  la tolerización. Las imágenes presentadas son a partir  de células  T CD4+. a) Expresión de IL-10R en
ratones control (CTL ). b) Porcentaje de decrecimiento en la expresión de IL-10R en linfocitos TCD4+ de ratones SK y Tol pretratados
con AG490 o iSTAT3. c) Dot plotsde la expresión de IL-10R ** Diferencia estadística respecto a los Tol
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Figura 5.15. Análisis de  la  expresión del  receptor de interleucina 10 (IL-10R )  en esplenocitos de ratones en los que se indujo shock
tóxico (SK) o que fueron tolerizados (Tol), y en  esplenocitos  de ratones que fueron  tratados con AG490 o iSTAT3previamente  a  la  
inducción  del  shock  tóxico o a  la tolerización. Las imágenes presentadas son a partir  de células  T CD4+. a) Expresión de IL-10R en
ratones control (CTL ). b) Porcentaje de decrecimiento en la expresión de IL-10R en linfocitos TCD4+ de ratones SK y Tol pretratados
con AG490 o iSTAT3. c) Dot plotsde la expresión de IL-10R ** Diferencia estadística respecto a los Tol
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pretratarlos con iSTAT3, provocó una disminución del 37,28±4,62% (p=0,02) en la 

expresión de IFNγRβ en sus linfocitos en comparación con los no tratados.  

La misma tendencia fue observada cuando los ratones Tol fueron pretratados con 

AG490 o con  iSTAT3, AG490 llevó a una disminución en la expresión de IFNγRβ 

69,08±8,78% (p=0,0013), mientras que el pretratamiento con iSTAT3  redujo la 

expresión de IFNγRβ en 19,17±5,27% (p=0.005) en comparación con los ratones Tol no 

pretratados. (Figura 5.16b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.7.5 Análisis de la expresión de  CTLA4 

 

Aunque en todos los tratamientos se observaron dos poblaciones positivas para CTLA4,  

para el análisis de nuestros resultados, se tuvo en cuenta la sumatoria de estas dos 

poblaciones.  
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Figura 5.16. Análisis de  la  expresión del  receptor β de interferon gamma  (IFNγRβ)  en esplenocitos de ratones en los que se indujo
Shock tóxico (SK) o que fueron tolerizados (Tol), y en  esplenocitos  de ratones que fueron  tratados con AG490 o iSTAT3previamente 
a  la inducción  del  shock tóxico o a la tolerización. Las imágenes presentadas son a partir de células  T CD4+. a) Expresión de IFNγRβ
en linfocitos T CD4+ ratones control (CTL ). b) Porcentaje de decrecimiento en la expresión de IFNγRβ en linfocitos TCD4+ de ratones
SK y Tol pretratados con AG490 o iSTAT3. c) Dot plotsde la expresión de IFNγRβ. 
* Diferencia estadística respecto a los SK. ** Diferencia estadística respecto a los Tol
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Figura 5.16. Análisis de  la  expresión del  receptor β de interferon gamma  (IFNγRβ)  en esplenocitos de ratones en los que se indujo
Shock tóxico (SK) o que fueron tolerizados (Tol), y en  esplenocitos  de ratones que fueron  tratados con AG490 o iSTAT3previamente 
a  la inducción  del  shock tóxico o a la tolerización. Las imágenes presentadas son a partir de células  T CD4+. a) Expresión de IFNγRβ
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Mientras que los niveles de expresión de CTLA4 en esplenocitos de ratones SK no se 

modificaron respecto al control, (Figura 5.17a y b) los niveles de expresión de CTLA4 

en linfocitos de ratones Tol aumento 20,09±2.17% (p=0,0001) respecto al control. 

(Figura 5.17a y b)  

 

Por su parte el pretratamiento de los ratones SK con  AG490 provocó un aumento no 

significativo de 4,19±0,59% (p=0.05) en la expresión de CTLA4, mientras que  tratarlos 

con iSTAT3 provocó una disminución en el porcentaje de expresión de CTLA4 en 

comparación con los ratones SK tratados con AG490 (4,19±0,59  vs 2,43±0,24). (Figura 

5.17b) 
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De otro lado,  el pretratamiento de los ratones Tol con  AG490 no afecto la expresión de 

CTLA4. (Figura 5.17b) Por el contrario, el pretratamiento de los ratones Tol con 

iSTAT3, provocó la disminución en el porcentaje de expresión de CTLA4 en 

comparación con los no tratados (7,7±0,748 vs 20,09±2,29 P= 0,0055) (Figura 5.17b) 

 

5.2 Evaluación de la respuesta a SEB in vitro. 

 

 

5.2.1 Determinación de la dosis optima de SEB para estimulación in vitro 

 

Para determinar la dosis optima que estimule la producción de citocinas y que a la vez 

cause menor mortalidad en las células estimuladas, se cultivaron esplenocitos totales de 

ratones control con 1, 2, 5 y 10µg de SEB durante 72 horas. Los sobrenadantes fueron 

colectados a las 24, 48 y 72 post-cultivo. Los niveles de IL-10, IFNγ e IL-2 fueron 

determinados a las 48 y 72. La viabilidad celular fue evaluada a las 72 horas de cultivo.  

 

 

Como se observa en la tabla 5.2 y la figura 5.17c, la estimulación de esplenocitos totales 

con 1µg de SEB, presentó los niveles más bajos de citocinas y una mortalidad de 69%.  

 

En el sobrenadante de esplenocitos estimulados con 2µg de SEB se pudieron determinar  

niveles de IL-2, IFNγ e IL-10 en las 48 horas, con un aumento progresivo en las 72 

horas, especialmente de la IL-10. La viabilidad que presentaron los esplenoscitos con 

esta dosis fue la más elevada (92%). (Tabla 5.2 y la figura 5.17c) 

 

Cuando se estimulo con  5µg de SEB,  los niveles de IL-2 e INFγ aumentaron en las 

primeras 48 horas, sin embargo fue a las 72 horas cuando los niveles de IL-10 fueron 

considerablemente elevados, por el contratio, el nivel de  INFγ bajo. La viabilidad 

celular fue de 87%. 

