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ESTUDIO DEL ROL DE LA TETRASPANINA CD63 EN CÉLULAS 
DENDRÍTICAS HUMANAS Y SU PARTICIPACIÓN EN LA 

INTERNALIZACIÓN DE ANFÍGENOS 
 
 
 

RESUMEN 
 

 

Trabajos previos de nuestro laboratorio han permitido desarrollar un 

anticuerpo monoclonal (AMC) murino denominado FC-5.01, usando como 

inmunógeno la línea celular de carcinoma mamario humano indiferenciado IIB-

BR-G. Se identificó el antígeno reconocido por FC-5.01 como la Tetraspanina 

CD63/lamp 3. 

            La tetraspanina CD63 está presente en la superficie y en endosomas y 

lisosomas de células de melanoma, células dendríticas (CDs) y macrófagos; 

también se encuentra en vesículas secretorias, como los cuerpos de Weibel-

Palade de células endoteliales, gránulos citolíticos de células T citotóxicas, 

gránulos α de plaquetas y gránulos de basófilos, neutrófilos y eosinófilos, 

localizándose en la membrana plasmática luego de la activación de dichas 

células. 

Observamos que el AMC FC-5.01 reconoce CDs humanas obtenidas a 

partir del cultivo de monocitos de sangre periférica en presencia de 

interleuquina-4 (IL-4) y factor estimulador de coloninas granulocito-monocito 

(GM-CSF). Demostramos mediante inmunofluorescencia y microscopía 

confocal que el complejo de superficie FC-5.01-CD63 se internaliza en CDs, 

siguiendo el trayecto endosomal-lisosomal, y alcanza los compartimentos 

enriquecidos en moléculas MHC de clase II (MIICs), donde tiene lugar el 

procesamiento y cargado de los péptidos a ser presentados en el contexto de las 

moléculas clase II. 

Detectamos que las tetraspaninas CD9, CD81, CD82 y CD151 también se 

expresan en CDs. CD9 y CD81 se localizan predominantemente en la superficie 
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celular, mientras que CD63 y CD82 también se expresan intracelularmente. La 

incubación con AMCs anti-CD9, CD63, CD81 y CD82 causa un aumento de la 

migración celular inducida por los quimioatractantes MIP-1α y MIP-5, entre un 

50% y un 70%. La incubación con todos los AMCs simultáneamente produce un 

aumento de casi un 100% en la quimiotaxis celular. Mediante 

inmunofluorescencia e inmunoprecipitación, demostramos la asociación entre 

tetraspaninas y ciertas integrinas.  

Proponemos que CD63 está involucrado en la captura selectiva de 

antígenos (Ags) por las CDs. Observamos que la fagocitosis de S. cerevisiae, pero 

no la endocitosis de FITC-dextrán ni la captura de partículas de látex, produce 

una disminución en la expresión de superficie de CD63. Visualizamos mediante 

microscopía que CD63 acompaña la fagocitosis de S. cerevisiae y se localiza en 

organelas intracelulares conteniendo las levaduras fagocitadas. Mediante 

inmunoprecipitación detectamos la asociación entre CD63 y el receptor de β-

glucanos dectin-1, el cual participa en la captura de levaduras por las CDs. 

CD63 no parece estar asociado con el receptor de manosa (MR) ni el DC-SIGN, 

reponsable de la entrada de varios patógenos a las CDs, como el virus del 

dengue. 

A partir del hibridoma productor del AMC FC-5.01 construimos una 

molécula recombinante “single-chain Fv” (scFv), mediante el ensamblado de 

las porciones variables de la cadena pesada (VH) y la cadena liviana (VL) del 

AMC por medio de un péptido espaciador. La molécula recombinante scFv-5.01 

mantiene la especificidad en el reconocimiento de CD63. El complejo de 

superficie scFv-5.01-CD63 se internaliza y alcanza los compartimentos MIIC en 

CDs, al igual que el anticuerpo parental. Partiendo de dicha construcción, 

generamos una proteína de fusión portando el péptido de melanoma MART-1 

(scFv-5.01-MART-1), la cual también mantiene la reactividad del anticuerpo 

parental contra CD63 y alcanza los compartimentos MIIC al internalizarse en 

CDs.  
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Por último, conjugamos químicamente el AMC FC-5.01 con una proteína 

altamente inmunogénica como el toxoide tetánico (TT). Comprobamos que el 

conjugado FC-5.01-TT retiene la especificidad del anticuerpo parental por 

CD63, se internaliza en CDs, alcanza los compartimentos MIIC, es presentado 

por dichas células y genera una respuesta específica de linfocitos autólogos de 

dadores vacunados contra el tétanos.  

 

Por lo todo lo expuesto, consideramos que el AMC FC-5.01 o sus 

fragmentos derivados podrían ser utilizados como vehículo de péptidos o 

proteínas antigénicas de interés hacia las CDs, las cuales presentarían dichos 

Ags y generarían una respuesta inmune específica. Nuestros resultados 

aportaron también nueva evidencia acerca del posible rol de CD63 y otras 

tetraspaninas en CDs. 

 

 

Palabras clave: células dendríticas - tetraspanina CD63 - anticuerpo monoclonal 

FC-5.01 – tráfico intracelular - fagocitosis – quimiotaxis – molécula 

recombinante single-chain Fv- 

 

 

Los resultados presentados en esta Tesis fueron parcialmente publicados en: 

 

-“CD63 tetraspanin slows down cell migration and transloctaes to the 

endosomal-lysosomal-MIICs route after extracellular stimuli in human 

immature dendritic cells”. Mantegazza A. R., Barrio M. M., Moutel S., Bover L., 

Weck M., Brossart P., Teillaud J-L y Mordoh J. Blood 104(4): 1183-1190, 2004. 

  

 

La información contenida en esta Tesis deberá ser tratada en forma 

CONFIDENCIAL. 
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STUDY OF THE ROLE PLAYED BY TETRASPANIN CD63 IN 
HUMAN DENDRITIC CELLS AND ITS PARTICIPATION IN 

THE INTERNALIZATION OF ANTIGENS 
 
 
 

ABSTRACT 
 
 
 

Our laboratory has previously  produced a monoclonal antibody (Mab) 

named FC-5.01, immunizing mice with a human breast cancer cell line (IIB-BR-

G) derived from a highly undifferentiated breast tumor. FC-5.01 recognizes 

Tetraspanin CD63. 

Tetraspanin CD63 is expressed on the surface and in endosomes and 

lysosomes of melanoma cells, dendritic cells (DCs) and macrophages; it is also 

found in secretory vesicles, such as Weibel-Palade bodies from endothelial cells, 

cytolytic  granules from cytotoxic T cells, α granules from platelets and granules 

from basophils, neutrophils and eosinophils, translocating to the plasma 

membrane after cellular activation.  

We have observed that Mab FC-5.01 recognizes human DCs obtained 

from the culture of peripheral blood monocytes in the presence of interleukine-

4 (IL-4) and granulocyte-monocyte colony stimulating factor (GM-CSF). We 

have demonstrated, by immunofluorescence and confocal microscopy, that the 

surface complex FC-5.01-CD63 internalizes in CDs, follows the endosomal-

lysosomal route and reaches the compartments enriched in MHC class II 

molecules (MIICs), where antigen processing and peptide loading takes place 

for class II presentation to occur. 

 We have detected that tetraspanins CD9, CD81, CD82 and CD151 are 

also expressed in DCs. CD9 and CD81 are localized preferentially at the DCs 

cell surface, while CD63 and CD82 are also expressed intracellularly. The 

incubation with Mabs directed to CD9, CD63, CD81 and CD82 increase cellular 

migration driven by chemoattractants MIP-1α y MIP-5 between 50% and 70%. 
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When Mabs against all the tetraspanins studied are added together, migration 

increases almost 100%. By immunofluorescence and immunoprecipitation we 

have demonstrated the association between tetraspanins and certain integrins. 

We propose that CD63 is involved in the selective capture of antigens 

(Ags) by DCs. We have observed that S. cerevisiae phagocytosis, but neither 

FITC-dextran endocytosis nor latex beads capture, causes the decrease on CD63 

surface expression. We have visualized by microscopy that CD63 accompanies 

S. cerevisiae phagocytosis and localizes in intracellular organelles containing 

phagocytosed yeasts. We have detected, by immunoprecipitation, the 

association between CD63 and the  β-glycan receptor dectin-1, which is 

involved in the capture of yeasts by DCs. CD63 does not seem to be associated 

neither with mannose receptor (MR) nor with DC-SIGN, which takes part in the 

entry of several pathogens in DCs, such as dengue virus. 

