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RESUMEN 
Estudio de las vesículas extracelulares derivadas de células dendríticas estimuladas 

con el virus de la fiebre aftosa en su forma inactivada y su participación en la 

modulación de la respuesta inmune antiviral. Implicancias para el diseño racional 

de nuevas vacunas contra la fiebre aftosa. 

La fiebre aftosa es una infección de importancia económica a nivel mundial causada por 

el virus de la fiebre aftosa (VFA) que afecta a animales de pezuña hendida. Hoy, la 

principal estrategia de prevención y control para esta enfermedad es la vacunación con el 

virus inactivado químicamente con etilenimida binaria (VFAi). Tanto en la infección con 

VFA como en la vacunación, la respuesta de los linfocitos B (LB) desempeña un papel 

importante al proporcionar anticuerpos neutralizantes/protectores. La respuesta de 

linfocitos T (LT), por otra parte, también es fundamental y participa en generación de 

anticuerpos a largo plazo, mediante la colaboración con los LB.  

Las vesículas extracelulares (VEs) y en particular las pequeñas VEs (pVEs) como los 

exosomas tienen un rol muy importante en la comunicación celular. Dependiendo de las 

moléculas de membrana expresadas y de su contenido intraluminal pueden modular el 

sistema inmune activando o inhibiendo una respuesta inmune. Las VEs secretadas por las 

células dendríticas (CDs) expresan moléculas inmunomoduladoras que participan en la 

activación de los linfocitos. Pueden presentar antígenos nativos asociados a la membrana 

(activando a los LB) o transferir péptidos asociados a moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (CMH), e incluso antígenos completos, activando a otras CDs y 

participando en la activación de LT. 

El objetivo del presente trabajo de tesis fue aislar, caracterizar y evaluar las propiedades 

inmunológicas de las VEs derivadas de CDs pulsadas con el antígeno vacunal VFAi de 

la cepa O1 Campos. Como primera instancia, utilizando un modelo murino, se 

diferenciaron CDs a partir de precursores de médula ósea. Al día 8 se obtuvieron CDs 

con un fenotipo concordante con las CDs convencionales/inflamatorias que expresan 

CD11c y CMH-II, y que son capaces de interaccionar con el VFAi internalizándolo. Esta 

interacción desencadena la activación de las CDs reflejada en un aumento de los 

marcadores de maduración como el CMH-II y CD86. A partir de estas células se aislaron 

pVEs que expresaban los marcadores clásicos de VEs como CD9, CD81, CD63, y 

también las moléculas del CMH-II y CD86. Presentaban, además, la morfología 
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característica descripta para exosomas con un tamaño promedio de 155 nm. 

Interesantemente, estas VEs expresaban proteínas/péptidos virales de VFA (pVEs-VFAi) 

que fueron detectadas por citometría de flujo. La secreción de estas pVEs-VFAi es 

acotada en el tiempo y solo se logró aislarlas dentro de las primeras 24 h post-activación. 

Al evaluar la función inmunomoduladora de las pVEs-VFAi, se demostró que inducían 

la proliferación específica de LB in vitro. Las subpoblaciones de linfocitos CD21+CD23- 

(linfocitos B de la zona marginal, BZM) y CD21+CD23+ (LB foliculares, LBf) estaban 

involucradas en esa proliferación. La activación B se desencadenaría por el 

reconocimiento específico de epitopes virales en la membrana de las pVEs-VFAi. 

También se observó una expansión de LT, dada por la presencia de las pVEs. Esta 

activación se induciría a través de una presentación directa por parte de péptidos virales 

unidos al CMH de las pVEs-VFAi o por una activación indirecta independiente del 

antígeno. Tanto para los LB como LT la estimulación inducida por las pVEs-VFAi fue 

mayor en aquellos esplenocitos que previamente habían tenido contacto con el antígeno 

viral in vivo. 

En conclusión, nuestros resultados revelaron que las pVEs-VFAi presentan antígenos que 

podrían estar en conformación nativa o parcialmente procesada. Estos péptidos pueden 

ser reconocidos por el BCR y así estimular la respuesta específica de LB contra el VFA. 

Además, las pVEs-VFAi también tienen un efecto directo o indirecto sobre los LT que 

podría favorecer la activación de los LB indicando que las pVEs-VFAi podrían expresar 

epitopes tanto B como T. 

En este trabajo de tesis se demuestra por primera vez que las CDs activadas con el 

antígeno vacunal VFAi O1 Campos secretan pVEs que poseen proteínas/péptidos virales 

que son capaces de estimular una respuesta inmune específica para VFA. Este trabajo 

profundiza el rol de las CDs en la generación de la respuesta inmune frente al antígeno 

vacunal de VFAi y propone a las pVEs derivadas de CDs como un nuevo protagonista de 

la respuesta inmune generada con la vacuna. Nuestros resultados ayudan a comprender 

mejor los mecanismos inmunes que se desencadenan luego de la vacunación y podrían 

colaborar con el diseño racional de nuevas plataformas vacunales.  

Palabra claves: vesículas extracelulares, virus de la fiebre aftosa, respuesta inmune antiviral, 

células dendríticas, linfocitos B, célula presentadora de antígeno.
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ABSTRACT 

The role of extracellular vesicles derived from dendritic cells stimulated with 

inactivated foot-and-mouth disease virus in modulating the antiviral immune 

response. Implications for the rational design of new foot-and-mouth disease 

vaccines. 

Foot-and-mouth disease (FMD) is a globally and economically important infection 

caused by the foot-and-mouth disease virus (FMDV) that affects cloven-hoofed animals. 

Today, the main prevention and control strategy for this disease is vaccination with a 

binary-ethylenimide inactivated virus (VFAi). In both FMDV infection and vaccination, 

B cells response plays an important role in providing neutralizing antibodies. T cells 

response, on the other hand, is also critical and participates in a long-term antibody 

generation by collaborating with B cells. Extracellular vehicles (EVs) and small EVs 

(pVEs) such as exosomes, have an important role in cellular communication. Depending 

on the membrane molecules expressed and their intraluminal content they can regulate 

the immune system by activating or inhibiting an immune response. EVs secreted by 

dendritic cells (DCs) express immunomodulatory molecules involved in lymphocyte 

activation. They can present native membrane-associated antigens to B cells or transfer 

peptides associated with major histocompatibility complex (MHC), molecules and even 

complete antigens to DCs, consequently participating in T cells activation. The aim of 

this thesis was to isolate, characterize and evaluate the immunological properties of EVs 

derived from DCs pulsed with the FMDVi O1 Campos vaccine-antigen. As a starting 

point, DCs were differentiated from murine bone marrow precursors. DCs with a 

phenotype concordant with conventional/inflammatory DCs expressing CD11c and 

MHC-II were obtained at day 8. These cells interact with the FMDVi by internalizing it. 

This interaction triggers the activation of DCs reflected by an increase in maturation 

markers such as MHC-II and CD86. From these cells, pVEs expressing classical pVEs 

markers (CD9, CD81, CD63), MHC-II and CD86 molecules, were isolated. They also 

displayed the morphology described for exosomes with an average size of 155 nm. 

Interestingly, these EVs expressed FMDV viral proteins/peptides (pVEs-VFAi) that were 

detected by flow cytometry. The secretion of these pVEs-VFAi is time-dependent and 

they were only isolated within the first 24 h post-activation. When assessing the 

immunomodulatory function of pVEs-VFAi, it was shown that they induce B cells 

specific proliferation in vitro. This proliferation comprised CD21+CD23- (marginal zone 
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B cells, BZM) and CD21+CD23+ (follicular B cells, LBf) cell subpopulations. B cells 

activation would be triggered by specific recognition of viral epitopes on the membrane 

of pVEs-VFAi. An expansion of T cells induced by pVEs was also observed. This 

activation would be elicited by a direct presentation of viral peptides bound to the MHC 

molecules expressed on pVEs-VFAi or by an indirect antigen-independent stimulation. B 

and T cell expansion induced by pVEs-VFAi was greater in those splenocytes that had 

previous contact with viral antigens in vivo. 

Our results revealed that pVEs-VFAi express antigens that could be in native or partially 

processed conformation. These peptides can be recognized by the BCR and thus stimulate 

the specific B cells response against FMDV, involving MZB and Fo B cells. In addition, 

pVEs-VFAi also have a direct or indirect effect on T cells that could favor B cells 

activation, indicating that pVEs-VFAi could express both B and T epitopes. 

In this thesis we demonstrated for the first time that DCs activated with the FMDVi O1 

Campos vaccine-antigen secrete pVEs expressing viral proteins/peptides that stimulate 

FMDV-specific immune response. This work expands the current knowledge of the role 

of DCs in the antiviral immune response, proposing pVEs derived from these cells as a 

new player in regulating the adaptative immunity against FMDV. Our results help to 

better understand the immune mechanisms triggered after vaccination and could 

contribute to the rational design of new vaccine platforms. 

Key words: extracellular vesicles, foot and mouth disease virus, antiviral immune response, 

dendritic cells, B lymphocytes, antigen presenting cell. 
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ADN Ácido desoxirribonucleico 

APC Aloficocianina 

ARN Ácido ribonucleico 

BCR Receptor de linfocito B (del inglés B-cell receptor) 

BEI Etilenimina binaria (del inglés Binary ethylenimine) 

BSA Seroalbúmina Bovina (del inglés Bovine Serum Albumin) 

BZM Linfocitos B de la zona marginal del bazo  

CDF Célula dendrítica folicular 

CDs Células dendríticas 

CFSE Éster de succinimidil- carboxifluoresceína 

CG Centro germinal 

CMH-I Complejo mayor de histocompatibilidad de clase I 

CMH-II Complejo mayor de histocompatibilidad de clase II 

CMV Cuerpo multivesicular 

Con A Concanavalina A 

CPA Célula presentadora de antígeno 

dcARN Ácido ribonucleico de doble cadena 

d.p.v Días post-vacunación 

ESCRT 
Complejos de clasificación endosómica necesarios para el transporte (del inglés: 

Endosomal sorting complexes required for transport) 

FA Fiebre aftosa 

FITC fluoresceína-5-isotiocianato (del inglés: Fluorescein isotiocyanate) 

GM-CSF 
Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (del inglés: Granulocyte 

Macrophage Colony-Stimulating Factor) 
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i.p Intraperitoneal 

Ig Inmunoglobulina 

ISEV 
Sociedad internacional de vesículas extracelulares (del inglés: International Society 

For Extracellular Vesicles) 

LB Linfocitos B 

LBf Linfocitos B foliculares o linfocitos B2 

LPS Lipopolisacárido 

LT Linfocitos T 

m/g VEs Vesículas extracelulares medianas y grandes 

miARN MicroARN 

MO Médula ósea 

MVs Microvesículas 

NTA Análisis de seguimiento de partículas. (del inglés: Nanoparticle Tracking Analysis) 

OLS Órgano linfático secundario 

OVA Ovoalbúmina 

PAMPs Patrones moleculares asociados a patógenos 

p-CMH Complejo mayor de histocompatibilidad asociado a un péptido antigénico 

pCDs Célula dendrítica plasmocitoide 

PE Ficoeritrina 

PECy5 
Fluorocromo en tándem compuesto por un donante de R-ficoeritrina (PE) y un 

colorante aceptor, cianina5 

p.i Post infección  

POLI I:C Ácido poliinosínico:policitidílico 

pVEs Vesículas extracelulares pequeñas 

pVEs-LPS 
Vesículas extracelulares pequeñas derivadas de células dendríticas activadas con 

lipopolisacárido. 
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pVEs-RPMI 
Vesículas extracelulares pequeñas derivadas de células dendríticas cultivadas en 

medio RPMI 

pVEs-VFAi 
Vesículas extracelulares pequeñas derivadas de células dendríticas cocultivadas con 

virus de la fiebre aftosa inactivado 

RGD Motivo de animoácidos (arginina, glicina y ácido aspártico) 

RRP Receptores de reconocimiento de patrones 

scARN Ácido ribonucleico de simple cadena 

SFB Suero fetal bovino 

snoARN Pequeño ARN nuclear (del inglés: Small nucleolar RNAs) 

TCR Receptor de linfocitos T (del inglés: T-cell receptor) 

TD T dependiente 

Th Linfocito T colaborador (del inglés: T helper cell) 

Thf Linfocito T colaborador folicular (del inglés: T follicular helper) 

TI T independiente 

TLR Receptor tipo Toll (del inglés: Toll like Receptor) 

Treg Linfocito T regulatorio 

VEs Vesículas extracelulares 

VFA Virus de la fiebre aftosa 

VFAi Virus de la fiebre aftosa inactivado con etilamina binaria 

VILs Vesículas intraluminales 
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1 INTRODUCCIÓN 

Numerosos estudios han demostrado que las células de prácticamente todos los 

organismos (desde procariotas hasta eucariotas) pueden liberar vesículas al entorno 

extracelular y esta liberación puede ser tanto autocrina como paracrina (Graça Raposo & 

Stoorvogel, 2013). Estas vesículas secretadas reciben el nombre de vesículas 

extracelulares (VEs). La Sociedad Internacional de Vesículas Extracelulares (ISEV de su 

nombre en inglés International Society for Extracellular Vesicles) las define más 

estrictamente como: “Partículas liberadas naturalmente por la célula que están 

delimitadas por una bicapa lipídica y no pueden replicarse, es decir, no contienen un 

núcleo funcional” (Théry, Witwer, Aikawa, Alcaraz, Zuba-Surma, et al., 2018). 

Existen diferentes clasificaciones, pero principalmente hay tres categorías de VEs: 

cuerpos apoptóticos, microvesículas (MVs) o ectosomas y exosomas (Figura 1 A). Los 

cuerpos apoptóticos se originan a partir de la fragmentación de la membrana celular 

producto de un proceso de muerte celular programada y poseen un tamaño de 500 a 5000 

nm de diámetro. Las MVs o ectosomas son vesículas generadas por la gemación directa 

de la membrana plasmática celular hacia el exterior y rondan el rango de tamaño de 50 a 

1000 nm de diámetro. Por el contrario, los exosomas son de origen endosómico y su 

tamaño es más pequeño de alrededor de 40 a 160 nm de diámetro (100 nm de media) 

(Figura 1 B). 

A lo largo de los años fueron muchos los roles y funciones que se les atribuyeron a las 

VEs. En sus inicios, el rol principal atribuido a los exosomas y MVs era el de transportar 

proteínas innecesarias y desechos celulares, siendo catalogados como “basureros 

celulares”. Con el avance de la investigación se logró demostrar que son mucho más que 

una vía alternativa de liberación de proteínas obsoletas. Hoy sabemos que forman parte 

de numerosos procesos biológicos, que abarcan desde la presentación antigénica y 

modulación de una respuesta inmune, hasta la comunicación intercelular y la 

transferencia de proteínas y ARN, entre otras moléculas. 

La población de VEs es muy heterogénea y esta heterogeneidad se refleja tanto en su 

biogénesis, como en el tamaño, composición y funciones. Hoy es un gran desafío 

descifrar esa heterogeneidad y se han establecido bases de datos de libre acceso para 

ayudar mitigar estos problemas. Por ejemplo, ExoCarta (http://www.exocarta.org) y 

Vesiclepedia (http://microvesicles.org/) contienen conjuntos de datos actualizados que 
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especifican el tipo de células de origen, proteínas, lípidos y especies de ARN que se 

encuentran en diferentes tipos de VEs.  

En este trabajo de tesis vamos a enfocar nuestro estudio y, por ende, también el contexto 

teórico a las vesículas extracelulares pequeñas dentro de las que se encuentran los 

exosomas.  

 

 

Figura 1. Distintos tipos de VEs que pueden ser secretadas por las células. A) Se muestran las 

poblaciones de VEs y se esquematiza resumidamente el origen celular de cada subpoblación. B) Se 

esquematiza el origen subcelular de cada subpoblación de VEs (endosomal o de la membrana plasmática) 

junto con la escala de tamaño de los diferentes subtipos de VEs. Las VEs se representan junto con otras 

partículas como por ejemplo partículas virales (principalmente virus envueltos), algunos autores 

consideran a estos virus parte de las VEs. CMV: Cuerpo multivesicular. Adaptado de Mathieu et al., 2019. 
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1.1 Estudio de las VEs y de los exosomas a lo largo de la 

historia 

El avance en las investigaciones de VEs está creciendo constantemente y es una de las 

áreas con mayor expansión en el último tiempo. Si se realiza una recorrida histórica del 

estudio de las VEs se puede ver como hubo cambios incluso en los términos utilizados 

para referirse a ellas. Por ejemplo, la palabra “exosoma” en la década de los setenta tenía 

otro significado y se utilizaba para describir fragmentos móviles de ADN extra-

genómicos que podían transferirse entre Drosophila y células de Neurospora (Fox et al., 

1970, 1971; Fox & Yoon, 1970; Mishra & Tatum, 1973). Recién en la década del ochenta, 

comenzó a utilizarse el termino exosoma como actualmente lo conocemos, definiendo a 

vesículas de pequeño tamaño que tenían origen en un endosoma (Johnstone et al., 1987). 

A partir de allí, las VEs y en particular los exosomas se convirtieron en el foco de estudio 

de muchas investigaciones. 

Haciendo un rápido vistazo a la literatura, menos de 20 artículos utilizando la palabra 

"exosomas" se registraron en PubMed a principios del año 2003, poco más de 60 en 2007, 

más de 3000 publicaciones se han publicado a partir del 2015, y al día de hoy superan las 

6000 por año (Figura 2) (Théry, 2011; Théry, Witwer, Aikawa, Alcaraz, Lowry, et al., 

2018; Bazzan et al., 2021). Esta “explosión” en el estudio de exosomas no solo se vio 

reflejada en las publicaciones, sino también en la constitución de la Sociedad 

Internacional de Vesículas Extracelulares (ISEV de su nombre en inglés International 

Society for Extracellular Vesicle) que se creó en el año 2011 para discutir los importantes 

avances y descubrimientos en este campo. Se creó también en el año 2009 una base de 

datos gratuita llamada Exocarta (http://exocarta.org) destinada a compilar proteínas, ARN 

y lípidos identificados en exosomas con el fin de compartir la información y de ampliar 

recursos (Mathivanan & Simpson, 2009). En 2012 se creó otra página, Vesiclepedia 

(http://microvesicles.org/), con el fin de recopilar información no solo de los exosomas, 

sino de todas las poblaciones de VEs (Kalra et al., 2012).  

La heterogeneidad en la población de VEs es una de las principales consideraciones que 

se deben tener en cuenta a la hora de realizar trabajos de investigación en el área de VEs 

y es muy importante que cada investigador realice una caracterización proteica, 

http://exocarta.org/
http://microvesicles.org/
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morfológica, etc, que permita detallar a la población de VEs con la que trabaja y que 

dependerá del sistema biológico que utilice. 

 

Gracias a numerosos análisis de proteómica se han identificado las proteínas comúnmente 

encontradas en preparaciones de exosomas y otras VEs. Sin embargo, aún no existe un 

consenso, desde la ISEV, sobre los marcadores proteicos específicos que permitan asignar 

una vía de biogénesis y permitan diferenciar experimentalmente "exosomas" de 

"ectosomas”. Por esta razón surge la necesidad de unificar criterios y sumar rigurosidad 

a las investigaciones. Uno de los principales temas de controversia en el área de VEs es 

la nomenclatura. Los primeros trabajos publicados en el área de las VEs solían hacer 

  

 
Figura 2. Evolución por año y acumulativa del número de artículos indexados en PubMed que utilizan 

términos referidos a VEs. A) Número de publicaciones por año en PubMed desde 1946 hasta 2021. Tras la 

primera reunión anual de la Sociedad Internacional de Vesículas Extracelulares (ISEV) en 2012, el número de 

artículos originales y revisiones que incluyen cualquier término relacionado con las VEs (exosomas, 

microvesículas, micropartículas y vesículas extracelulares) aumentó exponencialmente. B) Número acumulado 

de publicaciones. Evolución comparativa del uso de diferentes términos para las VE (exosomas, microvesículas o 

vesículas extracelulares) en la literatura desde 1946 hasta 2021. VEs: vesículas extracelulares; ISEV: Sociedad 

Internacional de Vesículas Extracelulares; MISEV: Información Mínima para Estudios de Vesículas Extracelulares. 

Imagen extraída de Bazzan et al., 2021. 

 

 

 

A. Primer estudio publicado de VEs (1946)

B. Primera vez que se usa el termino VEs con 

evidencia de la biogénesis por microscopía. 

C. Primera vez que se usa el término exosoma 

para VEs

D. Johnstone (1987) describe una nueva vía de  

formación de VEs: la vía de biogénesis 

endosomal

E. Descripción de micropartículas 

membranosas por citometría de flujo 

F. Empleo del Nanoparticle tracking Analysis

(NTA) para estudio de VEs 

G. Fundación de la ISEV 

H. Primera reunión anual de ISEV

I. La ISEV establece la estandarización para la 

toma de muestra, aislamiento y análisis de 

VEs

J. La ISEV establece los mínimos 

requerimientos experimentales para definir a 

las VEs (MISEV)

K. Entre los MISEV se establece que el término 

mas apropiado para definir a las vesículas en 

términos generales es VEs y no exosomas.

Descripción de micropartícula 
membranosas por citometría 

de flujo

Tiempo 
(años)

N
ú

m
er

o
 d

e 
p

u
b

lic
ac

io
n

es
 p

o
r 

añ
o

 

1940   1970  1980    1990  2000  2010  2012  2013  2014  2016  2017  2018  2019  2020 2021

A

B D

C

E

F

G

I

J K

H

Trabajos originales

Reviews

Tiempo 
(años)

N
ú

m
e

ro
 a

cu
m

u
la

d
o

  d
e

 p
u

b
lic

ac
io

n
e

s 

Exosomas

Microvesículas

Vesículas extracelulares

A

B D

C

E

F

G

I

J K

H

1940   1970  1980    1990  2000  2010  2012  2013  2014  2016  2017  2018  2019  2020 2021

8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

18000

16000

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

A)

B)



INTRODUCCIÓN 

Florencia Menay   5 

 

referencia al término exosoma, definiéndolos como nanovesículas extracelulares con 

diversas funciones. Este término comenzó a tomar popularidad y hoy en día continúa 

creciendo la cantidad de publicaciones que lo utilizan tanto en el texto como en el título 

(Figura 2). Sin embargo, con el avance del conocimiento comenzó a generar 

controversias la aparición del término exosoma en muchas publicaciones que no contaban 

con la caracterización necesaria para afirmar que las VEs utilizadas eran de origen 

endosómico. Fue así que comenzaron a aumentar los requisitos experimentales en las 

publicaciones, aumentando los detalles en los métodos de obtención, métodos de 

caracterización y protocolos funcionales (Gould & Raposo, 2013; Witwer et al., 2013). 

Para unificar criterios en la nomenclatura, la ISEV recomienda usar "vesícula 

extracelular" como el término genérico para “partículas liberadas naturalmente de la 

célula que están delimitadas por una bicapa lipídica y no pueden replicarse". Sobre este 

término está permitido realizar modificaciones en función de características claras y 

medibles tales como la célula de origen, marcadores moleculares, tamaño, densidad, 

función, etc (Lötvall et al., 2014 ;Théry, Witwer, Aikawa, Alcaraz, Lowry, et al., 2018). 

Con estas nuevas directrices el término vesícula extracelular comenzó a tomar 

protagonismo los últimos años (Figura 2).  

1.2 Vesículas extracelulares: estructura y biogénesis  

El término exosomas como hoy lo conocemos surgió por primera vez a finales de 1980; 

en estos mismos años los Dres. Stahl y Johnstone se encontraban estudiando la 

maduración de reticulocitos hacia eritrocitos enfocándose en la pérdida del receptor de 

transferrina. Observaron que durante la maduración el receptor se encontraba en 

endosomas multivesiculares, más específicamente asociado a pequeños cuerpos 

intraluminales de aproximadamente 50 nm de diámetro (Harding et al., 1983; Pan & 

Johnstone, 1983; Harding et al., 2013) que luego eran secretados por fusión del endosoma 

con la membrana plasmática.  

Hasta entonces, se asumía que la liberación de VEs ocurría solo a partir de evaginaciones 

de la membrana plasmática hacia el exterior y posterior fisión. Sin embargo, estos nuevos 

descubrimientos daban lugar a una nueva vía no descripta hasta el momento: la vía 

endosomal. 
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1.2.1  Vía de biogénesis con origen endosomal 

Con el avance de la investigación y el creciente interés en las VEs se logró definir y 

detallar con más profundidad el proceso de biogénesis endosomal. Hoy sabemos que los 

exosomas son generados por la invaginación de la membrana del endosoma temprano. 

Este proceso resulta en la formación de vesículas intraluminales (VILs) dentro del 

endosoma que ahora recibe el nombre cuerpo multivesicular (CMV) o endosoma tardío 

(Théry, Zitvogel, et al., 2002). Este endosoma puede seguir dos vías: la vía degradativa o 

la vía secretoria (Figura 3). En la vía degradativa, también llamada vía lisosomal, el 

endosoma se fusiona con el lisosoma y libera las VILs dentro del lumen del lisosoma para 

su degradación (Doyle & Wang, 2019). En la vía secretoria, el CMV se fusiona con la 

membrana plasmática de la célula y esto resulta en la liberación de las VILs al medio 

extracelular. Actualmente sigue siendo una incógnita el mecanismo que define a los 

"CMV secretores" y a los “CMV degradativos". Pero se estima que el destino de los CMV 

puede cambiar en respuesta a las diferentes condiciones celulares. Por ejemplo la 

“inanición celular”, induce la degradación de CMV por fusión con autofagosomas y esto 

resulta en una disminución de la liberación de exosomas (Claudio M. Fader et al., 2008; 

Claudio M. Fader & Colombo, 2006; Gudbergsson & Johnsen, 2019;  Zheng et al., 2019; 

Lin et al., 2019; Larios et al., 2020). 

La formación de exosomas por gemación inversa de la membrana endosomal provoca 

que queden retenidos componentes citoplasmáticos (proteínas, lípidos y citosol). Todos 

estos componentes requieren de un proceso de selección o sorting específico para tener 

como destino último el interior del exosoma. Existen varios mecanismos para el 

direccionamiento de proteínas solubles y de membrana hacia los exosomas. Por ejemplo, 

muchas proteínas citoplasmáticas pueden ingresar al exosoma por interacción con 

proteínas chaperonas. Otras, como las proteínas ancladas a glucosilfosfatidilinositol 

(GPI), pueden ingresar gracias a su afinidad a las balsas lipídicas presentes en los CMV. 

También existen señales específicas de direccionamiento como la ubiquitinación de 

proteínas o motivos específicos en microARNs (miARNs) que hacen que la incorporación 

de estas moléculas sea de forma más regulada.  
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1.2.1.1 Vía dependiente de ESCRT 

La vía de biogénesis endosómica esta mediada en parte por la acción de un complejo 

proteico conocido por sus siglas en inglés como ESCRT (endosomal sorting complex for 

transport) (Figura 3). Este gran complejo, formado por subunidades funcionales 

(ESCRT0, ESCRTI, ESCRTII, ESCRTIII y proteínas asociadas) no solo está involucrado 

en la selección de contenido, sino que participa en la formación de los brotes y también 

en el ruptura de las membrana que van a dar origen a las VILs (Olmos & Carlton, 2016). 

El proceso de biogénesis dependiente de ESCRT es iniciado por ESCRT0, que reconoce 

y retiene las proteínas ubiquitinadas en la membrana del endosoma. La invaginación 

inicial de la membrana del CMV es activada por ESCRT-I / II, la escisión de la membrana 

es mediada por ESCRT-III que junto con proteínas accesorias (VPS4, VTA1 y ALIX) 

forman una estructura en forma de espiral que facilita la fisión de la membrana dando 

como resultado la formación de VILs (Schöneberg et al., 2016 ; Larios et al., 2020). 

 

Figura 3. Biogénesis de exosomas: VEs de origen endosomal. En la ilustración se detallan los posibles 

mecanismos de formación de exosomas. Se describe la vía de biogénesis dependientes de ESCRT (color rojo) y la 

vía independiente de ESCRT (color verde). Los exosomas se generan como vesículas intraluminales (VILs) en los 

cuerpos multivesiculares (CMV). El ARN y las proteínas citosólicas tienen acceso directo al interior de las vesículas 

que se forman. La ubiquitina libre (Ub) y partes de las subunidades ESCRT se liberan en el citosol para su reciclaje 

luego de la formación del CMV. Una vez formadas las vesículas pueden seguir dos vías: secretoria o degradativa. 

Adaptado de Robbins et al. 2014. 
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1.2.1.2 Vía independiente de ESCRT 

Si bien este complejo es de gran importancia para la biogénesis, existe otro mecanismo 

de formación y selección de carga mucho menos estudiado, pero igual de importante: la 

vía definida como independiente de ESCRT (Figura 3). Esta vía es dependiente de 

microdominios altamente enriquecidos en esfingomielinasas que favorecen la formación 

de ceramida. Estas regiones ricas en ceramida facilitarían la invaginación espontánea de 

la membrana endosomal, formándose de esta manera el CMV. Al mismo tiempo la 

ceramida puede metabolizarse en esfingosina-I-fosfato activando así su receptor 

cumpliendo un rol importante en la selección de moléculas (Kajimoto et al., 2013). Otro 

componente muy importante en ambas vías, que favorece tanto la biogénesis así como 

también la clasificación específica de moléculas, son los microdominios ricos en 

tetraspaninas (CD63, CD9 y CD81) (Trajkovic et al., 2008; Van Niel et al., 2011;Yuan 

Zhang et al., 2019). Estas proteínas pueden formar agrupaciones y plataformas dinámicas 

en las membranas asociándose a otras proteínas de transmenbrana o citosólicas 

favoreciendo la formación de VILs (Tschuschke et al., 2020).  

Que el origen de los exosomas pueda suceder por más de una vía es prueba de que existen 

varios mecanismos para garantizar la correcta formación de vesículas y clasificación de 

moléculas exosomales dentro de la célula. El hecho de que varias vías de biogénesis co-

existan en la misma célula puede verse reflejado en la existencia de múltiples 

subpoblaciones de exosomas (Van Niel et al., 2001; Colombo et al., 2013; Bobrie & 

Théry, 2013),.  

1.2.2 Transporte y secreción de exosomas 

El proceso de biogénesis de VEs culmina en un proceso de secreción que varía según el 

origen de las vesículas. Las MVs son liberadas directamente luego de la fisión de la 

membrana plasmática, pero en los exosomas el proceso es un poco más complejo. El 

tráfico de los CMV hacia la periferia celular, la fusión posterior con la membrana 

plasmática y la liberación de exosomas requieren cambios coordinados en las 

interacciones del citoesqueleto con la membrana plasmática, la activación de motores 

moleculares, así como también de la maquinaria de fusión.  

El proceso de secreción de exosomas se divide principalmente en dos grandes etapas, una 

etapa de transporte intracelular de los CMV y una etapa final de fusión con la membrana 

y posterior liberación de las VILs. La familia de proteínas RAB que son pequeñas 
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proteínas con actividad GTPasas cumplen un rol fundamental en ambos procesos 

(Stenmark, 2009; Dutta & Donaldson, 2015; Hyenne et al., 2018). Participan en la 

gemación, en el transporte y en el direccionamiento y fusión de las vesículas (Ostrowski 

et al., 2010; Pfeffer, 2013) Los motores moleculares son otro conjunto de proteínas que 

cumplen un rol esencial en el transporte y son uno de los componentes que determinan el 

balance entra la vía secretoria y la vía lisosomal. La vía lisosomal, por ejemplo, ocurre 

por transporte retrogrado y es la proteína RAB7 junto a proteínas asociadas que reclutan 

a la dineína culminando esto en un transporte del CMV. Por otro lado, las proteínas 

RAB27A y B son esenciales para la secreción de exosomas y participan tanto en el 

transporte del CMV como en la fusión con la membrana (Ostrowski et al., 2010). Debido 

a que las proteínas encargadas del transporte no se expresan constitutivamente, cada tipo 

de célula puede adaptar sus propias maquinarias secretoras (Guillaume Van Niel et al., 

2018; Mathieu et al., 2019). 

En la etapa de fusión las proteínas involucradas no están tan definidas pero, podrían 

cumplir un rol importante la familia de receptores SNARE (Soluble NSF Attachment 

Protein) y la familia SYTs (synaptotagmin) (Inoue et al., 2015). Estas proteínas de 

membrana se encuentran sobre la superficie de las vesículas (v-SNARE) o sobre la 

membrana blanco (t-SNARE) y son los responsables de la especificidad. La participación 

de estas proteínas en la liberación de los exosomas se encuentra muy poco estudiada 

(Mathieu et al., 2019; Peak et al., 2020;Verweij et al., 2018) pero su rol en otros procesos 

similares las convierten en las principales candidatas (Fader et al., 2009; Wang et al., 

2018; Messenger et al., 2018). Si bien hoy en día la fusión con la membrana continúa 

siendo un campo desconocido, se cree que la gran diversidad en estas familias de 

proteínas hace que el proceso de secreción varíe según el organismo, el tipo celular y el 

subtipo de VEs. 

Una vez finalizado el proceso de secreción las vesículas pueden interaccionar con 

las células vecinas o con la matriz extracelular, o ser transportadas pasivamente por el 

flujo sanguíneo o fluidos corporales (Buzás et al., 2018). 

1.2.3  Composición  

Los exosomas transportan una amplia gama de moléculas que incluyen proteínas, ADN, 

ARNm y microARN (Figura 4), estos componentes van a depender en gran medida del 

tipo celular del cual se originan. El contenido de las VEs es muy heterogéneo y no solo 

https://es.wikipedia.org/wiki/Factor_sensible_a_la_N-etilmaleimida
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varía según el tipo celular sino que también podría estar relacionado con los diferentes 

mecanismos empleados en su biogénesis (Jeppesen et al., 2019). A continuación, se 

detallan, con algunos ejemplos, los tres grandes grupos de moléculas que pueden 

encontrarse en las VEs.  

1.2.3.1 Proteínas 

Los exosomas contienen un amplio repertorio de proteínas que incluyen tanto proteínas 

de membrana, proteínas asociadas a lípidos, asociadas a la periferia de la membrana y 

proteínas solubles presentes en el lumen del exosomas (Pegtel & Gould, 2019). La 

caracterización proteica de las VEs es un campo de estudio muy explotado y la 

información disponible en las bases de datos como Exocarta aumenta constantemente. 

Por esta razón, vamos a hacer un amplio resumen del contenido proteico identificado en 

exosomas. 

Algunas proteínas importantes para comprender la proteómica de los exosomas son 

aquellas relacionadas con la biogénesis. En un principio estas proteínas eran consideradas 

“marcadores exosomales”; uno de los más renombrados son las proteínas ALIX y TSG-

101 pertenecientes a la vía dependiente de ESCRT (Kalra et al., 2012; Choi et al., 2013). 

La familia de las tetraspaninas (CD9, CD81 y CD63) son otras de las moléculas que se 

encuentran muy representadas en la membrana de los exosomas y en un principio también 

se las consideraba marcadores. Hoy sabemos que no solo están presentes en los exosomas 

si no también en MVs y por esta razón pasaron a considerarse proteínas marcadoras de 

VEs (Doyle & Wang, 2019). Si bien hoy en día se encuentran mucho más estudiada las 

poblaciones de VEs, sigue siendo un gran desafío la identificación y caracterización de 

cada subpoblación. Por esta razón, la caracterización debe abordarse desde distintos 

aspectos considerando tanto los marcadores proteicos, como características morfológicas, 

composición lipídica, densidad, contenido de miARN, etc. 

Dentro de la composición proteica de los exosomas también existen moléculas que, si 

bien no son parte de los marcadores, son de gran importancia ya que provienen de la 

célula parental. Por ejemplo, VEs derivadas de células tumorales expresan proteínas 

supresoras como PD-L1 al igual que lo hace la célula tumoral que le dio origen (Chen et 

al., 2018). Otro ejemplo, son los exosomas derivados de células presentadoras de 

antígenos (CPA) que pueden activar una respuesta adaptativa ya que expresan moléculas 

coestimuladoras junto al complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (CMH-II) 
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(Raposo et al., 1996; Lindenbergh & Stoorvogel, 2018; Kowal, 2019). Las VEs también 

pueden transportar diferentes factores asociados a la membrana como el TGFβ (Borges 

et al., 2013), TNF (Zhang et al., 2006; W Gao et al., 2016), citoquinas (Fitzgerald et al., 

2018; Gao et al., 2019), entre otros. En la Figura 4 se indica un resumen de la gran 

variedad de proteínas presentes en los exosomas. 

   

 

Figura 4. Principales características de las vesículas extracelulares. El estudio de la composición de las 

vesículas extracelulares reveló que pueden transportar diversas cargas, como proteínas, lípidos y ácidos 

nucleicos, y que este contenido puede variar ampliamente entre las células y según las condiciones a las que 

este expuesta la célula de origen. Las VEs van a expresar proteínas derivadas de la célula que le dio origen. 