 

Los esplenocitos que fueron estimulados con  10µg de SEB, presentaron  niveles de IL-

2 e INFγ altos en las primeras 48 horas, sin embargo el nivel de IL-2 disminuyo a las 72 

horas. Adicionalmente, la viabilidad celular de los esplenocitos resulto la más baja 

(52%) en comparación con las otras dosis. 
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SEB µg/ml
Horas 48 72 48 72 48 72 48 72
IL-10 63,6±7,25 387,2±33,87 195,73±15,36 1148,84±117,56 389,81±66,36 813,12±109,27 318,12±66,18 482,06±95,21
IL-2 130,66±18,14 381,03±35,22 312,57±28,88 698,18±57,25 510,71±117,82 618,26±98,25 724,21±101,12 633,71±142,15
IFNy 80,70±11,9 246,23±32,25 220,60±17,49 579,03±41,68 358,67±324,15 324,6521,82 411,99±37,18 470,4850,02

10

Tabla 5.2: Concentrac ión de citocinas en sobrenadante de cultivo. Concentración de IL-10, IL-2 e IFNy  en sobrenadante de cultivo d e esplenocito s estimulados con difern tes

dosis de SEB. Las determinaciones se expresan en pg/ml

1 2 5

 

 

Por el comportamiento en la producción de citocinas y la viabilidad celular que se 

observo en los esplenocitos estimulados con 2µg de SEB, se tomó la determinación de 

usar esta dosis para estimular los esplenocitos. 

 

5.2.2  Evaluación de la capacidad proliferativa. 

 

Esplenocitos de ratones control (CTL), de ratones tolerizados (Tol) y de ratones 

tolerizados pretratados con AG490 (ATol), fueron estimulados con 2µg de SEB o con 

anti CD3/CD28  (2µg/ml/1µg/ml), marcados con CFSE y cultivados durante 72 horas. 
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Figura 5.18. Niveles de  citocicinas en sobrenadoantes de cultivo de esplenocitos de ratones control
y porcentaje de viabilidad celular para determinar la dosis òptima de SEB para la estimulaciónin vitro
a) Niveles de IL-2, b) Niveles de INFγ, c) Niveles de IL-10 y d) porcentaje de viabilidad celular.
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Figura 5.18. Niveles de  citocicinas en sobrenadoantes de cultivo de esplenocitos de ratones control
y porcentaje de viabilidad celular para determinar la dosis òptima de SEB para la estimulaciónin vitro
a) Niveles de IL-2, b) Niveles de INFγ, c) Niveles de IL-10 y d) porcentaje de viabilidad celular.



 100 

La estimulación de esplenocitos Ctl con SEB o con anti CD3/CD28  provocó un gran 

aumento en su proliferación, especialmente al ser estimulados con anti CD3/CD28, 

45,1±2,48% y 94,63±1,09%  respectivamente. (Figura 5.17a, d y g)   

 

Como se observa en la figura 5.17e y d, los esplenocitos de Tol, presentaron una 

proliferación  más baja que los esplenocitos Ctl estimulados con 2µg de SEB 

(4,9±0,40% vs 45,1±2,48% P=0,0001), sin embargo, cuando los Tol fueron estimulados 

con anti CD3/CD28, presentaron mayor proliferación que los estimulados con SEB 

(61,1±1,9% vs 4,9±0,40 % P=0,0001). (Figura 5,17h y e). 

 

 Sin embargo, esa proliferación fue menor en comparación a la proliferación que ocurrió 

en los esplenocitos de ratones control cuando fueron estimulados con anti CD3/CD28 

(61,1±1,9% vs 94,63±1,09% P=0,0001). (Figura 5.17c e i) 

 

Cuando ratones ATol fueron tratados con SEB o con anti CD3/CD28, la proliferaron 

aumento en comparación con su respectivos Tol. (88,2±3,88% vs 4,9±0,40 % 

P=0,0001) (Figura 5.17e y f), y  (72,8±3% vs 61,1±1,9% P=0,03) (Figura 5.17 i y h).  
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SEB o anti CD3 2µg/ml/anti CD28 1µg/ml, marcadas con CFSE y cultivadas durante 72 horas.
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5.2.3 Determinación de los niveles de citocinas en sobrenadante de cultivo.  

 

Los niveles de IL-6, IFNγ, IL-2 e IL-10, fueron determinados en sobrenadantes de 

cultivo de esplenocitos de ratones control (Ctl), de ratones tolerizados (Tol) y de ratones 

tolerizados pretratados con AG490 (ATol). Los sobrenadantes fueron colectados a las  

48 y 72 horas.  

 

5.2.3.1 Sobrenadante de cultivo de esplenocitos estimulados con SEB 

 

A la 48 horas, los niveles de IL-2 e IL-10, fueron significativamente menores en los 

sobrenadantes de esplenocitos de ratones tolerogénicos pretratados con AG490   

cultivados y estimulados con 2µg de SEB en comparación con los sobrenadante del 

control (191,9±15,83 vs 252,6±18,73 p=0048 para IL-2 y 135,2±19,78 vs 205,3±10,01 

p=0,01 para IL-10) figura 5,18c y d. Adicionalmente, los niveles de IL-2 fueron 

significativamente menores en los sobrenadantes de esplenocitos de ratones 

tolerogénicos en comparación con los niveles del control. (178,7±19,04 vs 252,6±18,73 

p=0,0054). 

 

A las 72 horas, los niveles de IFNγ, fueron más bajos en los sobrenadantes de 

esplenocitos de ratones Tol y ATol cultivados y estimulados con 2µg de SEB en 

comparación con los sobrenadante del control. La diferencia fue significativa para los 

sobrenadantes de  Tol  (448,3±25,81 vs 808,1±69,16 p=0,0028).Figura 5.18b 

 

En cuanto a la IL-10,  los niveles fueron más altos bajos en los sobrenadantes de ratones 

Tol cultivados en comparación con los sobrenadante del Ctl (2323±170,3 vs IL-2 fue 

significativamente baja en los sobrenadantes de esplenocitos de ratones Tol que  en los 

Ctl (538,4±13,07 vs 676,5±22,46 p=0,0028). Figura 5.18c. 