We have constructed a recombinant molecule “single-chain Fv” (scFv), 

making use of FC-5.01 hybridoma, joining the variable portions of FC-5.01 

heavy (VH) and light (VL) chains by a flexible peptide linker. The recombinant 

molecule scFv-5.01 recognizes CD63 on the surface of DCs. The complex scFv-

5.01-CD63 internalizes and reaches MIIC compartments, like the parental 

antibody. We have further generated a fusion protein carrying the melanoma 

peptide MART-1 (scFv-5.01-MART-1), which also keeps the reactivity of the 

whole antibody towards CD63 and reaches MIICs after internalization. 

Finally, we have chemically conjugated Mab FC-5.01 with a highly 

immunogenic protein, such as tetanus toxoid (TT). We have verified that FC-

5.01-TT recognizes CD63, internalizes, reaches MIICs and is presented by DCs, 

generating a specific response from autologous lymphocytes responsive to TT. 

Therefore, we think that Mab FC-5.01 or its derived fragments could be 

used as vehicle for antigenic peptides or proteins of interest in DCs, which 

would  present these antigens and could generate a specific immune response. 

Our results have also provided new evidence about the possible role of CD63 

and other tetraspanins in DCs. 
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The results shown on this Thesis have been partially published in: 

  

-“CD63 tetraspanin slows down cell migration and transloctaes to the 

endosomal-lysosomal-MIICs route after extracellular stimuli in human 
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ABREVIATURAS 
 
Ac: anticuerpo 

ADNc: ácido desoxirribonucleico complementario  

Ag: antígeno 

AMC: anticuerpo monoclonal 

ARN: ácido ribonucleico 

CCR: receptor de quemoquina 

CDs: células dendríticas 

CDR: regiones determinantes de la complementariedad 

CPA: células presentadoras de antígenos 

ELISA: ensayo de inmunoadsorción ligado a enzimas 

ER: retículo endoplásmico 

ETa: endosoma tardío 

ETe: endosoma temprano 

FACS: citometría de flujo 

FAK: quinasa de adhesión focal 

FITC: isotioacianato de fluoresceína 

FITC-Dx: FITC-dextrán 

GAM: anticuerpo de cabra anti-ratón (goat anti-mouse) 

GAR: anticuerpo de cabra anti-conejo (goat anti-rabbit) 

GM-CSF: factor estimulador de colonias granulocito-monocito 

GR: góbulo rojo 

ICAM: molécula de adhesión intercelular 

IL-4: interleuquina-4 
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MEC: matriz extracelular 
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MIP: proteína inflamatoria de macrófagos 
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OBJETIVOS 
 
 
 Trabajos previos de nuestro laboratorio han permitido producir y 

caracterizar un anticuerpo monoclonal (AMC FC-5.01) reactivo con la 

tetraspanina CD631, una proteína de superficie de amplia distribución tisular.  

 A partir de la observación de la reactividad de dicho anticuerpo con 

células dendríticas humanas, y habiendo detectado que el complejo de 

superficie AMC FC-5.01-CD63 es rápidamente internalizado hacia vesículas 

intracelulares en una línea celular de cáncer de mama, nos planteamos como 

Objetivos Generales: 

 

1) Utilizar el AMC FC-5.01 como herramienta para el estudio del rol de la 

tetraspanina CD63 en células dendríticas humanas.  

 

a. Analizar la expresión de CD63 y su posible participación en procesos 

celulares como la migración, endocitosis/fagocitosis y presentación 

antigénica. 

b. Realizar un estudio comparativo con otros miembros de la familia de las 

tetraspaninas (CD9, CD81, CD82, CD151). 

 

2) Analizar el trayecto intracelular del complejo FC-5.01-CD63 en células 

dendríticas humanas, con el propósito de evaluar el posible uso del 

anticuerpo o fragmentos derivados del mismo como vehículo de péptidos 

antigénicos hacia dichas células. 

 

a. Analizar la co-localización del complejo con moléculas MHC de clase II, 

en compartimentos de presentación antigénica (MIICs) 
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b. Producir una molécula recombinante “single-chain Fv”, cuya 

versatilidad permita la posterior construcción de proteínas de fusión 

portando péptidos de interés antigénico. 

c. Ensayar otras estrategias de “vehiculización”, como la conjugación 

química de una proteína al anticuerpo entero. 

d. Comenzar a evaluar si los péptidos o proteínas “dirigidos” por el AMC 

FC-5.01 son presentados por las células dendríticas más eficientemente 

que los mismos péptidos o proteínas aislados. 
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INTRODUCCIÓN 

 

3. Superfamilia de las Tetraspaninas 

 
1.1. Generalidades 

 

Las tetraspaninas2,3,4 constituyen una superfamilia de proteínas de 

membrana, compuesta en mamíferos, hasta la fecha, por treinta y dos 

miembros, veinte de los cuales se expresan en leucocitos (Tabla 1). Presentan 

una amplia distribución tisular y deben su nombre a la presencia en su 

estructura de cuatro dominios transmembrana (Figura 1A). Dichos dominios, 

altamente hidrofóbicos, se encuentran conservados dentro de la familia y no 

muestran homología de secuencia significativa con otras proteínas de similar 

topología transmembrana3. Dentro de estos dominios se encuentran varios 

residuos de aminoácidos polares, muy conservados, los cuales serían de 

importancia para el correcto plegamiento de estas proteínas5 y  estarían también 

involucrados en la formación de heterodímeros entre distintas moléculas de 

tetraspaninas6. Esta familia de proteínas presenta a su vez dos dominios 

extracelulares (un loop pequeño-EC1- y otro grande-EC2-) y extremos -COOH y 

-NH2 terminales cortos e intracitoplasmáticos. A diferencia de los dominios 

transmembrana, los extracelulares e intracelulares son en general variables 

dentro de la familia, aunque se distinguen algunos residuos conservados. Una 

de las características variables es la N-glicosilación, la cual se observa para 

algunos de sus miembros en el loop grande (CD63, CD82, CD151), en el 

pequeño (CD9) o puede también estar ausente (CD81, NET-2) y el grado de 

glicosilación puede a su vez variar dependiendo del tipo y el estadío de 

maduración celular7,8,9, lo cual determina diferencias en su peso molecular (de 

30 a 80 kDa), siendo el core proteico de aproximadamente 25 kDa. 
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Aparentemente, la glicosilación sería importante para el mantenimiento de 

ciertos complejos tetraspaninas-integrinas7. Presentan también miristoilación y 

palmitoilación variables en residuos de Cys adyacentes a la membrana o 

transmembrana, las cuales contribuyen a la estabilidad de las interacciones de 

distintas tetraspaninas entre sí10,11,12 y con ciertas integrinas13,14. Algunos de los 

miembros de la familia (como CD63, CD82 y CD151, pero no CD9 y CD81) 

presentan una secuencia de localización lisosomal (YXXφ) en el extremo -COOH 

terminal, lo cual se asocia con su capacidad de ciclar entre el compartimento 

lisosomal y la membrana plasmática12,15. Pero la característica distintiva de esta 

familia es la presencia de residuos conservados de Cys en los motivos CCG, 

PXSC y EXC dentro del loop grande, que se encuentran formando parte de 

puentes disulfuro esenciales para el correcto plegamiento de este dominio16 y 

también para el mantenimiento de ciertos complejos con integrinas y otras 

proteínas. Hasta el momento sólo se conoce la estructura cristalográfica del 

dominio EC2 de CD81 humana16 y los resultados de métodos predictivos 

parecen indicar que las restantes tetraspaninas presentan dominios EC2 con 

características comparables17 (Figura 1B), pero no se dispone de información 

estructural acerca de los dominios transmembrana ni de los extremos 

intracitoplasmáticos.  