También pueden presentar proteínas y material genético derivado de patógenos y estos se detallan en un 

recuadro rojo. Los recuadros pintados de naranja indican componentes de membrana y los recuadros celestes 

indican componentes citosólicos. Adaptado de Guillaume Van Niel et al., 2018. 
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Múltiples trabajos han demostrado que las VEs también pueden expresar proteínas 

provenientes de ciertos patógenos que pueden activar o inhibir al sistema inmune e 

incluso promover la propagación de la infección (Spencer & Yeruva, 2021). Por ejemplo, 

VEs derivadas de macrófagos infectados con Mycobacterium son capaces de promover 

la activación del sistema inmune gracias a la presencia de proteínas bacterianas 

fuertemente inmunogénicas (Giri et al., 2010; Smith et al., 2017). La presencia de 

antígenos en VEs de células infectadas fue también demostrada para otras infecciones 

bacterianas como las causadas por Salmonella , Pseudomonas pneumoniae, Mycoplasma, 

entre otras (Y. Cheng & Schorey, 2020). Muchas infecciones virales se encuentran 

fuertemente relacionadas a las VEs y esto es en gran parte porque muchos virus pueden 

“secuestrar” la maquinaria de biogénesis exosomal y utilizarla para la propagación o 

ensamblado de partículas. Por esta razón es que muchas veces se encuentran componentes 

virales en las VEs (Urbanelli et al., 2019; Fleming et al., 2014). Un ejemplo lo constituyen 

las proteínas pro-virales Gag y Nef transportadas por las VEs derivadas de células 

infectadas por HIV para promover la infección en células vecinas (Gould et al., 2003; 

Booth et al., 2006 ;Mukhamedova et al., 2019). Los exosomas también pueden transportar 

toxinas como se ha demostrado con el factor letal , (Abrami et al., 2013) y la toxina 

diftérica (Colino & Snapper, 2006).  

1.2.3.2 Lípidos 

Como mencionamos anteriormente una característica de las VEs es su doble membrana 

lipídica, la cual tiene una composición particular y muy distinta a la composición de la 

membrana celular. Si bien el contenido lipídico de los exosomas no está totalmente 

definido se conocen ciertos componentes que están en mayor abundancia (Record et al., 

2018). Estas VEs parecen contener más colesterol, esfingolípidos, fosfatidilinositol (PI) -

3-fosfato [PI (3) P] y bis (monoacilglicero) fosfato (BMP) que la membrana del CMV y 

la membrana celular. Esta composición lipídica es dinámica y se considera que puede 

variar según la etapa de maduración de los CMV, habiendo una mayor presencia de 

colesterol en las primeras etapas y más BMP en las últimas etapas (Skotland et al., 2019). 

Además de los lípidos estructurales, las VEs contienen también lípidos bioactivos, como 

las prostaglandinas, leucotrienos y los lisofosfolípidos (Subra et al., 2010; Record et al., 

2014; Skotland et al., 2017; Boilard, 2018; Record et al., 2018; Umari & Singh, 2018; 

Kalluri & LeBleu, 2020). El hecho de que las VEs posean una composición lipídica 

particular y diferente a la de la célula hace que tengan también distintas propiedades 
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físicas (He et al., 2022). Por ejemplo, los exosomas tienen una mayor estabilidad frente a 

los detergentes que las células e incluso que otras VEs, esta estabilidad hace que tengan 

un mayor tiempo de vida media en el medio extracelular (Skotland et al., 2019). Al igual 

que ocurre con las proteínas, el contenido lipídico de las VEs también varía según la vía 

de biogénesis y esta variabilidad refuerza la heterogeneidad de la población de VEs. 

1.2.3.3 Material genético 

Otra característica importante de las VEs es su alto contenido de material genético que 

tiene un rol fundamente en la regulación y comunicación intercelular. La aplicación de 

métodos de secuenciación avanzadas reveló la presencia de varias especies de ARN 

dentro de las subpoblaciones de VEs. La presencia de ARNs mensajero (mARN), 

miARNs y ARNs largos no codificantes (lncARN) dentro de exosomas y MVs (O’Brien 

et al., 2020; Fischer & Deindl, 2021) se ha demostrado consistentemente en múltiples 

trabajos con microarrays y técnicas RT-qPCR. El contenido de ARN característico de 

exosomas y MVs derivados de un tipo celular, podría tener un enorme potencial como 

biomarcador no invasivo para múltiples patologías (Gezer et al., 2014; Turchinovich et 

al., 2019; Lässer et al., 2017; Beylerli et al., 2022). En particular  ya se utiliza como 

biomarcador para el diagnóstico de cáncer de próstata (Nilsson et al., 2009; García-Flores 

et al., 2021; Z. Gao et al., 2021;Mugoni et al., 2022). Los exosomas también contienen 

distintos tipos de ADN, ADN monocatenario, ADN bicatenario, ADN genómico, ADN 

mitocondrial, entre otros. La función del ADN exosomal no está muy clara pero podría 

tener un impacto en la regulación de la inflamación, y puede resultar un marcador útil, 

tanto para tumores como para infecciones virales o resistencia a quimioterapia (Pegtel & 

Gould, 2019). Al igual que ocurre con las proteínas, también se ha identificado material 

genético proveniente de patógenos en VEs derivadas de células infectadas. Un ejemplo 

muy claro de esto es el material genético de algunos virus que puede encontrarse en las 

VEs (Chugh et al., 2013; Hoshina et al., 2016; Urbanelli et al., 2019). Las VEs también 

pueden contener material genético bacteriano, un ejemplo es el ADN de bacterias 

intracelulares como Listeria, Legionella pneumophila, y Franciscella tularensis. 

(Nandakumar et al., 2019).  

Al igual que todas las moléculas presentes en los exosomas el contenido genético puede 

variar dependiendo de la subpoblación de VEs que se esté estudiando y esto podría 

facilitar su caracterización (Lázaro-Ibáñez et al., 2019). 
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Todas estas moléculas transportadas en las VEs reflejan su rol fundamental en la 

señalización y comunicación celular. Todo este contenido se puede transferir de las 

células de origen a una célula diana elaborando así una compleja red de comunicación 

intercelular (Graça Raposo & Stahl, 2019), siendo esta área una de las principales áreas 

de estudio en la actualidad. 

1.3  Rol biológico de las vesículas extracelulares  

Las VEs están presentes en fluidos biológicos y están involucradas en múltiples procesos 

fisiológicos y patológicos. Estas vesículas ejercen su efecto sobre los procesos biológicos 

de manera pleiotrópicas, una vez liberadas pueden llegar a las células receptoras y generar 

en esta última diferentes tipos de respuestas (EL Andaloussi et al., 2013). Las VEs pueden 

transmitir información a una célula receptora de dos maneras: 1) interacción del tipo 

ligando-receptor seguida de la activación de los receptores y señalización, o 2) 

incorporación del contenido por internalización directa de las vesículas por parte de la 

célula receptora (Figura 5) (McKelvey et al., 2015; Van Niel et al., 2018; Mathieu et al., 

2019). 

Para que todo esto ocurra se requiere en primer lugar, la unión de la VEs con la membrana 

plasmática de la célula receptora. Esta interacción puede estar mediada por proteínas de 

membrana como receptores y / o moléculas de adhesión como las integrinas y los 

proteoglicanos a las cuales pueden unirse las VEs (Robbins & Morelli, 2014;Q. Li et al., 

2019; Soung et al., 2019 ;Gonda et al., 2019; Shimaoka et al., 2019). 

Cuando la interacción es del tipo ligando-receptor (Figura 5 punto 𝟏 ) las VEs pueden 

activar directamente los receptores de la superficie de la célula diana a través de ligandos 

proteicos o lipídicos y activar una cascada de señalización. Un ejemplo de esto es la 

interacción del CMH presente en la VEs con el TCR (de su nombre en inglés T cell 

receptor) del linfocito T (LT); esta interacción permite la presentación de antígenos por 

parte de las VEs derivadas de células dendríticas (CDs) (EL Andaloussi et al., 2013).  

En otros casos la información es mucho más que una señalización de membrana y 

requiere la incorporación del contenido por internalización de la VEs (Figura 5 punto 2). 

Esto puede ocurrir por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la endocitosis 

mediada por receptores de membrana, la macropinocitocis (Tian et al., 2014) (Costa 

Verdera et al., 2017; Eguchi et al., 2019; Urbanelli et al., 2019; Gao et al., 2020) o la 

fagocitocis. (Shah et al., 2019; Glassman et al., 2020). Otras veces, la incorporación de 
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las moléculas de la VEs se realiza de una manera más rápida, produciéndose la fusión 

directa de la membrana de la vesícula con la membrana plasmática de la célula 

vertiéndose todo el contenido en el citosol.  

Aún no está claro si la interacción entre la VEs y la célula aceptora ocurre con alguna 

especificidad o si el proceso no es específico y es estocástico, pero la literatura brinda 

apoyo para ambas teorías (Valadi et al., 2007; Fitzner et al., 2011); Horibe et al., 2018). 

La especificidad de las VEs por un cierto tipo celular podría estar definida por las 

proteínas presentes en la membrana. Si bien existen muchas proteínas candidatas que 

puedan mediar la captación de VEs (Morelli et al., 2004) aún no se ha encontrado un 

receptor específico para VEs que muestre ser necesario y suficiente para la interacción e 

internalización (Mathieu et al., 2019 ; Gonda et al., 2019).  

Los lípidos también juegan un rol importante en la interacción VEs-célula. La 

composición lipídica de la membrana celular puede contribuir a la internalización y por 

ejemplo, la disrupción de las balsas lipídicas por la falta de colesterol reduce la captación 

de VEs (Escrevente et al., 2011; Pfrieger & Vitale, 2018).  

Por medio de qué mecanismo interacciona la VEs con la célula diana va a depender 

principalmente de la naturaleza de la VEs y de la naturaleza de la célula diana. Una misma 

VEs puede ser incorporada por mecanismos distintos en distintas células blanco. Esto 

puede desencadenar distintas respuestas (Kalluri & LeBleu, 2020). De esta manera cada 

interacción en particular dependerá de los elementos que participan, así como también 

del contexto en el que ocurra.  
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Figura 5. Posibles destinos de las VEs en las células receptoras. Se esquematiza la liberación de los exosomas 

por parte de una célula dadora, y la posterior interacción con la célula diana. Esta puede ser una célula vecina, 

una a distancia o incluso la misma célula dadora. Existen distintas formas de interaccionar: (1) Interacción del 

tipo ligando-receptor en la cual las VEs exógenas se unirán a la superficie de la célula (véase el recuadro 

ampliado) y pueden sufrir varios destinos. Dependiendo del tipo de célula, pueden permanecer unidas a la 

superficie (por ejemplo, a las integrinas) o pueden iniciar vías de señalización intracelular como consecuencia 

de la interacción de los receptores/ligandos presentes en las VEs con su contraparte en la célula diana (por 

ejemplo, la presentación de antígenos). (2) Interacción por endocitosis directa de las vesículas por parte de la 

célula receptora o fusión directa con la membrana plasmática. La internalización dirigirá las VEs exógenas a la 

vía endosomal, las VEs pueden llegar al cuerpo multivesicular (CMV), y allí mezclarse con las vesículas 

intraluminales endógenas (VIL). Luego podrán seguir la vía secretoria y las VEs dentro del CMV volverán a 

secretarse. También, las VEs acopladas en la membrana plasmática o en la membrana limitante de las CMVs 

pueden liberar su contenido intraluminal en el citoplasma de la célula receptora por fusión, un proceso que 

actualmente no se conoce bien pero que es de gran importancia para la entrega de cargas intraluminales como 

los miARNs. Cabe destacar que hasta el momento no hay pruebas que excluyan un posible reciclaje a la 

membrana plasmática de las VEs endocitadas (flechas discontinuas). MEC, matriz extracelular; TCR, Receptor 

de LT; CMH-I/II, complejo mayor de histocompatibilidad clase I o II. Dibujo adaptado de Guillaume Van Niel 

et al., 2018.  
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1.4 VEs y su función en la regulación del sistema inmune  

El sistema inmune comprende diferentes tipos de células que residen en múltiples órganos 

en todo el cuerpo y esto lo convierte en una compleja red. Para mantener la homeostasis 

celular, proporcionar defensa al huésped, pero al mismo tiempo tolerar células sanas, 

bacterias comensales y otros compuestos ambientales no peligrosos, se requiere de un 

accionar coordinado de las partes y para que esto ocurra es fundamental la correcta 

comunicación. El sistema inmune utiliza vías eficientes de comunicación como el 

contacto directo entre células y la liberación de factores solubles (Veerman et al., 2019). 

A estas vías se le suma, a mediados de los años noventa, el intercambio de información 

por medio de la secreción de VEs. El grupo de la Dra. Raposo y colaboradores lograron 

determinar que los exosomas derivados de linfocitos B (LB) tenían la capacidad de 

presentar antígenos y activar a los LT (G Raposo & Nijman, 1996). Este hallazgo 

demostró el papel de los exosomas en la modulación de una respuesta inmune y cambió 

la idea que se tenía hasta entonces de las nanovesículas, dándoles un rol fundamental en 

la comunicación celular del sistema inmune.  

El papel de los exosomas y VEs en la modulación del sistema inmune se ha estudiado 

ampliamente. Hoy sabemos que las VEs secretadas tanto por células inmunes y no 

inmunes tienen papeles importantes en la inmunidad. Pueden mediar la estimulación o la 

supresión inmunitaria y pueden conducir a enfermedades patológicas inflamatorias, 

autoinmunes e infecciosas (Robbins & Morelli, 2014).  

En esta sección se resumen las principales funciones inmunes en las que participan las 

VEs derivadas tanto de células inmunes como no inmunes. 

1.4.1 Activación del sistema inmune por las VEs 

El sistema inmune es activado por señales de daño que pueden ser censadas gracias a 

receptores presentes en las células inmunes. Estas células una vez que reciben las señales 

de daño sufren ciertos cambios que conllevan a la activación celular. Se ha comprobado 

que la secreción de VEs luego de esa activación es un medio para mejorar la respuesta. 

Existen muchas formas en que las células inmunes usan las VEs para activar el sistema 

inmunitario y a continuación realizaré una descripción general de algunos de estos 

procesos. 
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Las células inmunes innatas contribuyen a la primera línea de defensa del cuerpo, si ellas 

no logran contener al patógeno en primera instancia, se mejorará la respuesta mediante 

mecanismos inmunes adaptativos específicos. Para ello, es necesario una correcta 

comunicación entre el sistema innato y el adaptativo. Hoy se sabe que casi todas las 

células inmunes innatas pueden comunicarse con las CDs y/o LT y LB, y por lo tanto 

contribuir al desarrollo de las respuestas inmunes adaptativas. Es en esta comunicación 

en la cual entran en juego las VEs (Groot Kormelink et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la Figura 6 se resumen muy brevemente algunas de las funciones activadoras de VEs 

secretadas por células del sistema inmune innato. Se puede observar como las VEs de los 

mastocitos podrían tener un rol en la activación de la respuesta T (Groot Kormelink et 

al., 2016). ya que expresan CMH-II y moléculas coestimuladoras (Raposo et al., 1997), 

  
 

Figura 6. Rol de las VEs derivadas de células del sistema inmune innato. Efecto 

activador de esas VEs sobre el sistema inmune. Se esquematizan los distintos tipos 

celulares con sus VEs y con flechas se detallan los efectos sobre las células inmunes. 
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también pueden amplificar la respuesta inmune al transferir antígenos endocitados y 

parcialmente procesados a las CDs inmaduras in vitro e in vivo (Skokos et al., 2003). Las 

VEs derivadas de otras células innatas como los neutrófilos (Dalli et al., 2013; Gasser et 

al., 2003; Slater et al., 2017; Timár et al., 2013; Henry et al., 2016;Shopova et al., 2020; 

Lőrincz et al., 2020) y eosinófilos (J. A. Cañas et al., 2017; Mazzeo et al., 2015); Shamri, 

Xenakis, & Spencer, 2011) pueden tener un potencial rol en la activación de la respuesta 

inmune al mejorar la maduración de CDs y favorecer el desarrollo de células T helper 2 

(Th2) (Sangaphunchai et al., 2020). Por otra parte, las VEs de las células NK también 

presentan moléculas con relevancia inmunológica como la proteína CD56, el receptor 

NKG2D, el ligando FAS, perforina, granzima A , granzima B y granulisina (Jong et al., 

2017; Lugini et al., 2012) que las convierte en potenciales moduladores de la respuesta 

inmune. 

 

 

 

Figura 7. Rol de las VEs derivadas de CPA profesionales. Efecto activador de esas VEs sobre el sistema inmune 

(SI). Se esquematizan los distintos tipos celulares con sus VEs y con flechas se detallan los efectos sobre las células 

inmunes. 
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Otro grupo celular muy importante en la respuesta innata son las CPA profesionales. 

Dentro de este grupo figuran los macrófagos y las CDs. Las VEs derivadas de 

macrófagos (Figura 7) pueden ejercer múltiples funciones y participan en la promoción 

de la proliferación de las células mieloides y diferenciación de los macrófagos (Wen et 

al., 2017); Akbar et al., 2021). Pueden expresar patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs) (Bhatnagar et al., 2007; Giri & Schorey, 2008;Y. Cheng & Schorey, 

2020) y complejos multi-proteícos como el imflamasoma (Yuehui Zhang et al., 2017). 

Sin duda las VEs secretadas por las CDs son de las más estudiadas ya que son claves en 

la respuesta inmune (Figura 7). Pueden transportar antígenos completos y también 

complejos CMH-péptidos que pueden activar a los LT específicos (Lindenbergh & 

Stoorvogel, 2018). Al expresar en su membrana las moléculas CMH-I y CMH-II tienen 

la capacidad de activar respuestas T CD4 + y CD8 + directamente. (Näslund, Gehrmann, 

& Gabrielsson, 2013; Graner, 2018). Las VEs también pueden amplificar la respuesta 

inmune a través de la transferencia de complejos CMH-péptido. Cuando una CDs se 

activa libera VEs que van a tener en su membrana el CMH asociado a un péptido del 

patógeno, estas VEs pueden ser captadas por otra CDs que no ha estado en contacto con 

el antígeno y el CMH-péptido de la VEs puede pasar a formar parte de la membrana de 

la CDs (por fusión de la VEs) o puede haber un procesamiento de los antígenos para su 

posterior presentación (Théry et al., 2009). También pueden participar en la activación 

de otras células inmunes innatas como las células NK. 
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Las VEs derivadas de las células del sistema adaptativo también cumplen roles 

importantes en la modulación del sistema inmune (Figura 8). Por ejemplo, cuando un LT 

se activa, libera grandes cantidades de exosomas que contienen el complejo TCR/CD3 en 

su membrana (Blanchard et al., 2002; Lu et al., 2018). Estas VEs se han asociado 

principalmente con la activación de respuestas inmunes antivirales y antitumorales 

(Torralba et al., 2018). Además, los LB siendo CPA profesionales, al igual que las CDs, 

liberan VEs que expresan las moléculas del CMH-I y CMH-II, y pueden activar a los LT 

(Lindenbergh & Stoorvogel, 2018). Por otra parte, son una fuente importante de antígenos 

y, consecuentemente, cumplen una función esencial en el centro germinal (CG). 

(Lindenbergh & Stoorvogel, 2018).  

Si bien las VEs liberadas por células inmunes tienen la capacidad de modular la respuesta 

inmune también pueden hacerlo VEs secretadas por células no inmunes. Un claro 

ejemplo de ello son las VEs derivadas de tumores que contienen factores que pueden 

regular las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas, ya que poseen antígenos 

asociados al tumor (TAA) (Dai et al., 2005; Kharmate, Hosseini-Beheshti, Caradec, Chin, 

& Tomlinson Guns, 2016; C. Wang et al., 2020) y moléculas inmunorreguladoras (Chen 

et al., 2018). Las VEs de células tumorales pueden transferir antígenos tumorales a CDs 

 
 
Figura 8. Rol de las VEs derivadas de LB y LT. Efecto activador de esas VEs sobre el sistema 

inmune. Se esquematizan los distintos tipos celulares con sus VEs y con flechas se detallan los 

efectos sobre las células inmunes. 
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y por ello son postuladas como antígenos tumorales acelulares para el desarrollo de 

vacunas (Wolfers et al., 2001; Näslund, Gehrmann, Qazi, et al., 2013b; Xiao et al., 2017; 

Menay et al., 2017).  

Existen VEs que también pueden modular el sistema inmune que no son secretadas por 

células inmune e incluso ni siquiera por células propias del organismo. Son las VEs 

secretadas por ciertos patógenos tanto procariotas como eucariotas. Un ejemplo de esto 

son las OMV (de su nombre en inglés Outer Membrane Vesicles) secretadas por bacterias. 

Estas VEs pueden llevar componentes del espacio periplásmico y de la membrana 

(Toyofuku et al., 2019) y pueden activar la respuesta inmune ya que son un vehículo para 

la propagación de PAMPs (Santos et al., 2018; Mehanny et al., 2020; Nandakumar et al., 

2019). Las bacterias no son los únicos patógenos que liberan VEs que activan el sistema 

inmune. Los hongos (Bielska & May, 2019) y los parásitos eucariotas también producen 

VEs (De Souza & Barrias, 2020; Drurey & Maizels, 2021). Las VEs secretadas por los 

distintos patógenos pueden inducir una inmunidad eficiente (Cronemberger-Andrade et 

al., 2014; Rodrigues et al., 2008; Buck et al., 2014; Erdogan et al., 2019; Jung et al., 2020) 

y eso las convierte en candidatos vacunales y también en nuevos enfoques de diagnóstico 

para infecciones parasitarias. (Khosravi et al., 2020) y bacterianas (Kuipers et al., 2018). 

1.4.2 Inhibición del sistema inmune por VEs 

Una vez que se genera la respuesta inmune y se logra contener la infección, el sistema 

atraviesa una etapa de contracción, en donde toda la actividad proliferativa de los 

linfocitos específicos disminuye como consecuencia de la falta de estímulo. Durante esta 

etapa todos los mecanismos activados deben ser “apagados”. La apoptosis es un 

mecanismo clave durante la contracción y puede inducirse por receptores de muerte como 

FasL así como también puede ser inducida por la presencia de citoquinas inhibidoras. 

(Kuby, 2012). No es sorpresa que estos mismos mecanismos de “apagado” que se 

presentan en las células también puedan ser enviados a través de la secreción de VEs. 

Cuando esto ocurre, se define una nueva función de las VEs en la modulación de la 

respuesta inmune que es la inmunosupresión. A continuación, se explicarán 

resumidamente algunas de las funciones inhibidoras de las VEs secretadas por células del 

sistema inmune.  

Comenzando con las VEs derivadas de células que pertenecen al sistema inmune innato, 

(Figura 9) encontramos que las VEs provenientes de neutrófilos tienen en su mayoría 
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efectos inhibitorios sobre el sistema inmune. Estos efectos recaen principalmente sobre 

las CDs derivadas de monocitos, las VEs alteran su morfología y funcionalidad. Todo 

esto conlleva a una menor proliferación de LT producto de CDs con menor capacidad 

para activarlos (Eken et al., 2008). También presentan moléculas inmunomoduladoras 

como la fosfatidilserina (PS) (Gasser et al., 2003 ; Lorincz et al., 2015), que tiene efectos 

antiinflamatorios conocidos ( Eken et al., 2013; Birge et al., 2016;). 

También, las VEs derivadas de células NK tienen efectos inhibitorios y tienen un papel 

importante en la homeostasis inmune al inducir la lisis de células mononucleares de 

sangre periférica activadas (Lugini et al., 2012 ; Fais, 2013). 

 

  

Figura 9. Efecto inhibidor sobre el sistema inmune de las VEs derivadas de células 

inmunitarias innatas. Se esquematizan los distintos tipos celulares con sus VEs y con 

flechas se detallan los efectos sobre las células inmunes.  Con            se indica activación y 

con          se indica inhibición y con         se indica activación/ inhibición. 
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Como se mencionó anteriormente, la función de las VEs está relacionada, en su mayoría, 

con la función de la célula que le dió origen. Un claro ejemplo de ello se observa al 

analizar las VEs derivadas de macrófagos. (Garzetti et al., 2014). La función 

inmunomoduladora de las VEs va a depender del perfil de macrófago del que deriven 

(Figura 9) (Veerman et al., 2019). Es así como las VEs derivadas de macrófagos M2 

pueden promover la migración de células tumorales al igual que los macrófagos M2 (Noy 

& Pollard, 2014; P. Zheng et al., 2018; Cho et al., 2019). También estas VEs de M2 

promueven la liberación de IL-4 e IL-10 por macrófagos y CDs (L. Cheng et al., 2017). 

Al igual que ocurre con los macrófagos las VEs derivadas de CDs tendrán funciones 

distintas dependiendo del estado de maduración de la CDs (Schorey et al., 2015; Kowal, 

2019) Una CDs inmadura libera VEs con funciones inmunosupresoras que se 

demostraron principalmente en modelos autoinmunes y de trasplante (X. Li et al., 2012). 

Además de las VEs de CDs inmaduras, las VEs derivadas de las CDs estimuladas con 

citoquinas anti-inflamatorias también tienen funciones inmunoinhibidoras y pueden 

inhibir la proliferación de LT in vitro (Kim et al., 2005; Cai et al., 2012).  

 

Dentro del sistema adaptativo existen células que se caracterizan por tener funciones 

inhibitoras del sistema inmune y son los LT regulatorios (Tregs). Las VEs derivados de 

  

Figura 10. Efecto inhibidor de las VEs derivadas de LT sobre el sistema inmune. Se 

esquematizan los distintos tipos celulares con sus VEs y con flechas se detallan los efectos sobre 

las células inmunes. Con  se indica inhibición. 
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Tregs (Figura 10) pueden bloquear la progresión del ciclo celular e inhibir la 

proliferación de LT (Aiello et al., 2017), pueden prevenir la inflamación sistémica al 

suprimir la síntesis de IFN-γ en los LT y la síntesis de citoquinas en las CDs (Okoye et 

al., 2014; Tung et al., 2018).  

La contracción de la respuesta inmune no está a cargo únicamente de la inmunosupresión 

mediado por los LTreg. Los LT CD8+ también pueden inhibir el sistema inmune y se ha 

demostrado que los VEs liberadas por estas células pueden inducir la apoptosis en las 

células receptoras (Figura 10) (Xie et al., 2010). 

Como se mencionó anteriormente, el sistema inmune no se encuentra regulado 

únicamente por factores internos si no que las VEs derivadas de células no inmunes 

poseen también un efecto inmunomodulador. Un mecanismo de escape inmunológico 

muy común de las células tumorales es inhibir al sistema inmune y para lograrlo utiliza 

muchos de los mecanismos que el propio sistema tiene para mantener su homeostasis 

(Robbins et al., 2016; L. Wang et al., 2021). Las VEs derivadas de las células tumorales 

pueden actuar sobre distintas células inmunes e inhibirlas, por ejemplo promoviendo la 

polarización de los macrófagos asociados al tumor hacia un perfil M2 (Linton et al., 2018) 

(Shinohara et al., 2017), también pueden suprimir la diferenciación de células dendríticas 

(Yu et al., 2007) y reducir la citotoxicidad de las células NK (Ludwig et al., 2017; Vulpis 

et al., 2019). La función de las VEs derivadas de tumores dependerá de la célula de origen, 

del microambiente, del estadio del tumor, entre otros factores.  

Al igual que las células tumorales, los patógenos también tienen diferentes estrategias 

para evadir al sistema inmune y las VEs forman parte de esas estrategias. Por ejemplo, 

las vesículas derivadas de Leishmania contienen moléculas inmunosupresoras (Isnard et 

al., 2012) y tienen la capacidad de disminuir la secreción de TNFα y aumentar la 

liberación de IL-10 en monocitos infectados. También actúan sobre las CDs reduciendo 

su capacidad para activar una respuesta T helper 1 (Th1) (Silverman et al., 2010). Las 

VEs derivadas de Neisseria gonorrhoeae tienen porinas que aumentan la permeabilidad 

mitocondrial e inducen la apoptosis de macrófagos (Deo et al., 2018). Así, las VEs de 

diversos patógenos como Escherichia coli (Cañas et al., 2018; Kunsmann et al., 2015) 

Criptococcus. neoformans, entre otros, expresan moléculas que pueden inhibir al sistema 

inmune (Oliveira et al., 2010).  
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1.5 Células dendríticas y su importancia en la respuesta 

inmune 

Las CDs forman parte del sistema inmune innato y son el principal nexo con el sistema 

adaptativo. La primera visualización de este tipo celular fue en 1868 con el 

descubrimiento de las células de Langerhans en la piel por parte del investigador Paul 

Langerhans (Langerhans, 1868; Tamaki et al., 1980). Pero, no fue hasta la década de 1970 

que el Dr. Ralph Steinman, mientras estudiaba las células esplénicas de los ratones, 

observó unas células “estrelladas” que eran funcionalmente distinta al resto de los 

leucocitos (Steinman & Cohn, 1973). Fue este el origen de las CDs como hoy las 

conocemos, él las caracterizó y las incluyó dentro del conjunto de células del sistema 

inmune. Por este descubrimiento recibió el Premio Nobel en el año 2011.  

Hoy, a 50 años de su descubrimiento, sabemos que las CDs son las encargadas de 

orquestar la respuesta inmune, son las células centinelas por excelencias y son necesarias 

para activar a los LB y LT. Cumplen un rol fundamental como CPA profesionales siendo 

las únicas con la capacidad de activar a LT vírgenes. Basalmente, las CDs se encuentran 

en estado inmaduro y distribuidas en la mayoría de los tejidos periféricos en donde censan 

constantemente la presencia de antígenos (Kubach et al., 2005; Weisheit et al., 2015). En 

su estado inmaduro se caracterizan por la baja expresión en la superficie celular de las 

moléculas CD80, CD86, CD40 y CMH-II (Münz et al., 2005) y por su alta capacidad 

endocítica que les permite internalizar antígenos presentes en el medio (Murphy & 

Weaver, 2017; Land, 2018; Palm, 2019). Al reconocer un antígeno sufren una serie de 

cambios fisiológicos, que, en conjunto, se denominan maduración. Como resultado del 

estímulo, las CDs aumentan la expresión de las moléculas coestimuladoras CD40, CD80, 

CD86 y las moléculas CMH-I y II, convirtiéndose en CD maduras y en excelentes 

presentadoras del antígeno para los LT vírgenes. Durante este proceso también adquieren 

la capacidad de migrar a los órganos linfáticos secundarios (OLS). Dependiendo del 

antígeno y dependiendo del contexto inflamatorio, la CDs puede generar una respuesta 

principalmente de linfocitos CD8+, de linfocitos CD4+ o contribuir a la activación de LB. 

Todas estas funciones hacen que el rol de las CDs en el orquestado de la respuesta inmune 

frente a diversos patógenos sea protagónico.  
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1.5.1  VEs derivadas de CDs: Rol en la activación de los linfocitos 

Las CDs secretan en su entorno diferentes tipos de VEs con origen intracelular diferentes 

y, por lo tanto, con propiedades estructurales y bioquímicas distintas (Kowal, 2019). Hoy 

sabemos que gran parte de las proteínas que están presentes en las VEs coinciden con las 

proteínas expresadas en la célula que dio origen a esas VEs. Es así como las VEs liberadas 

por CDs tienen una alta expresión de moléculas CMH-I y CMHI-II (Figura 11) (Théry 

et al., 2009). 

La secreción de VEs también puede ser modulada, y puede verse afectada por el 

microambiente y por diferentes estímulos (Yáñez-Mó et al., 2015); de esta manera, los 

cambios que ocurren en la célula pueden reflejarse en las VEs. Cuando una CDs madura 

y aumenta la expresión de moléculas coestimuladoras y de moléculas CMH, estos 

cambios también se producen en las VEs. Por ejemplo, se ha comprobado que las VEs 

secretadas a partir de CDs diferenciadas de medula ósea (MO) murina que fueron 

activadas con LPS o con IFN-γ contienen niveles aumentados de CMH-II, de CD86, y de 

la molécula de adhesión ICAM-I (Segura et al., 2005; Admyre et al., 2006; Qazi et al., 

2009; Viaud et al., 2009). No solo varía la expresión de proteínas en las VEs, sino que 

también puede variar la cantidad de VEs secretadas por las CDs. Por ejemplo, la presencia 

de LT aumentan la secreción de VEs por parte de la CDs y esta secreción se estimula aún 

más cuando se agrega un péptido (Buschow et al., 2009). En estos cambios también entran 

en juego el contenido genético .y se ha demostrado que diferentes subconjuntos de CDs, 

tratadas con citoquinas inflamatorias o imunosupresoras, presentan diferentes patrones de 

expresión de pequeños RNA nucleares (snoARN) que se reflejan en sus VEs (Nolte’T 

Hoen et al., 2012; Driedonks et al., 2018). 
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Todos estos indicios demuestran que las VEs son mediadores claves y que la información 

que transportan varía notablemente cuando la célula de origen se expone a distintos 

estímulos y, por lo tanto, frente a distintas condiciones la señal recibida en la célula diana 

desencadenará respuestas diferentes.  

La activación de los linfocitos se basa principalmente en 3 señales: el reconocimiento del 

antígeno a través de su receptor específico, la señal de las moléculas coestimuladoras y 

la tercer señal que está dada por las citoquinas (Cantrell, 2015). Las VEs derivadas de las 

CDs expresan en su membrana moléculas que tienen la capacidad de brindar algunas de 

esas señales, como las moléculas de CMH I y II, las moléculas coestimuladoras CD80 y 

CD86 (Figura 11) e incluso pueden tener antígenos nativos (Kowal, 2019). Esto las 

convierte en pequeñas entidades presentadoras de antígeno y potenciales activadores de 

LT y LB. 

 

 

Figura 11. Principales componentes de las VE derivadas de CDs. Las VE están compuestas por una 

bicapa lipídica, que respeta la topología de membrana plasmática de la célula que le dio origen. Por lo 

tanto, los dominios extracelulares de las proteínas transmembrana están expuestos al espacio extracelular, 

lo que les permite interactuar con sus respectivas ligandos o receptores. Las proteínas citosólicas solubles 

están encerradas en las VEs, esto les brinda protección a proteinasas. Además de proteínas las VEs también 

transportan información genética, como diversas moléculas de ARN. Figura extraída de Kowal, 2019. 
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1.5.1.1 Rol de las VEs en la activación de LT: VEs y presentación 

antigénica  

En la activación de los LT juega un rol muy importante la comunicación y la interacción 

específica con la CD. Durante la sinapsis inmunológica las moléculas del CMH que están 

cargadas con antígeno (CMH-péptido) pueden unirse a los receptores TCR específicos 

(Pettmann et al., 2018). Diversos trabajos demuestran que las VEs están involucradas 

directamente en esta sinapsis inmunológica. Y si bien se han aislado VEs que expresan 

CMH-II en sangre periférica (Morelli et al., 2004); (Ren et al., 2011; Saunderson et al., 

2014; Lindenbergh & Stoorvogel, 2018), los experimentos sugieren que in vivo es más 

probable que la mayoría de las VEs sean secretadas in situ e interactúen con las células 

cercanas inmediatamente después de su liberación (Allan et al., 2006; Montecalvo et al., 

2008).  

El primer indicio de que las VEs/exosomas de CPA podían activar a los LT fue en el año 

1996, cuando se demostró que los exosomas derivados de LB humanos podían presentar 

antígenos a los LT CD4, in vitro (Raposo & Nijman, 1996). De aquí en adelante 

comenzaron a aparecer numerosos trabajos que demostraron la presencia del CMH-I, 

CMH-II y las moléculas coestimuladores en las VEs de CPA y confirmaban su rol en la 

activación de LT in vivo e in vitro (Zitvogel et al., 1998; Théry, Duban, et al., 2002). 

(Wolfers et al., 2001). Más tarde, aparecieron reportes que afirmaban que las VEs 

derivadas de CPA además, podían transferir complejos pCMH a los LT (Mannie et al., 

1998; PY & MD, 1999; Arnold y Mannie, 1999; Patel et al., 1999). Estos trabajos 

demostraron que las VEs derivadas de CPA participaban activamente en la presentación 

antigénica. De qué manera lo hacían y cuáles eran los mecanismos no estaban claros en 

ese momento, pero hoy en día sabemos que existen múltiples maneras en que las VEs 

pueden presentar antígenos a los LT y a continuación se detallará cada uno de los 

mecanismos. 

1.5.1.1.1 Presentación directa de antígenos por las VEs derivadas de CDs 

La presentación directa de antígenos por las VEs derivadas de CDs está dada básicamente 

por la interacción de las moléculas presentes en las VEs (CMH) con las moléculas 

complementarias presentes en el LT (TCR) (Kowal, 2019). La estimulación directa por 

las VEs (Figura 12 punto 1) es menos potente que la estimulación generada por las CDs 

directamente (Vincent-Schneider et al., 2002), y esto puede ser consecuencia de la 

dispersión que sufren las VEs (debido a su pequeño tamaño) que dificulta reclutar la 
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cantidad necesaria de entrecruzamientos entre el complejo TCR-CMH y las moléculas 

coestimuladoras que desencadenen la activación de un linfocito naïve (Robbins & 

Morelli, 2014). Sin embargo, sí pueden estimular a los LT que ya han reconocido un 

antígeno previamente, y que por lo tanto tienen un umbral de activación menor que los 

LT naïve. Esto sugiere que las VEs podrían ser necesarias para mantener el estado 

activado de los LT (Muntasell et al., 2007; Ochyl & Moon, 2019). Para poder activar 

directamente a un LT naïve las VEs necesitan la presencia de una CDs que sirva de 

soporte. Las VEs permanecen adheridas a la membrana de la CDs y utilizarán las 

moléculas coestimuladoras y demás moléculas de adhesión de la CDs para lograr activar 

a los LT naïve. La capacidad de activar a los LT también va a depender del origen de las 

VEs, las VEs derivadas de CD maduras tienen una capacidad mayor de estimular a los 

LT que las VEs secretadas por CDs inmaduras (Utsugi-Kobukai et al., 2003; Montecalvo 

et al., 2008). Esta mayor capacidad de activación puede estar asociada al incremento de 

las moléculas de adhesión y coestimulación (CD86 e ICAM1). 