 

1506±88,67 p=0,0054), (Figura 5.17d) pero significativamente más bajos en el 

sobrenadante del cultivo de esplenocitos de los ratones ATol (815,4±31,61 vs 

1506±88,67 p=0,0003). Figura 5.18d. 
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5.2.3.2 Determinación de los niveles de citocinas en sobrenadante de cultivo de 

esplenocitos estimulados con anti CD3/CD28 

A las 48 horas de cultivo, tanto los niveles de IL-6 como los de IL-10 fueron similares 

entre tratamientos, (Figura5.21a y d) 

 

Por el contrario, los niveles de IFNγ de ATol fueron significativamente menores en 

comparación con los Ctl (229±26,85 vs 477,6±45,96 p=0,0034). Figura 5,19b Aunque 

los niveles de IFNγ de Tol fueron más altos, no se aprecio diferencia significativa. 

 

Similar a lo observado en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos estimulados con 

SEB, a la 48 horas, los niveles de IL-2 fueron significativamente menores en los Tol y 

ATol en comparación con Ctl (595±47,72 vs 1227±76,66 p=0004 y 567,7±45,61 vs 

1227±76,66 p=0,0003 respectivamente) figura 5,19c. 

 

a) b)

c) d)

0

200

400

600

800

1000 ***

48H 72H

C
on

ce
nt

ra
ci

ón
 p

g/
m

l I
F

N
y

0

250

500

1000

2000

3000

*

**
***

48H 72H

C
on

ce
nt

ra
ci

ón
 p

g/
m

l I
L-

10

Figura 5.20. Niveles de citocinas en sobrenadante  de cultivo de esplenocitos  de  ratones  control,  tolerizados, 
o tolerizdos pretratados con AG490, estimulados con  SEB. En la figura se representa los niveles  determinados 
en el sobrenadante  colectado a las 48 y 72 horas. a) IL-6, b) IFNy, c) IL-2 y d) IL-10

0

50

100

150

200

250

48H 72H

C
o

nc
e

n
tr

a
ci

ó
n 

pg
/m

l I
L-

6

0

200

400

600

800
**

*
*

48H 72H

C
o

nc
e

n
tr

a
ci

ó
n 

pg
/m

l I
L-

2

Ratones control Ratones Tolerizados Ratones pretratados con AG490 durante el proceso de tolerización.

a) b)

c) d)

0

200

400

600

800

1000 ***

48H 72H

C
on

ce
nt

ra
ci

ón
 p

g/
m

l I
F

N
y

0

250

500

1000

2000

3000

*

**
***

48H 72H

C
on

ce
nt

ra
ci

ón
 p

g/
m

l I
L-

10

Figura 5.20. Niveles de citocinas en sobrenadante  de cultivo de esplenocitos  de  ratones  control,  tolerizados, 
o tolerizdos pretratados con AG490, estimulados con  SEB. En la figura se representa los niveles  determinados 
en el sobrenadante  colectado a las 48 y 72 horas. a) IL-6, b) IFNy, c) IL-2 y d) IL-10

0

50

100

150

200

250

48H 72H

C
o

nc
e

n
tr

a
ci

ó
n 

pg
/m

l I
L-

6

0

200

400

600

800
**

*
*

48H 72H

C
o

nc
e

n
tr

a
ci

ó
n 

pg
/m

l I
L-

2

Ratones controlRatones control Ratones TolerizadosRatones Tolerizados Ratones pretratados con AG490 durante el proceso de tolerización.Ratones pretratados con AG490 durante el proceso de tolerización.



 103 

A las 72 horas, los niveles de IL-6, IFNγ, IL-2 e IL-10 fueron más elevados que los 

determinados a las 48 horas, sin embargo,  los niveles IL-6 e IL-2 fueron menores en 

Tol que en los Ctl (235,2±22,53 vs 338,4±28,74 p=0,031 y 1165±97 vs 2369±91,67 

p=0,0001) respectivamente. (Figura 5.19a y c). 

 

Tanto los niveles de IFNγ como IL-2, fueron significativamente menores en ATol que 

en los Ctl (461,8±21,15 vs1019±49,62 p=0,0001 y 2369±91.67 vs 1165±97.13 

p=0.0001) respectivamente. (Figura 5,19b y c) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.4 Identificación de las poblaciones celulares productoras de IL-10 e INFy por 

citometría de flujo.   

 

Para identificar las poblaciones productoras de tanto de IL-10 como de IFNy,  

esplenocitos de ratones control, de ratones tolerizados y de ratones tolerizados 

pretratados con AG490 fueron cultivados durante 72 horas. 6 horas antes de la 

finalización de ese periodo, se les adiciono GolgiStop™. 

a) b)

c) d)

0

100

200

300

400 *

48H 72H

C
on

ce
nt

ra
ci

ón
 p

g/
m

l I
L-

6

0

500

1000

1500

72H48H

***

***

C
on

ce
n

tr
a

ci
ó 

pg
/m

l 
IF

N
y

0

200

400

600

800

48H 72H

C
on

ce
nt

ra
ci

ón
 p

g/
m

l I
L-

10
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o tolerizdos pretratados con AG490, estimulados con  anti CD3/CD28. En la figura se representa los niveles 
determinados en el sobrenadante  colectado a las 48 y 72 horas. a) IL-6, b) IFNy, c) IL-2 y d) IL-10
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Figura 5.21. Niveles de citocinas en sobrenadante de cultivo de esplenocitos  de ratones control, tolerizados, 
o tolerizdos pretratados con AG490, estimulados con  anti CD3/CD28. En la figura se representa los niveles 
determinados en el sobrenadante  colectado a las 48 y 72 horas. a) IL-6, b) IFNy, c) IL-2 y d) IL-10
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Tal como se ilustra en las figura 5.20a, la población de las células CD3+, CD4+, 

CD45RBlow, fue más abundantes en los esplenocitos de ratones tolerizados, que en en 

los esplenocitos de ratones tolerizados pretratados con AG490 y que los controles 

68,15%, 20,31% y 14.64% respectivamente.  