Algunas tetraspaninas se encuentran distribuidas en prácticamente todos 

los tipos celulares (CD9, CD81), mientras que otras muestran un patrón de 

expresión más restringido (CD53 en el linaje linfoide-mieloide, CD37 en 

linfocitos B, uroplaquina en el epitelio de la vejiga y RDS en la retina)18,19. Se 

caracterizan por formar parte de complejos multimoleculares en la superficie 

celular, dando lugar a la llamada “red de tetraspaninas”20-23. Dichos complejos 

están compuestos por diferentes moléculas de tetraspaninas asociadas a 

receptores, integrinas, proteoglicanos, lípidos, factores de crecimiento y 

proteínas involucradas en la transducción de señales y la presentación 

antigénica, entre otras funciones4,12,18,23 (Tabla 2). Algunas de estas interacciones 

son comunes a muchas de ellas, mientras que otras están restringidas a una 

 20



                                                                                                       Resumen 

determinada tetraspanina (como es el caso del complejo CD81-CD19-CD21 en 

linfocitos B y del complejo CD9-CD36 en plaquetas)18. Se postula que las 

“unidades fundamentales” dentro de la “red de tetraspaninas” son los 

homodímeros tetraspanina-tetraspanina, a partir de los cuales se ensamblarían 

las restantes moléculas. En la formación de dichos homodímeros participarían 

ciertas secuencias dentro del loop grande, así como regiones proximales a la 

membrana y transmembrana, formando una “interface de dimerización”24,25. Se 

han detectado tres niveles de interacción dentro de la “red de 

tetraspaninas”4,21,22: el primero de ellos corresponde a las interacciones directas, 

las cuales persisten luego de la extracción con detergentes fuertes como Tritón 

X-100 y digitonina (interacciones con ciertas integrinas, por ej.), por lo cual 

serían independientes de lípidos y se forman tempranamente durante la 

biosíntesis (en el retículo endoplásmico); el segundo nivel corresponde al 

ensamblado entre complejos primarios a través de interacciones tetraspaninas-

tetraspaninas, ocurren tardíamente durante la biosíntesis (en el Golgi o post-

Golgi), se encuentran en un ambiente de colesterol, son disociados por Tritón X-

100 pero son estables en detergentes relativamente hidrofóbicos como Brij96 y 

Brij97; el tercero corresponde a interacciones más lábiles e indirectas sólo 

detectadas en presencia de detergentes débiles como CHAPS. Esta capacidad de 

asociarse con otras moléculas,  determina que las tetraspaninas estén 

involucradas en una gran variedad de procesos biológicos, dependiendo del 

tipo celular y de la naturaleza de las moléculas asociadas a ellas. Al respecto, se 

ha demostrado su participación en el desarrollo, activación, proliferación, 

diferenciación, adhesión, motilidad e invasión celular26-29, en la fusión de 

membranas, la fertilización del óvulo y en los  sistemas nervioso e inmune23,30-

32. El modelo más aceptado de acción de las tetraspaninas postula que éstas 

actuarían como “organizadoras” de complejos multimoleculares en la 

membrana celular: a) asociándose a diferentes proteínas de superficie (y 

transmitiendo a la vez señales laterales) mediante sus dominios extracelulares 

(principalmente mediante EC2), y b) reclutando proteínas involucradas en la 
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transducción de señales intracelulares mediante sus dominios transmembrana e 

intracitoplasmáticos, conformando microdominios de membrana4,18,21 donde se 

regulan diferentes procesos celulares como la activación, la motilidad y la 

presentación antigénica18,33,34. Por lo tanto, las tetraspaninas actuarían como 

“puente” entre la maquinaria receptora y transductora de señales celular. Como 

evidencia de ello, puede citarse que el reconocimiento de las tetraspaninas CD9, 

CD53, CD81 y CD82 por anticuerpos específicos conduce a la fosforilación de 

proteínas en tirosina, a la movilización del Ca2+ y al aumento en los niveles 

intracelulares de diacilglicerol y fosfoinositoles4,18. Por otra parte, se postula 

también que estas proteínas podrían actuar no sólo como conectores sino 

también como barreras, “secuestrando” distintos componentes e impidiendo de 

este modo una señalización inadecuada4. Al respecto, se acepta que la 

compartimentalización de varios tipos de receptores de superficie en 

microdominios de membrana especializados es de suma importancia para el 

control de la señalización35. En el caso particular de las tetraspaninas, se las ha 

encontrado presentes tanto en aquellos dominios ricos en esfingolípidos y 

colesterol denominados “rafts”36, como en dominios que no corresponden a 

rafts33,37-39, pudiendo aparentemente trasladarse de uno a otro tipo de dominio, 

controlando de este modo el reclutamiento de ciertas proteínas en cada uno de 

ellos. Estas funciones serían facilitadas por los ácidos grasos unidos 

covalentemente a las tetraspaninas10. Por otra parte, se está aceptando que las 

tetraspaninas forman un tipo particular de microdominio de membrana 

(“microdominio enriquecido en tetraspaninas”), con características similares a 

los “rafts”, pero donde, a diferencia de estos últimos, prevalecen las 

interacciones “proteína-proteína”22,23. Asimismo, se postula que las 

tetraspaninas no sólo se comportarían como “proteínas de andamiaje”, 

favoreciendo el acercamiento de las moléculas efectoras, sino que 

desempeñarían un rol más activo en los procesos en los que se encuentran 

involucradas, participando activamente en la modulación de las vías de 

señalización4,18,33.  En relación a esto último, se están comenzando a dilucidar 
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las funciones específicas de las tetraspaninas, mediante estudios que involucran 

la expresión ectópica de estas moléculas en líneas celulares y mediante el 

análisis de los defectos biológicos causados por la deficiencia de las mismas, 

tanto en ratones knock-out para los genes que las codifican como en individuos 

con patologías genéticas asociadas40. Se ha demostrado de este modo la 

importancia de las tetraspaninas en ciertos casos de retardo mental asociado al 

cromosoma X (TM4SF2)41, defectos visuales y ceguera (RDS y ROM1)42,43, en la 

infección con Plasmodium (CD81)44, y varios tipos de virus, en patologías 

asociadas con la disfunción plaquetaria (CD63)45 y en la progresión tumoral40. 

Asimismo, se postula que las tetraspaninas podrían actuar como receptores de 

proteínas solubles  o de proteínas de membrana en células opuestas. Al 

respecto, hasta la fecha sólo se han encontrado ligandos naturales para las 

tetraspaninas CD9 y CD8130,46,47. Sin embargo, en líneas generales, los defectos 

causados por la ausencia de una tetraspanina son menores a los esperados 

teniendo en cuenta su participación en tan amplio espectro de funciones 

celulares. Esto se debe a que se ha observado que las tetraspaninas desempeñan 

funciones tanto específicas48 como redundantes, pudiendo una de ellas sustituir 

funcionalmente a otra49. 

 Esta familia fue por primera vez descripta como tal en los años 90, 

cuando se detectó homología entre moléculas recientemente clonadas con otras 

que habían sido descriptas una década atrás utilizando anticuerpos 

monoclonales. Su reciente descubrimiento contrasta con su antigüedad 

evolutiva, ya que las tetraspaninas se expresan tanto en mamíferos como en 

invertebrados como Drosophila, Schistosoma, Caenorhabditis elegans y algunas 

especies de hongos, lo cual, sumado a la conservación de la estructura génica 

entre los miembros de la familia y a la localización de los genes en diferentes 

cromosomas (principalmente los cromosomas 11 y 12 en humanos), sugiere que 

estas moléculas se habrían originado a partir de un ancestro común, por 

duplicación40,50,51. 
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1.2 Tetraspaninas en infecciones virales 

 

Se ha detectado la participación de varias tetraspaninas en procesos de 

infección viral. En los casos estudiados, se observó que la incubación con 

anticuerpos anti-tetraspaninas inhibía la infección y/o la producción de 

partículas virales. Con respecto a CD63, existen evidencias recientes que 

sugieren  un rol activo para esta tetraspanina en la infección de macrófagos con 

el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Al respecto, se propone que 

esta tetraspanina actuaría como co-receptor del virus, junto al receptor de 

quemoquinas CCR552. Por otra parte, se observó la participación de CD9 en la 

infección con el virus de la inmunodeficiencia felina (VIF)53. En el caso de CD82, 

se detectó un aumento de su concentración en linfocitos T luego de la infección 

con el retrovirus humano causante de leucemia de células T de tipo 1 (VLTH-

1)54. Dicho aumento en la concentración estaría relacionado con un efecto 

inhibitorio de la tetraspanina sobre la transmisión del virus, la cual depende 

fundamentalmente de contactos célula-célula. De este modo, CD82 

desempeñaría un rol dual en la infección: en primer lugar facilitaría la entrada 

del virus mediante la interacción con glicoproteínas de envoltura del virus, pero 

por otra parte reduciría su transmisión55. CD81 también se encuentra 

involucrado en la infección por VTLH-1, lo cual está relacionado con la 

asociación entre CD81 y CD82 en linfocitos T54. Por otra parte, se detectó que 

CD81 actúa como receptor para el virus de la hepatitis C (VHC)56.  
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1.3 Tetraspaninas y motilidad celular 

 
1.3.1 Integrinas 

 

 Estas moléculas constituyen un amplio grupo de heterodímeros αβ de 

superficie celular (Figura 2A). Las subunidades consisten en glicoproteínas 

transmembrana que se encuentran asociadas no covalentemente a nivel de sus 

dominios extracelulares. La subunidad β presenta residuos de Cys involucrados 

en la formación de cuatro puentes disulfuro, mientras que en la subunidad α se 

encuentran sitios de unión a cationes bivalentes como Ca2+. Desempeñan un rol 

crucial en la adhesión, migración, diferenciación y proliferación celular, gracias 

a sus interacciones con la matriz extracelular (MEC) y con proteínas de 

superficie de otras células y a su participación en la transducción de señales que 

conducen a rearreglos en el citoesqueleto y a la proliferación y diferenciación 

celular57-59. Son proteínas mediadoras, por lo tanto, del contacto célula-célula y 

célula-matriz. 