1.5.1.1.2  Presentación indirecta a través de la transferencia de antígenos o complejos 

CMH-péptido a CPA 

La capacidad de las VEs de activar a los LT se incrementa significativamente cuando 

interaccionan con las CDs, aún cuando estas no fueron expuestas al antígeno previamente 

(Segura et al., 2007). Se ha demostrado que las VEs pueden ser internalizada por 

fagocitosis o macropinofagocitosis por las CDs. Si las VEs transportan antígenos enteros 

o complejos CMH-péptido, al ser internalizadas por la CDs podrán activarla y presentarse 

a través de la maquinaria de procesamiento propia de la CPA (Figura 12 punto 2 y 4) 

(Morelli et al., 2004; Montecalvo et al., 2008; Feng et al., 2010). Si la célula diana es una 

CD inmadura, ésta va a fagocitar las VEs con mayor eficiencia que una CD madura y se 

activará y presentará los antígenos que le brindaron las VEs endocitadas. En cambio, en 

una célula madura las VEs tenderán a permanecer asociadas a la membrana y 

aprovecharán las moléculas coestimuladoras de la CD para activar a los LT directamente 

(como se explicó anteriormente Figura 12 punto 1) (Lindenbergh & Stoorvogel, 2018).  
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1.5.1.1.3 Presentación indirecta por cross-dressing 

El sistema inmune posee otras herramientas que facilitan la presentación de antígenos y 

permite la transferencia de los complejos CMH-péptido preformados y funcionales de 

una célula a otra. Esta transferencia de moléculas entre células puede ocurrir por 

distintos mecanismos como la trogocitosis (K. A. Ahmed et al., 2008; Joly & Hudrisier, 

2003; Miyake et al., 2017), por medio de puentes intercelulares que permiten la 

transferencia de materiales de membrana y citosólicos (Gerdes et al., 2013; Nawaz & 

Fatima, 2017 ; Dupont et al., 2018) o puede ocurrir por el mecanismo de cross-dressing. 

En este último mecanismo participan las VEs (Lindenbergh & Stoorvogel, 2018; Kowal, 

2019). Las VEs pueden quedar retenidas o fusionarse con la membrana de la célula diana 

(Campana et al., 2015). En cualquiera de las dos situaciones el complejo CMH-péptido- 

presente en la membrana de las vesículas puede “transferirse” a la membrana de la CPA 

diana y ser utilizado directamente para la presentación a los LT sin necesidad de un 

reprocesamiento (Figura 12 punto 3)(Segura et al., 2007; Morelli et al., 2017). Con esta 

 

Figura 12. Papel de las VEs derivadas de CDs en la presentación de antígenos a LT. (1) Presentación directa: 

las VEs son retenidas sobre la superficie de la CDs, presentan su complejo CMH-péptido directamente a los LT. 

Las moléculas coestimuladoras son aportadas por la CDs. (2) Transferencia de péptidos: las VEs internalizadas 

transfieren sus péptidos antigénicos a las moléculas del CMH de la CPA aceptora. Las moléculas del CMH que 

se cargan con el péptido derivado del exosoma se transportan a la superficie para su presentación a los LT. (3) 

Cross-dressing: el complejo CMH-péptido presente en la membrana de las VEs puede transferirse a la membrana 

de la CPA por fusión de la VEs. (4) Amplificación de la respuesta: Las CDs liberan VEs que pueden regular la 

respuesta inmune y activar a otras CDs a distancia. Adaptado de Robbins & Morelli, 2014. 
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herramienta se pueden presentar antígenos por fuera de la propia maquinaria de 

presentación de las CDs (Bonaccorsi et al., 2014). El cross-dressing es considerado un 

mecanismo complementario de la vía de presentación cruzada ya que las CDs pueden 

adquirir complejos CMH-péptido-I de células tumorales muertas o apoptóticas, o células 

infectadas por virus (Lindenbergh & Stoorvogel, 2018). 

1.5.1.2 Rol de las VEs en la activación de LB: VEs como vehículo de 

antígenos  

A diferencia de los LT, los LB pueden reconocer el antígeno en su forma nativa sin 

necesidad de procesamiento o de que otra célula se lo presente en el contexto de CMH. 

Con su receptor de membrana pueden reconocer directamente antígenos solubles o 

antígenos que estén asociados a las membranas celulares. En este último caso la 

estimulación es mayor ya que existe mayor probabilidad de que ocurra el 

entrecruzamiento de los receptores y esto lleve a la endocitosis del antígeno y posterior 

activación (Murphy & Weaver, 2017). Las CDs también participan en la activación de 

los LB actuando como células que presentan antígenos nativos o semiprocesados 

asociados a membranas, cumpliendo funciones similares a las CDs foliculares (CDF) y a 

los macrófagos del seno subcapsular del bazo. Las CDs puede incorporar antígeno y 

retenerlo en compartimentos que no van a degradación. De esta manera, esas moléculas 

pueden reciclarse luego en la superficie celular (Bergtold et al., 2005). Asimismo, pueden 

quedar retenidos antígenos por medio de receptores de complemento, o por interacción 

electrostática con la membrana plasmática (Qi et al., 2006). El resultado final es que las 

CDs presentarán antígenos intactos en su membrana y ellos quedaran accesibles para los 

LB (Kushnir et al., 1998; Ludewig et al., 2000).  

Las VEs derivadas de CDs también participan en la activación de los LB, aunque existen 

muy pocos trabajos que detallen este rol de las VEs. La activación de LB por VEs de CDs 

se basa principalmente en la presencia de proteínas intactas o semiprocesadas en las VEs 

(Figura 13). Se ha demostrado la presencia de antígenos virales, tumorales, toxinas y 

proteínas como OVA en las VEs y se ha comprobado que esas proteínas pueden inducir 

y modular la inmunidad humoral. Un ejemplo de ello son los exosomas derivados de CDs 

pulsadas in vitro con el toxoide diftérico intacto. Estas VEs pueden inducir una respuesta 

humoral primaria específica para el toxoide in vivo y esto demuestra la presencia de 

antígenos intactos en las VEs (Colino & Snapper, 2006). Estos resultados sugieren que, 

para que las VEs activen a los LB deben poseer epitopes B expuestos.del antígeno. 
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Al presentar antígenos intactos o semiprocesados y activar a los LB, las VEs podrían tener 

un rol importante en el centro germinal (CG) (Näslund, Gehrmann, & Gabrielsson, 2013). 

Esto se respalda en experimentos que demuestran la interacción de las VEs con CDs y 

linfocitos BZM (Näslund, Gehrmann, Qazi, et al., 2013). Los linfocitos BZM 

transportarían a las VEs hasta las CDF (Figura 13 A punto 1) y allí las VEs contribuirán 

a la activación de las LB siendo una fuente de antígeno nativo (Figura 13 A punto 2) 

(Denzer et al., 2000). En paralelo las VEs captadas por otras CDs podrán activar a LT que 

luego colaborarán con los LB. De esta manera, las VEs derivadas de CDs podrían cumplir 

funciones similares a las que cumple la CD, y podrían participar tanto en la activación de 

LB como en la activación de LT. Para que esto ocurra las VEs debe expresar epitopes 

tanto B como T (Figura 13).  

 

Figura 13 en la página siguiente → 
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Figura 13. Papel de VEs en la presentación de antígenos a los LB. A) (1) Los linfocitos BZM capturan con el 

BCR específico las VEs con proteínas del patógeno y las transportan y depositan en las CDF. (2) Las VEs son 

retenidas sobre la superficie de la CDF y allí quedan disponibles para los LBf. Estos reconocerán a las proteínas 

con su BCR específico y al estar unidas a membranas favorecerán el entrecruzamiento del receptor BCR y se 

inducirá la endocitosis y la activación. B) Las VEs al poseer epitopes tanto B como T podrán activar a ambos 

linfocitos y favorecerían la colaboración T-B. Adaptado de Gehrmann et al., 2013 y Näslund, Gehrmann, & 

Gabrielsson, 2013. 
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1.6 Fiebre aftosa 

1.6.1 Virus: estructura, composición y ciclo infectivo 

El virus de la fiebre aftosa (VFA) es un virus altamente contagioso responsable de causar 

enfermedades serias en el ganado. Este virus pertenece al género Aphtovirus dentro de la 

familia Picornaviridae. Como su nombre lo indica esta familia reúne a virus con genoma 

de ARN pequeños (Pico-rna-viridae; pequeño-RNA-virus). El VFA es un virus desnudo 

que tiene un diámetro de entre 28-30 nm y un peso molécular 8400 kDa (Strohmaier, 

1976) y una densidad de 140S. Su estructura está conformada principalmente por la 

cápside de simetría icosaédrica que contiene en su interior el genoma viral de 8500 bases 

de largo que es una única molécula de ARN de cadena simple y sentido positivo, por lo 

que al ingresar a la célula ya puede ser traducido sin transcripción previa. La cápside está 

constituida por protómeros (Figura 14) formados a partir del ensamblaje asimétrico de 

las proteínas VP0, VP1 y VP3. Cinco de estos protómeros se asocian para formar un 

pentámero, y doce de estos pentámeros se ensamblan para conformar la cápside viral de 

simetría icosaédrica. (Flanegan et al., 1977; Lee et al., 1977).  

 

 

 

 

 

Figura 14. Representación esquemática de las proteínas VP1, VP2 y VP3 y de la partícula de 

VFA. La cápside viral muestra una geometría icosaédrica. Una copia de VP1, una de VP0 y una de 

VP3 se agrupan para formar un protómero. Cinco de estos protómeros se agrupan para formar un 

pentámero. Doce pentámeros se asocian con una molécula de ARN para completar la partícula viral. 

Se considera que el clivaje de VP0 da lugar a una partícula viral madura y a VP2 y VP4 (dentro de la 

partícula). Se muestra debajo de la partícula completa el coeficiente de sedimentación:140 S. Imagen 

extraída de Y. Gao et al., 2016. 
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La replicación viral tiene lugar en el interior de la célula (Figura 15), el virus ingresa 

gracias a las integrinas y receptores que reconocen el motivo RGD presente en el “loop” 

GH de la proteína VP1 (T Jackson et al., 1996 ; Alcalá et al., 2001; O’Donnell et al., 

2009; Ruiz-Sáenz et al., 2009). Una vez dentro se desencadena el desensamblado de la 

cápside icosaédrica, el virión de 140S se desensambla en las subunidades pentaméricas 

de 12S y el ARN es liberado al citoplasma (Curry et al., 1995; Van Vlijmen et al., 1998; 

Ellard et al., 1999; Vázquez-Calvo et al., 2012). En el citoplasma ocurre la traducción, 

(Victor Ambros et al., 1978; V. Ambros & Baltimore, 1980)  y como producto se obtiene 

la poliproteína viral que luego será escindida proteolíticamente hasta obtenerse los 

productos finales: las proteínas estructurales y no estructurales del virus (Belsham, 2009). 

Para generar nuevas partículas virales también debe replicarse el ARN y esto está a cargo 

de la polimerasa viral 3Dpol, la replicación ocurre en el “complejo de replicación” 

formado por asociaciones de proteínas a las membranas del retículo endoplásmico y del 

aparato de Golgi (Polatnick & Wool, 1983; Grubman & Baxt, 2004; Moffat et al., 2005) 

Midgley et al., 2013; Sun et al., 2018). Una vez sintetizadas las proteínas y el ARN se 

produce el ensamblado/maduración de la cápside y la encapsidación del ARN genómico 

viral (Jacobson & Baltimore, 1968; Curry et al., 1997; Hindiyeh et al., 1999; Han et al., 

2015) El ciclo concluye con la liberación de las partículas virales, producto de la 

formación de cristales que provocan la desintegración de la célula huésped y consecuente 

liberación del virus. (Racaniello, 2001).  
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Durante el ciclo viral ocurren errores en la replicación del genoma, y el genoma del VFA, 

tiene altas tasas de mutaciones al igual que muchos virus ARN. Esto genera una alta 

variabilidad antigénica (Haydon et al., 2001). La estructura tridimensional de las 

proteínas estructurales junto con algunos residuos aminoacídicos, forman los principales 

sitios antigénicos y los sitios que median la unión a los receptores celulares para su 

internalización. Estas altas tasas de mutaciones facilitan la aparición de nuevas variantes 

antigénicas en los virus ARN y cuasi-especies constituidas por mezclas de genomas 

(Domingo et al., 1980; Domingo & Perales, 2019).  

Esta variabilidad facilita la evolución del virus produciendo variantes antigénicas 

denominadas serotipos. Se han identificado 7 serotipos de VFA: A, O, C, Asia 1 y 

Southern African Territories (SAT) 1, SAT2 y SAT3. Cada serotipo incluye numerosos 

subtipos. Esta diversidad y heterogeneidad antigénica es un gran desafío a la hora de 

 

Figura 15. Representación del ciclo infectivo del VFA. (1) El ciclo infectivo comienza con la unión del 

VFA a la célula diana y la internalización. (2) y (3) El ARN genómico es liberado al citoplasma celular y 

comienza la traducción mediada por IRES. Se sintetiza la poliproteína viral y es procesada por las proteasas 

virales. (4) El ARN viral es utilizado como molde para la síntesis de la molécula de scARN (-), 

complementario al genoma, tras la formación de los complejos de replicación. Luego este scARN (-) es 

utilizado como molde para sintetizar la cadena de scARN(+). (5) En paralelo a partir del scARN(+) que se 

liberó en el citoplasma luego de la infección, se traducen las proteínas estructurales y no estructurales que van 

a formar la cápside. Una copia de scARN(+) es empaquetada dentro de la cápside viral que se formó por la 

unión de las proteínas virales. La proteína VP0 se cliva autocatalíticamente dando lugar a VP2 y VP4, y se 

produce un virión maduro que es liberado luego de la lisis celular. 
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diseñar las vacunas, ya que la protección cruzada entre las variantes es escasa debido a 

las diferencias en las propiedades antigénicas e inmunológicas. Esta variabilidad hace que 

sea necesario incluir las variantes más frecuentes en cada epidemia y especificar 

perfectamente los componentes inmunogénicos utilizados en la formulación vacunal. A 

su vez, demanda un estricto control de la enfermedad, exigiendo una vigilancia 

epidemiológica constante (Mahapatra & Parida, 2018). 

1.6.2 Generalidades de la enfermedad y patogenia 

La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad infectocontagiosa aguda que fue observada por 

primera vez en 1514 y descripta en 1546 en Venecia por Hieronymus Fracastorius de 

Verona, en su publicación “De Contagione et Contagiosis Morbis et Eorum Curatione”. 

Siglos después se determinó que el agente etiológico de esta importante enfermedad era 

el VFA (Loeffler, 1897; Racaniello, 2001). En general, se considera que la FA es la más 

contagiosa de todas las enfermedades de animales de granja. Bovinos, porcinos, ovinos y 

caprinos son todos susceptibles. Esta alta tasa de propagación es consecuencia de la 

eliminación de virus por parte de los animales infectados, la cual se da por secreción viral 

en el epitelio vesicular, fluidos, saliva, leche, heces, orina, semen y secreciones vaginales. 

A esto se le suma el hecho de que el virus es excretado antes del desarrollo de signos 

clínicos. De esta manera, cuando el animal se infecta, la mayoría de los miembros del 

rebaño se infectarán. La enfermedad se caracteriza por la aparición de fiebre y lesiones 

vesiculares localizadas fundamentalmente en la cavidad bucal, lengua y alrededor de las 

pezuñas, y en algunos casos, también lesiones en el epitelio del hocico, ollares, patas, 

pezones, ubres y pilares del rumen. A medida que avanza la infección las vesículas 

generadas aumentan de tamaño y se rompen, provocando lesiones que producen 

salivación abundante o complicaciones para caminar dependiendo del lugar de la lesión. 

Esto lleva a una disminución del peso ya que se dificulta la alimentación. A su vez 

también se dificultan el ordeñe y la lactancia lo que conlleva a una considerable baja en 

la producción de leche. Si bien la enfermedad no es mortal para los animales adultos, los 

animales jóvenes a menudo mueren. 

Además de los animales de granja esta enfermedad también es capaz de extenderse a más 

de setenta especies silvestres tales como: bisontes, jabalíes, camellos, llamas, alpacas, 

vicuñas, guanacos, armadillos, nutrias, elefantes, carpinchos, entre otros (Blackwell, 

1980; Alexandersen et al., 2003). A pesar de poder infectar a varias especies existen tres 

que son las principales involucradas en un brote de fiebre aftosa (FA). El ovino 
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considerado como el huésped de mantenimiento ya que se infecta, pero los síntomas son 

leves o subclínicos. El porcino considerado el amplificador, ya que después de infectado 

es un gran replicador y diseminador aéreo del VFA (Sellers & Parker, 1969; Ferris & 

Donaldson, 1980; Gibson & Donaldson, 1986; Donaldson & Kitching, 1989) y el bovino 

como indicador, ya que son los más susceptibles al contagio por vía aérea (Grubman & 

Baxt, 2004). 

1.6.3 Distribución geográfica de la enfermedad e importancia 

económica 

Las normas internacionales de sanidad y bienestar animal de la OIE (Oficina 

Internacional Epizootias), también llamada Organización Mundial de Sanidad Animal, 

están destinadas a prevenir y controlar las enfermedades animales, incluidas las zoonosis, 

a garantizar la seguridad sanitaria del comercio mundial de los animales terrestres y 

acuáticos y de sus productos, y a mejorar el bienestar animal. Las enfermedades de mayor 

importancia en sanidad animal son aquellas que poseen una alta transmisibilidad, rápida 

difusión, con graves consecuencias para la economía o para la salud pública y afectan el 

comercio internacional de animales y de sus productos. La FA cumple casi todos estos 

requisitos y hoy ocupa un lugar importante en esta lista única de enfermedades de 

declaración obligatoria de la OIE. Esta enfermedad es la primera para la cual la OIE 

estableció una lista oficial de países libres de enfermedades. Al analizar la distribución 

geográfica actual (Figura 16) se puede ver que la FA es endémica en varias partes de 

Asia y en la mayor parte de África y Oriente Medio. En América Latina, la mayoría de 

los países aplican la zonificación y están reconocidos como libres de FA, con o sin 

vacunación. Australia, Nueva Zelanda, Indonesia, América Central y del Norte y Europa 

occidental continental están actualmente libres de FA (Figura 16). 
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La República Argentina ha logrado el reconocimiento de la OIE como “libre de FA” en 

5 zonas que en conjunto ocupan todo el territorio nacional. Dos zonas libres con 

vacunación (Centro-Norte, Cordón fronterizo) y 3 zonas libre sin vacunación (Patagonia 

Norte B y Patagonia Sur, Patagonia Norte A y Valles de Callingasta) (Figura 17). Este 

estatus se logró luego de la implementación del Plan Nacional de Erradicación de la FA 

(Resolución SENASA 5/2001), para hacer frente a la epidemia del 2000-2001. La 

vigilancia epidemiológica constante es fundamental para mantener el estatus y el país 

debe informar anualmente su situación (https://www.argentina.gob.ar/senasa/programas-

sanitarios/cadena-animal/bovinos-y-bubalinos/bovinos-y-bubalinos-produccion-

primaria/fiebre-aftosa). 

Si bien la OIE es la organización intergubernamental encargada de mejorar la sanidad 

animal en el mundo, existe otro ente regulador que se encarga principalmente de los 

problemas referidos al comercio internacional y es la Organización Mundial del 

Comercio (OMC). Esta organización ha establecido un marco legal para el comercio de 

animales y productos de origen animal conocido como Acuerdo MSF (Aplicación de 

Medidas Sanitarias y Fitosanitarias) cuyo principal objetivo es facilitar el comercio de 

estos elementos entre países sin poner en riesgo la vida o salud de las personas, animales 

o plantas. Este acuerdo estableció que las barreras sanitarias sean las únicas legítimas para 

 

Figura 16. Mapa del estatus oficial de FA de los países miembro de la OIE. Actualización enero 2022. Imagen 

extraída de https://www.oie.int/en/animal-health-in-the-world/animal-diseases/foot-and-mouth-disease/. 

 

https://www.argentina.gob.ar/senasa/programas-sanitarios/cadena-animal/bovinos-y-bubalinos/bovinos-y-bubalinos-produccion-primaria/fiebre-aftosa
https://www.argentina.gob.ar/senasa/programas-sanitarios/cadena-animal/bovinos-y-bubalinos/bovinos-y-bubalinos-produccion-primaria/fiebre-aftosa
https://www.argentina.gob.ar/senasa/programas-sanitarios/cadena-animal/bovinos-y-bubalinos/bovinos-y-bubalinos-produccion-primaria/fiebre-aftosa
https://www.oie.int/en/animal-health-in-the-world/animal-diseases/foot-and-mouth-disease/
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el comercio de animales y productos animales, basándose para ello en las directrices y 

recomendaciones establecidas por la OIE (www.wto.org). De esta manera poseer un 

estatus de país libre de FA, así como también de otras enfermedades de declaración 

obligatoria, es un logro inclusivo que facilita el comercio de los productos nacionales en 

los mejores mercados internacional, con una buena categoría de carnes.  

 

 

  

Figura 17. Zonas reconocidas por la OIE como libres de FA en el territorio argentino. 

Imagen extraída de https://www.oie.int/en/disease/foot-and-mouth-disease/.  

 

Zona libre de FA sin vacunación -> Patagonia A (octubre 2013) y parte de la provincia de Neuquén 

y Río Negro

Zona libre de FA sin vacunación -> Zona de pastura en el verano en la provincia de San Juan (abril 2011)

Zona libre de FA sin vacunación -> Provincias de Chubut, Santa Cruz, Tierra del Fuego, Islas del Antártico 

sur e islas del Atlántico sur y la mayor parte de las provincias de Neuquén y Río Negro (enero 2007)

Zona libre de FA con vacunación -> Provincias de Catamarca, Córdoba, Entre Ríos, Jujuy, La Pampa, La 

Rioja, Mendoza, Salta, San Luis, Santa Fe, Santiago del Estero, Tucumán y Río Negro (Marzo 2007 y Octubre 

2013)

Zona libre de FA con vacunación -> Borde o “Cordón fronterizo” que cubre parte de la provincia de Salta. 

Formosa, Chaco, Corrientes y Misiones (Agosto 2010 y febrero 2014)

Provincias con recuadro son parte de dos zonas libres de FA diferentesProvincia

Estatus oficial de FA en Argentina. Se muestran 5 zonas libres de FA cubren todo el 

territorio:

http://www.wto.org/
https://www.oie.int/en/disease/foot-and-mouth-disease/
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1.6.4 Control y prevención de la FA 

Si bien la tasa de mortalidad de esta enfermedad es baja, genera un alto grado de 

morbilidad en los animales, y produce pérdidas debido a una baja en la productividad de 

la carne, leche y derivados. Además de estas pérdidas directas ocasionadas para los 

productores ganaderos y la industria relacionada, existe una perdida mayor que está dada 

por las restricciones impuestas sobre el comercio internacional de ganado, y las medidas 

de emergencia para controlar un brote (Alexandersen y col., 2003; Grubman y Baxt, 

2004). Las regulaciones de las importaciones es una de las principales medidas 

preventivas y evitan el ingreso del virus desde regiones endémicas ya sea por medio de 

animales infectados o alimentos contaminados.  

Al ser un virus con una alta tasa de contagio y propagación es necesario tomar medidas 

inmediatas y extremas, las medidas incluyen las cuarentenas y las restricciones de 

movimiento, el sacrificio de los animales afectados y expuestos (rifle sanitario), y la 

limpieza y desinfección de las instalaciones afectadas, el equipo y los vehículos. Otra de 

las acciones es realizar la vacunación en anillo, realizada en todos los animales 

susceptibles presentes en un radio de 15km. También se deben eliminar las carcasas 

infectadas de manera segura y se puede solicitar que las personas expuestas al VFA eviten 

el contacto con los animales susceptibles durante un período de tiempo, además de 

descontaminar la vestimenta y otros fómites. En las granjas no infectadas se deben poner 

en práctica medidas adecuadas de bioseguridad para impedir la entrada del virus. 

Dependiendo del lugar también se debe tener en cuenta la transmisión en animales 

silvestres.  

Cuando hablamos de prevención, uno de los principales componentes es la vacunación 

exitosa y regular de las especies susceptibles. Hoy, en la Argentina, el Plan Nacional de 

Erradicación tiene como una de sus principales estrategias la vacunación obligatoria de 

todos los bovinos y bubalinos en las 2 zonas que la OIE ha reconocido como libres de FA 

con vacunación: Centro – Norte y Cordón fronterizo. La Vacuna utilizada es la controlada 

por Senasa. Consiste en una vacuna oleosa, su principal componente antigénico es el VFA 

inactivado con etilenimina binaria (BEI) y esta formulada con adyuvante oleoso y 

saponina. La vacuna contiene las cepas O1 Campos, A24 Cruzeiro, A Argentina 2001y 

C3 Indaial (tetravalente), que son las circulantes en Argentina. Se utilizan dosis de 2 ml 

por vía intramuscular profunda o subcutánea, son elaboradas por laboratorios privados 

nacionales y la aplicación se realiza siguiendo los lineamientos del Plan Nacional 
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diseñado por SENASA. Si bien Argentina posee laboratorios nacionales con la capacidad 

necesaria para producir el antígeno cumpliendo con todas las medidas de seguridad y 

normas GMP (Good Manufacturing Practice), para otros países en vías desarrollo la 

producción de vacunas representa un gran dilema. (Sobrino & Domingo, 2004). 

1.6.5 Respuesta inmune contra VFA 

Los virus son patógenos intracelulares obligatorios que dependen para su supervivencia 

de hospedadores susceptibles donde replicar. El VFA es un virus citopático que se 

caracterizan por infectar al hospedador, replicar rápidamente causando daño celular 

extendido induciendo una respuesta de anticuerpos. La respuesta inmune contra estos 

virus se diferencia de la de otros patógenos ya que además de la respuesta propia se suma 

la respuesta producto del daño tisular causado debido la replicación viral. Si bien este 

daño tisular genera una inflamación extra, el principal protagonista de la respuesta 

continúa siendo la inducción anticuerpos neutralizantes específicos de alta afinidad y 

cantidad , la que se vió tanto en los modelos animales (McCullough et al., 1988; 1992) 

como en hospedadores naturales (Hamblin et al., 1987; Van Maanen & Terpstra, 1989;  

Archetti et al., 1995; Steward et al., 1991; McCullough et al., 1992; Eblé et al., 2007; 

Pacheco et al., 2010). La respuesta inmune de humoral (anticuerpos) contral VFA se 

inicia como T independiente (TI), pero a medida que avanza se torna T dependiente (TD). 

Se demostró que si bien la respuesta TI es suficiente para neutralizar el virus, la 

colaboración de los LT es necesaria para el mantenimiento a largo plazo de los títulos de 

anticuerpos en suero y para la maduración de la afinidad de los mismos (Habiela et al., 

2014).  

1.6.5.1 Respuesta innata frente al VFA 

Al igual que en todos los procesos infecciosos, la respuesta innata es la primera en actuar 

y es primera línea de defensa. El sistema innato cuenta con receptores de reconocimiento 

de patrones (RRP) que le permiten reconocer agentes externos, frente a una infección 

viral estos receptores van a reconocer a los PAMPs, se activarán y desencadenarán una 

serie de señales de transducción en cascadas que van a inducir la producción de 

interferones y citoquinas proinflamatorias (Abul K. Abbas, Andrew H. Lichtman, 2013). 

Estas citoquinas y quimioquinas proinflamatorias van a activar y reclutar rápidamente a 

las células inmunes para que lleguen a los focos de infección y eliminen al virus por 

fagocitosis o lisis (Murphy & Weaver, 2017). En la infección por VFA las células 

epiteliales y endoteliales son las primeras en responder mediante la producción de 
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quimioquinas, interferones y otras citoquinas. En conjunto también se activan las células 

inmunes asociadas a las mucosas (MALT) (Rodríguez-Habibe et al., 2020). Las 

quimioquinas secretadas van a reclutar otras células inmunes que van a contribuir a la 

eliminación del virus (Ku et al., 2005).  

 

 

Para la activación de las células innatas los receptores de tipo Toll juegan un rol 

importante en el reconocimiento del VFA. Los principales receptores involucrados en 

 
 

Figura 18. Respuesta inmune innata frente a la infección por VFA. (1) El VFA ingresa a través de 

receptores específicos e infecta a las células epiteliales (por ej. del tracto respiratorio). También puede ser 

captado por las CDs. (2) Replica en las células epiteliales y luego va a entrar en contacto con células de la 

respuesta inmune innata. Las células inmunes pueden infectarse a través de un proceso de internalización 

directo o dependiente de anticuerpos como ocurre en Mφ, CDs, pCD, NK o LTγδ. Después de esta primera 

etapa, las CDs, pCDs y Mφ producen IFN y otras citoquinas que modulan la respuesta inmune. (3) Se 

esquematiza la posible interacción de las CDs, las NK y las LTγδ en la respuesta inmunitaria innata. (4) y (5) 

En última instancia, tras la infección y replicación del VFA, toma protagonismo la IL-10 producida por los 

CDs, este contexto conduciría a una respuesta humoral más fuerte en lugar de una respuesta mediada por LT. 

En el recuadro pequeño (6) se esquematizan las funciones de los Mφ, que en la etapa aguda tienen un rol 

importante en la propagación de la infección transportando partículas virales. En presencia de complejos 

inmunes cumplen un rol importante en la depuración del virus. Mφ: macrófagos, CDs: célula dendrítica, 

pCDs: células dendríticas plasmocitoides, NK: natural killer, LT γδ: linfocitos T γδ, LT: linfocitos T, LBf: 

linfocito B folicular. ISG: genes sensibles a interferón. Imagen adaptada de Medina et al., 2018. 
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infecciones virales son el receptor TLR3 que reconoce ARN doble cadena (dcARN), los 

receptores TLR7/ TLR8 que son específicos para cadenas simple de ARN (scARN) y 

TLR9 que reconoce DNA no metilado. Los principales RRP involucrados en la infección 

por el VFA son: los receptores TLR7 y TLR8 que tienen un rol en la activación de células 

NK en cerdos. Los receptores TLR7 y TLR9 que demostraron ser importantes en el 

reconocimiento del genoma de VFA en CD plamocitoides (pCD) y desencadenan la 

expresión de IFN y citoquinas Th1 (Rodríguez Pulido et al., 2018). Otro TLR que también 

parece tener implicancias en la infección por VFA, curiosamente es el TLR4 que se ve 

aumentado en el tejido asociado a la nariz de bovinos infectados (Z. Zhang et al., 2006). 

En las infecciones virales existe otro grupo de receptores que son de suma importancia 

para la respuesta innata, son los receptores tipo RIG ‐ I (RLR) que se encuentran presentes 

en el citoplasma de la célula aumentando la probabilidad de detección de ácidos nucleicos 

virales. Experimentos realizados en una línea celular de riñón porcino demostraron que 

el VFA puede ser detectado mediante el RLR- MDA5 (Hüsser et al., 2011; H. Kim et al., 

2021). De hecho uno de los mecanismos de escape característicos del VFA se centra en 

la inhibición de IFN de tipo I por medio de la proteína viral Lpro que afecta la cascada de 

señalización de MDA5 (D. Wang et al., 2010; Visser et al., 2020; H. Kim et al., 2021).  

Estos receptores RRP están presentes en todas las células innatas y al detectar al VFA van 

a desencadenar la activación de estas. En la Figura 18 y en la Tabla 1, se resumen las 

principales células innatas que participan en la respuesta inmune generada por VFA. Se 

detallan algunas de las funciones principales definidas en base a investigaciones 

realizadas tanto en los hospedadores naturales como en los modelos de investigación.  

 

Tabla 1 en página siguiente→ 
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Tabla 1. Respuesta inmune innata frente a la infección por VFA. Se detallan los distintos tipos de células 

involucradas, la función y la bibliografía correspondiente. 

 

Función frente a la infección por VFA Bibliografía 

K
er

a
ti

n
o

ci
to

s 

y
 c

él
u

la
s 

ep
it

el
ia

le
s 

Cerdos:  

• producción de TNFα luego de la infección por VFA 

Bovinos:  

• se logró detectar mARN de IL1α, TNFα y IFNα /β/ γ 

(Ku et al., 2005). 

(Zhidong Zhang et al., 2009) 

M
a

cr
ó

fa
g

o
s 

(M
Φ
) • Pueden internalizar el VFA probablemente por macropinocitocis y esta 

internalización aumenta cuando el VFA está unido a anticuerpos 

• En los MΦ el ciclo infectivo del VFA es abortivo y la infección no es progresiva 

• Actúan como portadores infecciosos y diseminan el virus a otros partes del 

cuerpo ya que pueden liberar partículas infectivas 

• Rol importante en la depuración de los complejos inmunes mediante su receptor 

de Fc que induce la fagocitosis 

• Secreción de citoquinas 

• Síntesis de TNFα, IL12, IFN de tipo I, y la polarización M1 fenotípica y 

funcional de los MΦ 

(McCullough et al., 1988) 
(Berinstein et al., 1995) 

(Rigden et al., 2002) 

(Quattrocchi et al., 2011) 
(Sebastian et al., 2020) 

(Summerfield et al., 2009) 

 

 C
D

s 
co

n
v

en
ci

o
n

a
le

s 
y

 p
la

sm
o

ci
to

id
es

 

 

(Resultados contradictorios se hallaron en la bibliografía) 
 

En todas las especies:  

• Internalizan el VFA por endocitosis  

Cerdos: 

• VFA infecta a las CDs de piel y les induce daño  

• Son refractarias a la infección y hay un ciclo infectivo abortivo y perfil 

más inmaduro 

• CDs plasmocitoides-> fuente de IFN tipo I → endocitan VFA opsonizado 

 
Modelo murino: 

• Infección de CDs derivadas de medula ósea es abortiva e induce un perfil 

más inmaduro, disminuye capacidad de activar a LT 

• Aumentan citoquinas supresoras como IL-10 

 
Bovinos: 

• Susceptibles en baja frecuencia al VFA, pero significativamente 

susceptibles a la infección en presencia de VFA unido a anticuerpos 

neutralizantes 

• Disminución de la capacidad de activar a LT 

• Inducción de apoptosis 

• Concentraciones bajas y transitorios de IFN tipo I e IL-10 

• CDs plasmocitoides-> principal fuente de IFN tipo I en infección por VFA 

 

(Guzylack-Piriou et al., 2006) 

(Harwood et al., 2008) 

(Sobrino & Domingo, 2004) 
(Harwood et al., 2008); 

(Martín-Acebes et al., 2011) 

( Robinson et al., 2011) 
(Lannes et al., 2012) 

 

 
 

(Ostrowski et al., 2005) 

(C. Langellotti et al., 2012) 
 

 

 
 

 

(Sei et al., 2016) 
(Robinson et al., 2011) 

(Reid et al., 2011) 
(Windsor et al., 2011) 

(Medina et al., 2018) 

 

N
a

tu
ra

l 
K

il
le

r 

• Rol citotóxico muy importante en la infección por VFA 

• Durante la infección aguda son disfuncionales, y concuerdan con la 

naturaleza supresora de esa etapa de la infección→no hay citotoxicidad 

• Infección de VFA induce disminución de CMH-I y consecuentemente la 

activación de NK y secreción de citoquinas como IFN γ y TNFα a lo que 
se le suman la secreción de granzimas y perforinas, así como la expresión 

del ligando de muerte como Fas 

 

(Amadori et al., 1992) 
 

(Toka & Golde, 2013) 

(Pintarič et al., 2008) 
(Toka et al., 2009) 

(Boysen & Storset, 2009) 

In
te

rf
er

o
n

es
 

IFN tipo I 

• IFN α→potente método bioterapeútico frente al VFA, expresión 

constitutiva en CDs porcinas e induce resistencia a la infección 

• IFN-μ o IFN δ→ reducen la replicación del VFA en células porcinas 

• IFN-τ→efecto antiviral frente VFA 

IFN tipo II 

• IFN-γ → la preincubación con el IFN-γ protege a células bovinas de la 

infección por VFA 

IFN tipo III 

• IFN-λ → el tratamiento protege a las células de los efectos citopáticos 

inducidos por el virus y se correlacionaron con una mayor regulación 

positiva de los mARN de IFN e ISG 

(Borrego et al., 2017) 
(Chinsangaram y col., 2001). 

(Bautista et al., 2005) 

(S. fang Li et al., 2018) 
(S. fang Li et al., 2019) 

(Usharani et al., 2017) 

(Parida et al., 2006) 
(Sharma et al., 2018) 

(Díaz-San Segundo et al., 2011) 

(Segundo et al., 2012) 
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1.6.5.2 Respuesta adaptativa frente al VFA 

La respuesta inmune adaptativa es fundamental cuando los mecanismos de defensa 

innatos son superados. Si bien algunas infecciones logran ser controladas únicamente con 

la inmunidad innata, la mayoría requiere de la participación de la inmunidad adaptativa 

(Jenni Punt, Sharon Stranford, Patricia Jones, 2018). Los elementos de reconocimiento 

del sistema inmunológico innato son rápidos, pero su especificad es limitada y, por lo 

tanto, no pueden distinguir pequeñas diferencias entre antígenos diferentes. En cambio, 

la inmunidad adaptativa, está mucho más en sintonía con las diferencias moleculares 

siendo mucho más específica. Después del encuentro con el antígeno, los LT y LB se 

someten a selección, proliferación y maduración. Aunque tardan en actuar, estas células 

participan en excelentes mecanismos efectores que normalmente pueden resolver la 

infección. En la Figura 19 y en la Tabla 2 se resumen las principales células de la 

respuesta inmune adaptativa que participan en la respuesta inmune generada por VFA. Se 

detallan algunas de las funciones principales definidas en base a las investigaciones 

realizadas tanto en los hospedadores naturales como en los modelos de investigación.  

 

Tabla 2 en la página siguiente→ 
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Tabla 2.  Respuesta inmune adaptativa frente a la infección por VFA. Se detallan los distintos tipos de células 

involucradas, la función y la bibliografía correspondiente. 