 

En esta población CD3+, CD4+, CD45RBlow, en promedio, el 43% de las células 

expreso LAG3 indistintamente del tratamiento que hayan recibido los ratones. Sin 

embargo, la diferencia fue en el porcentaje de células positivas para IL-10. 

En los ratones tolerizados, el 34,59% de la de las células de la población CD3+, CD4+, 

CD45RBlow, LAG3+, fueron positivas para IL-10 Figura 5.20a  

 

En los ratones tolerizados pretratados con AG490, el 9,9% de la de las células de la 

población CD3+, CD4+, CD45RBlow, LAG3+, figura 5.20b, fueron positivas para IL-

10, mientras que solo el 2,2% de las células de los ratones control fue positiva para IL-

10 figura 5.20c 

 

De otro lado, LAG3 no fue expresado en las células CD3+, CD4+, CD45RBHigh, en 

ninguno de los tratamientos. Sin embargo,  el 19,43% de la población CD3+, CD4+, 

CD45RBHigh LAG3- de los ratones control, fue positiva para Finí figura 5.20c 

 

En cuanto a los ratones tolerizados solo el 3,05% de la población  CD3+, CD4+, 

CD45RBHigh LAG3- fue positiva para IFNy, mientras que el 9,66% de la población en 

ratones tolerizados pretratados con AG490, fue positiva para IFNy, figura 5.20a y b 

respectivamente. 

 

La identificación de la población productora de INFy  se realizo partiendo de células 

CD4+CD45RBlow LAG3+. 

 

Como se puede observar en la figura 5.21, la población que más produjo INFy tanto en 

los cultivos de esplenocitos de ratones tolerizados, tolerizados pretratados con AG490 y 

control estimulados con 2µg de SEB, fue la  población CD4+CD45RBlow LAG3+IL-

10- , Figura 5.21a, c y e. 
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La  población CD4+CD45RBlow LAG3+IL-10- de los ratones control fue la más 

positiva para INFy, mientras que las CD4+CD45RBlow LAG3+IL-10- de los ratones 
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tolerizados pretratados con AG490 fue la más baja (21,24±2,92% vs 10,41±1,77%  

P=0,0072). Figura 5.21e y c. 

 

Por su parte, el porcentaje de expresión de IFNy en células  CD4+CD45RBlow 

LAG3+IL-10- de ratones tolerizados, fue menor en relación a los control (21,24±2,92% 

vs 17,17±1,83) figura 5.21e y a,  pero significativamente más elevada que los ratones 

tolerizados pretratados con AG490 (17,17±1,83 vs 10,41±1,77%  P=0,04). (Figura 

5.21a y c) 

 

En la  población CD4+CD45RBlow LAG3+IL-10+ de los esplenocitos de ratones fue 

muy baja por lo que la determinación de las células  que expresan IFNy no se pudo 

determinar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis de la expresión génica.  

 

Los niveles de expresión de Diacylglycerol Kinase alpha (DGKα), Aryl Hidrocarbon 

Receptor (AhR), Lymphocyte specific protein tyrosine kinase (LcK) y Proto-oncogene 

tyrosine-protein kinase (Fyn), fueron determinados en linfocitos TCD4 purificados de 
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Figura 5.21. Población celular productora de IFNγ en cultivos de  esplenocitos de ratones. 
Las c´lulas analisadas fueron seleccionadas por la  expresión de CD3+CD4+CD45RBlow
LAG3+  y agrupadas en  función de la producción o no de IL-10
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Figura 5.21. Población celular productora de IFNγ en cultivos de  esplenocitos de ratones. 
Las c´lulas analisadas fueron seleccionadas por la  expresión de CD3+CD4+CD45RBlow
LAG3+  y agrupadas en  función de la producción o no de IL-10
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ratones que fueron tratados con AG490 (ASK) o con iSTAT3 (SSK) previo a la 

inducción del shock tóxico y de ratones que fueron tratados con AG490 o con iSTAT3 

durante el proceso de tolerización (ATol y STol respectivamente). 

 

En comparación con SK, en los ratones Tol hubo una mayor expresión de DGKα (3,9 

veces), y AhR (2,1 veces), mientras que la expresión de LcK  disminuyo (0,47 veces). 

(Figura 22) 

 

En cuanto a Fyn, no hubo diferencias en la expresión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los niveles de expresión de DGKα y LcK fueron menores (0,61 y 0,55) en ASK, 

mientras que  en SSK no se afecto la expresión. (Figura 23a y b) Fyn y AhR tampoco se 

vieron modificadas en ASK ni SSK. (Figura 23c y d) 

 

De otro lado, en linfocitos TCD4 de Atol y STol no se modifico la expresión de DGKα, 