La motilidad celular constituye un proceso complejo, el cual es influido 

por la naturaleza de la MEC, la presencia de factores de crecimiento, proteasas y 

otros componentes, y por el patrón de expresión y estado de activación de los 

receptores de la superficie celular60. Luego de la unión con el ligando de matriz 

(fibronectina, vitronectina, colágeno, etc.), las subunidades β1 y las que forman 

complejos con αv tienen la capacidad de promover el ensamblado de complejos 

de proteínas (talina, paxilina, vinculina) en la zona de contacto con la MEC 

denominados “adhesiones focales” (Figura 2B) y de activar a la quinasa de 

adhesión focal (FAK), la cual desencadena una cascada de señales intracelulares 

que conducen a la reorganización del citoesqueleto  y a la estimulación de la 

transcripción de genes involucrados en la proliferación celular. A su vez, la 

agregación de las integrinas conduce a la activación de la vía de las MAP 

quinasas y a la consiguiente progresión en el ciclo celular. En este sentido, las 
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vías de señalización de integrinas y de factores de crecimiento se encuentran 

interconectadas en varios niveles59. 
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FIGURA 2. Integrinas: Estructura y modelo de activación  
 

A. Estructura de una integrina. a. cadena α; b. cadena β; c. catión bivalente; d. dominios

ricos en Cys; e. unión al citoesqueleto. 

B. Modelo de activación de integrinas. a. La unión del ligando a la integrina promueve

la interacción de la subunidad β con la talina (Tal), y, a través de ella, con vinculina

(Vin) y paxilina (Pax). Vinculina y paxilina interactúan con el citoesqueleto de actina.

La quinasa de adhesión focal (FAK) es reclutada al complejo naciente e interactúa

con paxilina y talina. b. FAK sufre un cambio conformacional que le permite

interactuar con un segmento de la cadena β de la integrina. c. La agregación de las

integrinas, promovida por la unión de sus ligandos, permite la oligomerización de

FAK, la cual se activa por trans-autofosforilación, y esto conduce a la transducción de

señales que permiten finalmente la contractilidad celular mediada por la quinasa

Rho. 

Modificado de Curr. Op. Cell Biol. 9:691-700, 1997. 
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Con respecto a las integrinas β2, éstas son específicas de leucocitos y 

entre ellas se destacan las integrinas αLβ2/CD11aCD18/LFA-1 y 

αMβ2/CD11bCD18/Mac-1. Estas integrinas reconocen proteínas de membrana 

de la superfamilia de las inmunoglubulinas (ICAM-1, ICAM-2, VCAM) y 

median de este modo la adhesión célula-célula.  

 

1.3.2 Asociación Tetraspaninas-Integrinas 

 

 Por medio de microscopía electrónica e inmunoprecipitación, se 

demostró la colocalización de varias integrinas con tetraspaninas en distintos 

tipos celulares4,12 (Tabla 2). En algunos casos, la asociación entre tetraspaninas y 

ciertas integrinas (α3β1, α4β1, α6β1)  se detecta en todos los tipos celulares donde 

las proteínas están co-expresadas, mientras que en el caso de otras integrinas 

(α2β1, α5β1, α6β4), los complejos sólo se observan en determinados tipos 

celulares. Los complejos tetraspaninas-integrinas se detectan en la mayoría de 

los casos en presencia de detergentes suaves (interacción de nivel 3), pero 

existen algunos complejos directos (detectados en presencia de detergentes 

fuertes, interacciones de nivel 1), como CD151-α3β1, CD151-α6β1 y CD81-

α4β161,62. Por otra parte, se comprobó que la región que comprende las Cys 

dentro del loop extracelular grande de CD151 es necesaria y suficiente para 

mantener el complejo con α3β1, pero no es indispensable para mantener las 

interacciones con otras tetraspaninas12, y la porción de integrina involucrada en 

el complejo es la porción extracelular de α363. Es también destacable que la 

asociación de CD82 con α3β1 y α5β1 depende del estado de glicosilación tanto 

de la tetraspanina como de la integrina7. Dado que el grado de glicosilación de 

CD82 varía en distintos tipos celulares, esto podría representar un mecanismo 

de control tejido-específico que regularía el ensamblado de dichos complejos12. 
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Se han detectado complejos tetraspaninas-integrinas tanto en dominios rafts 

como no-rafts33. 

 Las evidencias actuales parecen indicar que la contribución de las 

tetraspaninas a la adhesión firme a la MEC dependiente de integrinas es 

prácticamente nula. Los datos con los que se cuenta incluyen la falta de 

resultados positivos sobre la influencia de las tetraspaninas en la afinidad de las 

integrinas por sus ligandos de matriz o sobre la agregación de las integrinas o 

su unión a proteínas del citoesqueleto, los cuales constituyen eventos clave en la 

interacción célula-MEC. Además, los complejos con tetraspaninas están 

ausentes de las adhesiones focales (no co-localizan con vinculina y paxilina), 

estructuras imprescindibles para la adhesión firme a la matriz59. 

Contrariamente, existen numerosos trabajos que describen la participación de 

las tetraspaninas en las interacciones célula-célula26,64.  

Por otra parte, se encuentra ampliamente documentada la injerencia de 

las tetraspaninas en la motilidad celular. Al respecto, se detectó la asociación de 

las integrinas α3β1 con las tetraspaninas CD9, CD63, CD81 y CD82 en 

complejos de adhesión abundantes en la periferia de las extensiones celulares 

(lamelipodios y filopodios) de células de melanoma, miosarcoma, carcinoma de 

mama y endoteliales65,66, y en algunos tipos celulares actúan regulando la 

formación de dichas extensiones67. Los complejos de adhesión median las 

interacciones dinámicas célula-MEC consistentes en ciclos de adhesión-

despegado esenciales para la migración celular y anteriores a la adhesión firme 

sobre un sustrato. Como se mencionó anteriormente, las tetraspaninas se 

encuentran ausentes de las adhesiones focales, pero sí se encuentran co-

localizando  con talina y con FAK. Tanto talina como FAK son reclutadas en los 

complejos de adhesión con anterioridad a vinculina y paxilina, por lo que se 

supone que las tetraspaninas están presentes en dichos complejos sólo en su 

etapa inicial, disociándose de ellos cuando vinculina y paxilina se unen a ellos. 

Por todo lo expuesto, se propone que los complejos con tetraspaninas no 

regularían la adhesión firme a la matriz en las células estáticas, sino que 
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participarían en la organización del citoesqueleto en la periferia celular durante 

la extensión de los lamelipodios y filopodios, afectando de este modo la 

migración celular. 

A su vez, existen evidencias que indican que las tetraspaninas actúan 

modulando la señalización intracelular de las integrinas. Al examinar la 

influencia de las tetraspaninas sobre la fosforilación de FAK (un punto clave en 

la vía de señalización de las integrinas), se observó que la agregación de las 

tetraspaninas en la superficie celular potenciaba la fosforilación de FAK 

inducida por la adhesión de las células a una matriz; en cambio, en células 

despegadas de dicha matriz se potenciaba su defosforilación65. Estos efectos 

modulatorios sobre la señalización de las integrinas estarían involucrando a las 

enzimas asociadas a los complejos integrinas-tetraspaninas, como las tirosín-

fosfatasas y la fosfatidilinositol 4-kinasa (PI-4K) tipo II68. Dado que los 

fosfoinosítidos son potentes efectores de la polimerización de la actina, la 

asociación entre α3β1, las tetraspaninas CD63 y CD81 y la PI-4K, desempeñaría 

un rol importante en la reorganización del citoesqueleto necesaria para la 

migración celular. Por otra parte, la asociación de las tetraspaninas con las 

integrinas parece ser fundamental para el reclutamiendo de PI-4K65,66. También 

se detectó la asociación de las tetraspaninas CD9, CD81, CD82 y CD151 con 

miembros de la familia de PKC (PKCα y PKCβII) y al igual que en el caso de la 

PI-4K, las tetraspaninas son responsables de su reclutamiento en los complejos 

con integrinas (α3β1 y α6β1). La fosforilación de la subunidad α3 dependiente de 

PKC es justamente crítica para la migración celular y para la señalización 

desencadenada luego de la adhesión69,70. 