 

Función frente a la infección por VFA Bibliografía 

*
 L

in
fo

ci
to

s 
B

 t
ip

o
 i

n
n

a
to

 

(B
Z

M
 y

 B
1

) 
*
 Modelo murino: 

• Serían los encargados de la respuesta humoral temprana TI 

• CDs derivadas de médula ósea murina infectadas con VFA pueden 

estimular a los linfocitos BZM para que secreten tempranamente IgM e 

IgG3 anti-VFA en un proceso dependiente de IL-6 secretada por la CDs 

e IL-10 secretada por el LB 

• Responderían rápidamente a los antígenos repetitivos del VFA 

(Ostrowski et al., 2007) 

(Bachmann et al., 1997) 

(Dintzis et al., 1976) 

L
in

fo
ci

to
s 

B
2

 /
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o
li

cu
la

re
s 

(L
B

f)
 

• Encargados de la respuesta TD y de la memoria B 

• Se diferenciarán a las células plasmáticas y de memoria encargadas de la 

reposición continua de anticuerpos para mantener la inmunidad humoral 

protectora 

• La respuesta sostenida de anticuerpos luego de la infección por VFA está 

dada por una estimulación continua de las células plasmáticas de vida 

corta generada por persistencia del antígeno en reservorios de virus en los 

centros germinales 

(Ndungu et al., 2009) 

(Gebauer,’ et al., 1988) 
(Juleff et al., 2008)  

(Piatti et al., 1991) 

(López et al., 1990) 
(Grant et al., 2016). 

 

L
in

fo
ci

to
s 

T
 C

D
4

+
 Modelo murino: 

• Experimentos en ratones atímicos demostraron el papel funcional de los 

LT en el mantenimiento de títulos altos de anticuerpos seroneutralizantes 
en ratones después de la infección 

• Participan, pero no son esenciales para el cambio de isotipo 

Hospedadores naturales (su función aún no está clara): 

• No jugarían un papel importante en la resolución de la infección aguda en 

el ganado; aunque no se descarta que contribuyan a la respuesta 

• Al activarse producirían citoquinas que favorecen el aumento de la 

producción de IgM e IgG 

(López et al., 1990) 
(Juleff et al., 2009) 

(Collen et al., 1989) 

L
in

fo
ci

to
s 

T
 C

D
8

+
  

Hospedadores naturales: 

• No participan en el control inicial de la infección por VFA. (consecuencia 

de la disminución de CMH-I en la infección aguda) 

• La resolución relativamente rápida de la enfermedad probablemente 

contribuya a una baja respuesta citotóxica  

• Son inducidos a partir del día 14 p.i en bovinos  

• Linfopenia transiente de LT CD8 +; en el día 2 p.i que se resuelve a 

partir del día 4 
 

(Patch et al., 2011) 
(Juleff y col., 2009). 

(Childerstone et al., 1999) 

(Guzman et al., 2010) 
(Patch et al., 2011) 

L
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ci

to
s 

T
γ
δ

 (
L

T
γ
δ

) 

 

En bovinos y cerdos entre el 20 y el 50% de los linfocitos circulantes son LTγδ 
 

(Resultados contradictorios se hallaron en la bibliografía) 

 

• Se estimulan luego de la vacunación. Hay un aumento de la infiltración 

de los LTγδ en las mucosas 

• Efectos citostáticos y citotóxicos contra las células infectadas por VFA 

• Posible efecto regulador→ la depleción in vivo de LTγδ resulta en un 

período más corto de viremia en la infección por VFA 

• El 15% de los LTγδ pueden secretar IL10 ex vivo y proliferar en 

respuesta a IL10, IL4 y TGFβ demostrando que una subpoblación de los 

LTγδ circulantes tienen un rol regulador y supresor 

 

(Abubakar & Ahmed, 2017) 

(Juleff y col., 2009). 

(Guzman et al., 2014). 

(*) Representan una interfase entre la inmunidad innata y adaptativa. Se los incluye en esta clasificación porque poseen 

la especificidad de la inmunidad adaptativa, aunque presentan la cinética y los requerimientos de activación típicos del 

sistema innato. 
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En la infección por VFA la respuesta humoral mediada por anticuerpos cumple un rol 

protagónico brindando protección tanto en modelos animales como en hospedadores 

naturales. Los animales infectados por VFA presentan anticuerpos seroneutralizantes a 

partir del tercer día post infección. Estos anticuerpos ayudan a eliminar al virus de la 

circulación y además otorgan protección contra la re-infección con un virus del mismo 

serotipo (Bautista et al., 2003). Esta respuesta rápida de anticuerpos neutralizantes es 

característica de virus citopáticos como el VFA. Tanto en bovinos como porcinos, se 

produce un primer pico de anticuerpos de isotipo IgM entre los días 3-5 post infección o 

vacunación, luego entre los 4-7 días y a medida que la respuesta madura ocurre el cambio 

a IgG (Sáiz et al., 2002). Esta rápida cinética de producción de anticuerpos 

seroneutralizantes al comienzo de la infección transcurre en un contexto de falta de 

colaboración T definida como timo independiente (TI) tanto en el modelo murino como 

en el ganado. En esta etapa TI los LB de tipo innato podrían tener un rol importante. A 

medida que se desarrolla la respuesta en el tiempo y una vez que los LT reconocen los 

antígenos en el contexto del CMH-II se establece una colaboración T-B para dar lugar a 

la respuesta específica y de largo plazo. La infección natural induce una inmunidad rápida 

y duradera en el ganado, que se caracteriza por el mantenimiento de títulos elevados de 

anticuerpos seroneutralizantes, por ejemplo, hasta 4,5 años, y se ha demostrado la 

protección frente al desafío hasta 5,5 años después de la infección inicial.  

En la Figura 19 se resumen los conceptos previamente mencionados (Tabla 2) 

relacionados con la respuesta inmune generada frente a la infección con VFA.  

 

Figura 19 en la página siguiente → 
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Figura 19. Respuesta inmune adaptativa inducida frente a la infección o frente al VFA inactivado de la 

vacuna. A) Se esquematiza la activación de los LB en la respuesta T dependiente. (1) y (2) Comienza con la 

captación de Ag por parte de la CPA (ej: CDs) y el procesamiento del virus para su posterior presentación en el 

CMH. (3) La CDs presenta el Ag a los LT CD4+ activándolos por la unión al TCR-moléculas coestimuladoras y 

también por medio de la secreción de citoquinas. (4) Simultáneamente, el virus infectivo o inactivado puede 

transportarse intacto adherido a la membrana de la CPA o ser exocitado. (5) y (6) Luego va a ser reconocido por el 

BCR del LB específico que se activa, endocita el Ag, lo procesa y lo presenta en el contexto del CMH-II al linfocito 

Thf CD4+ para realizar la colaboración T-B. (7) Tanto los LT como los LB potenciarán su activación, proliferarán 

como consecuencia del reconocimiento del Ag y de la colaboración T-B. Los LB secretarán anticuerpos específicos 

anti-VFA de mayor afinidad que neutralizarán al virus. (8) Los complejos inmunes formados serán depurados por 

macrófagos. (9) Además, se generarán linfocitos de memoria. B) Se esquematiza la activación de la respuesta 

citotóxica de LT CD8+. (1) y (2) Una célula susceptible al VFA se infecta y por la vía endógena de procesamiento 

de antígenos presenta péptidos virales en el CMH-I a un LT CD8+ ((3) que previamente fue activado por una CDs 

estimulada). (4) y (5) A través del TCR específico reconoce los péptidos virales, se activa, y desencadena los 

mecanismos de citotoxicidad secretorios (granzimas y perforinas) y no secretorios (receptores de muerte) para 

inducir la muerte de la célula diana infectada. (6) En paralelo, la CDs activada presenta antígenos virales en el 

CMH-II a un LT CD4+ que secretará las citoquinas necesarias para la amplificación de la respuesta citotóxica 

antiviral. Adaptado de Sobrino & Domingo, 2004. 
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1.6.6  Modelo murino para el estudio de la respuesta inmune contra la 

FA  

La interacción del VFA con el sistema inmune de las especies que son hospedadores 

naturales sigue sin comprenderse completamente, siendo aun hoy en día limitado su 

conocimiento. Esto se debe principalmente al excesivo costo y la logística de la 

experimentación con animales grandes, a la imposibilidad de trabajar con animales 

endocriados, así como la virtual imposibilidad de realizar estudios de mecanismos de 

acción in vivo. Por el contrario, el ratón ha sido utilizado como modelo experimental para 

diferentes infecciones virales. El modelo animal de ratón cuenta con varias ventajas, entre 

ellas está el exhaustivo conocimiento que se posee sobre su sistema inmune, su alta 

sensibilidad como instrumento para medir capacidad inmunogénica, la elevada 

repetitividad tanto en ensayos in vitro como in vivo y presenta un gran paralelismo en sus 

respuestas con respecto al hospedador natural. Estas características le confieren la virtud 

de ser un buen modelo para estudiar y predecir la respuesta que se desarrollará en los 

bovinos; a esto habría que añadir que se reducen notablemente los costos.  

Los ratones demostraron ser susceptibles a la infección experimental por el VFA y esto 

facilitó el desarrollo del modelo murino para el estudio de la FA (Borca et al., 1986; 

(López et al., 1990; Borca et al., 1993; Wigdorovitz et al., 1997). La susceptibilidad puede 

variar entre las cepas de ratones y la edad (siendo más susceptibles los animales jóvenes). 

La virulencia depende de la cepa del virus que se utiliza, siendo algunas más letales que 

otras, similar a lo que ocurre en los hospedadores naturales. La infección con el VFA es 

posible en cepas CH3, Swiss, BALB/c y C57BL/6, (Fernández et al., 1986; Collen et al., 

1989), dependiendo de la cepa del virus y de la cepa del ratón, la infección sistémica 

puede ser letal en adultos o transcurrir de manera subclínica (Salguero et al., 2005; Sanz-

Ramos et al., 2008). Se ha demostrado que el VFA induce la formación de vesículas 

después de la inoculación subcutánea en la almohadilla plantar de cepas de ratón 

susceptibles, con características histológicas similares a las descritas en hospedadores 

naturales (Salguero et al., 2005). El principal órgano de replicación en el modelo murino 

adulto, al igual que en las especies objetivo, es el páncreas. Otro punto en común del 

modelo murino con los hospedadores naturales es la asociación de la infección con las 

patologías vinculadas al miocardio, sitio en donde también se replica extensamente el 

virus. (Salguero et al., 2005). Este miotropismo ocurre en los hospedadores naturales 
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jóvenes que a menudo mueren por miocarditis (Donaldson et al., 1984; Gulbahar et al., 

2007).  

El modelo murino de VFA se ha utilizado mucho para caracterizar las respuestas 

inmunitarias en los hospedadores naturales y para generar una plataforma para evaluar 

terapias y candidatos a vacunas a un costo reducido (Dus Santos et al., 2005 ; Gnazzo et 

al., 2020; Juan Bidart et al., 2020). 

1.6.6.1 Respuesta inmune contra VFA en hospedadores naturales en 

comparación con el modelo murino  

Hasta aquí podemos decir que la infección con VFA en el ratón tienen varias similitudes 

con el hospedador natural, siendo los sitios replicativos similares y siendo más 

susceptibles los animales jóvenes. Además de estos aspectos, para que un animal de 

laboratorio sea considerado un modelo para una infección también se debe modelar la 

inmunidad contra el virus en cuestión. Para ello, los animales además de ser susceptibles 

a la infección y replicar el virus deben generar una respuesta inmune que desempeñe un 

papel activo en el control de la infección. Es así como los ratones son el animal de 

laboratorio más utilizado para modelar la infección de VFA. Cuentan con la ventaja de 

tener bajo costo y de que exista una amplia disponibilidad de reactivos inmunes y 

variantes de ratones genéticamente modificados. La principal contribución del modelo de 

ratón en la infección con VFA han sido los hallazgos que permitieron comprender mejor 

la respuesta inmune generada frente a la infección y frente a la vacunación (Gnazzo et al., 

2020). Muchas de estas respuestas condicen con los hallazgos realizados en los 

hospedadores naturales. A continuación, en la Tabla 3 pueden observar punto a punto las 

similitudes y diferencias de la respuesta inmune comparando el modelo murino con los 

hospedadores naturales. 
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Tabla 3. Respuesta inmune generada por el VFA infectivo o por la vacunación con VFA inactivado en el modelo 

murino y en huéspedes naturales. (*) 

  HUÉSPED NATURAL MODELO MURINO 

R
E

S
P

U
E

S
T

A
 I

N
M

U
N

E
 

H
U

M
O

R
A

L
 In

fe
cc

ió
n

 (
V

F
A

) 
• Rápida y larga inmunidad con inducción de 

anticuerpos seroneutralizantes y 

mantenimiento de altos títulos hasta 4,5 años 

p.i. 

• IgM→ detectable 3-7 d post desafío, pico 

entre los días 5-14 haciéndose indetectable al 

día 56 

• IgG1 y IgG2→detectable 4 días p.i, con 

pico a los 14 días 

• IgA→ detectable 7 p.i, pico 14 d y comienza 

a descender (salvo en animales portadores). 

• Rápida y larga inmunidad con inducción de 

anticuerpos seroneutralizantes y mantenimiento de 

título hasta 500 días p.i. 

• IgM→ detectable a partir del día 3 p.i 

• IgG1 y IgG3→detectable a partir del día 7 p.i, 

IgG2a y IgG2b→ a partir del día 14 

• IgA→ bajos niveles en suero, y en mucosas no 

se estudió. 

 

V
a

cu
n

a
ci

ó
n

 (
V

F
A

i)
 • Inmunidad de corta duración, recomendado 

vacunación cada 6 meses. 

• IgM→aumento rápido, detectable 3-4 d.p.v 

• IgG1 y IgG2→detectable 4 -6 días p.v, con 

anticuerpos seroneutralizantes detectados al 

día 3-4 

• IgA→no detectada (bovinos), IgA en saliva 

y suero si se detectó en porcinos d.p.v 

 

• Protege a los animales frente a desafío con dosis 

letales de VFA 

• IgG1 →adyuvante oleoso 

• IgG2a →adyuvante de hidróxido de aluminio 

• IgG2b→detección transiente de bajos títulos de 

anticuerpos a las 60 p.v. 

• IgA→ detectada en saliva de ratones inoculados 

subcutáneo 

 

C
E

L
U

L
A

R
 

In
fe

cc
ió

n
 (

V
F

A
) Respuesta de LB aguda de tipo TI que luego 

evoluciona hacia una TD 

LT→ Participan, pero no son esenciales para el 

cambio de isotipo, posible función en el 

mantenimiento de la memoria inmunológica 

de larga duración. 

Respuesta de LB aguda de tipo TI que luego 

evoluciona a una TD. Si bien los LT colaboran para 

el cambio se han reportado cambio de isotipo en 

ratones atímicos 

V
a

cu
n

a
ci

ó
n

 (
V

F
A

i)
 

Respuesta aguda de LB de tipo TD, se necesita 

la colaboración T para generar anticuerpos 

neutralizantes. 

La memoria inducida no es duradera y se 

necesita la re-inoculación al menos 1 vez al 

año. 

Respuesta aguda de LB de tipo TD, se necesita la 

colaboración T para generar anticuerpos 

neutralizantes, protección de vida corta 

(*) Estos datos fueron recolectados a partir de los trabajos de Habiela et al., 2014;  Ostrowski et al, 2007 y Langellotti 

et al., 2012; 2015.  

     VFAi: Virus de la Fiebre Aftosa inactivado con etilamina binaria 
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2 OBJETIVOS  

En base al contexto teórico expuesto anteriormente como objetivo general del presente 

trabajo nos propusimos evaluar las propiedades inmunomoduladoras de las VEs derivadas 

de CDs pulsadas previamente con el antígeno utilizado para la vacuna comercial (VFAi) 

y su implicancia en el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa. El presente trabajo 

de tesis se enmarca dentro del proyecto general de estudio cuyo objetivo es profundizar 

los conocimientos actuales de los mecanismos inmunológicos que determinan que la 

respuesta inducida luego de la infección con el VFA presente una mayor rapidez, 

eficiencia y duración que la respuesta generada luego de la vacunación con el virus 

inactivado.  

Planteamos los siguientes objetivos específicos: 

❖ Aislar y caracterizar las VEs obtenidas a partir de CDs diferenciadas de médula 

ósea murina y pulsadas con el antígeno vacunal VFAi. 

❖ Evaluar las propiedades inmunomoduladoras de las VEs obtenidas sobre el 

sistema inmune adaptativo. 

3 HIPÓTESIS  

En función a los antecedentes proponemos la siguiente hipótesis: las CDs son estimuladas 

por el VFAi y secretan VEs que presentan antígenos virales ya sea asociados a membrana 

o al CMH. Estas VEs pueden modular la respuesta inmune antígeno específica 

favoreciendo la activación y/o amplificación de la inmunidad antiviral.  
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4 MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Animales de experimentación 

Se emplearon ratones endocriados e inmunocompetentes de la cepa BALB/c de 4 a 12 

semanas provenientes de la colonia del Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias 

de la Universidad de Buenos Aires. Los animales se mantuvieron en estantes ventilados 

con un ambiente enriquecido, alimento balanceado, agua ad libitum, un período de 12 h 

de luz y 12 h de oscuridad y una temperatura de entre 19 y 23°C. Todos los protocolos 

realizados fueron previamente evaluados y aprobados por el Comité Institucional para el 

Cuidado y Uso de Animales de Experimentación (CICUAE) del Instituto Nacional de 

Tecnología Agropecuaria.  

4.2 Medios de cultivos 

Se empleó el medio base “Roswell Park Memorial Institute” (RPMI 1640 Biological 

Industries, Israel y Corning, USA) suplementado con L-glutamina 2 mM, Hepes 25 mM, 

100 μg/ml de penicilina, 100 μg/ml de estreptomicina, 2-mercaptoetanol 0,05 mM, 

polimixina B 10 U/ml y 10% SFB. Para la obtención de VEs derivados CDs el Suero 

Fetal Bovino (SFB) utilizado fue previamente ultracentrifugado a 100.000xg durante 18 

h a 4°C para depletar las vesículas bovinas presentes en el mismo. Luego de la 

ultracentrifugación se filtró por una membrana de 0,22 μm para su esterilización (Théry, 

Clayton, et al., 2006). 

De aquí en adelante el medio RPMI con los componentes previamente mencionados se 

definirá como medio RPMI completo. 

4.3 Factores de diferenciación 

Para la obtención de las CDs a partir de precursores de medula ósea se utilizó el factor 

recombinante murino comercial Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor 

(GM-CSF) (PeProtech). Dicho factor se comercializa en una presentación liofilizada. 

Para su reconstitución se siguieron las recomendaciones brindadas por el fabricante para 

la conservación a largo plazo a -70ºC. Luego se alicuotó y se conservó a -70ºC hasta su 

utilización. En la puesta a punto del protocolo de diferenciación (detalles en Anexo 1) 

también se probó la combinación de los factores GM-CSF e IL-4. La IL-4 es 

recombinante murina y al igual que el GM-CSF fue adquirida del laboratorio PeProtech. 
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4.4 Virus inactivado y vacuna monovalente contra FA  

La cepa O1 Campos fue seleccionada para este estudio porque se ajusta a los bancos de 

antígenos que se utilizan en caso de brotes de VFA en todo el mundo (Galdo Novo et al., 

2018). El virus de la fiebre aftosa O1 Campos fue proporcionado gentilmente por el 

laboratorio Biogénesis Bagó S.A. como una suspensión de virus inactivado con 

etilenimina binaria (VFAi) (Abaracón D, Giacometti H, 1979). Para los ensayos in vitro 

con células se utilizó únicamente VFAi purificado por gradiente de sacarosa siguiendo 

las indicaciones reportadas por Pega y colaboradores (Pega et al., 2013) (protocolo 

descripto en el Anexo 2 y en el punto 4.7 de materiales y métodos).  

La vacuna monovalente para VFA O1 Campos también fue brindada gentilmente por el 

laboratorio Biogénesis Bagó S.A y verificada en cuanto a su esterilidad, seguridad y 

pureza según la Resolución del SENASA (N° 609/2010).  

4.5 Obtención de CDs murinas a partir de precursores 

de médula ósea 

La diferenciación in vitro de las CDs se realizó a partir de precursores de medula ósea 

utilizando el factor recombinante GM-CSF (Inaba et al., 1992). La extracción del fémur 

se llevó a cabo en esterilidad siguiendo el protocolo detallado por Dong y col. (Dong et 

al., 2016). La suspensión celular se ajustó a una concentración final de 2,00 x 106 cél./ml 

en medio RPMI completo. Para la diferenciación se utilizaron placas de Petri plásticas de 

10 cm de diámetro en donde se colocaron 5 ml de medio RPMI completo con el factor 

GM-CSF 20 ng/ml (PeproTech) y 5 ml de la suspensión de células (10,00 x 106 

cél./placa). Los cultivos se realizaron a 37°C en condiciones de humedad con 5% CO2. 

Se registró el día 0 como el primer día en el que se inició el cultivo. A los días 3 y 6 se 

renovó la mitad del medio reemplazándolo con medio RPMI completo + GM-CSF (40 

ng/ml). 

Al día 8 se cosecharon las células no adherentes o levemente adheridas y se caracterizaron 

por citometría de flujo utilizando anticuerpos monoclonales específicos para proteínas 

marcadoras como CD11c, CD86, CMH-II. También se utilizaron los marcadores CD135, 

CD11b, F4/80, CD4 y CD8 para profundizar la caracterización. Por último también se 

utilizó el marcador GR1 para descartar la presencia de granulocitos como posibles células 

presentes en el cultivo ya que el factor utilizado (GM-CSF) también promueve la 

diferenciación de este tipo celular (Roberts, 2005; Metcalf, 2015). Luego de cada 
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protocolo de diferenciación se corroboró el fenotipo de las CDs por citometría de flujo y 

se evaluó la viabilidad por tinción con el colorante de exclusión Azul Tripán. Todos los 

anticuerpos utilizados para la caracterización se detallan en la Tabla 4. 

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para la caracterización de CDs obtenidas 

a partir de precursores de médula ósea 

ANTICUERPO LABORATORIO CLON 

CD11c APC Miltenyi N418 

CD86 FITC Miltenyi PO3.3 

CMH-II PE Biolegend M5/114.15.2 

CD135 PE Biolegend A2F10 

CD11b FITC Becton Dickinson 

(BD) 

M170 

F4/80 PE eBioscience BM8 

CD4 FITC eBioscience GK15 

CD8 PE eBioscience 53-6.7 

GR1 FITC eBioscience RB6-8C5 

 

4.6 Citometría de flujo para marcación en membrana de 

células 

Para la citometría de células se utilizaron placas de 96 pocillos fondo en V. Se colocaron 

entre 2,50 x 105 y 1,00 x 106 células en buffer de marcación (PBS1 , Azida 0.1% y SFB5%) 

y 50 µl/pocillo del anticuerpo monoclonal (previamente titulado). La marcación se realizó 

incubando por 30 min. a 4ºC. Posteriormente, se realizaron tres lavados centrifugando las 

células a 250 xg por 5 min. En caso de utilizar anticuerpos que requieran una siguiente 

incubación con un anticuerpo secundario se repitieron los pasos efectuados con el 

anticuerpo monoclonal, pero utilizando el segundo anticuerpo conjugado al fluorocromo. 

Finalmente, se realizó una fijación con paraformaldehído (PFA 1% en PBS) durante 15 

minutos, y se procedió a lavar tres veces por centrifugación. Para el análisis de las 

 
1 PBS: NaCl 0,138 M, KCl 0,027 M, Na2HPO4 0,078 M y KHPO4 0,015 M (pH 7) 
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muestras se utilizó el citómetro de flujo FACS scalibur. El análisis de los datos se realizó 

utilizando el programa FlowJo V10.  

4.7 Purificación de VFAi por gradiente de sacarosa 

(fracción 140 S) 

El virus inactivado se purificó previo a su utilización en cultivos celulares; para la 

purificación se utilizó un gradiente de sacarosa continuo que se preparó por 

congelamiento. El día de la purificación los gradientes se retiraron del frezzer y se dejaron 

a temperatura ambiente estáticos en la mesada hasta estar totalmente descongelados. El 

VFAi diluido en buffer NET2 se sembró en la parte superior del gradiente y la purificación 

se realizó por ultracentrifugación a 33000xg seguida de una centrifugación de 100.000xg 

para la concentración final. El pellet obtenido enriquecido en particular 140S se 

resuspendió en PBS y filtro por 0,22 µm en esterilidad. La purificación se monitoreo con 

un gel de poliacrilamida SDS-PAGE revelado con Coomasie Blue (los detalles de este 

protocolo y los resultados obtenidos se explican en detalle en el Anexo 2). 

4.8 Internalización del VFAi O1 Campos por las CDs  

Para evaluar la internalización del VFAi por las CDs, se utilizó el VFAi O1 Campos 

previamente purificado por gradiente y marcado con FITC. La marcación se realizó en el 

laboratorio incubando 1 h a 37ºC el virus con el fluorocromo (1 mg de proteína 

viral/100µg FITC/ml) en buffer carbonato pH 9,6. El fluorocromo excedente se eliminó 

mediante diálisis frente a PBS a 4ºC. Se realizaron dos diálisis cortas de 1 h y luego una 

diálisis más extensa de 16 h. Para el ensayo funcional de internalización se incubaron 

2,00 x 106 CDs/ml con 10 µg/ml o 30 µg/ml de VFAi-FITC. La incubación se realizó a 

dos tiempos (40 o 120 min.) y a dos temperaturas (37°C y 4ºC). Una vez transcurridos los 

tiempos de incubación, las células se cosecharon y 1,00 x 106 células se destinaron a la 

determinación de la internalización por citometría de flujo. Allí se midió la internalización 

antes y después de la adición de Azul Tripán (0,01 mg/ml). La adición de este colorante 

permite disminuir la fluorescencia externa y discriminar así el virus internalizado del 

retenido en la membrana. La fluorescencia se midió en un citómetro de flujo BD 

FACSCalibur (BD Biosciences, CA, EE. UU). El análisis de internalización se realizó 

dentro de la gate correspondiente a las CDs definida según la dispersión de la luz frontal 

 
2 NET: NaCl 0.1 M – Tris 0.05 M – Na2EDTA2H2O 0.004 M 
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frente a la lateral (FSS vs SSC). La internalización se confirmó también por microscopia 

confocal: brevemente, 5,00 x 105 CDs fueron marcadas utilizando un anticuerpo 

monoclonal específico para la proteína CD11c conjugado al fluorocromo Ficoeritrina 

(PE) (0.5µg/1,00 x 106cél.). La marcación se realizó a 4ºC durante 30 min. 

Posteriormente, se realizaron tres lavados con buffer de marcación (PBS 5% SFB filtrado 

por 0.22 µm) y se realizó una fijación con PFA al 1% en PBS durante 20 min. A 4ªC. 

Finalmente, se realizaron dos lavados con buffer de marcación. Una vez finalizada la 

marcación de membrana se sembraron las CDs sobre un cubreobjetos y se centrifugaron 

utilizando una centrífuga citospin. Los cubreobjetos se montaron sobre el portaobjetos 

utilizando el medio de montaje Aqua-Poly/Mount, los preparados se sellaron utilizando 

esmalte. Las imágenes fueron tomadas utilizando un microscopio confocal FluoView 

FV1000 (Olympus, Tokio, Japón) equipado con un objetivo Plapon 60x/NA 1.42. El 

análisis de las imágenes se realizó utilizando el software Image J (NIH). 

4.9 Purificación de IgG específica para VFA a partir de 

suero bovino  

Para la detección de antígenos virales en las vesículas es necesario contar con anticuerpos 

específicos contra el virus estudiado. En este trabajo obtuvimos estos anticuerpos a partir 

de suero de bovinos previamente inmunizados utilizando la vacuna comercial tetravalente 

formulada con las cepas O1 Campos, A24 Cruzeiro, A Argentina 2001, C3 Indaial 

(http://www.senasa.gob.ar). La presencia de anticuerpos específicos en los sueros 

utilizados se determinó previamente por la técnica de ELISA. Para el control negativo de 

los ensayos utilizamos suero de bovinos sin inmunizar (suero normal). Las IgG de estos 

sueros se purificaron utilizando una columna comercial con proteína G la cual tiene alta 

afinidad por las IgG bovinas. La especificidad y título de los anticuerpos obtenidos se 

midieron por la técnica de ELISA (detallado en el punto 4.10) presentando títulos del 

rango de (1/31250). La purificación se monitoreó con un gel de poliacrilamida SDS-

PAGE revelado con Coomasie Blue. La concentración se cuantificó por 

espectrofotometría de microvolumen utilizando el equipo Nano Drop (Thermo), para 

determinar la concentración en µg/ml se utilizó el correspondiente coeficiente de 

extinción para la IgG bovina. Para la utilización en citometría los anticuerpos se 

conjugaron al fluorocromo FITC siguiendo el protocolo previamente detallado para la 

marcación del VFA utilizado para el ensayo de internalización (detallado en el punto 4.8). 

La dilución de trabajo de la IgG anti VFA-FITC se determinó por citometría de flujo 
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utilizando perlas de látex recubiertas con aldehído/sulfato (Dynabeads, Dynall) incubadas 

con 1µg de VFAi O1 purificado y bloqueadas con Glicina 1M. Como control de 

especificidad se empleó una IgG purificada a partir de un suero bovino no inmune. Como 

control adicional de la técnica y control de bloqueo de las perlas, se incubaron con los 

distintos anticuerpos las perlas bloqueadas con glicina (pero sin VFAi).  

4.10 Detección de inmunoglobulinas específicas contra 

VFA 

La determinación de las inmunoglobulinas totales contra el VFA se determinó por 

ELISA. Se adhirió a placas suero de conejo anti VFA diluido a la concentración optima 

en buffer carbonato-bicarbonato pH 9,6 durante 18 h a 4ªC. Como solución de lavado se 

utilizó PBS suplementado con Tween 20 al 0,05% (PBST) y como solución de bloqueo 

OVA al 1%. Para la determinación se agregaron en una placa los sueros en diluciones 

seriadas en buffer de bloqueo, luego se agregó una cantidad conocida y fija de antígeno y 

se incubo por 1 h a 37ªC. Transcurrido el tiempo la mezcla de anticuerpo-antígeno se 

colocó en una nueva placa con anticuerpos de captura y bloqueada y se incubó 1 h a 

temperatura ambiente. Luego se lavaron las placas y se agregó el anticuerpo anti- IgG 

total para bovino conjugado a biotina y se incubo 1h a temperatura ambiente. Luego de 

dos lavados se añadió estreptoavidina-peroxidasa diluida en buffer de bloqueo y se revelo 

utilizando o-fenilenediamina-H2O2 como sustrato para la peroxidasa y se cuantifico por 

absorbancia a 492 nm. Fueron considerados sueros positivos aquellos que superan la DO 

del punto de corte establecido con la media de los sueros negativos +dos desvíos estándar. 

Esta metodología se utilizó para la determinación de las IgG purificadas a partir de sueros 

anti-aftosa. 

4.11 Cargado de las CDs con VFAi O1 Campos 

4.11.1 Determinación de la concentración óptima de virus a 

utilizar 

Las CDs obtenidas se incubaron 16 h con 1, 5 y 10 μg de VFAi purificado. Transcurrido 

el tiempo, las células fueron lavadas dos veces para eliminar restos de antígenos, y 

cultivadas durante 24 h en medio RPMI completo. Las CDs se cosecharon y se realizó 

una marcación de membrana utilizando anticuerpos monoclonales específicos para las 

proteínas CD11c, CMH-II y CD86 (Tabla 5). La viabilidad de las CDs se monitoreó al 
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día 8 de diferenciación, al día 9 luego de la incubación con el VFAi y al día 10 cuando 

finalizó el experimento. Solo se utilizaron cultivos con viabilidad mayor a 85%. Como 

control negativo, se utilizó un pool de las CDs cultivadas en presencia de medio RPMI 

únicamente. Como control positivo de activación se utilizaron CDs activadas con 5 μg/ml 

de LPS o con POLI I:C 50 µg/ml (Singh-jasuja et al.,2013). La activación de las CDs se 

evaluó por citometría de flujo. Se determinó la expresión de los marcadores clásicos de 

activación como CMH-II y CD86 utilizando anticuerpos monoclonales específicos para 

cada proteína. También se agregó un anticuerpo específico para el marcador CD11c. La 

expresión de este marcador permitió definir la población sobre la que se analizaron los 

marcadores de activación. 

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para determinar el estado de maduración 

de las CDs luego de la estimulación in vitro con VFAi, LPS o POLI I:C 

ANTICUERPO LABORATORIO CLON 

CD11c APC Miltenyi N418 

CMH-II PE Biolegend M5/114.15.2 

CD86 FITC Miltenyi PO3.3 

 

4.11.2 Cinética de secreción de VEs: Determinación del tiempo 

de pulsado y tiempo de recolección de VEs 

Las CDs obtenidas a partir de precursores de médula ósea se incubaron 16 h o 4 h con 10 

μg de VFAi. Las células fueron lavadas dos veces para eliminar restos de antígenos. Para 

el estudio de la cinética de secreción las VEs se aislaron de los sobrenadantes de cultivos 

a distintos tiempos luego de la incubación con el VFAi (0-24, 24-36 y 0-36 h). En el 

Esquema 1 se detalla el protocolo previamente descripto, con los tiempos de 

incubación/pulsado de las CDs y los tiempos de secreción correspondiente al tiempo en 

el que las células permanecieron en cultivo secretando VEs. En todos los casos se utilizó 

como control negativo, un pool de las CDs cultivadas en presencia de medio RPMI 

únicamente y como control positivo de activación se utilizaron CDs pulsadas con 5 μg/ml 

de LPS. 
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4.12 Aislamiento de las VEs derivadas de CDs 

Las VEs se aislaron a partir de los medios condicionados de las CDs. El método de 

aislamiento utilizado se basa en centrifugaciones, filtración por 0.22µm y 

ultracentrifugaciones a 100.000 xg como se detalla en el Esquema 2. El pellet obtenido 

se resuspendió en PBS y se filtró finalmente con filtro 0.22 µm para su esterilización. Las 

muestras se conservaron a -70ºC hasta su uso. Debido a que en la Argentina no contamos 

con el equipamiento que nos permita determinar la concentración de vesículas optamos 

por realizar una estandarización en la cual todos las VEs provenientes de 10,00 x 106 CDs 

se resuspendieron en un volumen de 50 µl. Para el aislamiento de VEs solo se utilizaron 

cultivos con viabilidad >85%.  

 

Esquema 1. Diagrama del protocolo realizado para la puesta a punto del tiempo de pulsado y cinética de 

secreción de vesículas. En la línea temporal se marca con una barra gris el tiempo correspondiente al tiempo de 

pulsado/incubación con el VFA/ LPS/ RPMI. En barras de color naranja se muestra el tiempo en el que se 

mantuvieron las células en cultivo previo a la purificación de VEs (tiempo de secreción). Con flechas rojas se 

marcan los puntos en donde se colectó el medio condicionado de cada cultivo para la posterior purificación de las 

VEs. El protocolo marcado como iii) difiere del ii) en el tiempo de secreción, si bien ambos protocolo tienen un 

total de tiempo de 36 h,en el protocolo iii) el medio condicionado se colecta a dos tiempos distintos mientras que 

en el protocolo ii) se colecta el total solo a tiempo final. 

VFAi / LPS / RPMI 

VEs

Tiempo de 

Pulsado

Tiempo de secreción

16  h 24 h

16 h 36 h

16 h 24 h 12 h

4 h 36 h

16 h

4 h

24 h

36 h

24 h 12 h

36 h

16 h

16 h

i)

ii)

iii)

iV)

VFAi 

VFAi 

VFAi 

VFAi 
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4.13 Citometría de flujo de VEs derivadas de CDs 

Para el análisis de las VEs por citometría de flujo se desarrolló la metodología detallada 

por Théry y col (Théry, Clayton, Amigorena, & Raposo, 2006). Por su pequeño tamaño 

es necesario pegar las VEs a perlas de látex de 4 μm, para que puedan ser analizadas por 

el citómetro. Las VEs derivadas de 5,00 x 106 CDs (25 µl) fueron incubadas con 10 µl de 

perlas de látex recubiertas con aldehído/sulfato (Dynabeads, Dynall) durante 15 min. a 

temperatura ambiente. Posteriormente, se resuspendió con PBS y se incubó en rotación 

18 h a 4°C. Luego se agregó Glicina 1M para bloquear, y se incubó durante 30 min. a 

temperatura ambiente. Se centrifugó por 5 minutos a 800xg para bajar las perlas y se 

resuspendió en PBS/BSA 0,5 %. Este paso se repitió dos veces y luego el pellet se re-

suspendió en 0,5 ml de PBS/BSA. En una placa de 96 pocillos fondo en V se colocaron 

10 μl de cada muestra de perlas-VEs y 50 μl de los anticuerpos monoclonales biotinilados 

específicos para las tetraspaninas CD9, CD81y CD63. Como conjugado se utilizó 

estreptavidina-PE. También se utilizaron anticuerpos específicos para proteínas propias 

de las células CDs como lo son CD86, CMH-II y CD11c. Se determinó la presencia de 

antígenos virales utilizando IgG anti-VFAi de un conjugada a FITC (metodología 

detallada en el punto 4.9). Como control de IgG se utilizaron IgG purificadas de suero 

 

Esquema 2. Diagrama de aislamiento de las VEs de CDs. Las CDs se exponen a distintos estímulos in vitro 

y luego secretan VEs al medio condicionado. A partir de ese medio condicionado se pueden aislar VEs por 

distintos métodos, aquí se detalla paso por paso el método utilizado en este trabajo para el aislamiento de VEs 

pequeñas. 