LcK ni Fyn. (Figura 23a, b y c) Sin embargo, la expresión de AhR se redujo 0,65 veces 

en STol. (Figura 23d) 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Niveles de expresión de los genes Diacylglycerol Kinase α
(DGKα), Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase (LcK ), Proto –
oncogene tyrosine-protein kinase (Fyn ) y Aryl hydrocarbon receptor
(AhR ). En la imagen se representa la expresión relativa de los genes
indicados en los ratones tolerogénicos respecto a los ratones en los
que se indujo el shock tóxico
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Figura 22. Niveles de expresión de los genes Diacylglycerol Kinase α
(DGKα), Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase (LcK ), Proto –
oncogene tyrosine-protein kinase (Fyn ) y Aryl hydrocarbon receptor
(AhR ). En la imagen se representa la expresión relativa de los genes
indicados en los ratones tolerogénicos respecto a los ratones en los
que se indujo el shock tóxico
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Tras la precipitación  
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Figura 23. Niveles de expresión génica de Diacylglycerol Kinase α (DGKα) a), Lymphocyte- specific protein tyrosine kinase
(LcK ) b), Proto–oncogene tyrosine-protein kinase (Fyn ) c), Aryl hydrocarbon receptor (AhR ) d), en ratones pretratados con 
AG490 o iSTAT3 y posterior inducción del shock tóxico ASK y SSK respectivamente, y en los ratones pretratados con AG490
o iSTAT3 durante el proceso de tolerización con posterior inducción del shock tóxico ATol y STol respectivamente. En la 
imagen se representa la expresión relativa de los genes de los ratones tratados en relación a los no tratados con inhibidor en 
cada grupo de estudio.SK y Tol
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Figura 23. Niveles de expresión génica de Diacylglycerol Kinase α (DGKα) a), Lymphocyte- specific protein tyrosine kinase
(LcK ) b), Proto–oncogene tyrosine-protein kinase (Fyn ) c), Aryl hydrocarbon receptor (AhR ) d), en ratones pretratados con 
AG490 o iSTAT3 y posterior inducción del shock tóxico ASK y SSK respectivamente, y en los ratones pretratados con AG490
o iSTAT3 durante el proceso de tolerización con posterior inducción del shock tóxico ATol y STol respectivamente. En la 
imagen se representa la expresión relativa de los genes de los ratones tratados en relación a los no tratados con inhibidor en 
cada grupo de estudio.SK y Tol

Figura 24. Niveles de expresión de los genes Diacylglycerol Kinase α
(DGKα), Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase (LcK ), Proto –
oncogene tyrosine-protein kinase (Fyn ),  Aryl hydrocarbon receptor
(AhR ) inmunoprecipitados con pSTAT1 y pSTAT3. En la imagen se 
representa la expresión relativa de los genes Inmunoprecipitados con
p STAT3 respecto a pSTAT1de los ratones en en los que se indujo el

shock tóxico SK o en los ratones tolerizados Tol .
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Figura 24. Niveles de expresión de los genes Diacylglycerol Kinase α
(DGKα), Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase (LcK ), Proto –
oncogene tyrosine-protein kinase (Fyn ),  Aryl hydrocarbon receptor
(AhR ) inmunoprecipitados con pSTAT1 y pSTAT3. En la imagen se 
representa la expresión relativa de los genes Inmunoprecipitados con
p STAT3 respecto a pSTAT1de los ratones en en los que se indujo el

shock tóxico SK o en los ratones tolerizados Tol .
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Figura 24. Niveles de expresión de los genes Diacylglycerol Kinase α
(DGKα), Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase (LcK ), Proto –
oncogene tyrosine-protein kinase (Fyn ),  Aryl hydrocarbon receptor
(AhR ) inmunoprecipitados con pSTAT1 y pSTAT3. En la imagen se 
representa la expresión relativa de los genes Inmunoprecipitados con
p STAT3 respecto a pSTAT1de los ratones en en los que se indujo el

shock tóxico SK o en los ratones tolerizados Tol .
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6. DISCUSIÓN  
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Citocinas en el shock tóxico tras la estimulación con SEB 

 

En concordancia con lo descrito por otros autores, la inoculación de 25µg de SEB en 

combinación con 25mg de D-galactosamina, llevo a la liberación masiva de 

citocinas.204,205 

 

Dos horas después de la inducción del shock tóxico, pudieron ser detectados elevados 

niveles de citocina de tipo Th1 (IL-2 e IFNγ), IL-6 y TNFα, y moderados IL4  en suero 

de los ratones. Todos los ratones tratados murieron en las primeras 24 horas por el 

shock tóxico. 

 

Modular la señalización provocada por citocinas proinflamatorias rescata de la 

muerte a los ratones estimulados con SEB 

 

La relevancia de IFNγ y TNFα ha sido revelada por algunos trabajos. En estudios 

realizados con ratones knockout para IFNγ-R, los ratones fueron resistentes a shock 

inducido por lipopolisacaridos, mientras que en los ratones control, se hallaron niveles 

10 veces más elevados de TNFα y el 80% de los ratones murieron.206 Adicionalmente, 

en el estudio de Dingues y Shlievert, los ratones tratados con anti IFNγ sobrevivieron al 

Soc. tóxico inducido por lipopolisacaridos.207 

 

En cuanto a TNFα, su papel relevante en el shock tóxico quedo demostrado en los 

trabajos realizados por Miethke y colaboradores,32 y Diao y colaboradores.208 Ellos 

observaron que al tratar ratones con anticuerpo ant TNFα, disminuian el daño de tejidos 

y evitaron la muerte inducida por shock tóxico.  

 

El papel de IL-6 aparece algo controversial. Por un lado IL-6 vía señalización IL-6-

gp130-STAT3 previene la muerte celular inducida por activación en linfocitos T CD4 

de ratones estimulados con SAgs, de tal manera que evitaría la deleción clonal con lo 

que podría perpetuar la respuesta inflamatoria de las células T CD4 activadas.209 

 

De otro lado, ratones C57BL/6 deficientes para IL-6 infectados con Streptococcus 

pyogenes 
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presentaron elevados niveles de TNFα, mayor necrosis muscular y muerte de los 

animales que en los ratones C57BL/6 control infectados,208 sugiriendo un papel 

regulador  de IL-6 en el shock tóxico. 

 

En nuestro trabajo utilizamos AG490, un inhibidor especifico de la protein tyrosine 

kinase JAK2, que inicialmente fue pensado para inhibir específicamente JAK2,210 pero 

que también puede inhibir  la vía de señalización mediada por JAK1 y JAK3,211,212 y 

que ha sido utilizado por otros autores213 para evaluar el papel de JAK2/NFκB en sépsis. 