Con respecto a la asociación de las tetraspaninas con las integrinas β2, 

cabe destacar la asociación de CD63 con las integrinas αMβ2/CD11bCD18 en la 

superficie de los neutrófilos. Además, se ha detectado la presencia en dichos 

complejos de las Tyr-quinasas Lyn y Hck, miembros de la familia Src y de otras 
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Ser/Thr quinasas, las cuales desempeñan un rol importante en la activación de 

las β2 integrinas en dicho tipo celular38. 

 

1.3.3. Tetraspaninas y metástasis 

 

La transformación maligna de una célula está asociada a cambios en la 

adhesión celular y la motilidad. Como ya se ha mencionado, entre las moléculas 

involucradas en estos procesos sobresalen las integrinas, las cuales han sido 

ampliamente involucradas en el desarrollo tumoral, invasión y metástasis71,72. 

Por otra parte, la asociación de estas moléculas con las tetraspaninas, supone 

para estas últimas el desempeño de un rol importante en estos procesos73. Las 

tetraspaninas ejercerían un efecto sobre las integrinas, llevando a alteraciones 

en las propiedades adhesivas y migratorias de las células, lo cual podría 

modificar su potencial metastásico.  

En particular, las tetraspaninas CD9, CD63 y CD82 han sido descriptas 

como “supresores tumorales”, ya que su expresión se ha visto disminuida en 

células tumorales en comparación con las células normales60,73. La tetraspanina 

CD63 se expresa en alto grado durante los estadíos tempranos de melanoma, 

pero su expresión disminuye en estadíos avanzados74. Del mismo modo, la 

expresión de CD82 disminuye durante la progresión tumoral de cáncer de 

próstata, pulmón, páncreas y colon75-78. Por otra parte, la transfección de CD9 o 

CD63 en células de melanoma produce una reducción del potencial metastásico 

de dichas células79,80. También se ha observado una correlación inversa entre la 

expresión de CD9 en tumores primarios y la aparición de metástasis en 

melanoma y cáncer de colon, pulmón y mama81-83. Por esta razones, el nivel de  

expresión de estas proteínas puede correlacionarse con el estadio de la 

progresión tumoral y puede ser utilizado como factor de pronóstico.  
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1.4 Tetraspaninas y presentación antigénica 

 

Existen evidencias que sugieren la participación de las tetraspaninas en 

el procesamiento y la presentación antigénica en el contexto de las moléculas 

MHC de clase ΙΙ (MHCII). Dichas moléculas se cargan con péptidos derivados 

de antígenos internalizados y degradados, en los compartimentos MΙΙC 

(compartimentos endocíticos tardíos, multivesiculares, ricos en moléculas 

MHCΙΙ), en células presentadoras de antígenos (CPA) como linfocitos B, células 

dendríticas y macrófagos. Se encontró que las tetraspaninas CD63 y CD82 

están enriquecidas en las membranas internas de los MΙΙCs en linfocitos B, 

donde se asocian con moléculas MHCΙΙ, (HLA-DR, -DM y –DO)84-86. Una vez 

cargadas con péptidos, las moléculas MHCΙΙ son transportadas a la superficie 

celular, donde también se las encuentra asociadas a tetraspaninas87. 

Recientemente, se ha sugerido que los complejos tetrapaninas-MHCII forman 

microdominios distintos de los “rafts”, portan un repertorio selecto de péptidos 

y están enriquecidos en la molécula co-estimulatoria CD86 y la molécula 

“editora” de péptidos HLA-DM. Estos microdominios actuarían agrupando las 

moléculas MHCII y facilitando de este modo la interacción de MHCII con el 

receptor TCR de los linfocitos T. En efecto, se ha observado que CD81 se 

redistribuye al sitio de la interacción MHC-TCR (“sinapsis inmunológica”) 

tanto en linfocitos B como en linfocitos T88,89. 

Los compartimentos MΙΙC pueden alternativamente fusionarse con la 

membrana plasmática, liberándose las vesículas intracelulares en forma de 

exosomas90. Dichos exosomas expresan moléculas MHCΙΙ cargadas con 

péptidos y moléculas co-estimulatorias, se encuentran también enriquecidos en 

tetraspaninas (CD63, CD81 y CD82) y son capaces de estimular células T in 

vitro85,91,92.  

Las tetraspaninas podrían también participar en la endocitosis y el tráfico 

intracelular de las moléculas MHCII y/o de otras moléculas de superficie, 
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gracias a la señal de localización lisosomal que portan algunas de ellas. En 

efecto, se observó que la tetraspanina CD82 es capaz de internalizarse desde la 

superficie de células B hacia los MΙΙCs84. Por otra parte, sería significativa la 

asociación de las tetraspaninas con la PI4-K tipo II, ya que algunas clases de esta 

enzima son importantes para el transporte de vesículas desde el Golgi y para la 

reorganización del citoesqueleto93.  

 

1.5 Tetraspaninas CD9, CD63, CD81, CD82 y CD151 

 

1.5.1 CD9 

  

La principal evidencia de una función no redundante asociada a esta 

tetraspanina proviene de ratones knock-out para su gen codificante30,94,95. En 

ellos se observó que las hembras mutantes homocigotas CD9 -/- resultaban 

infértiles debido a una falla en la fusión de membranas entre las gametas. Los 

ratones normales presentan una elevada expresión de esta tetraspanina en los 

ovocitos y el efecto observado fue en un principio atribuido a la asociación de 

CD9 con la integrina α6β1. Pero más tarde se observó que en ratones deficientes 

en dicha integrina la fertilización es normal, lo cual sugiere un mecanismo no 

asociado a integrinas para la acción de CD9 en este contexto96. Este 

descubrimiento constituyó la primera evidencia clara del rol de una 

tetraspanina en la funcionalidad celular, en este caso en la fusión óvulo-

espermatozoide. El ligando de CD9 resultó ser, en ratones, la glicoproteína 

específica del embarazo 17 (PSG17), que constituye el primer ligando hallado 

para una tetraspanina97. Asimismo, se observó que la infertilidad de dichos 

ratones puede ser revertida por la introducción de CD9 humano, lo cual sugiere 

la contribución de esta molécula en la fertilización humana94. Se observó que, al 

igual que CD81, CD9 se encuentra también involucrada en la fusión de miocitos 

y monocitos98,99. 
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Por otra parte, se asocia con la integrina αIIbβ3 en plaquetas, induce la 

estimulación de fosfolipasa A2 y fosfolipasa C y conduce a la activación y 

agregación plaquetaria, al igual que CD63 y CD151100,101.  

Participa en la unión de la toxina diftérica102 y de factores mitogénicos103 

y en la activación de linfocitos T19, lo cual podría relacionarse con su asociación 

directa con las proteínas EWI, pertenecientes a la superfamilia de las 

inmunoglobulinas104.  

Es considerada una proteína supresora tumoral, al igual que CD63 y 

CD82, en ciertos tipos tumorales60.  

Se ha demostrado recientemente que la disminución en la expresión de 

superficie de CD9 y CD151 en células endoteliales provoca la reducción en la 

expresión de las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1 (descriptas en 

2.2.2.1), lo cual señala la participación de las tetraspaninas en la expresión de 

otras moléculas de superficie105. 

El gen que la codifica se localiza, en humanos, en el cromosoma 12106. 

 

1.5.2 CD63/Lamp-3/ME491 

 

Fue la primer tetraspanina en ser caracterizada a nivel de su estructura 

primaria, en 1988107. Se encuentra presente en los lisosomas de diversas células, 

como células de melanoma80,108, células dendríticas109 y macrófagos108, por lo 

que también se la conoce como la proteína de membrana asociada a lisosomas-3 

(lamp-3)110. Se localiza asimismo en vesículas secretorias, como los gránulos de 

basófilos111, neutrófilos38 y eosinófilos112, gránulos α de plaquetas113, gránulos 

secretorios de linfocitos T citotóxicos114 y cuerpos de Weibel-Palade de células 

endoteliales115, redistribuyéndose en la membrana plasmática luego de la 

activación de dichas células116-118. Al igual que CD82, contiene una secuencia de 

localización lisosomal en el extremo -COOH terminal, lo cual le permite ciclar 

entre la membrana plasmática y los lisosomas117. Por otra parte, se observó que 

CD63 también participa en la internalización y/o degradación en lisosomas de 
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otras proteínas de membrana, como fosfatasas y metaloproteinasas de 

matriz119,120. 