 

 

 

VFAi / LPS / RPMI 

VEs

Sobrenadante

300xg, 10 min

Filtración por 0,22μm

100.000xg, 70 min

Pellet= VEs + proteínas 

contaminantes

100.000xg, 70 min

Pellet =pVEs (pequeñas VEs)

+ filtración por 0,22μm para esterilización 

Descarte del pellet

Aislamiento de VEs

Caracterización de las VEs
• -NTA

• -Citometria de flujo

• -Microscopía electronica
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bovino de un animal normal sin inmunizar. Los anticuerpos utilizados se detallan en la 

Tabla 6. Esta metodología fue puesta a punto previamente y los detalles se encuentran en 

el Anexo 3. 

Tabla 6. Anticuerpos utilizados para la caracterización de las VEs derivadas de las CDs  

ANTICUERPO LABORATORIO CLON 

CD63 Biotina Biolegend NVG-2 

CD9 Biotina eBioscience MEM-61 

CD81 Biotina eBioscience Eat2 

CMH-II PE Biolegend M5/114.15.2 

CD86 FITC Miltenyi PO3.3 

Estreptavidina-PE eBioscience ----------------- 

 

4.14  Determinación del tamaño por Nanoparticle 

Tracking Analysis (NTA) 

El tamaño de la población de las vesículas se determinó utilizando el equipo ZetaView. 

Este equipo no está disponible en la Argentina y por esta razón la medición de las 

muestras fue realizada con la colaboración de investigadores en el exterior (Colaboración 

con el licenciado Federico Cocozza perteneciente al grupo de la Dra Clotilde Théry en el 

Centre de recherche de l'Institut Curie, Paris, Francia). Para la determinación, un pequeño 

volumen de las muestras se transportó a temperatura ambiente para luego ser medidas en 

el Instituto Curie en Paris. Las mediciones se realizaron a partir de distintas diluciones de 

las muestras. Los datos fueron analizados por ZetaView Software analyzed y las 

mediciones se realizaron por triplicado. 

4.15 Microscopía electrónica (ME) 

Para la observación por ME de las VEs, éstas fueron fijadas con PFA al 4% y cargadas 

en grillas para ME (Théry, Amigorena, et al., 2006). Las muestras fueron enviadas al 

Servicio de Microscopía Electrónica LANAIS (Laboratorio Nacional de Investigación y 

Servicios de Resonancia Magnética en Sólidos) en la Facultad de Medicina de la 

Universidad de Buenos Aires en donde se realizaron los preparados y se tomaron las 

imágenes. Se obtuvieron 9 imágenes de cada muestra en distintos aumentos (20.000X, 
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30.000X y 50.000X). Las imágenes se tomaron en un Microscopio Electrónico de 

transmisión Zeiss EM 109T equipado con cámara digital Gatan ES1000W. 

4.16  Protocolo de inmunización para la obtención de 

esplenocitos sensibilizados contra el VFAi 

Para la evaluación de la respuesta inmune in vitro se utilizaron linfocitos sensibilizados 

obtenidos de células del bazo de ratones inmunizados con la vacuna comercial 

monovalente. La inmunización se realizó por via i.p con 0.2 ml de la vacuna comercial 

gentilmente brindada por el laboratorio de Biogenesis Bagó. Al día 14 dpv (Esquema 3) 

se extrajeron los bazos y se obtuvieron los esplenocitos por macerado del órgano en 

condiciones de esterilidad. El protocolo de inmunización utilizado de 0-14 días se 

determinó a partir de la puesta a punto del plan de inmunización que se explica en detalle 

en el Anexo 4. Una vez obtenidos los esplenocitos se realizó la marcación con CFSE 

(detallado en el punto 4.17).  

 

4.17 Ensayo de proliferación utilizando CFSE (Éster de 

succinimidil- carboxifluoresceína) 

Se utilizaron ratones BALB/c hembras entre 6-8 semanas naive y ratones que fueron 

inmunizados in vivo por vía intraperitoneal con 0,2 ml de la vacuna comercial 

monovalente (cepa VFA O1 Campos) cedida gentilmente por Biogénesis Bagó. Al día 14 

se obtuvieron los bazos en esterilidad. La proliferación de las de células de bazo se evaluó 

a través de citometría de flujo por dilución del colorante CFSE en linfocitos marcados. 

 

Esquema 3. Esquema del protocolo de inmunización utilizado para la obtención de esplenocitos 

sensibilizados. Con una flecha negra se muestran el día en que se realizó la inmunizacion con la vacuna 

comercial monovalente para la cepa O1 Campos. Con un círculo rojo se señala el día al que se realizó la 

extracción del bazo para la obtención de esplenocitos y posterior ensayo funcional. 

 

DIA 0 DIA 14

Vacuna monovalente 

(VFA O1 Campos)

0,2 ml por vía i.p

Extracción de bazos y 

obtención de esplenocitos 

sensibilizados

Marcación con 

CFSE
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Para la tinción con CFSE se realizó un pool a partir de las células obtenidas de los bazos 

y procedió a realizar la marcación. Los esplenocitos se resuspendieron en 1 ml de RPMI 

1% SFB y se mezcló con 1 ml de CFSE 10 μM diluido en PBS, quedando de esta manera 

una concentración final de 5 μM de CFSE. Luego se incubaron 8 min. en un baño 37°C 

y la reacción se frenó agregando 5 volumen de medio RPMI frío y se incubó 5 min. más 

en hielo. Para eliminar el exceso de CFSE se realizaron 3 lavados con PBS 5% SFB. Entre 

el lavado 2 y el 3 se realizó una incubación de 15 min a 37ªC para asegurar la eliminación 

de excedentes de CFSE y estabilización de la marca. Toda la marcación se realizó en 

condiciones de baja luz para proteger la fluorescencia. Las células marcadas con CFSE 

(300.000 células/pocillo) se cultivaron con los distintos estímulos: pVEs-VFAi y pVES-

LPS provenientes de 2,5 x 106 CDs; 10 µg/ml de VFAi y 0,5 μg/ml de Con A, en placa 

de 96 pocillos durante 5 días a 37°C y 5% CO2. Todas las condiciones experimentales se 

realizaron por triplicados. Como controles positivos se utilizaron esplenocitos marcados 

con CFSE e incubados con 0,5 µg/ml de CON A. Para el control negativo se incubaron 

esplenocitos con el medio RPMI completo. Una vez transcurrido el tiempo se cosecharon 

las células y para el análisis de las sub-poblaciones de linfocitos, se incubaron con 

anticuerpos anti-CD3 conjugado a APC y anti-B220 conjugado al fluorocromo PE. 

También se utilizaron anticuerpos anti-CD21 APC y anti-CD23 Biot para el estudio de 

las subpoblaciones. Como conjugado se utilizó estreptoavidina-PECy5. La 

linfoproliferación se midió utilizando el citómetro BD FACSCalibur (BS Biosciences, 

CA, EE. UU). El análisis de los datos se realizó utilizando el software FlowJo V10. El 

índice de proliferación relativa (IPR) se definió como la relación entre el porcentaje de 

células estimuladas y el porcentaje obtenido para las células control de RPMI. Los 

anticuerpos utilizados se detallan en la Tabla 7. 

Tabla 7. Anticuerpos utilizados para los ensayos de linfoproliferación 

 

 

 

 

ANTICUERPO / 

CONJUGADO 
LABORATORIO CLON 

CD3 APC TOMBO 17A2 

B220 PE TOMBO RA3-6B2 

CD21 APC Miltenyi 7E9 

CD23 Biotina Miltenyi B3B4 

CD86 FITC Miltenyi PO3.3 

Estreptavidina-PECy5 eBioscience ------------------------- 
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4.18  Análisis estadístico 

Los resultados experimentales obtenidos fueron analizados con métodos de estadística 

paramétrica o no paramétrica según el caso. Los valores obtenidos para los distintos 

parámetros evaluados entre los grupos experimentales se compararon por el análisis de 

la varianza (ANOVA) de un factor y luego el test de comparaciones múltiples de 

Bonferroni cuando sólo se deseó comparar determinados pares de grupos o el test Tukey 

para comparar todos los pares de grupos. También se utilizó ANOVA de dos vías y 

luego Bonferroni. Para algunos análisis se utilizó el método no paramétrico Kruskall 

Wallis seguido del test de comparaciones múltiples de Dunn para comparar pares de 

grupos. Todos los análisis utilizados se detallan debajo de cada figura en la sección de 

resultados. Se utilizó el programa de procesamiento de datos y estadística Graph Pad 

PRISM versión 5.00 para Windows. En todos los casos se consideró una diferencia 

significativa con p<0,05. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Las CDs son capaces de internalizar el antígeno 

vacunal VFAi O1 Campos y activarse in vitro 

5.1.1 Obtención y caracterización de las CDs diferenciadas de 

precursores de médula ósea 

Las CDs son el principal nexo entre la respuesta inmune innata y la respuesta adaptativa, 

cobran un papel muy importante en la generación y control de la respuesta frente a un 

patógeno. Se ha demostrado en un modelo murino que existen diferencias notorias en el 

impacto que el VFA infeccioso tiene sobre las CDs murinas en comparación con el VFA 

inactivado y que esto influye notablemente en la respuesta adaptativa que se genera 

posteriormente (Ostrowski et al., 2007; 2005). Considerando este antecedente y que las 

VEs pueden reflejar gran parte de los cambios que sufre la célula de la que derivan, 

decidimos enfocar el estudio a las VEs derivadas de las CDs pulsadas con el VFA de la 

cepa O1 Campos inactivado por BEI (VFAi) y evaluar su participación en la respuesta 

generada frente al VFA. Todo el estudio fue realizado utilizando el modelo murino 

utilizado para el estudio de la respuesta inmune contra la FA, previamente desarrollado y 

detallado por otros grupos (Borca et al., 1986; López et al., 1990; Ostrowski et al., 2007; 

2005; Langellotti et al., 2012). 

Como primer paso se determinó el protocolo de diferenciación de las CDs (detalles en 

Anexo 1), la metodología elegida se basa en un protocolo extensamente utilizado en 

trabajos de investigación que permite obtener CPA profesionales a partir de precursores 

pluripotentes obtenidos de la médula ósea murina. Para lograr esta diferenciación se 

pueden utilizar distintos factores. En la bibliografía pueden encontrarse varios trabajos en 

los que se utilizan factores como el factor estimulante de colonias granulocíticas-

macrofágicas (GM-CSF) (Inaba et al., 1992; Brasel et al., 2014; Ndiaye et al., 2016),el 

ligando de Flt3 (Björck, 2001; Karsunky et al., 2003) o combinaciones de factores como 

por ejemplo: GM-CSF+IL4 (Son et al., 2002). 

Durante la puesta a punto de la diferenciación de las CPA profesionales no solo se 

probaron los distintos factores de diferenciación detallados en bibliografía (GM-CSF y la 

combinación GM-CSF+IL4) (ver Anexo 1), sino que también se realizó una cinética de 

diferenciación que se monitoreó por microscopía y citometría de flujo. Con esta 
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metodología se determinó el día de cosecha de las células. La diferenciación y el trabajo 

in vitro con CPA requiere de una manipulación cuidadosa y de un mayor control de las 

variables ya que su maduración puede ser fácilmente inducible. Considerando que las 

CDs se encuentran constantemente censando su entorno (Kuby, 2012; Murphy & Weaver, 

2017) y son muy sensibles a los cambios, se realizaron experimentos para disminuir las 

posibles fuentes de activación no controlada de las CDs. Todos los materiales plásticos, 

pipetas, medios, y reactivos utilizados fueron probados y se evaluó en cada prueba el 

estado de activación de las CDs. Todo este trabajo se explica en detalle en el Anexo 1. 

Luego de realizar los experimentos de la puesta a punto, con el protocolo elegido se logró 

la diferenciación de CDs al cabo de 8 días con la utilización del factor GM-CSF 

únicamente (como se detalla en el punto 4.5 de materiales y métodos). A este tiempo se 

cosecharon las células y el rendimiento promedio fue de 7,86 x106 ± 2,43 CPA (partiendo 

de 10,00 x 106 precursores totales por placa). Esta cuantificación se realizó en cámara de 

Neubauer utilizando el colorante de exclusión Azul Tripán y se observó por microscopía 

óptica. Al final de cada protocolo de diferenciación se realizó de rutina el conteo del pool 

de CPA obtenidas y la determinación de la viabilidad. Solo se utilizaron cultivos celulares 

con viabilidad mayor al 85%. 

La caracterización con marcadores específicos es de suma importancia cuando se utilizan 

células diferenciadas in vitro. La presencia de estos marcadores nos permite saber el éxito 

del protocolo de diferenciación, así como también el fenotipo de la población obtenida. 

Para esta caracterización se empleó el clásico marcador descripto en bibliografía para 

CDs murinas que es la molécula CD11c (Merad et al., 2013) y sumamos el CMH-II 

característico de CPA profesionales. Estos dos marcadores se utilizaron luego de todas 

las diferenciaciones para corroborar el éxito del protocolo. Como las células obtenidas 

con este protocolo fueron heterogéneas decidimos realizar una caracterización, sin 

intención de asignarlas a una subpoblación de CDs en especial. Por esta razón, también 

utilizamos otros marcadores descriptos en la bibliografía (Macri et al., 2018) que suelen 

estar presentes en las CPA como son el CD11b, F4/80, CD86, CD135, entre otros. 

Como puede observarse en la Figura 20 A, las células obtenidas expresaron en un 

porcentaje mayor al 90% el marcador CD11c característico de CDs murinas. Este 

resultado fue corroborado por microscopía confocal observándose la proteína CD11c 

presente en la membrana celular (Figura 20 B). Estas células CD11c+ expresaron las 

proteínas CMH-II de expresión bimodal característico de este tipo celular en un 

porcentaje mayor al 90%, y también la molécula coestimuladora del TCR, CD86. Las 
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moléculas CD11b y F4/80 características de CDs convencionales e inflamatorias (Merad 

et al., 2013) también se encontraron en las CPA obtenidas. Con el factor de diferenciación 

utilizado también pueden obtenerse algunos porcentajes de otros tipos celulares que no 

son CPA, como los granulocitos. Sin embargo, todos nuestros cultivos fueron negativos 

para la marca correspondiente a GR1 indicando una ausencia de estos. Tampoco se 

observó la expresión de los marcadores CD4, CD8 y CD135 presentes en otras subclases 

de CDs.  

 

 

Con el protocolo utilizado, detallado en materiales y métodos, se obtiene una población 

de células con viabilidad mayor al 85% y una expresión homogénea mayor al 80 % para 

el marcador CD11c. Sin embargo, para el resto de los marcadores la expresión fue 

heterogénea. Debido a la presencia de las moléculas CD11b y F4/80 y por las 

características morfológicas, se las podría incluir dentro de las subpoblaciones de las CDs 

inflamatorias o convencionales. Considerando la heterogeneidad de las células obtenidas 

se utilizó un concepto amplio para referirnos a ellas sin asignarlas a ninguna subpoblación 

(CDs convencionales o CDs inflamatorias) y de aquí en adelante en este trabajo siempre 

se nombrarán bajo el nombre general de CDs. 

 

 

Figura 20. Caracterización de las CDs diferenciadas a partir de precursores de médula ósea murina. A) Se 

muestran los gráficos obtenidos por citometría de flujo de las células cosechadas al día 8 de diferenciación 

utilizando el factor recombinante GM-CSF comercial B) Se muestran dos imágenes representativas (arriba y abajo) 

de microscopía confocal mostrando la expresión de la proteína CD11c marcada con anticuerpos monoclonales 

específicos conjugados a APC. 
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5.1.2 Interacción del VFAi con las CDs 

5.1.2.1 Internalización de VFAi por parte de las CDs. 

Las CDs son capaces de capturar y reconocer antígenos de diferentes maneras, 

internalizarlos y procesarlos para luego activar una respuesta adaptativa (Kuby, 2012; 

Murphy & Weaver, 2017). Para corroborar nuestra hipótesis y evaluar el impacto de los 

VEs derivados de CDs en la inmunidad contra el VFA es necesario realizar una primera 

aproximación de la interacción de las CDs con el VFAi. Trabajos anteriores han 

demostrado que las CDs derivadas de médula ósea murina pueden reconocer y ser 

activadas por el VFA inactivado por UV, y que este antígeno aumenta la capacidad de las 

CDs de estimular los LT (Ostrowski et al., 2007; 2005) . Sin embargo, poco se sabe sobre 

la interacción que existe con el antígeno utilizado para la vacuna comercial, el VFAi. Los 

pocos antecedentes que existen sobre esta interacción están realizados in vivo con la 

formulación completa de la vacuna y estudiando las poblaciones naturales de CDs (C. 

Langellotti et al., 2012). Solo se encontró un trabajo que reporta la interacción del 

antígeno vacunal y las CDs in vitro, aunque se centra más en el estudio del VFA infectivo 

y la CDs (Cecilia Langellotti et al., 2015). Sin embargo, en ninguno de los antecedentes 

mencionados se estudia la interrelación del VFAi purificado con la CDs derivadas de 

medula ósea. Por esta razón se decidió comenzar realizando un experimento que permita 

responder este interrogante. Para ello, se incubaron 10,00 x 106 CDs con 10 µg/ml o 30 

µg/ml de VFAi conjugado con el fluorocromo FITC (VFAi-FITC). La cinética de 

internalización se midió a los 40 y 120 min y se evaluó mediante microscopía confocal. 

En ambos tiempos y en ambas concentraciones de virus a 37ºC, se observan CDs 

(CD11c+) que internalizaron el VFAi-FITC (Figura 21 A, C, E y G). Estas células se 

pueden ver resaltadas en la imagen con un cuadrado de línea punteada. La fluorescencia 

no se observó en los controles negativos correspondientes a las células sin el virus (RPMI) 

o al grupo de células pulsadas con VFAi sin FITC (datos no mostrados). Esto indica que 

el aumento de la fluorescencia se debe a la interacción con VFAi-FITC. Al repetir la 

incubación, pero a 4ºC la internalización disminuye como consecuencia de la 

ralentización del proceso debido a la disminución de la temperatura, esto se ve reflejado 

en la proporción de CDs CD11c+/FITC+ (Figura 21 B, D, F y H). Estos resultados 

también fueron corroborados por citometría de flujo, en la que se puede observar que la 

interacción con el VFAi-FITC es mayor a mayores concentraciones de virus utilizadas (I-

L). En ambos tiempos la internalización se refleja como un desplazamiento de la 
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fluorescencia de la población hacia la derecha, siendo la población de CDs FITC+ de 

17,5% y 39,5% a 40 y 120 min, respectivamente, para el grupo de 10 µg/ml y de 94,9 % 

y 97,5% a 40 y 120 min, respectivamente para el grupo de 30 µg/ml. La internalización 

del virus fue confirmada utilizando el colorante Azul Tripán. Este colorante de exclusión 

bloquea la fluorescencia de la membrana sin alterar la fluorescencia interna (Figura 21 

I-L). En ambos tiempos (40 y 120 min) y para ambas concentraciones (10 y 30 µg/ml de 

VFAi), la fluorescencia disminuye en presencia del colorante de exclusión. Para el grupo 

correspondiente a 10 µg/ml de VFAi y 40 min de incubación se observó una disminución 

cercana al 7,5 % en la población positiva para FITC. En cambio, en el grupo 

correspondiente a 30 µg/ml de VFAi y 40 min la disminución fue de 17 %. Al evaluar 

ambas concentraciones (10 y 30 µg/ml VFAi) pero al tiempo de incubación de 120 min 

se observó una disminución de la fluorescencia cercana al 20 % para el grupo de 10 µg/ml 

y del 9% para el grupo de 30 µg/ml (Figura 21 I-L) Estos resultados indicaron que las 

CDs murinas interaccionan con el VFAi vacunal O1 Campos, y por algún mecanismo 

pueden internalizarlo. Esto se refleja en la aparición de partículas FITC+ en el interior 

celular y en la permanencia de la fluorescencia luego del agregado del Azul Tripán, 

demostrando que se encuentra en el interior.  

 

Figura 21 en la página siguiente → 
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5.1.2.2 Activación de CDs con VFAi O1 Campos 

Como se mencionó previamente cuando las CDs captan un antígeno maduran, 

produciéndose la pérdida de su capacidad endocítica y el incremento de las moléculas 

 

 

Figura 21. Ensayo de internalización de VFA por parte de las CDs. A-H) Microscopía confocal de CDs 

demostrando la expresión del marcador CD11c (rojo) en la membrana de las células y el VFAi macado con FITC 

(verde) en su interior. En la imagen se señalan las distintas concentraciones de virus utilizadas, con los tiempos de 

incubación y las temperaturas correspondientes. Remarcadas con un recuadro de línea punteada se encuentran 

resaltadas las células que internalizaron VFAi-FITC. En la imagen se muestra un campo representativo de 5 campos 

capturados para cada condición experimental. I-L) Citometría de CDs incubadas con VFA-FITC en la cual se puede 

observar el desplazamiento hacia la derecha de la población, demostrando un aumento en la intensidad de fluorescencia 

correspondiente a FITC. El análisis se realizó en la región correspondiente a CDs definido según los parámetros SSC 

y FSC. La región positiva para FITC se definió teniendo en cuenta el control negativo de células con RPMI. En la 

imagen se señalan las distintas concentraciones de virus utilizadas, con los tiempos de incubación y la presencia o no 

del colorante Azul Tripan para el “apagado” de la fluorescencia externa. 
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coestimuladoras CD80/CD86, CD40 y las del CMH-II (Banchereau et al., 2000; C Théry 

& Amigorena, 2001). Las células procesan el antígeno y adquieren la capacidad de migrar 

hacia los OLS para montar una respuesta. Hasta aquí, se demostró que las CDs pueden 

internalizar el VFAi, pero poco sabíamos del estado de activación de las CDs después de 

esta internalización.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Activación de las CDs derivadas de MO. Las CDs se incubaron con 1; 5 o 10 

µg/ml de VFAi durante 16 h a 37°C en placas de 6 pocillos. Las células sin estimular fueron 

utilizadas como control negativo (RPMI). Las células cultivadas durante 16 h con 5 µg/ml de 

LPS o 50 ng/ml de POLI I: C se utilizaron como controles positivos. La expresión de los 

marcadores de activación y maduración (CMH-II y CD86) fueron evaluadas por citometría de 

flujo. Para el análisis se realizó una primera selección de la población según los datos obtenidos 

del SSC vs FSC. Luego las poblaciones CMHII + y CMHII ++ se definieron dentro del región 

de células CD11c+/CMHII+. Se muestran los gráficos de densidad de contorno y en cada eje 

se muestran los histogramas correspondientes a la expresión de CD86 y CMH-II. 

 

RPMI LPS 5 µg/ml POLI I:C 50 ng/ml

VFAi 1µg/ml VFAi 5 µg/ml VFAi 10 µg/ml
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Para evaluar el estado de activación y definir la concentración óptima de VFAi a utilizar, 

se incubaron CDs con concentraciones crecientes de VFAi (1, 5 y 10 μg/ml), y luego se 

evaluó por citometría de flujo la expresión de marcadores de activación como CMH-II y 

CD86. La activación basal se determinó con el control células cultivadas solo con medio 

(RPMI). El estado de activación máxima de las CDs se estableció estimulando con dos 

activadores de TLR frecuentemente utilizados como lo son el lipopolisacárido (grupo 

LPS) (Wei et al., 2017) y el ácido poliinosínico:policitidílico (grupo POLI I:C)( Fortier 

et al., 2004; Singh-jasuja et al., 2013).  

Como se puede observar en la Figura 22, al analizar la expresión de la molécula CMH-

II podemos ver que se establece una distribución bimodal presentándose dos poblaciones 

que poseen distintos niveles de expresión. Una población con niveles más bajos pero que 

permanece positiva (CMH-II+) y una población con niveles mayores (CMH-II++). Para 

evaluar la activación se estudió la variación de estas dos poblaciones teniendo en cuenta 

que, a medida que las CDs, se activan aumenta la expresión de CMH-II y se desplaza 

hacia la población CMH-II++. Al analizar las poblaciones de CDs en los grupos 

experimentales pulsados con VFAi se puede observar la progresiva activación de las CDs 

al aumentar la concentración del virus con el que se pulsa. Esto se ve reflejado en un 

aumento del porcentaje de células en la región CMH-II++ pasando de un 19,6 % en el 

grupo de menor concentración de VFAi a un 46,7 % en el de 10µg/ml de VFAi (Figura 

22 A-C). Un comportamiento similar se observa al analizar la expresión de la molécula 

coestimuladora CD86, concordante con el fenotipo de las células activadas. Como se 

muestra en la Figura 22 A-C, las células que expresan altos niveles de CD86 (14,1 %; 

49,1% y 60,1% para VFA 1µg/ml, 5 µg/ml y 10 µg/ml, respectivamente) también 

expresan altos niveles de CMH-II indicando el estado de maduración de las CDs. Si 

observamos el control negativo correspondiente a las células con RPMI podemos ver que 

un pequeño porcentaje de las células se encuentran en la región CMH-II++ (17%) mientras 

que el resto se encuentra en la región CMH-II+, indicando que solo una pequeña población 

se activó en condiciones basales (Figura 22 D). Al analizar los controles positivos (LPS 

y POLI I:C) se pudo observar que las CDs se activan en respuesta a ambos estímulos 

presentando niveles similares a la concentración máxima de virus utilizada en este ensayo 

(56,1 % y 48,8% para LPS y POLI:IC, respectivamente) (Figura 22 E y F). Con este 

experimento pudimos afirmar que las partículas virales inactivadas tienen la capacidad de 

activar a las CDs induciendo el aumento de CMH-II y de CD86 necesarias para la 
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generación de una respuesta adaptativa. Además, pudimos comprobar que las CDs 

diferenciadas in vitro con nuestro protocolo tienen la capacidad de activarse y los 

marcadores de activación varían de manera similar a lo reportado en bibliografía para las 

CDs in vivo (Steinman, 1991). A partir de estos resultados, la concentración de trabajo 

elegida para la estimulación de las CDs con VFAi fue la de 10 µg /ml, concentración en 

la que se logró el mayor porcentaje de células activadas CMH-II+/CD86+ sin alterar la 

viabilidad del cultivo.  

 

 

5.2 Las CDs derivadas de médula ósea cargadas con el 

VFAi secretan VEs que expresan proteínas virales 

5.2.1 Aislamiento y caracterización de las VEs derivadas de las CDs 

cargadas con VFAi 

5.2.1.1  Cinética de secreción de las VEs: las CDs liberan VEs que 

expresan proteínas virales durante las primeras 24 h post-

internalización 

Como se mencionó anteriormente, las VEs derivadas de CPA profesionales expresan en 

su membrana las moléculas del CMH-I y CMH-II y las demás moléculas necesarias para 

una correcta estimulación; por lo tanto, poseen la capacidad potencial de estimular 

directamente a los LT in vitro e in vivo promoviendo la respuesta inmune (Robbins & 

Morelli, 2014; Kowal, 2019). Como antecedentes, se sabe que las CDs murinas reaccionan 

de diferente manera al VFA, dependiendo de si está en su forma infectiva o inactivada 

(Ostrowski et al., 2007; 2005) . Si el VFA puede generar en la misma célula dos perfiles 

tan distintos entonces, las vesículas derivadas de esas células también podrían influir de 

En resumen: se logró diferenciar CDs a partir de precursores de médula ósea que 

expresan en un porcentaje mayor al 85 % el marcador CD11c y, además, en base al 

resto de los marcadores analizados, tendrían un fenotipo similar al de las CDs 

convencionales o inflamatorias. Las CDs obtenidas pueden internalizar el VFAi O1 

Campos y como consecuencia pueden madurar reflejándose esto en un aumento en la 

expresión de los marcadores clásicos de activación como el CMH-II y CD86. 
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diferente manera en la respuesta inmune antiviral. En los experimentos anteriores 

pudimos comprobar que las CDs obtenidas son funcionales y pueden reconocer al VFAi 

vacunal. Las VEs obtenidas a partir de esas CDs podrían tener un rol activo en la 

generación de la respuesta inmune contra el VFA. Para evaluar esto, se incubaron CDs 

en presencia o ausencia de VFAi y. se aislaron las VEs a partir del medio condicionado. 

En base a la experiencia de nuestro grupo en el aislamiento de VEs se decidió realizar un 

primer abordaje obteniendo las VEs a partir del sobrenadante de 36 h de cultivo (VEs-

36h). Este tiempo se basa en los protocolos utilizados en las investigaciones previas del 

grupo para la obtención de VEs a partir de células tumorales (Menay et al., 2017; Cocozza 

et al., 2019). Las vesículas obtenidas se caracterizaron por citometría de flujo y se evaluó 

la expresión de marcadores clásicos para VEs como lo son las tetraspaninas (CD9 y 

CD81) y marcadores propios de la CDs de las que derivan, como la molécula CMH-II. A 

partir de los resultados de citometría que se muestran en la Figura 23 se pudo determinar 

que en el sobrenadante de cultivo de 36 h de las CDs pulsadas con VFAi existen VEs, ya 

que se detectó la expresión de CD9 y CD81. Por otra parte, también se confirmó el origen 

de las VEs a partir de CDs por la presencia de la molécula CMH-II. 

Es sabido que las VEs muchas veces pueden presentar antígenos provenientes de algún 

patógeno que infectó a la célula o, en el caso de las CDs, proteínas de patógenos que 

hayan incorporado. Por esta razón se decidió buscar en las VEs la presencia de algún 

antígeno del VFAi. Para ello se utilizó una IgG específica para VFA purificada a partir 

de un suero bovino inmunizado con la vacuna comercial contra la FA. Al analizar por 

citometría de flujo la expresión de antígenos virales en la población de VEs se observó 

que entre el 33- 40% de las VEs resultaban positivas para proteínas de VFA. Si bien este 

resultado fue alentador, surgió en paralelo otra cuestión a resolver. Si bien se podían 

detectar antígenos en las vesículas esta detección no era homogénea en toda la población, 

reflejando que gran parte de las vesículas no las expresaban.  
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Esta heterogeneidad resulta en un problema a la hora de querer probar su efecto sobre la 

estimulación del sistema inmune, ya que el antígeno de interés no estaba presente en toda 

la población. Por esta razón, se ideó una estrategia para aumentar el porcentaje de la 

población positiva para antígenos virales (VEs-VFAi+) y así contar con una población 

más homogénea. Sabiendo que la vida media de las VEs varía y que al purificar a un 

tiempo determinado solo estamos “tomando una foto” de un proceso dinámico, ya que 

parte de las vesículas secretadas pueden dejar de estar en el sobrenadante al interaccionar 

o ser endocitadas por otras células. Además, considerando que los antígenos que 

buscamos no son propios de la CDs si no que están presentes solo cuando la célula 

interacciona con el antígeno, se planteó la posibilidad de que quizás el tiempo elegido de 

purificación no era el apropiado y que parte de las vesículas secretadas con proteínas 

virales podrían estar sub-estimándose. Fue entonces que decidimos realizar una cinética 

de secreción, proponiendo dos tiempos de pulsado, uno corto de 4 h y uno más extenso 

de 16 h. Los tiempos de secreción también variaron para realizar una cinética de secreción 

y lograr así encontrar, el tiempo en el cual la mayor parte de las VEs expresaban proteínas 

virales. Utilizamos principalmente 3 tiempos de secreción (24 h, 36 h y un tercer grupo 

 

Figura 23. Caracterización proteica de las VEs por citometría de flujo. Se incubaron VEs con perlas de látex 

aldehído/sulfato de 4 µm de diámetro. Luego, las VEs se incubaron con anticuerpos monoclonales anti-CD9, anti-

CD81, anti-CMH-II. Para la detección de proteínas virales en las VEs se utilizó IgG purificada de un suero bovino 

inmune marcada con FITC, y como control correspondiente la IgG obtenida de un suero bovino normal marcado 

con FITC (Control). El análisis se realizó en la región de singletes, determinado a partir del gráfico de dispersión 

de la luz SSC vs FSC. Con línea punteada se muestra el control de fluorescencia basal. Los datos fueron analizados 

con el software FlowJo X. Se muestra un experimento representativo de 4 realizados.  
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en el cual el total de 36 h se dividió en dos: las primeras 24 h y las últimas 12 h). Como 

se muestra en los gráficos de las Figura 24 A al pulsar las células con VFAi durante 16 

h podemos observar que a las 24 h de secreción alrededor del 88% de la población de 

VEs expresan proteínas virales (VEs-VFAi). Resultados similares se obtuvieron al 

disminuir el tiempo de pulsado a 4 h, pero extendiendo el tiempo de secreción a 36 h.  

 

 

En la Figura 24 B se muestra el gráfico de barras que representa la compilación de los 

resultados obtenidos en los distintos experimentos realizados de manera independiente 

con el correspondiente análisis estadístico. Allí se muestra, que existe un aumento 

Figura 24. Determinación de la presencia de proteínas virales en las VEs derivadas de CDs por 

citometría de flujo a distintos tiempos de pulsado y secreción. A) Se muestran los histogramas 

correspondientes a la expresión de las proteínas virales en las VEs. Las VEs se incubaron con IgG 

purificadas anti-VFA para determinar la presencia de antígenos virales. En el gráfico se detalla tanto el 

tiempo de pulsado como los tiempos a los cuales fueron cosechados los sobrenadantes según el protocolo 

detallado en el punto 4.11.2 de materiales y métodos. El análisis se realizó en la región de singletes, 

determinado a partir del gráfico de dispersión de la luz SSC vs FSC. Los datos fueron analizados con el 

software FlowJo X. Se muestra un experimento representativo de 4 experimentos independientes. B). Se 

muestra la comparación estadística correspondiente al experimento de cinética de secreción de las VEs de 

CDs. Se expresa la media + error estándar de 4 experimentos independientes. Para el análisis estadístico 

se utilizó ANOVA de un factor, y luego se realizaron comparaciones utilizando el test de comparaciones 

múltiples Tukey. Las diferencias significativas se señalan con asteriscos (p<0,001***). 
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significativo de la secreción de VEs que expresan proteínas de VFA en las primeras 24 h 

luego del pulsado (p<0,001*** al comparar 24 h con el grupo de 0-36 h). Al disminuir el 

tiempo de secreción de 36 h a 24 h se incrementó el porcentaje de VEs con proteínas de 

VFA de un 33 % a un 88% (Figura 24 B). La obtención de VEs en todos los tiempos se 

corroboró con citometría de flujo a partir de la marcación de las proteínas CD9 y CD81 

(datos no mostrados). Los resultados derivados de este experimento indicaron que las 

CDs secretaron VEs con proteínas virales (CD9+/CD81+/VFAi+) durante las primeras     

24 h y luego siguieron secretando vesículas, pero sin antígenos virales durante las 

siguientes 12 h (CD9+/CD81+/ VFAi-). Estas últimas VEs pudieron generar un efecto de 

dilución sobre las VEs CD9+/CD81+/VFAi+ que justificarían que solo un porcentaje 

menor al 50% expresaron las proteínas virales al aislarlas a partir del sobrenadante de 36 

h de incubación. A partir de todos los protocolos estudiados podemos concluir que 

pulsando durante 16 h y cosechando el sobrenadante a las 24 h se obtiene una población 

VEs en la que más del 85% expresan proteínas virales (Figura 24 B). Resultados 

similares (85%± 4,26) se obtuvieron pulsando 4 h y aislando las VEs del sobrenadante de 

36 h de cultivo. Por comodidad en los tiempos de trabajo seleccionamos el protocolo de 

16 h de pulsado y 24 h de secreción que fue el que se utilizó para la obtención de las VEs 

de aquí en adelante (Figura 24). Las VEs que expresan proteínas del VFA en un 

porcentaje mayor al 85% las llamaremos de aquí en más VEs-VFAi y siempre nos 

referiremos a las vesículas de las CDs control como VEs-LPS y VEs-RPMI. 

5.2.1.2 Caracterización proteica por citometría de flujo de las VEs 

secretadas por las CDs  

Habiendo establecido el tiempo de recolección de los sobrenadantes para el aislamiento 

de VEs en donde se logra obtener una población más homogénea en la que por lo menos 

el 85% expresa antígenos del VFAi, se procedió a realizar purificaciones seriadas de VEs 

para generar el stock que luego se utilizó en los experimentos restantes de caracterización 

funcional. A modo de control también se aislaron VEs a partir de cultivos de CDs sin 

pulsar, es decir solo en presencia de RPMI y también se obtuvieron VEs de CDs activadas 

con LPS. Todos los aislamientos se realizaron a partir de sobrenadantes de cultivos de   

24 h post-pulsado. Al igual que hicimos con el primer experimento de aislamiento, para 

confirmar la presencia de VEs en la muestra obtenida realizamos una caracterización 

fenotípica utilizado marcadores específicos tanto de VEs como de las CDs que les dieron 

origen. Esta caracterización se realizó de rutina luego de cada aislamiento. 
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Como puede observarse en la Figura 25 (A-C), las VEs correspondientes a los distintos 

tratamientos expresaron las proteínas marcadoras de vesículas CD9, CD81 y CD63, 

siendo la proteína CD9 la más expresada, estando presente en más del 80 % de la 

población de VEs-VFAi, VEs-RPMI y VEs-LPS. La molécula del CMH-II es una de las 

proteínas más utilizada para caracterizar a VEs provenientes de CDs ya que su presencia 

confirma el origen a partir de dichas células. Las poblaciones de VEs obtenidas 

expresaron en un alto porcentaje esta proteína encontrándose presente en más del 90% de 

la población. También evaluamos la presencia de la molécula CD86 en las VEs. En 

concordancia con lo que ocurre en las CDs esta molécula se encontró en mayor porcentaje 

en las poblaciones de VEs obtenidas a partir de células activadas (VEs-VFAi p<0.01**y 

VEs-LPS p<0.05* al comparar con VEs-RPMI) (Figura 25). Estos resultados son lógicos 

considerando que esta proteína se induce luego de la activación y maduración. Por otra 

parte, como la molécula CD11c es muy utilizada para caracterizar a las CDs derivadas de 

médula ósea y, considerando que la población de CDs utilizadas expresa esta proteína en 

su mayoría, decidimos incluirla en la caracterización. Para nuestra sorpresa, esta proteína, 

a pesar de estar presente en abundancia en la célula CDs, no se detectó en ninguna de las 

poblaciones de VEs obtenidas. Por último, y uno de los puntos de mayor interés para 

nuestro estudio, fue confirmar la presencia de antígenos virales en las VEs (Figura 25 

A). En concordancia con los porcentajes obtenidos en el experimento de cinética de 

secreción obtuvimos una población de VEs en la que más del 85% expresaron antígenos 

virales (p<0.01*** al comparar VEs-VFAi con VEs-RPMI y VEs-LPS) (Figura 26). Se 

descartó la posibilidad de que estas proteínas virales puedan derivar de restos de virus 

que se co-purificaron con las VEs en base a un control realizado en el cual se siguió 

exactamente el protocolo de incubación con VFAi pero sin colocar las CDs, y luego se 

realizó el protocolo de aislamiento y la citometría de rutina. En este control además de no 

encontrase VEs (ausencia total de marcadores como CD9, CD81, CD63 y CMH-II) 

tampoco se hallaron antígenos virales (datos no mostrados). 