   

AG490 provoco una caída en los niveles de citocinas IL-6 e IFNγ, citocinas que 

señalizan a través de JAK2, y evitó la muerte de los ratones en los que se indujo el 

shock tóxico. Adicionalmente, redujo los niveles de IL-2 posiblemente por la 

modulación de la vía de JAK3/STAT5a/b de la que depende IL-2.214 

 

Aunque no  se ha descrito el uso de iSTAT3 como modulador de la respuesta a SEB, la 

utilización de esta molécula resulto en una caída moderada los niveles de IL-6 y de 

IFNγ y rescato de la muerte al 80% de los ratones en los que se indujo el shock tóxico.  

 

Al observar que la reducción en los niveles de IL-6 e INFγ era característico en los 

ratones que no morían tras la inducción del shock tóxico y habiendo evaluado el papel 

de INFγ, decidimos evaluar el papel de IL-6 administrando anti IL-6 una hora antes de 

inducir el shock tóxico. 

 

Haciendo la salvedad de que restos de la anti IL-6 utilizada para bloquear la IL-6 

producida en el shock tóxico, pueden modificar la determinación de la citocina, los 

niveles de IL-6 en suero de ratones tratados con anti IL-6 se redujeron drásticamente 

mientras que los de IL-10 aumentaron, y sorpresivamente, hallamos que la utilización 

de anti IL-6 evitó la muerte de los ratones en los que se indujo el shock tóxico con SEB.  

 

Estos datos indicarían que la presencia de IL-6, IFNγ y TNFα sería necesaria para que 

ocurra la muerte en los ratones en los que se induce el shock tóxico, pues solo 

inhibiendo una citocina o su vía de señalización, los animales son rescatados de la 

muerte.  
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Tolerancia inducida por SEB rescata los animales del shock tóxico. 

 

Los SAgs, tienen la propiedad de unirse a TCRVβ específicamente y causar anérgia en 

las células que los contienen,215,216 quizás como mecanismo de las bacterias que los 

sintetizan para evadir el sistema inmune.1  

 

Esta propiedad de los SAgs ha sido ampliamente utilizada en el pasado para estudiar los 

mecanismos de inducción de tolerancia, de hecho, los eventos de deleción tímica 

requeridos para conformar el repertorio de células T maduras, fue descrito inicialmente 

en modelos usando SAgs.217  

 

La exposición a SAgs ha sido considerada como el único modelo in vivo para estudiar la 

anérgia en células T,215 lo que ha favorecido el desarrollo de trabajos encaminados al 

estudio de la tolerancia inducida por SEB en modelos animales.  

 

En el presente trabajo, para estudiar las posibles consecuencias que tiene la exposición 

repetida a SEB, inyectamos  ratones BALB/c con 3µg de SEB cada 72 horas y 

posterioemente inducimos el shock tóxico.  

 

Tras la inducción evaluamos el perfil y los niveles de citocinas en suero hallando bajas 

concentraciones de IL-6, TNFα, IFNy e IL-2 en comparación con los elevados niveles 

que se encontraron en los ratones en los que se indujo el shock tóxico.  

 

En contraste, los niveles de IL-10 fueron mucho mayores que los del shock tóxico, 

mientras que los de IL-4 fueron moderadamente bajos. Esto indica que la exposición 

crónica a SEB genera una persistente producción de citocinas tipo Th2, principalmente 

IL-10,36  que  ha sido reportada como la principal responsable en la tolerancia inducida 

por SEB.218,219 

 

Aunque otras citocinas generan señalización a través de STAT3, IL-10 es la única en 

promover una potente respuesta  antiinflamatoria  vía STAT3 para antagonizar las 

señales proinflamatorias. La habilidad de IL-10 de inducir la síntesis de SOCS3 en 

monocitos  esta correlacionada con su capacidad de inhibir la expresión de genes de 

TNFα e IL-1 inducidos por endotoxemia.220,221 
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Puesto que IL-10 induce activación del gen de IL-10 vía STAT3,222 interumpir la 

señalización de la IL-10 inhibiendo la vía JAS/STAT con STAT3 inhibitor VIII, 5, 15, 

DPP provoco una disminución mayor en los niveles de IL-10 que cuando se utilizo 

AG490 que podría inhibir parcialmente las señal STAT3.    

 

Para nuestro caso en particular, el modelo utilizado, es el primer sistema in vivo no 

transgénico en el que se demuestra que los ratones tolerizados con SEB sobreviven a la 

muerte tras inducir el shock tóxico con 25µg de SEB en combinación con 25mg de D-

galactosamina, la misma combinación y dosis que causo la muerte al cien por cien de 

los ratones no tolerizado.   

 

Activación de STAT1 y STAT3 en respuesta a la estimulación con SEB. 

 

Como se puede apreciar en este trabajo, y como lo han presentado otros autores,223 SEB 

tiene la capacidad de activar la vía de señalización JAK/STAT1-STAT3. 

 

Tanto la inoculación de 25µg de SEB para inducir el shock tóxico, como la primo 

estimulación con  3µg de SEB del proceso de tolerización, tuvieron la capacidad de 

inducir la fosforilación de las isoformas α y β tanto de STAT1 como de STAT3 y 

provocar su traslocación al núcleo dos horas después de la estimulación. 

 

Tal como lo han descrito estudios anteriores, el nivel de expresión de STAT1 

fosforilado resultaría de la secreción de IFNγ principalmente, y el nivel de activación de 

STAT1 seria directamente proporcional al nivel de IFNγ,223  por lo que la inhibición de 

la señalización de IFNγ con AG490 provoco una disminución en la expresión de 

STAT1 fosforilado tanto en citoplasma como en el núcleo de los esplenocitos de los 

ratones que fueron tolerizados como en los que se indujo el shok tóxico.  

 

Pretratar con anti IL-6 los ratones en los que se indujo el shock tóxico, disminuyo 

drásticamente los niveles de fosforilación de las isoformas α y β de STAT3, probando 

así que IL-6 es la principal responsable de la activación de STAT3, por lo menos en los 

ratones en los que se induce el shock tóxico y probablemente también en la primo 

estimulación con  3µg de SEB del proceso de tolerización.   