Al igual que CD9 y CD151, constituye un antígeno activador de 

plaquetas, conocido también con el nombre de granulofisina45. En neutrófilos, 

fue hallada formando complejos con la integrina αMβ2 y está involucrada en la 

activación de dichas células y en su adhesión al endotelio3.  

Se la considera una proteína supresora tumoral121,122 al igual que CD9 y 

CD82, y fue descripta inicialmente como el antígeno asociado a melanoma 

ME491107. En varias líneas tumorales se la encontró asociada a las integrinas 

α3β1 y  α6β1123. 

Su deficiencia se asocia en humanos con el síndrome de Hermansky-

Pudlak, un desorden autosómico recesivo caracterizado por defectos en los 

lisosomas, melanosomas y gránulos densos de plaquetas, el cual provoca 

albinismo y hemorragias entre otros síntomas45,124. Por otra parte, se postula 

que actúa como co-receptor en la infección de macrófagos por VIH52. 

 Al igual que CD82, desempeñaría un rol importante en la presentación 

antigénica, dada su presencia en compartimentos MIIC y exosomas de linfocitos 

B84-86. A su vez, se observó la inducción de la expresión de CD63 en la superficie 

de los linfocitos T activados, participando en la transducción de señales que 

permiten sostener y amplificar la activación de estas células. Esta actividad co-

estimulatoria de CD63 sería posible gracias a su asociación con PI3K125. 

El gen que la codifica se localiza, en humanos, en el cromosoma 12126. 

   

1.5.3. CD81/TAPA-1 

 

La participación de esta tetraspanina es particularmente destacable en el 

sistema inmune. Uno de los complejos característicos en los que se encuentra 

presente es el constituido por las moléculas CD19, CD21 y Leu-13, en la 

superficie de los linfocitos B127, el cual resulta de fundamental importancia para 

la activación de dichas células. CD81 contribuye a la reorganización de la 
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membrana y la estabilización de los complejos de señalización en respuesta a la 

estimulación de los linfocitos B. Asimismo, la presencia de CD81 es crucial para 

el mantenimiento de niveles normales de CD19, ya que en ratones knock-out 

para CD81 se observó que la expresión de CD19 en células B era prácticamente 

nula128,129. El efecto de CD81 ocurre a nivel post-traduccional y se observó que 

la expresión del dominio EC2 es suficiente para la expresión normal de CD1923. 

Este ejemplo constituye un argumento adicional a favor de la participación de 

las tetraspaninas en la expresión de superficie de otras moléculas, lo cual 

también fue observado para CD9 y CD151 en otro contexto. En este caso 

particular, CD81 se comporta como chaperona durante el transporte de CD19 y 

actúa también estabilizando a dicha molécula en la membrana celular.  

Se asocia a su vez con CD4, CD8 y CD82 en linfocitos T, localizándose en 

el sitio de la “sinapsis inmunológica”89 luego de la activación de los linfocitos. 

Por otra parte, se observó que la expresión en membrana de CD81 es esencial 

para el desarrollo de una respuesta inmune de tipo T helper 2 luego de la 

interacción linfocito T-linfocito B130. 

Con respecto a su participación en la patogenia de enfermedades 

humanas, esta tetraspanina está involucrada en la infección por Plasmodium 

falciparum, causante de malaria, y VHC44,56. Al respecto, se observó que CD81 es 

necesario para la unión del VHC, pero no suficiente para que se produzca la 

infección, siendo requeridos otros receptores aún no descriptos131. 

 Al igual que CD9, se asocia en forma directa con proteínas EWI, las 

cuales influirían en el efecto de CD81 sobre la activación de los linfocitos132. 

También, como CD9, participa en la fusión de miocitos y monocitos98,99. 

Asimismo, se observó que la incorporación de CD81 en ratones infértiles        

CD9-/-, revierte el defecto en la fertilización, lo cual constituye un claro ejemplo 

de la capacidad de una tetraspanina de reemplazar funcionalmente a otra49. Por 

otra parte, se observó que ciertas cepas de ratones knock-out para CD81 

presentan también defectos en la fusión óvulo-espermatozoide133. 

El gen que la codifica, se localiza, en humanos, en el cromosoma 11134. 
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1.5.4. CD82/KAI1 

 

 Se destaca por su asociación con CD81, CD4, CD8 y otros co-receptores 

en la superficie de los linfocitos T54,135, redistribuyéndose hacia la “sinapsis 

inmunológica” luego de la activación27. Se la considera una proteína supresora 

tumoral, al igual que CD9 y CD638. 

 Del mismo modo que CD63, desempeñaría un rol importante en la 

presentación antigénica84-86. 

 El gen que la codifica, se localiza, en humanos, en el cromosoma 11136. 

 

1.5.5 CD151/PETA3 

 

Esta tetraspanina está involucrada en la activación y agregación 

plaquetaria, al igual que CD9 y CD63. Se la conoce también como el antígeno 3 

asociado a plaquetas y células endoteliales, PETA364. Se destaca por su 

asociación estable con aproximadamente el 100% de las integrinas α3β1 en 

varias líneas celulares63. En forma concordante, la formación de este complejo 

resulta de fundamental importancia en el crecimiento neuronal31. La asociación 

con la integrina α6β1 se relaciona con la capacidad de CD151 de regular la 

morfología celular en varios tipos celulares137. También se la encontró asociada 

a la integrina α6β4 en hemidesmosomas138, en la superficie basolateral de 

queratinocitos, donde no fueron halladas las tetraspaninas CD9 y CD81, lo cual 

estaría sugiriendo un rol específico para CD151 en este contexto. 

Como en el caso de CD9, se observó que la disminución en su expresión 

de superficie en células endoteliales, afecta la expresión de las moléculas de 

adhesión ICAM-1 e ICAM-2105.  

Constituye la primer tetraspanina en ser detectada en eritrocitos139. Se 

observó que pacientes que presentan una forma truncada de esta proteína 

presentan nefritis y una forma leve de talasemia. Se demostró que CD151 es 
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esencial para el ensamblado correcto de la membrana basal en el riñón y podría 

desempeñar un rol en la eritropoyesis139. 

El gen que la codifica, se localiza, en humanos, en el cromosoma 11140. 
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2. Células Dendríticas 

 
2.1 Características generales 

 

Las células dendríticas (CDs)141,142,143 constituyen las principales CPA del 

organismo, ya que desempeñan un rol fundamental en la iniciación y 

regulación de la respuesta inmune celular (mediada por linfocitos T) y humoral 

(mediada por linfocitos B)144. Representan aproximadamente el 0,5% de la 

población sanguínea circulante de leucocitos y del 1 al 2% de la población 

celular de los tejidos periféricos, encontrándose fundamentalmente en los sitios 

de contacto con el ambiente (piel y mucosas). Deben su nombre al gran número 

de protrusiones o dendritas que caracterizan su morfología145. 

Pueden originarse a partir de más de un tipo de precursor: un precursor 

mieloide (generador del linaje monocito-macrófago) que da lugar a una 

progenie CD11c+ y un precursor linfoide que da lugar a CDs plasmacitoides 

(CD123+)143,146,147 (Figura 3). A su vez, diferentes tipos funcionales de CDs 

pueden generarse a  partir de un mismo precursor. Los monocitos de sangre 

periférica pueden diferenciarse a CDs en presencia de citoquinas como el factor 

estimulador de colonias granulocito-monocito (GM-CSF) e interleuquina-4 (IL-

4)148, un proceso que puede ser acelerado por la migración de los monocitos a 

través del endotelio vascular (transmigración endotelial)149,150. Por otra parte, 

existen precursores hematopoyéticos CD34+ circulantes en sangre periférica 

que dan lugar a las células de Langerhans (CDs localizadas en la epidermis). 