Además de los porcentajes de expresión de cada marcador en la población de las VEs, 

también evaluamos la intensidad media de fluorescencia (MFI del inglés Mean 

Fluorescence Intensity). 
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En la Figura 26, se muestran nuevamente los porcentajes de expresión de cada proteína 

en las distintas poblaciones de VEs para su comparación. También se muestran los valores 

de MFI para cada marcador y para cada tipo de VEs. Allí podemos observar que solo las 

 

Figura 25. Caracterización proteica por citometría de flujo de las VEs derivadas de CDs. Determinación de 

marcadores propios de VEs y de CDs. Para la detección de proteínas virales en las VEs se utilizó una IgG purificada 

de un suero bovino inmune marcada con FITC y como control correspondiente la IgG obtenida de un suero bovino 

normal marcada con FITC (Control). A) Histogramas correspondiente a citometrías representativas de la 

caracterización realizada para VEs derivadas de CDs previamente pulsada con el VFAi. Cada histograma muestra 

el control negativo (línea punteada histograma vacío), así como también el porcentaje de células positiva para cada 

marcador (histogramas llenos). B) Histogramas correspondiente a citometrías representativas de la caracterización 

realizada para VEs derivadas de CDs no tratadas (RPMI). C) Histogramas correspondiente a citometrías 

representativas de la caracterización realizada para VEs derivadas de CDs tratadas con LPS. El análisis se realizó 

en la región de singletes determinada a partir del gráfico de dispersión de la luz SSC vs FSC. Los datos fueron 

analizados con el software FlowJo X. A la derecha los gráficos de citometrías se encuentran graficadas las medias 

+ error estándar del porcentaje de expresión de los marcadores considerando los datos de todas las caracterizaciones 

realizadas (datos de 15 experimentos independientes).  
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VEs provenientes de CDs pulsadas con VFAi expresaron antígenos virales como se 

refleja en el porcentaje (p<0.001*** al comparar VEs-VFAi con VEs-RPMI y VEs-LPS) 

como en el MFI (p<0.001*** y p<0.01** al comparar VEs-VFAi con VEs-RPMI y VEs-

LPS, respectivamente). Es importante remarcar que no se encontraron proteínas virales 

en las VEs- RPMI. Sorprendentemente, en las VEs-LPS se encontró un 8% de VEs 

positivas para proteínas de VFA. Sin embargo, la densidad de estas proteínas en las VEs 

es muy baja (MFI:6,57±0,69) respecto de la expresión en las VEs-VFAi (MFI:216±82). 

También se encontraron diferencias significativas para la proteína CD86, registrándose 

un valor de MFI mayor en las poblaciones de VEs que provienen de CDs maduras y 

activadas (MFI: 46,4 ± 17,7 para VEs-VFAi y MFI: 41,71 ± 14,11 para VEs-LPS) 

respecto a las VEs-RPMI (MFI: 2,41±0,25). Esto mismo se observó al analizar el 

porcentaje de expresión de CD86 (64.42% ± 12.07 para VEs-VFAi, 67,36 %± 4,06 para 

VEs-LPS y 3,27% ± 0,57 para VEs-RPMI). Estos resultados sugieren que la expresión 

del CD86 en la VEs estaría reflejando el estado de activación de la CD de la cual derivan. 

 

Figura 26 en la página siguiente→ 
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Figura 26.  Perfil de proteínas expresadas en las distintas poblaciones de VEs. Comparación de porcentajes 

de expresión de las distintas proteínas (CD9, CD81, CD63, CMH-II, CD11c, CD86 y proteínas de VFA) para 

cada población de VEs, a la izquierda. Valores de intensidad de fluorescencia media (MFI) para cada uno de 

los marcadores evaluados, a la derecha. Para la detección de proteínas de las moleéculas marcadoras se 

utilizaron anticuerpos monoclonales que se detallan en materiales y métodos. Las proteínas virales en las VEs 

fueron determinadas con una IgG purificada de un suero bovino inmune marcada con FITC y como control 

correspondiente la IgG obtenida de un suero bovino normal marcada con FITC (Control). Se muestra la media 

± error estándar. Se utilizó el test de KruskalWallis seguido por el de múltiples comparaciones de Dunn para 

el análisis de las MFI. y ANOVA de un factor seguido de comparaciones múltiples por Bonferroni para el 

análisis de los porcentajes. En los gráficos solo se indican las diferencias significativas. que se señalan con 

asteriscos (p<0.05 *; p<0,01**; p<0,001 ***).  
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5.2.1.3 Caracterización de las VEs derivadas de CDs según su tamaño 

y morfología 

En el estudio de las VEs es muy importante la caracterización, no solo utilizando 

marcadores proteicos, sino también en base a otras propiedades como es el tamaño, la 

morfología, su densidad, entre otras. Gracias a trabajos realizados en colaboración con el 

Licenciado Federico Cocozza perteneciente al grupo de la Dra Clotilde Théry (Centre de 

recherche de l'Institut Curie, Paris, Francia) se caracterizaron las VEs obtenidas por su 

tamaño utilizando la tecnología de análisis de seguimiento de nanopartículas (o también 

conocida como NTA por sus siglas en inglés de Nanoparticle Tracking Analysis). Esta 

tecnología utiliza el movimiento browniano de las nanopartículas para definir la 

distribución de tamaño de la población y su concentración.  

En este trabajo solo se utilizó el NTA para determinar el tamaño de las VEs y poder 

definir mejor la población obtenida. Como esta tecnología no se encuentra en el país no 

la utilizamos para determinar la concentración de las muestras ya que no podíamos 

realizarla de rutina. Por lo que se estableció otro método en el cual se hizo una 

estandarización según el número de células (ver los detalles en materiales y métodos 

punto 4.12). Las tres poblaciones de VEs (Figura 27) presentaron una distribución de 

tamaño relativamente homogénea y similar sin encontrarse diferencias entre ellas. Siendo 

el tamaño promedio para las VEs-VFAi de 155,7 nm ± 6,25, 164,1 nm ± 3 para VEs-

RPMI y 172,7 nm ±3,15 para VEs-LPS (Figura 27). Estos tamaños condicen con los 

valores reportados para nanovesículas, también definidas como pequeñas VEs (pVEs) 

entre las que se encuentran los exosomas. Estos datos, sumados a la caracterización 

proteica realizada, demostraron que las muestras obtenidas tienen VEs ya que expresan 

los marcadores característicos y que estas son de tamaño pequeño de 100-200 nm por lo 

que podrían considerarse VEs similares a exosomas. Un dato no menor para resaltar es 

que tanto en la expresión de marcadores proteicos (Figura 26) como en la distribución 

de tamaños (Figura 27) todas las VEs obtenidas, son similares. El tratamiento al que se 

expone la célula ya sea para pulsarla con VFAi o LPS, no afecta ni el tamaño ni las 

características de la población obtenida. Es decir, las únicas diferencias entre las VEs de 

los distintos grupos son la presencia o la ausencia de proteínas virales que solo están en 

el grupo VEs-VFAi y la ausencia de CD86 en el grupo VEs-RPMI derivadas de CDs no 

estimuladas. 

https://science.curie.fr/members/federico-cocozza/
https://science.curie.fr/members/federico-cocozza/
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Dado su pequeño tamaño, las VEs solo se pueden visualizar utilizando un microscopio 

electrónico. Si bien ya se tenía una estimación del tamaño, poco sabíamos sobre su 

morfología. En la microfotografía electrónica (Figura 28) se observan las VEs obtenidas 

de los distintos tratamientos que presentaron la forma de copa o balón pinchado 

característica de los exosomas. Por esta técnica se pudo confirmar nuevamente su tamaño 

de alrededor de 150 nm que concuerda con los valores reportados en la bibliografía para 

exosomas (De Toro et al., 2015) y con los datos obtenidos en la medición por NTA. En 

línea con los resultados anteriores, la morfología de las VEs tampoco parece afectarse por 

el tratamiento al que se expone la CDs. Esto confirma que las distintas poblaciones de 

VEs tienen características similares al menos en los parámetros evaluados y solo difieren 

en la expresión de antígenos de VFA y de la molécula CD86. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27.Caracterización de las VEs de CDs según su tamaño. Distribución del tamaño evaluada a partir 

del análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA). Se muestra el gráfico correspondiente a una medición 

realizada para cada tratamiento de un total de 4 mediciones independientes. A la derecha se representa en un gráfico 

de barras los valores promedios ± error standard obtenidos de cada medición. No se encontraron diferencias 

significativas entre las medias de los distintos tipos de VEs. Para el análisis estadístico se utilizó la prueba Kruskall 

Wallis y luego se realizó el test de comparaciones múltiples de Dunn. 
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Todos los resultados obtenidos de la caracterización dan indicio de que las VEs aisladas 

a partir de CDs diferenciadas de médula ósea tienen características similares a exosomas. 

Sin embargo, debido a la falta de marcadores aprobados por la ISEV que aseguren el 

 

 

Figura 28.  Caracterización de las VEs derivadas CDs según su morfología. Visualización 

por Microscopía electrónica. Microfotografía electrónica de A) VEs derivadas de CDs 

cargadas con el antígeno vacunal VFAi, B) VEs derivadas de CDs sin estimular, y C) VEs 

derivadas de CDs activadas con el LPS. En las imágenes correspondientes a cada tratamiento 

se pueden observar las VEs con la forma típica de balón pinchado y se puede corroborar su 

tamaño observándose VEs de tamaño de 100 a 200nm. En cada figura se muestra debajo a la 

izquierda la escala de tamaño. Se obtuvieron 9 imágenes de cada muestra en distintos aumentos 

(20.000X, 30.000X y 50.000X). 
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origen endosómico, no podemos definirlos como exosomas y optamos por definirlo según 

su tamaño. De aquí en adelante a las VEs obtenidas las definiremos como pequeñas 

VEs y su abreviación será pVEs.  

 

5.3 Las CDs liberan VEs que expresan antígenos del 

VFA y son capaces de estimular una respuesta inmune celular 

in vitro 

5.3.1 Estudio de las propiedades inmunomoduladoras de las VEs 

derivadas de CDs en la respuesta inmune frente a VFA 

5.3.1.1 Linfoproliferación antígeno específica utilizando las VEs 

derivadas de CDs pulsadas con el antígeno vacunal VFAi O1 

Campos. Análisis sobre la población de células CD3+ y B220+ 

Una vez caracterizadas las pVEs-VFAi y sabiendo que con el nuevo protocolo de pulsado 

y secreción más del 85% expresan proteínas virales, se continuó con el siguiente objetivo: 

evaluar el rol de estas pVEs en la respuesta inmune generada por el VFAi. Una de las 

preguntas formuladas fue si esas proteínas virales presentes en las pVEs podían participar 

de la respuesta inmune contra VFA. Para responder este interrogante, se realizó un primer 

ensayo de linfoproliferación específica utilizando la técnica de dilución del colorante 

CFSE. En este experimento se evaluó la capacidad de las pVEs-VFAi de inducir la 

proliferación de linfocitos murinos. Para los ensayos in vitro se utilizaron esplenocitos de 

ratones que previamente fueron sensibilizados in vivo con la vacuna comercial 

Compilando todos los resultados de la caracterización de las VEs podemos decir que 

las CDs derivadas de médula ósea que internalizaron el VFAi y se activaron, secretan 

VEs que además de expresar los marcadores CD9, CD81, CD63, CD86 y CMH- II 

también presentan proteínas virales de VFA. La secreción de estas VEs-VFAi es 

acotada en el tiempo y ocurre mayormente durante las primeras 24 h post-pulsado de 

la CDs con el VFAi. Las VEs secretadas tienen la morfología característica de 

exosomas y un tamaño de 100 a 200 nm que indica que pertenecen al grupo de 

pequeñas VEs. Por la expresión de los marcadores proteicos, su tamaño y morfología 

las VEs obtenidas podrían clasificarse como pVEs similares a exosomas. 
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monovalente gentilmente cedida por el laboratorio Biogénesis Bagó. Esta vacuna está 

formulada con el VFA O1 Campos inactivado con BEI como fuente de antígeno. En 

paralelo también se realizó el experimento con esplenocitos vírgenes. Con las células de 

bazo de ratones inmunizados se evaluó la capacidad de las pVEs-VFAi de generar una 

respuesta secundaria estimulando a los linfocitos que previamente habían tenido contacto 

con el antígeno. En cambio, con los esplenocitos vírgenes se evaluó la capacidad de las 

pVEs-VFAi de inducir una respuesta inmune y generar una respuesta primaria. Las 

condiciones experimentales y el plan de inmunización para obtener los esplenocitos 

sensibilizados in vivo se detallan en Anexo 4 y en el punto 4.16 de materiales y métodos. 

Una vez establecido el protocolo de inmunización a seguir (inoculación al día 0 y 

extracción del bazo al día 14 p.v), se procedió a evaluar la capacidad inmunomoduladora 

de las pVEs-VFAi. Al día 14 p.v se extrajeron los bazos y se realizó la marcación con 

CFSE. Como primera aproximación se evaluó la linfoproliferación antígeno específica 

sobre la población de linfocitos totales. El VFAi se utilizó como control positivo de 

proliferación específica y la estimulación basal se definió a partir del grupo sin estimular 

(RPMI). Por otro lado, la Con A se utilizó como control de proliferación inespecífica para 

evaluar el estado funcional de los esplenocitos y comprobar que no existiera un estado de 

inmunosupresión de base. Para determinar si los efectos observados eran consecuencia 

de la presencia de las proteínas virales presentes en las pVEs-VFAi y no de la vesícula 

per se, se utilizaron a las pVEs-LPS como control de VEs derivadas de CDs estimuladas 

que no expresan proteínas virales. Se seleccionaron para este control las pVEs-LPS y no 

las pVEs-RPMI debido a que las primeras tienen una distribución de marcadores 

proteicos similares a las pVEs-VFAi (con excepción de la expresión de proteínas/péptidos 

virales) (Figura 29). Como puede observarse en la Figura 29, al evaluar la proliferación 

linfocitaria se observó una diferencia estadísticamente significativa en todos los grupos 

respecto al control basal de RPMI para los esplenocitos sensibilizados in vivo (INMUNE) 

(p<0,001*** para VFAi; p<0,01** para VEs-VFAi y p<0,05* para VEs-LPS). Esto 

indica que los esplenocitos sensibilizados in vivo puede reconocer a los antígenos 

presentes en la membrana de las pVEs-VFAi y proliferar en consecuencia. También 

pueden responder al antígeno vacunal VFAi (el mismo antígeno utilizado para la 

sensibilización in vivo). Esta inducción de la proliferación no se observó al comparar los 

grupos experimentales en los esplenocitos sin sensibilizar (NAIVE). Indicando que las 

pVEs-VFAi no inducirían una respuesta inmune en esplenocitos que no tuvieron contacto 

previo con los antígenos de VFAi, al menos en el tiempo en el que se las evaluó. 
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Figura 29. Ensayo de linfoproliferación antígeno específica. Proliferación de linfocitos totales estimulados 

con pVEs-VFAi.  

El epígrafe se encuentra en la página siguiente → 
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Frente a estos resultados se decidió profundizar el estudio y se analizaron las poblaciones 

de LT (CD3+) y la de LB (B220+). El análisis se realizó para esplenocitos obtenidos de 

ratones inmunizados o de ratones vírgenes. Al analizar los resultados se pudo observar 

que para el grupo de esplenocitos sensibilizados (INMUNE) hay una proliferación 

antígeno específica de células B220+ en presencia de pVEs-VFAi (Figura 30 A panel 

derecho). Esta proliferación presentó diferencias significativas al compararla con el 

control basal de RPMI y con los esplenocitos incubados con pVEs-LPS (p<0,001*** y 

p<0,01**, respectivamente) (Figura 30 B). Si bien las pVEs -VFAi estimularon la 

proliferación de los LB, esta proliferación fue aproximadamente un 28% menor (IPR 

medio: 1,93) en comparación con la estimulada por 10 µg/ml del antígeno vacunal VFAi 

(IPR medio: 2,8) y un 40% menor en comparación con 25 µg/ml de VFAi (IPR medio: 

3,4). En cambio, al realizar el mismo análisis para linfocitos vírgenes (Figura 30 A panel 

izquierdo) se observó que solo la concentración de 25 µg/ml de VFAi induce una 

proliferación estadísticamente significativa respecto al control basal (p<0,01**, IPR 

medio: 1,95(Figura 30 B). Este resultado indicaría que aquellos LB que previamente no 

tuvieron contacto con el VFAi necesitan de una mayor masa de antígeno, en comparación 

con los linfocitos sensibilizados para poder proliferar, al menos en el tiempo evaluado. 

Al realizar comparaciones por tratamiento para ambos grupos (NAIVE vs INMUNE) se 

observó una mayor proliferación en el grupo de esplenocitos sensibilizados. Esta 

proliferación fue mayor tanto para el tratamiento con pVEs-VFAi (pVEs-VFAi NAIVE 

vs pVEs-VFAi INMUNE p<0,05*), como para las dos concentraciones de VFAi 

evaluadas (10µg/ml VFAi NAIVE vs 10µg/ml VFAi INMUNE, p<0,001***; 25µg/ml 

→ Figura 29. Ensayo de linfoproliferación antígeno específica. Proliferación de linfocitos totales 

estimulados con pVEs-VFAi. Los esplenocitos obtenidos de ratones inmunizados con la vacuna monovalente 

VFA O1 Campos (INMUNE), se tiñeron con CFSE y se cultivaron durante 5 días a 37ºC con pVEs-VFAi y 

pVES-LPS provenientes de 2,5 x 106 CDs, 10 y 25 µg/ml de VFAi. Como control negativo se utilizaron 

esplenocitos no estimulados teñidos con CFSE (RPMI) y como control positivo de estimulación inespecífica 

esplenocitos estimulados con 0,5 μg/ml de Con A. El mismo protocolo se utilizó para los esplenocitos obtenidos 

de ratones vírgenes (NAIVE). A) Se muestran los gráficos de citometría de flujo correspondientes a un 

experimento representativo de dos experimentos independientes. Las mediciones se realizaron por triplicado. La 

proliferación se analizó sobre la región de linfocitos totales que se determinó a partir del gráfico SSC vs FSC. B) 

Se muestra en un gráfico de barras las medias ± error estándar del índice de proliferación relativo (IPR) que se 

definió como la relación entre el % de proliferación del grupo experimental sobre % de la proliferación basal 

(RPMI). Se realizó un análisis de Kruskall Wallis, y luego comparaciones de a pares utilizando el test de 

comparaciones múltiples de Dunn. En los gráficos solo se indican las diferencias significativas. que se señalan 

con asteriscos (p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***). En color gris se muestran las diferencias significativas para 

comparaciones dentro del grupo INMUNE. Las barras sólidas representan los ratones vírgenes y las barras 

cuadriculadas los ratones inmunizados. N=6.  
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VFAi NAIVE vs 25µg/ml VFAi INMUNE, p<0,001***). Sin embargo, para el 

tratamiento correspondiente a pVEs-LPS no se observó estimulación en los linfocitos 

NAIVE ni en los INMUNE.  

 

Figura 30. Ensayo de linfoproliferación antígeno específica. Proliferación de linfocitos B220+ estimulados 

con pVEs-VFAi. 
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Al analizar la población de LT (Figura 31) se observó una estimulación de la 

proliferación en el grupo de linfocitos sensibilizados e incubados con pVEs-VFAi al 

compararlo con el basal (p<0,01**; IPR medio:1,65). Sin embargo, una linfoproliferación 

similar también se observó para las células incubadas con las pVEs-LPS (p<0,01**; IPR 

medio:1,66). Por lo tanto, no podemos afirmar que la proliferación inducida por las pVEs-

VFAi sea antígeno específica. Al comparar el grupo pVEs-VFAi con pVEs-LPS no se 

encontraron diferencias, y curiosamente, tampoco hubo diferencias al compararlos con el 

control VFAi. En el grupo de esplenocitos vírgenes (NAIVE) no se observó proliferación 

en presencia de las pVEs y tampoco en presencia del VFAi, pero si hubo estimulación 

con Con A (p<***0,001, dato no mostrado) demostrando la capacidad de respuesta de las 

células. Al realizar comparaciones dentro de un tratamiento para ambos grupos (NAIVE 

vs INMUNE) se observó, en todos los casos, que tanto las pVEs-VFAi como las pVEs-

LPS inducen la proliferación solo de los LT que previamente fueron sensibilizados.  

En conclusión, los resultados obtenidos demostraron que las pVEs-VFAi tienen la 

capacidad de estimular la proliferación específica de los LB (células B220+) 

sensibilizados in vivo. Esta proliferación es de menor magnitud al compararla con el 

antígeno vacunal VFAi y no ocurre en esplenocitos vírgenes. Las pVEs-VFAi presentan 

antígenos virales y pueden estimular a los LB de memoria. Esto condice con el hecho de 

que los anticuerpos anti-VFA presentes en el suero inmune puedan unirse a los antígenos 

virales y pudieron ser detectados por citometría de flujo. Estos resultados son 

→ Figura 30. Ensayo de linfoproliferación antígeno específica. Proliferación de linfocitos B220+ 

estimulados con pVEs-VFAi. Los esplenocitos obtenidos de ratones inmunizados con la vacuna monovalente 

VFA O1 Campos (INMUNE), se tiñeron con CFSE y se cultivaron durante 5 días a 37ºC con pVEs-VFAi y 

pVES-LPS provenientes de 2,5 x 106 CDs, 10 y 25 µg/ml de VFAi. Como control negativo se utilizaron 

esplenocitos no estimulados teñidos con CFSE (RPMI) y como control positivo de estimulación inespecífica 

esplenocitos estimulados con 0,5 μg/ml de Con A. El mismo protocolo se utilizó para los esplenocitos obtenidos 

de ratones vírgenes (NAIVE). A) Se muestran los gráficos de citometría correspondientes a un experimento 

representativo de tres experimentos independientes, las mediciones se realizaron por triplicado. La región de 

linfocitos se determinó a partir del gráfico SSC vs FSC. La proliferación fue analizada tomando la región 

correspondiente a linfocitos B220+. B) Se muestra en un gráfico de barras la media ± error estándar del índice de 

proliferación relativo (IPR) que se definió como la relación entre el % de proliferación del grupo experimental 

sobre el % de la proliferación basal (RPMI). Para el análisis estadístico se realizó un ANOVA de un factor, y 

luego se realizaron comparaciones de a pares utilizando el test de comparaciones múltiples de Bonferroni. Para 

las comparaciones entre NAIVE vs INMUNE se utilizó ANOVA de dos factores. En los gráficos solo se indican 

las diferencias significativas. que se señalan con asteriscos (p<0,05*; p<0,01**; p<0.001***). En color gris se 

muestran las diferencias significativas para comparaciones dentro del grupo INMUNE, en color negro las 

diferencias significativas para comparaciones dentro del grupo NAIVE y en color verde las diferencias 

significativas para comparaciones entre NAIVE vs INMUNE. Las barras sólidas representan los ratones vírgenes 

y las barras cuadriculadas los ratones inmunizados. N=6 
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concordantes con la importancia atribuida a la respuesta inmune humoral y al rol 

fundamental que cumplen los anticuerpos neutralizantes en la protección contra la FA 

descripta para el modelo murino. Por otra parte, solo la población de LT que previamente 

tuvo contacto con el antígeno vacunal se estimuló en presencia de las pVEs-VFAi. Sin 

embargo, en este caso no pudo demostrarse una activación antígeno específica y no se 

puede excluir o afirmar que esa activación sea inducida por las moléculas 

inmunorreguladoras sobre-expresadas en las VEs derivadas de CDs activadas. 

 

Figura 31 en la página siguiente→ 
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Figura 31. Ensayo de linfoproliferación antígeno específica. Proliferación de linfocitos CD3+ estimulados 

con pVEs-VFAi.  
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5.3.1.2 Linfoproliferación antígeno específica utilizando las VEs 

derivadas de CDs pulsadas con el antígeno vacunal VFAi O1 

Campos. Análisis sobre las subpoblaciones de células 

CD21+/CD23- y CD21+/CD23+ 

Sabiendo ahora que las pVEs-VFAi pueden inducir la proliferación antígeno específica 

en los LB y en base a la importancia de la respuesta B en la infección por VFA, resultó 

interesante enfocar el estudio en la modulación de la respuesta B dada por las pVEs. 

Continuando con la misma línea de experimentos realizamos otro ensayo de 

linfoproliferación. En este experimento se efectuó, además, una marcación doble 

utilizando anticuerpos monoclonales específicos para las proteínas CD21 y CD23. Estas 

dos proteínas son utilizadas para diferenciar dos subpoblaciones de LB, los linfocitos 

BZM o de la zona marginal del bazo que se caracterizan por tener una alta expresión de 

CD21+ y una baja o nula expresión del marcador CD23, y los linfocitos B2 o foliculares 

(LBf) que expresan tanto CD21 como CD23 (Gorelik et al., 2004). Como estímulo del 

ensayo se utilizaron las pVEs-VFAi y como control positivo el antígeno vacunal VFAi 

solo en la concentración de 10 µg/ml. Se decidió realizar los experimentos con esta 

concentración ya que, en base a los resultados hasta aquí presentados, induce respuestas 

más similares a las inducidas por las pVEs-VFAi. En la Figura 32 se detallan los 

resultados obtenidos de la proliferación antígeno específica de los linfocitos 

CD21+/CD23- utilizando esplenocitos sensibilizados (INMUNE) y esplenocitos vírgenes 

→ Figura 31. Ensayo de linfoproliferación antígeno específica. Proliferación de linfocitos CD3+ 

estimulados con pVEs-VFAi. Los esplenocitos obtenidos de ratones inmunizados con la vacuna monovalente 

VFA O1 Campos (INMUNE), se tiñeron con CFSE y se cultivaron durante 5 días a 37ºC con pVEs-VFAi y 

pVES-LPS provenientes de 2,5 x 106 CDs, 10 y 25 µg/ml de VFAi. Como control negativo se utilizaron 

esplenocitos no estimulados teñidos con CFSE (RPMI) y como control positivo de estimulación inespecífica 

esplenocitos estimulados con 0,5 μg/ml de Con A. El mismo protocolo se utilizó para los esplenocitos obtenidos 

de ratones vírgenes (NAIVE). A) Se muestran los gráficos de citometría correspondientes a un experimento 

representativo de tres experimentos independientes, las mediciones se realizaron por triplicado. La región de 

linfocitos se determinó a partir del gráfico SSC vs FSC. La proliferación fue analizada tomando la región 

correspondiente a linfocitos CD3+. B) Se muestra en un gráfico de barras la media ± error estándar del índice de 

proliferación relativo (IPR) que se definió como la relación entre el % de proliferación del grupo experimental 

sobre el % de la proliferación basal (RPMI). Para el análisis estadístico se realizó un ANOVA de un factor, y 

luego se realizaron comparaciones de a pares utilizando el test de comparaciones múltiples de Bonferroni. Para 

las comparaciones entre NAIVE vs INMUNE se utilizó ANOVA de dos factores. En los gráficos solo se indican 

las diferencias significativas. que se señalan con asteriscos (p<0,05*; p<0,01**). En color gris se muestran las 

diferencias significativas para comparaciones dentro del grupo INMUNE, en color negro las diferencias 

significativas para comparaciones dentro del grupo NAIVE y en color verde las diferencias significativas para 

comparaciones entre NAIVE vs INMUNE. Las barras sólidas representan los ratones vírgenes y las barras 

cuadriculadas los ratones inmunizados. N=6. 
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(NAIVE). En presencia de pVEs-VFAi y de VFAi se pudo observar un aumento 

significativo y similar en la proliferación de los linfocitos CD21+/CD23-, respecto a la 

proliferación basal (p<0,001*** tanto para esplenocitos INMUNE como para NAIVE). 

Al realizar la comparación entre NAIVE e INMUNE (Figura 32) también se encontraron 

diferencias siendo el índice de proliferación siempre mayor en el grupo INMUNE (un    

43 % mayor para pVEs-VFAi y 57,5 % mayor para VFAi, respecto al IPR del NAIVE). 

Esto indicaría que las pVEs-VFAi pueden estimular la proliferación in vitro de las células 

BZM (CD21+/CD23-) al igual que el VFAi. Esta estimulación es mayor en esplenocitos 

previamente sensibilizados con el antígeno.  

 

 

Al analizar la población de células CD21+/CD23+ dentro del grupo INMUNE se observó 

también un aumento significativo de la proliferación respecto al basal (pVEs-VFAi 

p<0.001*** y VFAi p<0.001***). Similar comportamiento se registró al analizar el grupo 

NAIVE (pVEs-VFAi p<0.001*** y VFAi p<0.001***) (Figura 33). Estos resultados 

demostraron que las pVEs-VFAi tienen un efecto sobre la población de CD21+/CD23+ en 

 
 

Figura 32. Ensayo de linfoproliferación antígeno específica. Proliferación de linfocitos CD21+/CD23- 

estimulados con pVEs-VFAi. Los esplenocitos obtenidos de ratones vírgenes (NAIVE) o inmunizados con la 

vacuna monovalente VFA O1 Campos (INMUNE), se tiñeron con CFSE y se cultivaron durante 5 días a 37ºC con 

pVEs-VFAi provenientes de 2,5 x 106 CDs y 10µg/ml de VFAi. Como control negativo se utilizaron esplenocitos 

no estimulados teñidos con CFSE (RPMI). Los gráficos corresponden a un experimento, las mediciones se 

realizaron por quintuplicado. La región de linfocitos se determinó a partir del gráfico SSC vs FSC. Se realizó un 

ANOVA de dos factores, y luego se realizaron comparaciones de a pares utilizando el test de comparaciones 

múltiples de Bonferroni. En los gráficos solo se indican las diferencias significativas. que se señalan con asteriscos 

(p<0,05*; p<0,01**; p<0,001***). En color gris se muestran las diferencias significativas para comparaciones 

dentro del grupo INMUNE, en color negro las diferencias significativas para comparaciones dentro del grupo 

NAIVE y en color verde las diferencias significativas para comparaciones entre NAIVE e INMUNE. El índice de 

proliferación relativo (IPR) se definió como la relación entre el % de proliferación del grupo experimental sobre el 

% de la proliferación basal (RPMI). Las barras sólidas representan los ratones vírgenes y las barras cuadriculadas 

los ratones inmunizados. (N=5). 
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ambos grupos. Al igual que sucede con la población CD21+/CD23- la proliferación es 

mayor en los linfocitos CD21+/CD23+ previamente sensibilizados, registrándose 

aumentos en los IPR del 120% (para pVEs-VFAi) y 74% (para VFAi), respecto a los 

esplenocitos vírgenes (Figura 33). Este mayor aumento en la proliferación de los 

linfocitos CD21+/CD23+ respecto de los CD21+/CD23- provenientes de los esplenocitos 

de ratones inmunes se justificaría porque dentro del grupo de los LBf se encuentran los 

LB de memoria generados in vivo por la vacunación.  

 

 

Sorprendentemente, con estos experimentos se demostró que las proteínas/péptidos 

presentes en las pVEs-VFAi pueden activar tanto a linfocitos CD21+/CD23- y 

CD21+/CD23+ sensibilizados como a los correspondientes linfocitos vírgenes. Es decir, 

que las pVEs-VFAi serían la fuente de antígeno para generar una respuesta primaria o 

para activar una respuesta secundaria antígeno específica. Los análisis más detallados de 

las poblaciones permitieron encontrar diferencias que no se visualizaron al realizar un 

Figura 33. Ensayo de linfoproliferación antígeno específica. Proliferación de linfocitos CD21+/CD23+ Los 

esplenocitos obtenidos de ratones vírgenes (NAIVE) o inmunizados con la vacuna monovalente VFA O1 Campos 

(INMUNE), se tiñeron con CFSE y se cultivaron durante 5 días a 37ºC con pVEs-VFAi provenientes de 2,5 x 106 

CDs y 10µg/ml de VFAi. Como control negativo se utilizaron esplenocitos no estimulados teñidos con CFSE 

(RPMI). Los gráficos corresponden a un experimento, las mediciones se realizaron por quintuplicado. La región 

de linfocitos se determinó a partir del gráfico SSC vs FSC. Se realizó un ANOVA de dos factores, y luego se 

realizaron comparaciones de a pares utilizando el test de comparaciones múltiples de Bonferroni. En los gráficos 

solo se indican las diferencias significativas. que se señalan con asteriscos (p<0,01**; p<0,001***). En color gris 

se muestran las diferencias significativas para comparaciones dentro del grupo INMUNE, en color negro las 

diferencias significativas para comparaciones dentro del grupo NAIVE y en color verde las diferencias 

significativas para comparaciones entre NAIVE e INMUNE. El índice de proliferación relativo (IPR) se definió 

como la relación entre el % de proliferación del grupo experimental sobre el % de la proliferación basal (RPMI). 

Las barras sólidas representan los ratones vírgenes y las barras cuadriculadas los ratones inmunizados. (N=5). 
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análisis más general. La proliferación específica de las subpoblaciones CD21+/CD23- y 

CD21+/CD23+ podría explicar la tendencia en aumento observada en la proliferación de 

los linfocitos totales y en la población de LB en el grupo NAIVE (Figura 29 y Figura 

30). Consecuentemente, atribuimos esta tendencia a la proliferación de los LB y no a los 

LT ya que en estos últimos no se observó ninguna estimulación.  

 

 

En conclusión, las pVEs derivadas de CDs estimuladas con el antígeno vacunal para 

la FA tienen un rol activo en la generación de una respuesta específica antiviral en el 

modelo murino. Las proteínas virales presentes en las pVEs-VFAi son accesibles al 

receptor BCR y tienen la capacidad de inducir una respuesta inmune primaria y 

secundaria específica para los LB. Tanto los linfocitos BZM (CD21+/CD23-) como los 

LBf (CD21+/CD23+) participan de esa respuesta específica. En cambio, las pVEs-

VFAi solo estimularían a los LT que previamente estuvieron en contacto con el 

antígeno VFAi. Sin embargo, no podemos afirmar que esa estimulación sea antígeno 

específico o esté dada por la presencia de moléculas inmunomoduladoras presentes en 

las pVEs derivadas de CDs activadas. Por otra parte, que las pVEs per se tengan un 

efecto en la activación de los LT sensibilizados, pero no en los LT vírgenes, sugeriría 

que la exposición previa al antígeno es necesaria para que las pVEs derivadas de CDs 

activadas puedan estimular a los LT. 
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6 DISCUSIÓN 

El sistema inmune es una compleja red de diferentes tipos de células que residen en 

múltiples órganos, el accionar coordinado de todas las partes es fundamental para un 

correcto funcionamiento. La comunicación juega un rol protagónico aquí, siendo 

fundamentales las interacciones célula-célula o los factores solubles. Las VEs se suman 

a estas vías de comunicación (Veerman, Güçlüler Akpinar, Eldh, & Gabrielsson, 2019), 

y dependiendo del estado de la célula de origen pueden activar o inhibir una respuesta 

inmune. Sabíamos que las CDs son las encargadas de orquestar las respuestas inmunes, y 

que las VEs reflejan el estado de activación y función de la célula de origen. Basándonos 

en estos conceptos y en estudios previos en los cuales se demostró que el VFA modula 

de diferente manera a las CDs murinas, dependiendo de si está en su forma infectiva o 

inactivada (Ostrowski et al., 2007; 2005) fue que decidimos estudiar la participación de 

las VEs secretadas por estas CPA en la respuesta inmune antiviral. En este trabajo de tesis 

se hizo hincapié en aquellas VEs que derivan de CDs pulsadas con el VFA inactivado por 

BEI, que es el antígeno presente en la vacuna comercial. Este estudio se enmarca en el 

objetivo general que consiste en estudiar cuáles son los mecanismos inmunológicos que 

determinan que la respuesta inducida luego de la infección con el VFA presente una 

mayor rapidez, eficiencia y duración que la respuesta generada luego de la vacunación 

con el virus inactivado. 

Para comenzar con nuestro estudio, el primer paso fue la obtención de las CPA 

profesionales a partir de precursores de médula ósea murina. Esta metodología, si bien es 

ampliamente utilizada para el estudio in vitro, cuenta con un punto débil y es que se 

obtiene una población que no es 100% de un fenotipo. Por ello fue muy importante la 

caracterización de las células y la adecuada puesta a punto de la diferenciación. Al cabo 

de 8 días de diferenciación obtuvimos una población de CPA que expresan el marcador 

murino característico CD11c, y también las moléculas del CMH-II, CD86, CD11b y F4/8. 