 115 

 

En cuanto a la activación de STAT1 y STAT3 en los ratones tolerizados debemos 

resaltas varias cosas. 

 

Primero. Los niveles de fosforilación de las isoformas α y β de STAT1 y 3 decrecen 

tanto en el citoplasma como en el núcleo tras la segunda inyección de 3µg de SEB.  

 

Segundo, Los niveles de fosforilación de las isoformas α y β de STAT1 y 3 desaparecen 

tanto en el citoplasma como en el núcleo tras la tercera inyección de 3µg de SEB, sin 

embargo las isoformas α y β de STAT1 totales están presentes en el núcleo. Este 

fenómeno podría estar dado por la a activación continuada de STAT1 mediada por IFNγ 

lo que lleva a la expresión del gen STAT1 incrementado así la concentración de STAT1 

no fosforilado que tienen la capacidad de ir al núcleo y prolongar la expresión de genes 

reguladores inducidos por IFN.67,224,225  

 

Tercero, Tras la inducción del shock tóxico en los ratones tolerizados, Los niveles de 

fosforilación de las isoformas α y β de STAT1 y 3 se reestablecen tanto en el citoplasma 

como en el núcleo. Es de resaltar que en el núcleo, la fosforilación de la isoforma β de 

STAT1 esta marcadamente reducida en comparación con la isoforma α, mientras que en 

comparación con la isoforma α, la isoforma β de STAT3 está fuertemente fosforilada y 

podria ser el resultado de la tolerización ya que ni en los ratones en los que se indujo el 

shock tóxico, ni en los ratones primo estimulados con SEB se observa este fenómeno.   

 

Adicionalmente, la isoforma β de STAT3 está implicada en la supervivencia al shock 

endotóxico y en la regulación negativa de la transcripción.226–228 

 

Cuarto, iSTAT3 modifica la activación de la la isoforma β de STAT3 en respuesta a 

SEB, no está claro si una especificidad selectiva de iSTAT3 hacia la isoforma β de 

STAT3.  

 

Linfocitos T CD4 responsables de la tolerancia inducida por SEB. 

 

Estudios realizados37,39,216,229 señalan a las células  T CD4 como posibles responsables 

del fenómeno de tolerancia inducido por SEB. Sin embargo, existen  grandes 
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variaciones entre modelos utilizados para dichos estudio como las dosis de SEB (1-

200µg), el origen de la propia toxina (SIGMA- Toxin Techonology), periodo de 

tolerización (2-28 dias), intervalos de tiempo entre inyecciones (1-5 dias), cepa de 

ratones utilizados (BALB/c - C57BL/6), además en la mayoría de modelos no se uso D-

galactosamina ni ningún otros sensibilizante, ni se evaluó la supervivencia de los 

ratones tolerizados tras la inducción del shock tóxico. Por lo que fue necesario 

determinar si en nuestro modelo las células T CD4 tenían esa capacidad reguladora.  

 

Para probarlo ratones no tratados recibieron esplenocitos totales o linfocitos T CD4 

purificados de ratones tolerizados o de ratones control. 24 horas después de la 

transferencia se indujo el shock tóxico. 

 

EL cien por cien de los ratones que recibieron tanto esplenocitos totales o linfocitos T 

CD4 purificados de ratones tolerizados sobrevivieron. Confirmando así que en nuestro 

modelo los linfocitos T CD4, objeto de nuestro estudio, tienen capacidad reguladora. 

 

 

SEB modifica la expresión de TCRVβ8 y los receptores de interleucinas. 

 

Receptor de las células T 

SEB tiene la capacidad de activar linfocitos T a través de su TCR, principalmente 

TCRVβ8, aunque también puede activar los TCRVβ 3, 7 y 17.5,19,230 

 

En nuestro trabajo se pudo observar que SEB provoco una disminución en la expresión 

de los TCRVβ8 6 horas después de la inducción del shock tóxico tanto en los ratones 

tolerizados  como en los no tolerizados. Sin embargo, al evaluar de manera 

independiente la expresión de TCRVβ8.1-2 y TCRVβ8.3 se pudo apreciar que la 

primoestimulación con SEB provoco una caída en la expresión de TCRVβ8.3 

principalmente y fue independiente de la dosis de SEB, (25µg para shock tóxico y 3µg 

en el proceso de tolerización).  No obstante, posteriores inoculaciones con SEB 

afectaron principalmente la expresión de los  TCRVβ8.3.  
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Adicionalmente, SEB provoco una marcada disminución en la expresión de los 

TCRVβ3, 4, 6, 7, 14 y 17 tanto en el modelo de shock tóxico como en el de tolerización. 

(Datos no mostrados en este trabajo) 

 

Estudios realizados señalan que la pérdida en la expresión de los TCRVβ6 y 8 está dada 

por una internalización de los receptores tras la activación.231,232 Sin embargo, no es 

claro el mecanismo por el cual SEB afecta de diferente manera a TCRVβ8.1-2 y 

TCRVβ8.3 o si la señal dada a través de cada uno de estos TCR lleva a una función 

diferente la célula activada.  

 

Los receptores de Interleucinas  

 

Los linfocitos  TCRVβ8+  de los ratones en los que se indujo el shock tóxico 

presentaron un aumento en la expresión de IL-2Rα e IFNyRβ mientras que la expresión 

de IL-10R fue baja en comparación con los ratones tolerizados. 

 

Un aumento en la expresión de IL-2Rα también fue observado en los linfocitos 

TCRVβ8- tanto en los ratones en los que se indujo el shock tóxico como en los 

tolerizados aunque en menor proporción en estos últimos.  

 

Está claro que la estimulación del TCR directamente lleva a la expresión de IL-2 y su 

receptor233,234 y como se mencionó anteriormente, SEB activo los TCRVβ 4, 6, 7, 14 y 

17 lo que indicaría la presencia  de IL-2Rβ en los TCRVβ8-.  