Estos diferentes subtipos de CDs expresan marcadores diferentes que les 

otorgan propiedades distintivas. Sin embargo, parece existir consenso en que el 

rol inmunomodulador de la respuesta inmune desempeñado por las CDs 

depende fundamentalmente del estado de activación/maduración de las 

mismas, independientemente de su origen o subtipo151. 
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FIGURA 3. Linajes de células dendríticas humanas 
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CLA: antígeno linfocitario cutáneo. Modificado de Nat. Rev. Immunol. 2: 151-161, 2002 

Existen en por lo menos dos estados de maduración, caracterizados por 

la expresión de distintos marcadores152,153 (Figura 4A): como CDs inmaduras 

presentan una elevada actividad endocítica y fagocítica, desempeñando el rol 

de “centinelas” del sistema inmune, “patrullando” los tejidos periféricos y 

capturando antígenos (Ags). Durante el proceso de maduración (inducido por 

citoquinas pro-inflamatorias, productos bacterianos como LPS, motivos de 

ADN o lípidos, colectivamente conocidos como “señales de peligro”154, pierden 

gradualmente su capacidad de capturar Ags y modifican su perfil migratorio, 

trasladándose a los ganglios linfáticos y órganos linfoides secundarios, donde 

presentan los Ags incorporados en la periferia a los linfocitos T. Las CDs 

maduras presentan alta capacidad presentadora de Ags y estimuladora de 
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linfocitos T vírgenes presentes en los órganos linfoides secundarios. La 

progresión de CDs inmaduras a CDs maduras requiere de la activación del 

factor de transcripción NF-κB155,156 y conlleva el aumento de la expresión en 

membrana de moléculas MHC de clase I y II (las cuales portan los Ags a ser 

presentados) y de moléculas co-estimulatorias de la presentación como CD40, 

CD80 y CD86. La maduración de las CDs puede inducirse in vitro exponiendo 

las células inmaduras a un estímulo inflamatorio como IL-1, TNF-α, CD40L o 

LPS157. 

 

2.2 Funciones específicas 

 

2.2.1 Captura de antígenos 

 

Las CDs, en su estado inmaduro, presentan una elevada capacidad de 

capturar Ags a través de diversos mecanismos: macropinocitosis, endocitosis 

mediada por receptor y fagocitosis158. Durante el proceso de maduración, las CDs 

disminuyen su capacidad endocítica y fagocítica, limitando de este modo el 

espectro de Ags a presentar a aquellos capturados en el sitio donde recibieron la 

“señal de peligro” y por lo tanto el estímulo para madurar. Esta disminución de 

la internalización de Ags incluye tanto la reducción de la expresión de 

superficie de varios tipos de receptores como la inactivación de GTPasas 

involucradas en los mecanismos de endocitosis de fase fluida y fagocitosis159. 

La macropinocitosis o endocitosis de fase fluida, comprende la 

internalización de antígenos solubles, requiere de la reorganización del 

citoesqueleto y permite a las CDs la captura en forma rápida e inespecífica de 

grandes cantidades de fluidos circundantes.  

La endocitosis mediada por receptor, en cambio, requiere, como su 

nombre lo indica, de la participación de receptores específicos y se inicia 

mediante una señal generada por la cola citoplasmática del receptor, la cual es 

reconocida por proteínas adaptadoras que reclutan clatrina, formándose de este 
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modo vesículas endocíticas recubiertas de clatrina. Entre los receptores 

expresados por las CDs inmaduras se encuentran receptores a la porción Fc de 

las inmunoglobulinas (FcγRII, FcαR), receptores de complemento (CR3, CR4), 

receptores de proteínas de shock térmico (hsp), receptores de cuerpos 

apoptóticos (CD36), receptores de componentes de bacterias (receptores tipo 

toll, TLR) y receptores de la familia de lectinas de tipo C (Ca2+ dependientes). 

La unión de ligandos a algunos de estos receptores de CDs activa el proceso de 

maduración de estas células, como es el caso de los receptores TLR (los cuales 

unen LPS de  bacterias Gram negativas (TLR-4) y peptidoglicanos de bacterias 

Gram positivas (TLR-2), entre otros componentes de microorganismos), de los 

receptores de Fc de las inmunoglobulinas (los cuales permiten la captura de Acs 

y complejos inmunes) y de receptores de cuerpos apoptóticos y hsp.  

La fagocitosis permite a las CDs la internalización de antígenos 

particulados y requiere de receptores específicos (en general los mismos 

requeridos por la endocitosis mediada por receptor), desencadenándose una 

cascada de señales necesaria para la polimerización de la actina, lo cual permite 

la efectiva invaginación de la membrana, que rodea a la partícula a ser 

capturada. La fagocitosis comprende tanto la internalización de patógenos 

como bacterias, virus, levaduras y parásitos, como la de cuerpos apoptóticos y 

cuerpos necróticos. 

Se ha demostrado que diferentes subtipos de CDs expresan paneles 

diferentes de receptores de endocitosis/fagocitosis160. Por otra parte, la unión 

de ligandos a los distintos receptores puede conducir al desarrollo preferente de 

una respuesta de linfocitos T helpers 1 (lo cual favorece la respuesta inmune 

celular) o de linfocitos T helpers 2 (lo cual favorece la respuesta inmune 

humoral).  

 

 

 

 

 41



                                                                                                       Resumen 

2.2.1.1 Familia de lectinas tipo C en células dendríticas 

 

Las lectinas de tipo C unen ligandos en forma Ca2+ dependiente y 

presentan uno (lectinas tipo II) o varios (lectinas tipo I) dominios de 

reconocimiento de carbohidratos, los cuales pueden conferir especificidades 

diferentes a los distintos receptores (Figura 5). Estas lectinas, como se explicó 

anteriormente, se expresan preferentemente en CDs inmaduras, coincidente con 

la elevada actividad endocítica/fagocítica de estas células. Entre las lectinas de 

tipo I se encuentran el receptor de manosa (MR) y el gp200MR6 (Dec-205 en 

ratones). Entre las de tipo II se encuentran la langerina (específico para células 

de Langerhans), el receptor de ICAM-3 no integrina específico de CDs (DC-

SIGN) y dectin-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5. Lectinas tipo C en células dendríticas 
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Son capaces de interactuar con motivos conservados compartidos por 

varios tipos de microorganismos y de internalizar a los mismos para su 

procesamiento y presentación antigénica. La mayoría de estas lectinas 

transporta los antígenos internalizados a lisosomas y MIICs, mientras que otras, 

como el MR, reciclan rápidamente a través de endosomas tempranos, 

asegurando de este modo la captura de grandes cantidades de antígenos159,160. 

El MR y la langerina reconocen especialmente carbohidratos de manosa, 

pero con especificidades diferentes, de acuerdo con la ramificación de las 

estructuras de manosa. El MR reconoce residuos de manosa, fucosa y N-

acetilglucosamina terminales, polisacáridos como el dextrán y una gran 

variedad de antígenos de patógenos como levaduras161,162. 

DC-SIGN, por otra parte, reconoce preferentemente carbohidratos que 

contengan fucosa, aunque también es capaz de reconocer manosa. Al 

internalizarse luego de la unión de sus ligandos, alcanza, a diferencia del MR, 

endosomas tardíos y lisosomas y esto resulta en una eficiente presentación 

antigénica a los linfocitos T163. Este receptor, a su vez está involucrado en la 

entrada de varios tipos de virus en las CDs y constituye el principal receptor de 

Mycobacterium tuberculosis en estas células160. Asimismo, desempeña un papel 

fundamental en el proceso de “rolling” de las CDs sobre el endotelio vascular 

(descripto en 2.2.2.1) y también media la interacción CD-linfocito T a través de 

su interacción con ICAM-3161. 

El gp200MR6164 se expresa principalmente en CDs maduras y, al igual 

que DC-SIGN, alcanza los compartimentos MIIC al internalizarse junto con sus 

ligandos, lo cual asegura una eficiente presentación antigénica165. Por otra parte, 

no ha sido aún descripto el espectro de carbohidratos que es capaz de 

reconocer162. 

Dectin-1 es un receptor recientemente descubierto que reconoce β-1,3- y 

β-1,6- glucanos (como laminarina y zimosán), así como S. cerevisiae y C. albicans 

intactas. El ARN mensajero presenta 2 variantes de splicing, dando lugar a 8 

isoformas, siendo las isoformas A y B (mayoritarias) las únicas funcionales para 
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la unión a β-glucanos166-168. Por otra parte, este receptor es capaz de unirse a 

linfocitos T (por medio de un sitio diferente al de reconocimiento de β- 

glucanos) y participaría en la transmisión de señales co-estimulatorias a dichas 

células169. En efecto, se ha demostrado in vitro que dectin-1 es capaz de inducir 

la proliferación de linfocitos T helpers y citotóxicos y la producción de 

interferón γ170. 