Estas CPA obtenidas poseen un fenotipo similar al de las CDs 

convencionales/inflamatorias (Merad, Sathe, Helft, Miller, & Mortha, 2013). Este 

fenotipo nos resultó óptimo para nuestro objetivo ya que su función principal es la 

captación, procesamiento y presentación de antígenos. A pesar de que la mayoría de las 

CPAs coinciden con el fenotipo de CDs convencionales/inflamatorias decidimos 

referirnos a ellas como CDs en general sabiendo, como se mencionó anteriormente, que 

con el protocolo utilizado de diferenciación se obtiene una población heterogénea en la 
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que si bien existe un fenotipo predominante también pueden diferenciarse en simultáneo 

otros fenotipos de CDs que están en menor proporción.  

Para este estudio se utilizó el VFA de la Cepa O1 Campos inactivado, que es uno de los 

antígenos presentes en la vacuna comercial para FA. Este fue cedido gentilmente por el 

laboratorio Biogénesis Bagó, quien realizó los controles de integridad del antígeno luego 

de la inactivación. La presencia de restos de componentes utilizados en la inactivación 

(por ejemplo: BEI) pueden afectar a los cultivos celulares, por esta razón es conveniente 

realizar una purificación previa a su utilización en experimentos que incluyan el cultivo 

celular. En este trabajo de tesis la purificación se realizó mediante un gradiente de 

sacarosa continuo para separar las partículas degradadas, el ARN libre y también 

agregados proteicos y restos de BEI que podían existir (Barteling & Meloen, 1974). De 

esta manera, en todos los ensayos solo se utilizaron partículas 140S intactas e inactivadas, 

que poseen la misma conformación que el VFA, pero sin la capacidad infectiva. Esta 

integridad es importante para que el antígeno pueda generar una respuesta inmune lo más 

similar posible a la que ocurre en la infección. 

Una vez purificado el antígeno de interés, el siguiente paso para la obtención de las VEs 

fue la puesta a punto del cargado de las CDs con el VFAi. Para poder evaluar nuestra 

hipótesis un paso necesario era que las CDs pudieran interaccionar con el antígeno 

vacunal VFAi. Si bien ya existen trabajos en los que se utiliza el VFA inactivado para 

pulsar CDs en la modelo murino, la mayoría están realizados con el VFA inactivado por 

UV y muy pocos antecedentes se encontraron que describan la interacción de la CDs con 

el VFA inactivado por BEI (C. Langellotti et al., 2012). De hecho, solo se encontró un 

trabajo que realiza una primera aproximación a la interacción antígeno vacunal y CDs 

murinas in vitro, aunque se centra más en el estudio del VFA infectivo y la CDs (Cecilia 

Langellotti et al., 2015). En este trabajo de tesis logramos demostrar por microscopia 

confocal y citometría de flujo que las CDs diferenciadas a partir de precursores de médula 

ósea pueden interaccionar con el antígeno vacunal purificado VFAi y pueden 

internalizarlo. Siendo este un paso necesario para su posterior procesamiento y 

presentación. Cómo ocurre la interacción entre el VFA y la CDs murinas no está 

completamente descripto en la bibliografía. Tampoco la interacción con el VFAi. Sin 

embargo, basándonos en los antecedentes descriptos para el virus infeccioso podríamos 

inferir algunas de las posibles vías de entrada. Teniendo en cuenta que las CDs se 

encuentran constantemente censando su entorno, la entrada del VFA a estas células podría 
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ocurrir por un proceso de captación no selectiva como la macropinocitocis (Han et al., 

2016; K. Li et al., 2021). Proceso que es llevado a cabo constantemente por las CPAs 

profesionales para detectar antígenos solubles en su microambiente. También, el VFAi 

podría ingresar a las CDs por un proceso más selectivo, como lo hace el virus infectivo, 

por ejemplo; podría ingresar a través de integrinas que reconozcan el loop RGD de la 

cápside (Terry Jackson et al., 2000, 2002, 2004). Las CDs murinas expresan la integrina 

αvβ3 por lo que esta vía de ingreso sería factible. En este sentido, también podría 

respaldarse esta vía de ingreso con algunos resultados preliminares del Dr. Ostrowski en 

los cuales se demuestra que la pre-incubación de las CDs con un péptido que contiene el 

motivo RGD de la proteína VP1 inhibe parcialmente la captura del VFA (Ostowski et al., 

2005). Esta hipótesis de ingreso a través de integrinas también está avalada por los 

descubrimientos del grupo del Dr. Sobrino que demuestran que el VFA inactivado por 

BEI puede internalizarse eficientemente en cultivos de células BHK de manera 

dependiente de integrinas, manteniendo las características descritas para la 

internalización del virus infeccioso (Martín-Acebes et al., 2011). Este trabajo confirma, 

además, que el tratamiento con BEI produce partículas virales inactivadas que reproducen 

la adhesión y la internalización del VFA infeccioso. Teniendo en cuenta este último 

punto, podríamos considerar también como vía de ingreso otras vías descriptas 

(independientes de integrina) en la infección. Entonces, además de su ingreso por 

integrinas, también podría entrar a través de mecanismos independientes de RGD como 

el de la adhesión al heparán sulfato (T Jackson et al., 1996) (Sobrino & Domingo, 2004) 

o por receptores RFc, vía que utiliza el VFA infectivo para ingresar a CPAs en 

hospedadores naturales. Si bien en este trabajo no podemos afirmar cuál de estas vías es 

la de ingreso del VFAi si podemos sostener que la internalización ocurre a pesar de la 

inactivación de la partícula viral. 

Está demostrado que el VFAi es capaz de despertar una respuesta inmune efectiva y 

proteger de la infección, pero sin establecer una inmunidad sostenida en el tiempo. Esta 

respuesta inmune es indicio de un reconocimiento específico del VFAi por parte del 

sistema inmune. En este trabajo se logró demostrar que el VFAi además de ser 

internalizado por las CDs induce su activación. Esto se ve reflejado en la variación de la 

expresión de los marcadores de maduración como el CMH-II y la molécula CD86. Si bien 

el virus inactivado mantiene la conformación intacta, el reconocimiento por parte del 

sistema inmune puede variar en comparación con el VFA infectivo, debido a que los 
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intermediarios de replicación no están presentes en el VFAi. Un trabajo publicado en el 

año 2020 y realizado en macrófagos, establece al TLR2 como uno de los principales 

receptores implicados en el reconocimiento del VFAi vacunal. Otros receptores como el 

TLR1 y TLR6 también participarían potenciando los efectos sobre TLR2 al formar los 

heterodímeros TLR2/TLR1 y TLR2/TLR6 (Y. Te Lin et al., 2020). Teniendo en cuenta 

que los macrófagos tienen una expresión de TLR similar a la de las CDs podríamos 

considerar al TLR2 y a los heterodímeros TLR2/TLR1 y TLR2/TLR6 como posibles 

receptores de reconocimiento del VFAi en las CDs. La unión del VFAi a estos receptores 

desencadenaría la activación y maduración de la CDs. Cabe destacar que, aunque no es 

el objetivo de este trabajo determinar qué receptores participan en la génesis de la 

respuesta inmune generada por el VFAi, esta interesante cuestión merece ser evaluada en 

futuros estudios.  

Habiendo determinado que las CDs reconocen el VFAi y se activan, el siguiente paso fue 

aislar las VEs derivadas de las mismas. Sobre la base de la extensa bibliografía referida 

al transporte de antígenos y a la regulación del sistema inmune mediada por las pVEs y 

en especial por los exosomas se enfocó el estudio en esta subpoblación de VEs. Siguiendo 

el protocolo clásico de centrifugaciones, ultrafiltración y ultracentrifugación para la 

obtención de pVEs, se obtuvieron las VEs a partir de sobrenadante de cultivo de las CDs 

pulsadas con el VFAi. El estudio de las VEs conlleva un gran desafío y esto se debe en 

parte a la gran heterogeneidad que existe en la población aislada. Por esta razón, una 

caracterización completa es de gran importancia, ya que permite detallar a la población 

con la cual cada investigador trabaja y que dependerá del sistema biológico que utilice.  

Actualmente no existe un consenso sobre marcadores proteicos específicos para cada 

subpoblación y es por esta razón es difícil clasificar a las VEs basándose solo en la 

expresión de proteínas. Se deben tener en cuenta también otros aspectos como su tamaño 

o morfología. Todos los lineamientos para la caracterización de las VEs fueron definidos 

por la ISEV y se detallaron en una guía de procedimientos mínimos para el estudio de 

VEs que se publicó en el año 2018 (Théry, Witwer, Aikawa, Alcaraz, Zuba-Surma, et al., 

2018). Siguiendo estas recomendaciones, comenzamos la caracterización midiendo uno 

de los marcadores más comunes de VEs, las tetraspaninas CD9, CD81, y CD63. La 

expresión de estas proteínas variará según cada sistema y muchas veces las VEs 

provenientes de un tipo celular pueden estar más enriquecidas en un tipo de tetraspaninas 

que las VEs provenientes de otro. Las VEs obtenidas del medio condicionado de las CDs 



DISCUSIÓN 

Florencia Menay   102 

 

estimuladas con VFAi (pVEs-VFA), activadas con LPS (pVEs-LPS) o del medio 

condicionado de CDs sin estimular (pVEs-RPMI) se caracterizaron por estar más 

enriquecidas en la proteína CD9, en menor medida CD81 y una baja proporción expresa 

CD63. Siguiendo las indicaciones de la ISEV continuamos la caracterización por 

microscopía electrónica. Pudimos observar que las VEs presentaron la forma típica de 

copa o balón pinchado. Esta forma fue considerada durante años una manera de 

corroborar que las nanovesículas observadas eran exosomas. Hoy se conoce que esta 

apariencia morfológica es un artefacto de la técnica de fijación que provoca el colapso de 

las estructuras subcelulares por deshidratación (Colombo et al., 2014). Si bien 

actualmente existen metodologías como la criomicroscopía electrónica que evitan el 

colapso de las membranas, la microscopía electrónica tradicional sigue siendo una manera 

válida de caracterizar a las vesículas en primera instancia. Por esta técnica también se 

pudo observar la distribución de tamaños dentro de las muestras, visualizándose vesículas 

de variados tamaños todos correspondientes a un rango de 100 a 200 nm. Esto se confirmó 

realizando las mediciones por la técnica de NTA. Así, se determinó que todos los grupos 

de VEs obtenidas poseían un tamaño promedio de 160 nm, indicando que las VEs aisladas 

pertenecían a la población de VEs de menor rango de tamaño. La obtención de VEs de 

este tamaño concuerda con el método de obtención elegido basado en la ultrafiltración 

seguido de ultracentrifugación, protocolo diseñado para obtener VEs enriquecidas en 

exosomas o en pVEs. A pesar de que las vesículas aisladas con nuestro protocolo podrían 

categorizarse como exosomas según el tamaño, no podemos afirmarlo con certeza ya que 

actualmente no hay un marcador aprobado por la ISEV que asegure su origen 

endosómico. Pero, sí podemos clasificarlas utilizando los criterios aprobados por la ISEV 

y que consta en la clasificación basada en un parámetro. En nuestro caso decidimos 

realizar la clasificación basándonos en una característica física, el tamaño. Según la ISEV 

se clasifican en dos grupos: las pVEs que poseen un tamaño <200 nm y las VEs 

medianas/grandes (m/gVEs) con un tamaño >200 nm (Théry, Witwer, Aikawa, Alcaraz, 

Zuba-Surma, et al., 2018). Siguiendo este criterio pudimos definir a la población de VEs 

obtenidas en este trabajo como pVEs con una alta expresión de la tetraspanina CD9, una 

expresión media de CD81 y una baja expresión CD63.  

Se sabe que gran parte de las proteínas que están presentes en las VEs coinciden con las 

proteínas expresadas en la célula que les dio origen. En el caso de las CDs la proteína de 

membrana CMH-II o moléculas coestimuladoras suelen ser muy utilizadas para 
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caracterizar a las VEs que secretan. En este trabajo se pudo determinar por citometría de 

flujo la presencia de la molécula CMH-II y la proteína coestimuladora CD86 en las VEs, 

esto permitió confirmar el origen a partir de CDs (Segura et al., 2005; Admyre et al., 

2006). Debido a que la molécula CD11c está muy expresada en la población de CDs 

utilizada se decidió incluirla en la caracterización de las pVEs. Para nuestra sorpresa esta 

proteína a pesar de estar presente en abundancia en las CDs no se pudo detectar en las 

poblaciones de pVEs estudiadas. Sin embargo, de la extensa bibliografía cosultada 

referida a las VEs derivadas de CDs, solo escasos trabajos reportan la expresión de CD11c 

en ellas y su presencia se evidencia cuando se emplean metodologías de aislamiento 

particulares (Bucio-López et al., 2018). 

Es sabido que las CDs durante el proceso de maduración además de variar la expresión 

de marcadores como el CMH-II y CD86, también incorporan proteínas que provienen de 

patógenos o microorganismos que luego serán procesadas para ser presentadas. Como las 

VEs obtenidas derivan de CDs activadas por el VFAi, resultó interesante ver si se hallaban 

proteínas virales en las VEs. Confirmando nuestra hipótesis, se detectaron 

proteínas/péptidos de VFA en el grupo de pVEs-VFAi. Estas proteínas/péptidos virales 

podrían estar o bien unidos al CMH o también asociados por fuera o incluidos en la 

membrana de las VEs. Si bien no realizamos experimentos que nos permitan ver la 

ubicación de estas proteínas, podemos inferir que se encuentren presentes en la membrana 

ya que pueden interaccionar con anticuerpos específicos para VFA. 

Como se mencionó anteriormente, las CDs secretan en su entorno diferentes tipos de VEs 

con orígenes intracelulares diferentes y, por lo tanto, con propiedades estructurales y 

bioquímicas distintas (Kowal, 2019). Las CDs cambian según el microambiente y los 

estímulos, estos cambios pueden verse reflejados en la cantidad y en la naturaleza de las 

VEs secretadas (Yáñez-Mó et al., 2015). En este trabajo se estudiaron las pVEs de CDs 

que recibieron distintos tratamientos: incubación con VFAi, activación con LPS, o 

cultivadas solo con RPMI. En consecuencia, las VEs podrían diferir en su composición. 

Sin embargo, a partir de la caracterización pudimos corroborar que tanto las pVEs-VFAi, 

pVEs-RPMI como las pVEs-LPS son similares en tamaño, forma y en la expresión de los 

distintos marcadores, siendo la presencia de proteínas/péptidos de VFA en el grupo VEs-

VFAi la principal diferencia encontrada entre los grupos. Algo interesante para resaltar 

es la diferente expresión de la molécula coestimuladora CD86 entre las distintas VEs. 

Solo se la detectó en las pVEs-VFAi y en las pVEs-LPS, pero no en las pVEs-RPMI. La 
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presencia de esta molécula en las pVEs parece respetar el mismo perfil que en las CDs de 

la que derivan. Las CDs sin estimular (RPMI) expresan niveles bajos de CD86 mientras 

que las CDs incubadas con VFAi o activadas con LPS presentan niveles aumentados. Este 

mismo perfil se refleja en las VEs que secretan. Los resultados obtenidos fortalecen el 

concepto de que las VEs reflejan muchas veces el estado de activación de la célula de 

origen. 

Si bien pudimos demostrar que las pVEs obtenidas expresaban proteínas/péptidos virales, 

uno de los inconvenientes que surgió en el comienzo fue que con el protocolo de 

obtención de pVEs a partir del sobrenadante de 36 h de cultivo de las CDs (cocultivadas 

con el VFAi), se obtenía un porcentaje de pVEs que no expresaba proteínas virales. El 

protocolo utilizado para aislar las pVEs, se diseñó en base a nuestra experiencia previa en 

la obtención de pVEs de células tumorales (Menay et al., 2017; Cocozza et al., 2019). 

Con este protocolo, solo un porcentaje cercano al 50% presentaba proteínas/péptidos 

virales que se detectaban por citometría de flujo. Esta heterogeneidad resultaría en un 

inconveniente a la hora de querer realizar los ensayos funcionales, ya que una parte 

importante de las pVE expresarían el antígeno y otra parte no. Esto podría dificultar la 

interpretación de los resultados. Fue así como surgió la necesidad de idear una estrategia 

para obtener una población pVEs enriquecidas en aquellas que expresaran antígenos 

virales (pVEs-VFAi). Para superar este inconveniente se estudió la cinética del proceso 

de secreción. La liberación de VEs es un proceso dinámico y depende de múltiples 

factores. Al purificar VEs se debe tener en cuenta que solo se capta el proceso en un 

momento determinado, es decir las vesículas secretadas por esas células, en esas 

condiciones y en ese tiempo dado. La composición de la población de VEs purificadas va 

a depender del equilibrio entre las VEs que secretó la célula y las VEs que se 

reincorporaron en las células aceptoras (Colombo et al., 2014). Además de este equilibrio, 

también se debe tener en cuenta los cambios a los que se enfrenta la célula de origen, que 

puedan afectar la cantidad y fenotipo de las VEs secretadas. En este trabajo, al utilizar un 

cultivo de CDs, las pVEs que se obtienen pueden variar dependiendo del estado de 

activación de la célula. Teniendo en cuenta esto, se planteó la posibilidad de que el tiempo 

elegido de obtención de las pVEs no era el apropiado para aislar el total de pVEs-VFAi 

que expresaban las proteínas virales. Principalmente, si se tiene en cuenta que esos 

antígenos virales no están presentes en las CDs constitutivamente, sino que la 

permanencia del antígeno en las CDs tiene un tiempo de vida media que dependerá de la 
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velocidad de degradación, del reciclaje de proteínas de la célula, la disponibilidad de 

antígeno en el medio externo, entre otros factores. Al realizar el experimento de cinética 

de secreción y pulsado pudimos demostrar que efectivamente la CDs no secreta 

constantemente pVEs-VFAi, sino que esa secreción era acotada en el tiempo. Las CDs 

secretaron pVEs con proteínas virales las primeras 24 h luego del pulsado y 

posteriormente continuaron secretando pVEs con las mismas características en cuanto a 

los marcadores de VEs (CD9 y CD81) y moléculas inmunocompetentes (CMH-II) pero 

no expresaron proteínas virales. Estas últimas pVEs, podrían ser las responsables de 

generar un efecto de dilución (no para los marcadores comunes de pVEs, pero si para las 

proteínas virales) cuando se obtienen VEs en periodos de tiempo tiempos posteriores a 

las 24 h. 

La presencia de antígenos de VFA y la co-expresión de las moléculas CMH-II y CD86 

en las pVEs-VFAi las coloca como potenciales activadores de una respuesta inmune. Por 

esta razón, una de las preguntas que surgieron fue si estas pVEs podrían desencadenar o 

potenciar una respuesta inmune antiviral específica. Por medio de ensayos de 

linfoproliferación específica se logró demostrar que las pVEs-VFAi tienen un rol activo 

en la generación de la respuesta contra VFA. Las proteínas virales presentes en las pVEs-

VFAi pueden activar la proliferación de los linfocitos in vitro. La notable proliferación 

observada en la población de LB, más específicamente de los linfocitos BZM y LBf, 

demostró que las proteínas virales asociadas a las pVEs estaban accesibles al BCR. A 

pesar de su capacidad para activar una respuesta B, las pVEs-VFAi solo pudieron activar 

a LT que previamente habían tenido un contacto con el antígeno. Todos estos resultados 

demuestran que las pVEs derivadas de CDs cumplen un rol en la activación de LB y 

podrían ser muy importantes en la generación de la respuesta humoral.  

La capacidad de las pVEs-VFAi para estimular la proliferación de LB y el hecho de que 

los anticuerpos presentes en el suero de los animales inmunizados con la vacuna 

comercial para la FA puedan reconocer a las pVEs-VFAi, son evidencias que nos 

permitieron afirmar la presencia de antígenos de VFA en le membrana las pVEs. Estos 

podrían estar no procesados o parcialmente procesados. Este último punto es importante 

si tenemos en cuenta que los epitopes reconocidos por los LB suelen ser discontinuos 

(conformacionales) y muchos de los sitios antigénicos de VFA son conformacionales, por 

ejemplo, uno de los sitios antigénicos conformacionales más importantes es el loop G-H 

de la proteína VP1 (Sobrino & Domingo, 2004). Nuestros resultados se respaldan en el 
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trabajo de diversos autores que ya reportaron la presencia de proteínas intactas o 

semiprocesadas en la membrana de pVEs derivadas de CDs y su capacidad de activar a 

los LB (Colino & Snapper, 2006; Qazi et al., 2009; Näslund, Gehrmann, Qazi, et al., 

2013). El grupo del Dr. Colino fue el primero en demostrar que CDs pulsadas in vitro con 

la toxina diftérica intacta producían exosomas que podían inducir respuestas humorales 

primarias y secundarias específicas in vivo en ausencia de antígeno libre (Colino & 

Snapper, 2006). Por otra parte, el grupo de la Dra. Gabrielsson demostró que solo los 

exosomas derivados de CDs que habían sido pulsadas con la proteína OVA intacta podían 

estimular a los LB. Por el contrario, que aquellos exosomas que derivaban de CDs 

pulsadas con pequeños péptidos de OVA dirigidos al CMH no lo hacían (Qazi et al., 2009; 

Näslund, Gehrmann, Qazi, et al., 2013). Nuestros resultados y estos reportes previos 

indican que existe un direccionamiento del antígeno intacto hacia la membrana de los 

exosomas o pVEs en las CDs (Wahlund et al., 2017). Sin embargo, una pregunta que 

surge es ¿cómo aparecen esas proteínas/péptidos intactos o semiprocesados en las VEs?  

Si bien las CDs se caracterizan por endocitar y procesar antígenos, no todo lo que se 

incorpora es degradado. La CDs pueden adquirir y retener antígenos en su forma intacta 

durante un tiempo considerable (Wykes et al., 1998). Parte del antígeno puede quedar 

retenido en compartimentos que no van a degradación y luego reciclarse en la superficie 

celular (Bergtold et al., 2005). Las presencia de proteínas intactas en la membrana de la 

CD también puede explicarse por interacciones electrostáticas o por la retención a causa 

de receptores de complemento (Qi et al., 2006). Lo mencionado hasta aquí explica la 

presencia de antígenos intactos en la membrana de las CDs, pero ¿cómo llegarían esas 

proteínas a las VEs? Al estar presente en la membrana celular, puede ocurrir que durante 

la biogénesis de las VEs las proteínas virales se incorporen a las VEs simplemente por el 

hecho de estar asociadas a la membrana. Al generarse el endosoma temprano por 

invaginación, estas proteínas ingresan al circuito de biogénesis y de esta manera al 

formarse el CMV quedarían formando parte de las VILs (Figura 34). También puede ser 

que formen parte del grupo de proteínas acopladas a parches lipídicos y que por esta razón 

sean direccionados a las VEs (Figura 34).  

Contemporáneamente, con la demostración de la expresión de proteínas de VFA en las 

pVEs-VFAi, descripta en esta tesis, el laboratorio estatal de Biología Etiológica 

Veterinaria del Centro Nacional de referencia para la investigación del VFA de China. 

demostró, utilizando el VFA infectivo, que todas las proteínas del VFA (excepto las 
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proteínas L, 2A y 3B) estaban empaquetadas en exosomas purificados a partir del 

sobrenadante de células PHK-15 infectadas. Dentro de las vesículas también se encontró 

el ARN genómico completo del virus. En correspondencia con estos hallazgos se 

demostró que esos exosomas cumplían un rol activo en la infección ayudando a la 

propagación del VFA y protegiendo a las partículas virales de los anticuerpos 

neutralizantes (K. Zhang et al., 2019). 

 

Basándonos en nuestros resultados, sugerimos que, el antígeno vacunal VFAi 

reproduciría la adhesión e internalización del VFA infectivo en la CDs y también el 

direccionamiento de sus proteínas hacia las pVEs. La presencia de proteínas virales en 

las pVEs también podría explicarse si hacemos foco en los puntos en común que existen 

entre la biogénesis de las VEs y la liberación de partículas virales luego del ciclo de 

 

 

Figura 34. Hipotéticas vías para el direccionamiento de las proteínas virales a las VEs. (1) Las 

proteínas/péptidos virales pueden estar presentes en la membrana celular por interacción 

electrostática, (2) por retención a causa de la interacción con receptores de complemento o (3) 

asociadas a parches lipídicos. Estas proteínas/péptidos podrían incorporarse a las VEs durante la 

biogénesis por el hecho de estar asociadas a la membrana. (4). Al generarse el endosoma temprano 

las proteínas asociadas a la membrana ingresarían a la vía de biogénesis formando parte de las 

vesículas intraluminales (VILs). El cuerpo multivesicular (CMV) luego se fusionará con la 

membrana y las pVEs-VFAi se liberarán al medio extracelular. 
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replicación. Estas vías se pueden conectar y muchos virus pueden “secuestrar” la 

maquinaria de biogénesis de VEs y utilizarla para la propagación o ensamblado de 

partículas (Gould et al., 2003 ; Fleming et al., 2014; Urbanelli et al., 2019). Si bien en 

nuestro sistema experimental el ciclo de replicación viral no juega un rol debido a la 

inactivación por BEI, el direccionamiento de las proteínas virales a las VEs podría 

mantenerse. Las pVEs-VFAi obtenidas serían similares a las secretadas durante la 

infección que también presentan proteínas virales, pero carecerían del ARN viral 

infectivo, y por lo tanto no podrían participar en la propagación viral. Por el contrario, 

nuestros resultados indican que podrían tener un rol activador de la respuesta inmune in 

vivo ya que in vitro se demostró que tienen la capacidad de estimular la proliferación 

específica de LB. 

Como se mencionó anteriormente, en los ensayos funcionales se demostró que las pVEs-

VFAi tienen un rol como plataforma de antígenos nativos o semiprocesados sobre la cual 

se pueden reconocer proteínas virales. La magnitud con la que las pVEs-VFAi activaron 

a los LB resultó interesante. Al buscar en la bibliografía se puede encontrar una gran 

cantidad de publicaciones que detallan la participación de VEs derivadas de CDs en la 

presentación antigénica a LT. Pero poco se encontró respecto al rol que cumplen en la 

activación de los LB y en la generación de una respuesta humoral. Considerando que la 

respuesta de anticuerpos juega un rol esencial en la protección contra la infección por 

VFA resultó interesante evaluar el efecto de las pVEs-VFAi sobre las subpoblaciones de 

LB. Principalmente centramos el estudio en los linfocitos BZM (CD21+/CD23-) y los 

linfocitos foliculares (CD21+/CD23+) que están implicados en la respuesta a VFA. 

Brevemente, los linfocitos BZM son denominados linfocitos B de tipo innato ya que, si 

bien poseen la especificidad de la inmunidad adaptativa, presentan la cinética y los 

requerimientos de activación típicos del sistema innato (Grasseau et al., 2020; Kearney, 

2005; Romero‐Ramírez et al., 2019; Weill & Reynaud, 2020). Además de secretar 

rápidamente anticuerpos sin colaboración T, los linfocitos BZM cumplen un rol 

importante en el centro germinal al transportar antígenos desde la sangre hasta la CDF en 

el bazo. (Cerutti et al., 2013) (Cinamon et al., 2008). Por otra parte, los LBf que 

constituyen la mayoría de los LB maduros, son responsables de las respuestas contra 

antígenos proteicos T dependientes. Son los linfocitos que luego van a participar en la 

producción de anticuerpos de alta afinidad y en la generación de los LB de memoria. 

Estos dos subtipos de LB cumplen roles fundamentales en la respuesta inmune contra 
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VFA. Los linfocitos BZM son los encargados de generar los primeros anticuerpos 

neutralizantes y los LBf son los que originarán los anticuerpos que han sufrido el cambio 

de isotipo y la maduración de la afinidad. También generarán las células plasmáticas de 

larga vida y los LB de memoria que protegerán de reinfecciones (Murphy & Weaver, 

2017). El análisis de la activación de las subpoblaciones de LBf y BZM por las pVEs-

VFAi, demostró que éstas pueden inducir la proliferación de ambas subpoblaciones. Esta 

proliferación, fue siempre mayor en aquellas poblaciones que previamente tuvieron un 

contacto con el antígeno vacunal in vivo consecuencia de la inoculación de la vacuna 

monovalente. Este resultado es lógico si tenemos en cuenta que en el bazo de un animal 

sensibilizado ya se montó in vivo una respuesta B (T dependiente) luego de una primera 

exposición al antígeno VFAi vacunal. Después de la inoculación del antígeno, los 

linfocitos vírgenes se diferenciaron en células efectoras. Como consecuencia del 

reconocimiento específico del antígeno se formó el centro germinal, ocurrió la expansión 

celular, la hipermutación somática, la selección de linfocitos específicos con mayor 

afinidad para el antígeno y se diferenciaron linfocitos de memoria. Estos últimos serían 

los responsables, mayoritariamente, de la proliferación observada en los esplenocitos 

sensibilizados por la estimulación con las pVEs-VFAi ex vivo. Al tratarse de linfocitos de 

memoria la respuesta al estímulo de las pVes-VFAi es mas rápida y robusta  (R. Ahmed 

& Gray, 1996 ; Tangye et al., 2003; Moens et al., 2016; Cancro & Tomayko, 2021). Esta 

respuesta contrasta con la de los LB naïve,.(McHeyzer-Williams et al., 2000) que es más 

lenta, de menor magnitud y afinidad. A partir de estos hallazgos originales y muy 

interesantes, consideramos relevante, en un futuro, completar la caracterización 

fenotípica y funcional de ambas subpoblaciones de LB, para contribuir a dilucidar el rol 

potencial de las VEs en la respuesta inmune de LB frente a la vacunación para el VFA.  

Como se mencionó anteriormente, al derivar de CDs las pVEs-VFAi expresan moléculas 

del CMH-II y las demás moléculas coestimuladoras. Estas características las colocan 

como potenciales activadores de los LT. Teniendo en cuenta esto, evaluamos el rol de las 

pVEs-VFAi en la proliferación de LT. Al analizar nuestros resultados pudimos observar 

que tanto las pVEs-VFAi como las pVEs-LPS pudieron inducir la proliferación de LT 

sensibilizados, pero no la de linfocitos vírgenes. Esta proliferación fue de magnitud 

similar y por esta razón no se pudo atribuir especificidad a la estimulación de las pVEs-

VFAi. Estos resultados sugerirían que las pVEs tienen un efecto activador per se sobre 

los LT, independientemente de la presencia de las proteínas virales. La activación por las 
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pVEs-LPS nos intrigó en principio, pero luego buscando en la bibliografía y sabiendo la 

potencia del LPS como activador del sistema inmune, formulamos algunas hipótesis que 

permitan explicar este resultado. La proliferación inducida por las pVEs-LPS podría 

atribuirse a la gran cantidad de moléculas coestimuladoras presentes en la membrana de 

estas pVEs, moléculas como CD80/CD86, CD40, moléculas de adhesión y señales pro-

inflamatorias como citoquinas (A. Aiello et al., 2020; Barnes & Somerville, 2020; 

Fitzgerald et al., 2018). Está descripto que las VEs derivadas de CDs activadas tienen una 

función estimuladora del sistema inmune a diferencia de las derivadas de células 

inmaduras. Esta diferencia radica en gran parte en el tenor de moléculas coestimuladoras 

expresadas en estas VEs (Kowal, 2019), que podrían actuar como adyuvante molecular. 

Si bien la presencia de la coestimulación es importante, la activación del LT siempre 

requiere del reconocimiento del antígeno por el TCR (primera señal). También requieren 

en segunda instancia de las moléculas coestimuladoras y citoquinas que potenciarán la 

señal del antígeno. Suponiendo que la activación de los LT desencadenada por las pVEs-

VFAi es antígeno específica, la señal de activación estaría dada por la presencia de 

péptidos virales asociados a las moléculas del CMH expresadas en las mismas. Si bien 

estas proteínas virales no lograron desencadenar una respuesta en linfocitos vírgenes sí 

pudieron hacerlo en los linfocitos sensibilizados. Al igual que ocurre con los LB, esta 

estimulación en los LT sensibilizados estaría dada, en su mayoría, por LT de memoria 

que se generaron en la respuesta in vivo y que responden con una cinética y magnitud 

mayor que los naïve. Sin embargo, los linfocitos de memoria específicos para VFA no 

deberían activarse al estar en contacto con las pVEs-LPS ya que estas no presentan 

proteínas virales asociadas al CMH que puedan brindarle la señal de activación antígeno 

específica. Una de las hipótesis que consideramos para explicar esta activación antígeno 

independiente desencadenada por las pVEs-LPS se basa en trabajos publicados que 

demuestran que restos de adyuvantes que se utilizan para inducir la maduración de las 

CDs in vitro (como LPS o POLI I:C) puedan unirse a la membrana de las VEs y por lo 

tanto, puedan estar presente en la incubación con las células inmunes y activar 

directamente a las CDs como un efecto secundario al unirse a su TLR específico. Esta 

activación secundaria de la CDs induciría la secreción de citoquinas y en consecuencia 

activar la proliferación de los linfocitos. (Sobo-Vujanovic et al., 2014). 

Sin embargo, el hecho de que las pVEs-LPS no induzcan la proliferación en los LT   naïve 

es un indicio que nos permite descartar la hipótesis de un posible efecto mitogénico de 
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estas pVEs. La capacidad de las pVEs-LPS de activar únicamente a los LT previamente 

sensibilizados condice más con la hipótesis de una activación bystander dada por el alto 

tenor de moléculas coestimuladoras en las pVEs-LPS. En este caso la señal antígeno 

específica podría estar dada por la persistencia de pequeñas cantidades de antígeno 

vacunal dentro del bazo al día 14 p.v. (Wigdorovitz et al., 1997; López et al., 1990). Esta 

hipótesis se respalda en los datos obtenidos del experimento realizado con los 

esplenocitos vírgenes, allí a pesar de estar presentes las pVEs-LPS no se observó una 

proliferación significativa respecto al control, dando indicio de que en ausencia de la 

primera señal de activación (reconocimiento del antígeno) las moléculas co-

estimuladoras presentes en las pVEs no pueden inducir una proliferación en ausencia de 

antígenos. Esta activación mediada por pVEs derivadas de CDs activadas 

inespecíficamente, ya fue reportada en un trabajo en el cual se estudiaba la participación 

de las VEs en la respuesta antitumoral. Allí se demostró que las VEs obtenidas de CDs 

activadas por POLI I:C podían estimular una respuesta tumor específica e inducir la 

reducción de la neoplasia al ser inoculadas en ratones portadores del tumor. 

Siempre suele hacerse referencia al rol que cumplen la CDs y sus pVEs en la activación 

de los LT y muy poco se sabe de su participación en la activación de los LB. Los trabajos 

pioneros llevados a cabo por el grupo de la Dra.Gabrielsson demostraron que las pVEs 

derivadas de CDs son capturadas preferentemente por CDs y por linfocitos BZM. A partir 

de estos resultados ha propuesto un posible mecanismo de acción en donde las pVEs de 

CPA profesionales tienen un rol activo en el centro germinal y en la activación de los LB 

in vivo (Nolte’T Hoen et al., 2012; Qazi et al., 2009). Sobre la base de nuestros resultados 

y adaptando el mecanismo propuesto por la Dra. Gabrielsson proponemos un potencial 

mecanismo de acción para las pVEs-VFA en la respuesta inmune para el VFAi in vivo.  
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Figura 35. Mecanismo propuesto para la activación de las células inmunes por parte de las pVEs-VFAi. Se 

muestra el proceso de manera secuencial en los distintos recuadros (A) Las pVEs-VFAi viajarían a través del torrente 

sanguíneo o bien podrían ser secretadas por las CDs directamente en el OLS y serían captadas por los linfocitos BZM 

de la zona marginal del bazo y por las CDs, que migrarían a la zona de los LT. (B) Los BZM depositarían el antígeno 

en las CDs foliculares (CDF) en la zona B/folículo, y las CDs que interaccionaron con las pVEs-VFAi se activarían 

y a su vez estimularían a los LT CD4+ (Thf) y CD8. (C) Los LBf específicos se activarían al interactuar con las CDF 

que presentan sobre su membrana a las pVEs-VFAi. (D) Los LT CD4+ activados migrarían a la zona T-B en donde 

colaborarán con los LB potenciando la activación, favoreciendo así el cambio de isotipo y la producción de 

anticuerpos específicos de antígeno. (E) Esquema que plantea la activación del LB por reconocimiento e 

internalización de las pVEs-VFAi y la posterior colaboración con el LT. Los LBf reconocen específicamente a 

las pVEs-VFAi en la membrana de la CDF, esta interacción desencadenaría la endocitocis a las pVEs, procesamiento 

y presentación de péptidos virales en el contexto del CMH-II al LThf. Esta colaboración T-B ayudaría a mejorar la 

respuesta de LB  y LT a través de citoquinas y moléculas coestimuladoras. Imagen adaptada de Näslund y 

colaboradores (Näslund, Gehrmann, Qazi, et al., 2013).  
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En la Figura 35 se esquematiza un mecanismo de acción hipotético para las pVEs-VFAi. 