 

Inhibir con AG490 la vía JAK/STAT5 de la que depende la expresión de de IL-2Rβ
181 

JAK/STAT1 de la que depende la expresión IFNyRβ de resulto en una reducción en la 

expresión de IL-2Rβ y de IFNyRβ.  

 

Por otra parte, el aumento en la expresión de IL-10R que se observó tanto en ratones en 

los que se indujo el shock tóxico como en los ratones tolerizados, disminuyo 

considerablemente cuando se alteró la vía JAK/STAT con AG490 
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Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4) es una de las moléculas  que 

modula la respuesta inmunologica por diferentes mecanismos entre los que está 

suprimir la producción de IFNγ,97 inhibir la señal de IL-2 interactuando directamente 

con STAT5.69,235   

 

CTLA4 fue altamente expresada en los ratones tolerizados, y aunque es inducida por 

nuclear factor of activated T cells (NFAT),236 el uso de iSTAT3 redujo su expresión, 

por lo que STAT3 estaría de manera indirecta la expresión de CTLA4.  

 

Por el contrario, la inhibición de la vía JAK con AG490 favoreció la expresión de 

CTLA4 en los ratones en los que se indujo el shock tóxico mientras que no afecto la 

expresión en los ratones tolerizados. No se ha reportado la implicación de la vía 

JAK/STAT en la inducción o inhibición de CTLA4. Por lo que sería necesario 

profundizar en este aspecto. 

 

SEB induce células TCD4+ con capacidad reguladora mediada por IL-10. 

 

La supervivencia y los elevados niveles de IL-10 hallados en el suero de ratones a los 

que se les transfirieron linfocitos T CD4+ purificados a partir de ratones tolerizados, 

confirmo que son los linfocitos TCD4+ los principales responsables de la tolerancia 

inducida por SEB.  

 

Recientemente se ha sugerido que la coexpresión de CD49b y Lymphocyte-activation 

gene 3 (LAG3) en linfocitos T CD4 está asociado con la síntesis de altas cantidades de 

IL-10 e identifica las células T reguladoras inducidas tipo 1 (Tr1),195 por lo que 

determinar si los linfocitos T CD4 productores IL-10 presentes en los ratones 

tolerizados coexpresaban CD49b y LAG3 fue necesario. 

 

Aunque CD49b no se expresó, las células productoras de IL-10 expresaron en su 

membrana LAG3 y no expresaron IFNγ, mientras que la población LAG3+ IL-10- 

expreso moderada producción de IFNγ.  Lo que identifica una célula CD4 doble 

productora.  
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Similar a lo observado in vivo, la introducción de AG490 durante el proceso de 

tolerización, llevo a la pérdida parcial en la producción de IL-10 e IFNγ en las células 

LAG3+ cultivadas. 

 

Aunque no pudimos determinar la coexpresión de CD49b, LAG3 y IL-10, podemos 

decir que durante el proceso de tolerización se induce un tipo de célula reguladora que 

debe ser plenamente identificada.  

 

SEB modifica la expresión de moléculas implicadas en la señalización vía TCR. 

 

Una única dosis de SEB puede modificar la expresión génica de citocinas, receptores de 

citocinas, quimiocinas y receptores de quimiocinas16 y otras moléculas vinculadas con 

la señalización JAK/STAT como se ha mencionado antes. Sin embargo, la actividad de 

moléculas vinculadas con la señalización vía TCR han sido poco revisadas. 

Aunque Diacylglycerol kinaseα (DGKα) está implicado en la inérgia en linfocitos T,43  

no ha sido vinculado con SEB en este proceso, sin embargo, Proto-oncogene tyrosine-

protein kinase (Fyn) y lymphocyte-specific protein tyrosine kinase (LcK) han sido 

señalados por estar directa o indirectamente implicados en la anérgia inducida por 

SEB.41,42 

 

Por su parte, Aryl hydrocarbon receptor (AhR) ha sido vinculado con la regulación de 

mediada por la producción de IL-10. 202,203 

 

En ratones tolerizados la expresión génica de tanto DGKα como de AhR fue mucho mas 

elevada que la observada en los ratones en los que se indujo el shock tóxico, por el 

contrario, la expresión de LcK  disminuyo en los ratones tolerizados. Mientras que Fyn 

no se vio afectada. 

 

AG490 tubo la capacidad de disminuir la expresión de DGKα y de LcK en los ratones 

en los que se indujo el shock tóxico, mientras que iSTAT provoco una marca´da 

reducción de AhR. 

 

Tras la inmunoprecipitación de la cromatina de linfocitos TCD4+ purificados de ratones  

en los que se indujujo el shock tóxico o que fueron tolerizados, se observo que STAT3 
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fosforilado se une al promotor de AhR por lo que podría estar implicado en la 

activación de la transcripción.  

 

De otro lado, se observo que STAT1 fosforilado se une al promotor de AhR por lo que 

podría estar implicado en la activación de la transcripción.  

 

Con esto podemos resaltar la relevancia que tiene STAT1 y STAT3 en la expresión de 

moléculas reguladoras. 
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Conclusiones 
 
 

La modulación de la vía IFNy-JAK/STAT1 con AG490 previene la muerte de los 

ratones en los que se induce shock tóxico por la administración de Staphylococcal 

enterotoxi B (SEB) en combinación con D-Galactosamina. 

 

Interleucina 6 (IL-6) es coresponsable del shock tóxico inducido por SEB 

 

Las inyecciones periodicas de 3µg de SEB modulas la respuesta de las células TCD4 y 

conducen a un estado de tolerancia hacia el superantígeno de tal manera que los ratones 

no mueren tras la inducción del shock tóxico. 

 

STAT1 participa en la expresión de lymphocyte-specific protein tyrosine kinase (LcK) por lo 

menos durante la fase inicial del shock tóxico. 

 

STAT3 es fuertemente activado durante el proceso de tolerización y participa en la expresión de                   

Aryl hydrocarbon receptor AhR   
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