Las pVEs secretadas por las CDs que captaron al antígeno vacunal (VFAi) en el sitio de 

inoculación viajarían a través del torrente sanguíneo o bien podrían ser secretadas por las 

CDs directamente en el OLS (Figura 35 A). Posteriormente, las pVEs-VFAi podrían ser 

captadas por otras CDs, que las llevarían a la zona T. Las CDs que interaccionaron con 

las pVEs-VFAi se activarían y a su vez estimularían a los LT CD4+ y CD8+ (Figura 35 

A, B y C). Los resultados obtenidos en esta tesis demostraron una clara interacción entre 

pVEs-VFAi y los linfocitos BZM. Estos linfocitos reconocerían a las proteínas/péptidos 

virales presentes en las pVEs-VFAi por medio del BCR y las transportarían hasta la CDs 

foliculares (CDF) en la zona B (Figura 35 A y B). Las pVEs quedarían retenidas sobre 

la membrana de la CDF y allí contribuirían a la activación de los LBf cumpliendo el rol 

de fuente de antígeno nativo o semiprocesado (Figura 35 C, D y E) (Denzer et al., 2000) 

(Nolte’T Hoen et al., 2012; Qazi et al., 2009). Por otra parte, nuestros resultados 

demostraron también que los LBf reconocen específicamente a las proteínas virales 

presentes en las pVEs-VFAi. Los antígenos virales al estar asociados a la membrana de 

las pVEs favorecerían el entrecruzamiento de los BCR, que induciría la endocitosis y 

posterior activación de los LBf (Murphy & Weaver, 2017). El LBf procesaría las 

proteínas virales adquiridas con las pVEs-VFAi y las presentaría en el contexto del CMH 

a un LThf en la zona T-B (Figura 35 D y E). Esta colaboración T-B ayudaría a mejorar 

la respuesta de LB a través de citoquinas secretadas por el LThf. y el LBf mejoraría la 

respuesta a través de moléculas coestimuladoras. El LBf podría diferenciarse 

posteriormente a célula plasmática secretora de anticuerpo y a LB de memoria. De esta 

forma las pVEs-VFAi colaborarían en la amplificación y generación de la respuesta 

inmune inducida por el antígeno vacunal VFAi in vivo. A partir de este modelo se 

desprende que las pVEs-derivadas de CDs serían una plataforma natural sobre la que se 

presentan proteínas nativas o parcialmente procesadas que pueden permanecer más 

tiempo en circulación. Al estar unidas a membranas las proteínas del patógeno podrían 

ser más estables (Ruan et al., 2021) favoreciendo el entrecruzamiento del receptor BCR 

y facilitando la activación de los LB. Incluso la presencia de moléculas de adhesión en 

las pVEs podría direccionar y favorecer el contacto con la célula aceptora haciendo que 

su incorporación sea más eficiente que la del correspondiente antígeno vacunal. No solo 

funcionaría como carrier de antígeno sino, que también tendrían una participación 

proactiva en la generación y amplificación de la respuesta inmune activando a LB innatos, 

LBf y a otras CDs que aún no han estado en contacto con el antígeno. 
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La vacuna inactivada contra la FA ha demostrado ser eficiente en el control de la 

enfermedad. Sin embargo, la inmunidad generada no es sostenida en el tiempo y se 

requieren de re-inoculaciones anuales para asegurar la protección. La respuesta inmune 

humoral es el factor clave en la protección contra el VFA, pero la respuesta celular 

inducida por la vacunación también es importante para la eliminación del virus y la 

generación de la memoria B y T. Uno de los desafíos actuales es lograr mejorar la 

respuesta de memoria inducida por la vacuna inactivada. Por esta razón, es de gran 

importancia encontrar nuevos adyuvantes o plataformas vacunales que permitan mejorar 

la respuesta B y que induzcan respuestas Th1/Th2.  Ya se han realizado estudios 

evaluando distintos tipos de adyuvantes que van desde formulaciones con CpG (Terhuja 

et al., 2015), adyuvante completo de Freund´s (Guo et al., 2013), nuevos adyuvantes como 

ISPA (J. Bidart et al., 2021) y la utilización de adyuvantes basados en liposomas (W. S. 

Kim et al., 2020). Las VEs tienen puntos en común con los liposomas, también son 

pequeñas vesículas formadas por una bicapa lipídica solo que su origen es natural. 

Particularmente, las VEs derivadas de CDs cargadas con patógenos inactivados, son una 

importante fuente de antígenos y poseen moléculas inmunomoduladoras como las 

moléculas coestimuladoras CD86, CD40 y la molécula del CMH-I y II (Mehanny et al., 

2021). Con toda esta información no es descabellado pensar a las VEs como plataformas 

vacunales. En comparación con los liposomas, las VEs ofrecen una serie de ventajas 

potenciales siendo más biocompatibles y proporcionando un entorno de membrana 

perfecto para las proteínas en términos de dinámica, funcionalidad y estabilidad (Yang et 

al., 2018; Van der Koog et al., 2021). Actualmente, hay varios ensayos clínicos sobre 

vacunas y terapias basadas en VEs que fueron aprobados por la FDA para su uso en 

humanos (disponibles en línea: clinicaltrials.gov/ct2/home). A pesar de estos avances, 

aún queda un largo camino por recorrer para que las VEs puedan ser utilizadas como 

vacuna o terapias, considerando el altísimo costo que demanda su producción. Es por ello 

que solo son consideradas para terapias tumorales cuando los tratamientos tradicionales 

no brindan una solución.  

Si bien las pVEs-VFAi no las planteamos como plataforma vacunal sí consideramos que 

sería interesante hallar una manera de poder potenciar el rol que cumplen in vivo, ya sea 

por medio de algún adyuvante que aumente la secreción de VEs-VFAi in vivo o que pueda 

potenciar el efecto que tienen las pVEs al interaccionar con las células inmunes. Esto sería 

muy interesante considerando que además de activar a los LB presentan el entorno 
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propicio para la presentación de antígenos a los LT. Si se logra potenciar la función 

activadora de las pVEs sobre los LT podría plantearse una potencial solución para 

mejorarla respuesta Th1/Th2 que actualmente la vacuna inactivada no logra inducir 

exitosamente y que afecta finalmente a la memoria B. Sería interesante poder evaluar la 

participación de las pVEs derivadas de CDs en la generación de la respuesta inmune 

inducida por nuevas plataformas vacunales en estudio, por ejemplo, con vacunas basadas 

en VLPs. 

Los resultados derivados de este trabajo de tesis ponen de manifiesto la importancia de 

las pVEs de CDs como transporte y soporte de antígeno para la activación de LB. Suman 

evidencias relevantes para dilucidar el rol poco conocido de las CDs y sus VEs derivadas 

en la activación de LB. Todos estos conocimientos podrán contribuir significativamente 

al diseño racional de vacunas. 
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7  CONCLUSIONES 

 

◆ Las CDs son las principales células presentadoras de antígenos y son las encargadas de 

orquestar la respuesta inmune. Si bien forman parte del sistema inmune innato son el principal 

nexo con el sistema adaptativo y son necesarias para activar a los linfocitos B y T. El 

reconocimiento de los patógenos por las CDs es un paso necesario para que luego pueda 

desarrollarse una respuesta inmune exitosa.  

Los resultados derivados de esta tesis indicaron que: las CDs derivadas de médula ósea 

murina con fenotipo similar a las CDs convencionales/inflamatorias pueden 

interaccionan con el antígeno vacunal VFAi de la cepa O1 Campos, lo internalizan y se 

activan en consecuencia. Estos pasos necesarios para la correcta activación de una 

respuesta anti-VFA. 

 

◆ Todas las células inmunes secretan VEs que cumplen funciones en la comunicación, así como 

también en la modulación del sistema inmune.  

En este trabajo de tesis se demostró que las CDs activadas por VFAi liberan VEs al medio 

que poseen características similares a la subpoblación de VEs correspondiente a 

exosomas o pequeñas VEs (pVEs). Tienen un tamaño promedio de 155 nm y presentan la 

morfología característica de copa o balón pinchado descripta para los exosomas. Las 

pVEs tienen una alta expresión de la tetraspanina CD9, una expresión media de CD81 y 

baja expresión de CD63, además >90% de la población expresan moléculas 

inmunomoduladoras como el CMH-II y la molécula coestimuladora CD86. 

 

◆ Las VEs pueden expresar proteínas provenientes de ciertos patógenos que pueden activar o 

inhibir al sistema inmune e incluso promover la propagación de la infección.  

Los resultados establecieron que las CDs que internalizan el VFAi y se activan a causa de 

esa interacción, liberan pVEs que expresan proteínas/péptidos del VFAi (pVEs-VFAi). 

Estas proteínas o péptidos estarían presentes en la membrana como consecuencia de un 

direccionamiento de los antígenos hacia las pVEs en las CDs. 

 

◆ Cuando una CD endocita un patógeno, adquiere proteínas de ese patógeno y esas proteínas 

pueden aparecer en las VEs. La presencia de esas proteínas en las VEs puede variar ya que no 

son proteínas constitutivas de la CDs, si no que solo aparecen frente a la infección.  
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En concordancia con estos datos, se demostró que la secreción de pVEs-VFAi al medio 

por parte de las CDs es acotada en el tiempo y solo se detectan proteínas virales en las 

pVEs dentro de las primeras 24 h luego del contacto con el antígeno vacunal VFAi. 

Posteriormente, las CDs continúa liberando pVEs con menor expresión de proteínas 

virales hasta negativizarse a las 36 h. 

 

◆ Algunas VEs que presentan proteínas de patógenos tienen la capacidad de activar al sistema 

inmune desencadenando respuestas específicas y actúan como una fuente de antígeno acelular. 

Las proteínas/péptidos virales presentes en las pVEs-VFAi inducen la proliferación de 

linfocitos B de memoria in vitro. Los LB de memoria al haber sido activados y 

seleccionados en el centro germinal previamente poseen un umbral de respuesta menor y 

por lo tanto responden más rápido y con una magnitud mayor que los LB naive. La 

proliferación B es inducida por la presencia de epitopes B de VFA en la membrana de las 

pVEs-VFAi.  

 

◆ Las VEs de CDs actúan como carrier de antígenos, siendo la plataforma donde se 

encuentran proteínas intactas o semiprocesadas que facilitan el reconocimiento y 

entrecruzamiento del BCR. Al tener antígenos asociados también podrían amplificar la 

respuesta inmune transportando antígenos hacia otras CDs. 

 

◆ La respuesta de anticuerpos juega un rol esencial en la protección contra la infección por VFA. 

Los linfocitos BZM (CD21+/CD23-) son los encargados de generar los primeros anticuerpos 

neutralizantes y los linfocitos B2 o foliculares (CD21+/CD23+) son los que originarán los 

anticuerpos neutralizantes específicos de alta afinidad y darán lugar a la memoria B. 

Las pVEs-VFAi estimulan la proliferación de ambas subpoblaciones celulares, BZM y 

linfocitos B2 o foliculares, confirmando el rol de las pVEs como fuente de antígeno para 

LB en el centro germinal. Además, tendrían una participación proactiva en la generación 

y amplificación de la respuesta inmune activando a LB innatos, LBf y a otras CDs que 

aún no han estado en contacto con el antígeno. 

 

◆ Las VEs derivadas de CDs activadas expresan muchas proteínas inmunomoduladoras y dentro 

de estas proteínas se encuentran las moléculas coestimuladoras y el CMH.  

Las pVEs-VFAi inducen la proliferación de los LT de memoria, pero no la de los linfocitos 

vírgenes. No se pudo demostrar una activación antígeno específica y no se puede excluir 
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o afirmar que esa activación sea inducida por las moléculas inmunorreguladoras sobre-

expresadas en las VEs derivadas de CDs activadas.  

 

Los resultados derivados de este trabajo de tesis describen por primera vez que las CDs derivadas 

de médula ósea cocultivadas con el antígeno vacunal para FA secretan pVEs, que poseen 

proteínas/péptidos virales que son capaces de estimular una respuesta inmune específica para VFA 

in vitro. Estos hallazgos suman evidencias relevantes para dilucidar el rol poco conocido de las 

pVEs derivadas de CDs en la activación de LB. Esta tesis profundiza el rol de las CDs en la 

respuesta inmune generada con la vacuna para la FA. Hace énfasis en las pVEs como un nuevo 

mediador de la comunicación celular entre las CDs y los linfocitos en una respuesta inmune anti-

VFA. Comprender mejor los mecanismos inmunes que se desencadenan luego de la vacunación 

ayudará al diseño racional de las nuevas plataformas experimentales. En este contexto, sería ideal 

poder aprovechar el rol que las pVEs de CDs tienen in vivo para mejorar la respuesta inmune de 

las vacunas ya existentes o en desarrollo. 
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8 ANEXOS 

8.1  Anexo 1: Puesta a punto del protocolo de 

diferenciación de CDs a partir de precursores de médula ósea 

8.1.1 Diferenciación de CDs utilizando el factor GM-CSF 

Para cumplir el objetivo de este trabajo y poder enfocarnos en el rol de las VEs que las 

CDs secretan y cuál es su impacto en la generación de la respuesta frente al VFA, el 

primer paso fue lograr diferenciar las CDs. Para comenzar con la puesta a punto de la 

metodología, se recolectó bibliografía en donde se detallaba el protocolo a seguir. Existen 

una gran cantidad de trabajos que utilizan la estrategia de diferenciación in vitro para el 

estudio funcional de las CDs y en consecuencia existen muchos protocolos para lograr la 

diferenciación. El trabajo base tomado para comenzar el diseño del protocolo fue el 

trabajo del Dr. Inaba (Inaba et al., 1992). Su trabajo es el pionero en la diferenciación in 

vitro de CDs a partir de precursores pluripotentes obtenidos de la médula ósea murina. 

Este trabajo utiliza para la diferenciación el factor estimulante de colonias granulocíticas-

macrofágicas (GM-CSF).  

 

 

 

 Figura 36. Imagen del microscopio óptico de precursores de médula ósea murina, al día 4 y 8 

de cultivo de la diferenciación realizada con el factor GM-CSF comercial. Los cuadros de línea 

punteada indican agregados de células en el día 4 y células con prolongaciones en su membrana con 

la morfología característica de las células dendríticas en el día 8.  
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El protocolo del Dr. Inaba sufrió luego modificaciones por otros autores. (Brasel et al., 

2014; Madaan et al., 2014; Ndiaye et al., 2016). y pueden encontrarse varios trabajos en 

donde se utilizan además del factor GM-CSF (Inaba et al., 1992; Brasel et al., 2014; 

Ndiaye et al., 2016) otros factores como el ligando de Flt3 (Björck, 2001; Karsunky et 

al., 2003) o combinaciones de factores, como por ejemplo: GM-CSF+IL4 (Son et al., 

2002). 

En base a estos trabajos y al perfil de CDs que buscábamos obtener (principalmente CDs 

convencionales o inflamatorias), decidimos comenzar la diferenciación utilizando el 

factor GM-CSF únicamente (protocolo detallado en el punto 4.5 de materiales y 

métodos). Todo el protocolo de la diferenciación se monitoreó diariamente por 

microscopia óptica de forma cualitativa y también, se realizó una cinética de 

diferenciación que se monitoreó por citometría de flujo. Durante los primeros días del 

cultivo, se observaron los clusters o agregados celulares característicos levemente 

adheridos al plástico formados por células del tipo estromal y células con una diversidad 

de tamaño y morfología característica de los precursores (Inaba et al., 1992). Con el pasar 

de los días, la morfología de las células cambió y a partir del día 4, ya se observó un gran 

número de células con pequeñas prolongaciones de la membrana (dendritas) que se 

“desprendían” de los agregados (Figura 36). Al día 8, se podían observar una mayor 

cantidad de células no adherentes con dendritas/prolongaciones (Figura 36). La mayoría 

de los protocolos observados utilizan células diferenciadas al día 7 u 8 e incluso hasta día 

10. Por esta razón, se realizó una cinética para determinar qué tiempo de diferenciación 

era el más adecuado para nuestros experimentos. El monitoreo de la diferenciación se 

realizó por citometría de flujo desde el día 7 hasta el día 10, también se registró la 

viabilidad del cultivo (medida por tinción con Azul Tripán) a cada tiempo. Las células 

que se encontraban levemente o no adheridas se colectaron a cada tiempo y se realizó una 

marcación con un anticuerpo monoclonal específico para CD11c, proteína marcadora de 

CDs murinas y un anticuerpos específico para la proteína CMH-II, característica de CPAs 

profesionales (Inaba et al., 1992) (Dong et al., 2016).  

En la Figura 37 se muestran los análisis de las citometrías de flujo correspondientes a 

cada día. Allí se puede observar que a partir del día 7 más del 70% de la población expresa 

la proteína marcadora CD11c. Sin embargo, al día 7 parte de las células aun no presentan 

expresión del CMH-II (expresión basal en CDs), probablemente indicando una 

diferenciación aun incompleta. En cambio, al día 8 de diferenciación ya se logra obtener 

una población que además de ser homogénea en la expresión del marcador CD11c 
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expresan en su mayoría CMH-II. También presentan la expresión bimodal clásica 

asociada a la molécula CMH-II que es característica de CDs, permitiendo diferenciar 

entre las células más maduras y células más inmaduras. Decidimos elegir el día 8 como 

día de cosecha de las células ya que a este día logramos obtener una población 

diferenciada y con una viabilidad mayor al 80 %. No se eligió el día 9 o 10 para la cosecha 

ya que a este tiempo comienza a disminuir la viabilidad del cultivo siendo muchas veces 

menor 80%. El rendimiento promedio de células al día 8 de diferenciación cuantificado 

por microscopía y tinción con el colorante de exclusión Azul Tripán fue de 7,86 x106 ± 

2,43 células por placa partiendo de 10,00 x 106 precursores totales por placa. 

 

 

Con la utilización del factor GM-CSF y 8 días de diferenciación logramos obtener una 

población de CDs homogénea en cuanto la expresión del marcador CD11c (>80%) 

característico de CDs murinas (Figura 37). Estas células CD11c+ expresan las proteínas 

CMH-II (>90%) de expresión bimodal característico de este tipo celular, así como la 

molécula coestimuladora CD86. Las moléculas CD11b y F4/80 características de CDs 

convencionales e inflamatorias (Merad et al., 2013) también se expresan en las CPA 

obtenidas (Ver Figura 20 de la sección resultados). Hasta aquí podemos decir que con el 

protocolo utilizado logramos obtener CPAs que poseen las característica fenotípicas y 

morfológicas de las CDs derivadas de médula ósea, que se asemejan a las características 

de las CDs murinas in vivo. 

 

Figura 37. Citometría de flujo correspondiente al día 8 de cultivo de la diferenciación realizada con el factor 

GM-CSF comercial. Se muestran las citometrías correspondientes para cada día de la cinética de diferenciación. 

Para monitorear el proceso se realizó la marcación con un anticuerpo monoclonal específico para CD11c y otro 

para el CMH-II, como se detalla en el punto 4.5 y 4.6 de materiales y métodos. El análisis se realizó en la gate 

determinada según el gráfico FSC vs SSC. 
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8.1.2 Diferenciación de CDs utilizando el factor GM-CSF+IL-4 

Si bien con el protocolo de diferenciación utilizando únicamente GM-CSF logramos 

obtener la población de CDs de interés, decidimos probar también un protocolo 

alternativo realizando la diferenciación con GM-CSF+ IL-4, protocolo también muy 

utilizado para el estudio in vitro de las CDs. Según la bibliografía, la IL-4 disminuiría la 

posible diferenciación de macrófagos en el cultivo (Hiasa et al., 2009). (Grauer et al., 

2002). Por esta razón y a modo de prueba, se realizó la diferenciación durante 8 días 

utilizando 20 ng/ml de GM-CSF y 5 ng/ml de IL-4 recombinante (Ndiaye et al., 2016). 

La metodología utilizada y los cambios de medio se realizaron siguiendo el mismo 

esquema que se usó para el GM-CSF. Al cabo de 8 días, realizamos la caracterización de 

la población obtenida por citometría de flujo. 

 

 

 Como puede observarse en la Figura 38 A, la población obtenida expresa el marcador 

CD11c en un porcentaje mayor al 85% y el perfil de expresión de los marcadores es 

distinto al de las CDs obtenidas con GM-CSF. Esta población no tiene expresión del 

 

Figura 38. Caracterización de las CDs obtenidas a partir de la diferenciación con GM-CSF+ IL-4. A) 

Caracterización por citometría de flujo de las células obtenidas al día 8 diferenciadas con la combinación de factores 

recombinantes GM-CSF+IL-4. B) Se muestra el perfil de activación de las CDs a partir de la expresión de las 

moléculas CMH-II y CD86 para cada protocolo de diferenciación. 
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marcador F4/80 asociado a las CDs diferenciadas de monocitos es decir CDs 

inflamatorias, esto condice con la función asignada a la IL-4 según la bibliografía. Al 

analizar la expresión del CMH-II se observó que, si bien más del 90% de la población lo 

expresan, su expresión no es bimodal, y la mayoría de la población presenta una alta 

expresión de CMH-II indicando un estado basal de alta activación en comparación el 

estado basal de activación de la población obtenida con el factor GM-CSF únicamente, 

Figura 38 B. Frente a estos resultados y considerando que para nuestro objetivo era 

conveniente utilizar una población de células con un estado basal de activación menor y 

que tengan una capacidad fagocítica mayor para poder captar el VFAi, decidimos optar 

por el protocolo de diferenciación en el que solo se utiliza el factor GM-CSF. Si bien con 

el protocolo elegido se podría haber obtenido algún porcentaje de células similares a 

macrófagos, al colectar únicamente la fracción de células no adheridas o levemente 

adheridas disminuimos esa fracción en la población obtenida y ello se refleja en la 

morfología y en la expresión del marcador CD11c en la población diferenciada (Figura 

38 B) 

8.1.3 Optimización del protocolo de diferenciación, disminución de 

posibles fuentes de activación de las CDs 

Como se expresó anteriormente, las CDs cumplen un rol fundamental en el 

reconocimiento y presentación de antígenos formando parte del grupo de células 

catalogadas como presentadoras de antígenos profesionales junto a los macrófagos y los 

LB. Por medio de sus receptores de reconocimiento de patrones (RPP) pueden identificar 

antígenos, endocitarlos y procesarlos para luego activar una respuesta adaptativa. (Kuby, 

2012) (Murphy & Weaver, 2017). Estas células se encuentran constantemente censando 

su alrededor y son muy sensibles a los cambios. Por esta razón, el trabajo in vitro requirió 

de una cuidadosa puesta a punto y de un mayor control de las variables ya que la 

maduración podía ser fácilmente inducible. Es muy importante poder controlar, en lo 

posible, todos los materiales utilizados en el proceso y tratar de disminuir al máximo 

cualquier posible activación. Por este motivo, el paso siguiente en la puesta a punto fue 

minimizar esas posibles fuentes de activación, utilizando material nuevo, pipetas 

descartables, medios de cultivo validados y agua calidad inyectable para la preparación 

de antibióticos y otros reactivos. Para disminuir la probabilidad de activación de las CDs 

por la presencia de trazas de LPS se agregó a los medios de cultivos la Polimixina B. Este 

antibiótico es ampliamente utilizado por diversos grupos que trabajan con células 
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dendríticas. La Polimixina B tiene la capacidad de bloquear los efectos biológicos 

(activación de las CDs) del lipopolisacárido de bacterias Gram negativas (LPS) a través 

de la unión al lípido A, el componente tóxico del LPS. De esta manera al agregar al medio 

este compuesto disminuiríamos el efecto de cualquier traza contaminante de LPS 

presente. (Tynan et al., 2012). 

Para determinar si la polimixina B favorecía la obtención de CDs con una activación basal 

menor realizamos dos protocolos de diferenciación en forma paralela. Un grupo 

experimental se diferenció desde el día 0 con medio (+) Polimixina y un segundo grupo 

(control) se diferenció con medio (-) sin Polimixina. Al día 8 realizamos la citometría de 

rutina para la caracterización de CDs, utilizando los marcadores CD11c y CMH-II.  

 

 

Como puede verse en la Figura 39 ambos grupos experimentales expresan niveles 

similares (acorde a las diferenciaciones previas) del marcador CD11c por lo que la adición 

de la Polimixina B no afectó, en primera instancia, la diferenciación hacia CDs. Sin 

embargo, al evaluar la expresión de uno de los principales marcadores de activación como 

es el CMH-II se puede observar que las células que no tenían Polimixina en el medio 

están más activadas, reflejándose esto en un desplazamiento de la población hacia 

fluorescencia mayores, aumentando el número de células dentro de la población CMH-II 

 

Figura 39. Determinación del estado de activación de las CDs obtenidas en presencia y en ausencia de 

Polimixina B. Para mejorar el protocolo de diferenciación se adicionó al medio completo el antibiótico Polimixina 

B y luego se evaluó el estado de activación por citometría de flujo utilizando anticuerpos específicos para las 

proteínas marcadoras CD11c y CMH-II. El análisis de la expresión del CMH-II que se representa en histogramas 

se realizó dentro de la gate de células CD11c+. 
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++ (histograma). Al adicionarse al medio la Polimixina, se registra un desplazamiento de 

la población hacia la izquierda, observándose en el histograma un aumento en la cantidad 

de eventos de la población correspondiente a CMH-II + (células menos activas). Con 

estos resultados podemos decir que la adición de Polimixina B en el medio de cultivo 

favorece la obtención de células más inmaduras (menor expresión de CMH-II). Por esta 

razón de aquí en adelante, en todas las diferenciaciones y experimentos realizados con 

CDs se utilizó el medio de cultivo con Polimixina (50 ng/ml).  

8.2  Anexo 2: Purificación de VFAi O1 Campos por 

gradiente de sacarosa (fracción 140 S) 

Como se menciona en la sección de resultados de este trabajo de tesis, se realizaron todos 

los experimentos con el antígeno vacunal VFAi O1 Campos, purificado por gradiente 

continuo de sacarosa. La construcción del gradiente se realizó utilizando la técnica de 

capas por congelación. La suspensión stock inactivada de VFAi fue cedida gentilmente 

por el laboratorio Biogénesis Bagó y almacenada a -70ºC hasta la purificación. La 

purificación por gradiente se realizó en ultracentrífuga a 33.000 xg durante 18h a 4ªC, 

con aceleración mínima y sin freno para evitar disturbios en los gradientes. Luego de 

transcurrido el tiempo, se colectaron fracciones de 200 µl utilizando una bomba 

peristáltica. La presencia de partículas virales en las fracciones se determinó a partir de 

la medición de la absorbancia a 260 nm (correspondiente al material genético) y 280 nm 

(correspondiente a contenido proteico). En la Figura 40 A se puede observar la curva de 

absorbancia correspondiente a cada fracción colectada del gradiente. Las fracciones 

elegidas para continuar la purificación fueron las que se encuentran entre las 20 y 40 que 

corresponden, según la densidad aproximada, a partículas virales completas y además, 

presentan absorbancia tanto a 260 como 280 nm reflejando la presencia conjunta de 

proteínas y de material genético. Las fracciones elegidas se volvieron a ultracentrifugar a 

100.000 xg rpm por 16 h, para concentrar el VFAi. El pellet obtenido se resuspendió en 

PBS y se filtró por 0,22 µm en esterilidad. La concentración se cuantificó por 

espectrofotometría de microvolumen empleando el equipo Nano Drop (Thermo), para 

determinar la concentración en µg/ml se realizó el siguiente calculo siendo 131,6 el 

coeficiente de extinción para el virus de la fiebre aftosa: 

𝑫𝑶 260 nm 𝒙 𝟏𝟑𝟏, 𝟔 𝒙 𝑭𝒅𝒊𝒍 =  [𝑩𝑬𝑰𝑽𝑭𝑨𝒊]  µ𝒈/𝒎l 
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Para corroborar el proceso de purificación y concentrado, se realizó un gel de 

poliacrilamida SDS-PAGE en donde se sembró la muestra purificada y la suspensión 

original sin purificar. La presencia de proteínas se reveló con Coomasie Blue.  

 

En la Figura 40 B se puede observar cómo, luego del proceso de purificación, se 

concentran las proteínas correspondientes a partículas virales que según el marcador de 

peso molecular corresponden a las proteínas VP1(29 kDa) y VP3 (27 kDa) de la cápside 

viral del VFAi, la concentración de las proteínas puede evidenciarse al realizar la 

comparación con la muestra sin purificar.  

Al comparar la muestra purificada con la muestra sin purificar o con la muestra 

correspondiente a las fracciones 72-120 (cola de gradiente) podemos observar que se 

limpia la muestra y se dejan de observar las bandas de proteínas de peso molecular 

cercanos a 70 kDa, que corresponderían a agregados proteicos. Este gel evidencia el éxito 

del protocolo de purificación y concentrado del virus inactivado y nos asegura la 

presencia partículas 140S intactas (Barteling & Meloen, 1974).  

 

Figura 40  Purificación de VFAi O1 Campos por gradiente de sacarosa. A) Gráfico 

mostrando las absorbancias a 260nm y 280 nm para cada fracción colectada del 

gradiente. B) A la izquierda se muestra el Gel SDS-PAGE 12% luego de la tinción con 

Coomassie blue para la visualización de las bandas proteicas correspondientes al Virus. 

A la derecha se esquematiza el orden de las muestras sembradas en cada calle del gel.  
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8.3  Anexo 3: Determinación de la concentración óptima 

de VEs para ser utilizada en la caracterización por citometría 

de flujo. 

Por su pequeño tamaño es necesario adherir las vesículas a perlas de látex de 4 μm, para 

que puedan ser analizadas por el citómetro. En trabajos previos realizados por nuestro 

laboratorio (Menay et al., 2017; Cocozza et al., 2019), se realizó la detección de las 

proteínas en las VEs-tumorales por citometría de flujo incubando una cantidad fija de 

VEs (5 g de proteínas totales medidas por Bradford) con 10 l de las perlas de látex, así 

se lograba saturar las perlas con la muestra y determinar  las proteínas sin variaciones 

entre mediciones. Frente a la falta de un equipo en el país que nos permita calcular la 

concentración de VEs, la estimación de la concentración por proteínas totales sería una 

opción validada en las publicaciones, pero esta cuantificación demanda una pérdida de 

muestra que se destina para esa medición. Conociendo que también existe otro método 

de cuantificación indirecta que se basa en una estandarización en base al número de 

células originales en el cultivo del que derivan las VEs, esta cuantificación nos pareció 

más conveniente para las VEs de CDs ya que permite ahorrar muestra y evita una 

cuantificación sobrevalorada a causa de posibles proteínas contaminantes. Las primeras 

caracterizaciones de VEs derivadas de CDs por citometría de flujo fueron realizadas 

incubando 10 l de las perlas de látex con las VEs derivadas de 10,00 x 106 CDs. Con 

esta concentración de VEs aseguramos la saturación de las perlas de latex y aseguramos 

la detección de las proteínas presentes en la población de VEs. Con este protocolo se 

realizaron las primeras caracterizaciones de las VEs, en donde se confirmó la presencia 

de las proteínas marcadoras CD9, CD81, CD63, CMH-II y proteínas virales. Como la 

caracterización por citometría se realiza de rutina luego de cada aislamiento de VEs, y 

ante el gran trabajo que demanda la obtención de estas vesículas y el cultivo de CDs, 

surgió la necesidad de optimizar el protocolo para la citometría y así destinar menor 

cantidad de muestra a la caracterización y mayor cantidad a los ensayos funcionales.  

De esta manera se probaron nuevos protocolos incubando una cantidad fija de perlas de 

latex con cantidad variable de VEs (derivadas de 10,00 x 106 CDs, 5,00 x 106 CDs y 2.50 

x 106 CDs). Posteriormente, se realizó la citometría estándar como se detalla en la sección 

de materiales y métodos en el punto 4.13. Se determinó la presencia de las moléculas 

CD9, CD81, CD63, CMHII y proteínas virales. Como puede observarse en la Figura 41 
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A la detección de aquellas proteínas marcadoras que están muy representadas en la 

población pueden detectarse incluso en las muestras de VEs derivadas de 2.5x106 CDs. 

Sin embargo, al evaluar la detección de proteínas virales se puede observar que su 

detección es menor al disminuir la concentración de VEs iniciales (Figura 41 A y B). 

Con estos resultados decidimos reformular el protocolo de citometría utilizando las VEs 

derivadas de 5,0 x 106 CDs. Con esta concentración se puede ahorrar muestra 

manteniendo el perfil proteico que se obtiene con el protocolo original de 10,00 x 106 

CDs. Estos resultados nos dan el indicio de que las proteínas están expresadas con 

distintas abundancias en la población siendo las más abundantes aquellas que se pueden 

detectar a mayores diluciones (Ej: CD9 y CMH-II). Cabe destacar que los datos obtenidos 

de las citometrías de VEs son datos de la población y no de cada VEs individual. 

 

Figura 41 en la página siguiente → 
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Figura 41 Puesta a punto de la citometría de VEs de CDs. Las VEs purificadas del sobrenadante de 10,00 x 106, 

5,00 x 106 o 2,00 x 106 CDs pulsadas con VFAi, se incubaron con 10 µl de perlas de látex aldehído/sulfato 

(Invitrogen, CA, EE. UU). Luego, las VEs se incubaron con anti CD9, CD81, CD63 conjugados a Biotina. También 

se utilizaron anticuerpos contra proteínas de las células presentadoras como CMH-II PE. Para la detección de 

proteínas virales se utilizó una IgG purificadas anti-VFA O1 Campos y como control, se utilizó IgG purificada de 

suero normal. A) Gráficos de barras donde se representa la expresión de todos los marcadores medidos por 

citometría. B). Se muestra una citometría representativa de 3 experimentos independientes en donde se evalúa la 

expresión de proteínas virales en las VEs derivadas de 10,00 x106; 5,00 x106  y 2,50 x106 CDs totales. El análisis 

se realizó en el gate de singletes, determinado a partir del gráfico de dispersión de la luz SSC vs FSC. Los datos 

fueron analizados con el software FlowJo X. Un experimento representativo de 3 experimentos independientes. 

Para el análisis estadístico se utilizó el test ANOVA de dos factores con comparación de Bonferroni. Solo se 

muestran las diferencias significativas (p<0.01***). 
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8.4 Anexo 4: Puesta a punto de la inmunización 

utilizando la vacuna comercial monovalente para la cepa VFA 

O1 Campos  

Para la evaluación funcional de las VEs se decidió emplear un ensayo de 

linfoproliferación utilizando la técnica de dilución del colorante CFSE. Uno de los 

interrogantes era ver si las proteínas virales presentes en las VEs derivadas de CDs (que 

previamente habían estado en contacto con el antígeno vacunal) podían inducir una 

proliferación de las células inmunes. El diseño experimental planteado incluye el estudio 

de la proliferación sobre esplenocitos derivados tanto de animales vírgenes (que no 

estuvieron en contacto con el antígeno antes) como de esplenocitos derivados de animales 

previamente sensibilizados in vivo. Para la sensibilización in vivo realizamos un 

experimento de puesta a punto del plan de inmunización que se utilizó luego para la 

inmunización de ratones a partir de los cuales se obtuvieron los linfocitos sensibilizados. 

Basándonos en bibliografía, establecimos diferentes esquemas de dosis entre los días 0 y 

21(Gnazzo et al., 2020), en algunos esquemas de inmunización se añadió una dosis de 

refuerzo (boost) al día 7 o 21. En las inoculaciones se utilizó la vacuna comercial 

monovalente gentilmente cedida por el laboratorio Biogénesis Bagó, formulada con el 

VFA O1 Campos inactivado con BEI como fuente de antígeno. Para monitorear la 

respuesta generada por la vacuna se realizó la sangría de los animales y se midió el título 

de anticuerpos específicos por la técnica de ELISA. La presencia de anticuerpos 

específicos en el suero de los animales evidencia la estimulación del sistema inmune 

mediada por el antígeno vacunal. En la Tabla 8 se muestran los títulos de anticuerpos 

obtenidos. a partir del pool de sueros correspondiente a cada protocolo de inmunización. 

Todos los protocolos realizados presentaron altos títulos (mayores a 4) de anticuerpos 

específicos y la implementación de una dosis de refuerzo a los días 7 o 21 no mejoró 

considerablemente dicha respuesta. En todos los casos se logró generar una respuesta 

inmune humoral con la inoculación de la vacuna comercial monovalente por vía i.p. 
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Tabla 8. Título de anticuerpos de los sueros de los ratones inmunizados 

con diferentes protocolos de inmunización 

Plan de inmunización Título de Ab 

Pool de suero 1: 0→14 4,7 

Pool de suero 2: 0→7→14 5,3 

Pool de suero 3: 0→21 5,5 

Pool de suero 4: 0→21→28 6,1 

 

Luego de determinar que la inmunización generó una respuesta humoral específica, 

decidimos evaluar la inmunidad celular. Para ello utilizamos un pool de esplenocitos 

obtenidos de los bazos de los animales de cada protocolo de inmunización. Luego se 

marcaron las células utilizando el colorante CFSE y se registró la proliferación específica 

al día 5 de incubación. Como antígeno estimulante se utilizó el VFAi purificado, el mismo 

virus que está presente en la vacuna utilizada para la estimulación in vivo. En la Figura 

42 se puede observar que cerca del 20% de los linfocitos obtenidos a partir de todos los 

protocolos de inmunización registraron proliferación antígeno específica. El protocolo de 

inmunización en el cual se realizaba una única inoculación al día 0 y la respuesta se medía 

al día 14 fue seleccionado como el protocolo a seguir para los experimentos siguientes. 

Este esquema de inmunización permite desarrollar una buena respuesta tanto humoral 

como celular comparable al resto de los protocolos, pero con la ventaja de requerir menos 

tiempo y menor manipulación de los animales.  
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Figura 42. Linfoproliferación antígeno específica de linfocitos sensibilizados in vivo. Prueba de 

protocolos de inmunización. Los esplenocitos obtenidos de ratones sensibilizados in vivo con la vacuna 

monovalente VFA O1 Campos se tiñeron con CFSE y se cultivaron durante 5 días con VFAi 10 y 25 μg/ml. 

Como control negativo se utilizaron esplenocitos no estimulados teñidos con CFSE (RPMI) y como control 

positivo de estimulación inespecífica, los esplenocitos estimulados con 0,5 μg/ml de Con A. La proliferación 

se analizó sobre la región de linfocitos totales que se determinó a partir del gráfico SSC vs FSC.  
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