Al igual que DC-SIGN, dectin-1 presenta un motivo de activación de 

Tyr en su cola citoplasmática (“motivo de activación de los inmuno-receptores”, 

el cual se fosforila luego de la activación del receptor, lo cual se postula que 

daría lugar a una cascada de señalización aún no descripta. Se ha observado 

que este tipo de receptores no actúa de forma independiente de otros receptores 

endocíticos/fagocíticos, sino que se ha detectado una “comunicación” entre los 

receptores Toll y los receptores de la familia de las lectinas tipo C con motivos 

de activación de Tyr. Tanto dectin-1 como TLR-2 se unen a la pared celular de 

las levaduras, pero reconociendo componentes diferentes, y la activación de 

ambos receptores da lugar a señales cooperativas que influyen sobre la 

respuesta inflamatoria: la señalización de dectin-1 potencia la producción de 

TNF-α e IL-12 inducida por TLR-2, promoviendo una respuesta inmune de tipo 

T helper 1; asimismo, la unión del LPS a TLRs desencadena la producción de 

radicales libres mediada por la señalización de dectin-1. Es decir que el 

reconocimiento de componentes de microorganismos por ambos tipos de 

receptores da lugar a cascadas de señalización que se potencian mutuamente y  

“cooperan” en la generación de una respuesta inmune efectiva contra los 

patógenos en cuestión169,171. La expresión de varios tipos de receptores 

endocíticos/fagocíticos por las CDs permitiría la captura de un amplio espectro 

de antígenos, y, de acuerdo con la vía de señalización activada, se favorecería el 

desarrollo de respuestas inmunes de tipo T helper 1 ó T helper 2. Sin embargo, 

ciertos patógenos son capaces de interferir en la “cooperación” de señales, 

llevando incluso a la inmunosupresión160. 
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2.2.1.2 Infecciones virales 

 

Las CDs en su estado inmaduro constituyen, en líneas generales, las 

puertas de entrada para varios tipos de virus en el organismo. En muchos casos 

(como el del VIH), no sólo son capaces de capturar el virus sino que son 

responsables de su transmisión a otros tipos celulares160. Esto es debido a la 

elevada capacidad endocítica y fagocítica de estas células, mediada por varios 

tipos de receptores ya descriptos. Uno de los principales receptores 

involucrados en la captura de virus es el DC-SIGN, el cual permite la entrada 

de virus como el Ebola, el citomegalovirus, el VIH, el VHC y el virus del 

dengue160. Se postula que la elevada eficiencia de reconocimiento de motivos 

moleculares asociados a patógenos por parte de este receptor, se debe a su 

localización en los microdominios de membrana conocidos como “rafts”, lo cual 

permitiría la “concentración” en determinadas zonas de la membrana celular de 

varias moléculas de dicho receptor172. 

Como se comentó en 1.2, algunos miembros de la familia de las 

tetraspaninas participan en la entrada de virus (como VHC) a varios tipos 

celulares. Asimismo, se ha detectado la presencia de dichas proteínas en 

microdominios “rafts”. Sin embargo, hasta el momento no se ha descripto 

ninguna asociación entre DC-SIGN y algún miembro de la familia de las 

tetraspaninas. 

 

2.2.1.2.1 Virus del dengue 

 

El virus del dengue es un virus envuelto de RNA simple cadena, 

perteneciente a la familia de los arbovirus173. Está compuesto por cuatro 

serotipos antigénicamente diferentes (1, 2, 3 y 4), todos ellos causantes de 

enfermedad en humanos. Las infecciones son en general leves, pero las 

complicaciones pueden provocar fiebre hemorrágica y síndrome de shock.  
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La infección es transmitida por un vector, el mosquito del género Aedes,  

el cual deposita el virus dentro de la piel de un individuo en el momento de la 

picadura. Este virus es capaz de infectar CDs inmaduras residentes en los 

tejidos periféricos, siendo su vía de entrada el receptor DC-SIGN. La infección 

es productiva en este tipo celular, dando lugar a viriones infectivos que se 

liberan al medio (sin causar lisis de las CDs) y transmiten la infección a células 

susceptibles174. 

 

2.2.2 Adhesión y migración  

 

Las CDs se caracterizan por presentar una elevada capacidad migratoria. 

Su patrón de migración varía de acuerdo con el estadio de maduración en el 

que se encuentren. Este patrón está determinado, fundamentalmente, por el 

perfil de moléculas de adhesión (como las selectinas e integrinas) y de 

receptores de quemoquinas (citoquinas quimiotácticas), que expresan en dichos 

estadios175,176 (Figura 4B y 4C). A su vez, la expresión de dicho perfil de 

receptores se ve influida por las señales recibidas por las CDs durante su 

“recorrida” por los tejidos periféricos177,178. De este modo, la migración de las 

CDs resulta un proceso orquestado por una compleja interacción entre 

quemoquinas y sus receptores, moléculas de adhesión, metaloproteasas de 

matriz extracelular y mediadores lipídicos179. 

Para poder desempeñar su rol fundamental en la “inmunovigilancia” de 

los tejidos periféricos, las CDs (o sus precursores) que viajan por el torrente 

sanguíneo deben en primer lugar establecer contactos con las células 

endoteliales de la vasculatura, que les permitan extravasarse. Estos contactos 

son mediados por las moléculas de adhesión, las cuales actúan de modo 

secuencial y en forma concertada con mediadores regulatorios como las 

quemoquinas, dirigiendo el recorrido de las CDs de la sangre a los tejidos 

periféricos y de allí a los ganglios linfáticos y órganos linfoides secundarios. 
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2.2.2.1 Selectinas e integrinas 

 

Los primeros contactos con el endotelio, de naturaleza lábil, son 

mediados por la selectinas, y dan lugar al llamado fenómeno de “rolling” de los 

leucocitos sobre el endotelio vascular (Figura 6). Las selectinas son lectinas 

presentes únicamente en los sistemas leucocitario y vascular, capaces de unirse 

a carbohidratos fucosilados (fundamentalmente sialil-Lewis X). Constituyen la 

famila más pequeña de moléculas de adhesión, compuesta por sólo tres 

miembros: E-selectina (expresada por las células endoteliales), P-selectina 

(expresada por plaquetas y células endoteliales) y L-selectina (expresada por la 

mayoría de los leucocitos). Las tres participan en la adhesión de los leucocitos al 

endotelio vacular, pero sólo la L-selectina es de fundamental importancia para 

la interacción de los linfocitos con el endotelio linfático, requisito para su 

entrada en los órganos linfoides secundarios180,181. 

Ante un estímulo inflamatorio (IL-1, TNF-α, productos bacterianos o 

virales), las células endoteliales y las células del estroma (queratinocitos, 

fibroblastos) comienzan a expresar quemoquinas, las cuales quedan retenidas (y 

son de este modo presentadas) en los proteoglicanos de la matriz extracelular y 

de la superficie de las células endoteliales. Estas quemoquinas, al interactuar 

con sus receptores leucocitarios, causan la activación de las integrinas, las 

cuales se unen a miembros de la superfamilia de las inmunoglubulinas, 

presentes en la superficie del endotelio181,182. 

Como se describió anteriormente, las integrinas son heterodímeros 

mediadores de contactos tanto célula-MEC como célula-célula, y su activación 

da lugar a una serie de señales intracelulares que conducen a rearreglos en el 

citoesqueleto. Esto permite una unión más firme con el endotelio y facilita de 

este modo la extravasación leucocitaria. Las principales integrinas involucradas 

en este proceso son: CD11aCD18/αLβ2/LFA-1, CD11bCD18/αMβ2/Mac-1, 

α4β1/VLA-4 y α4β7 (presentes en los leucocitos), las cuales se unen a ICAM-1, 

ICAM-2, VCAM-1 y PECAM-1 (moléculas de adhesión pertenecientes a la 
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superfamilia de las inmunoglubulinas) y MAdCAM-1 (mucina que presenta 

dominios tipo-inmunoglobulina), cuya expresión es inducida en el endotelio 

por estímulos inflamatorios180,183,184. Es de destacar que tanto ICAM-1 como 

VCAM-1 se encuentran incluidas dentro de microdominios de membrana 

enriquecidos en tetraspaninas (descriptos en 1.1). Según se ha observado 

recientemente, las tetraspaninas actúan regulando la expresión y la función de 

estas moléculas de adhesión en la superficie del endotelio, favoreciendo la 

migración transendotelial de los leucocitos105. 

 

2.2.2.1.1 Expresión en células dendríticas 

 

Las CDs carecen de L-selectina, pero expresan en cambio ligandos de las 

selectinas E y P del endotelio, como el ligando-1 de la glicoproteína P-selectina 

(PSGL-1), el antígeno cutáneo asociado a linfocitos (CLA) y glicoproteínas 

portadoras de sialil-Lewis X185-187. Pero de acuerdo con evidencias crecientes, el 

principal receptor  involucrado en el “rolling” de las CDs (y sus precursores) 

sobre el endotelio sería la lectina DC-SIGN, la cual interactúa con la molécula 

ICAM-2 (expresada tanto por el endotelio vascular como por el 

linfático)160,188,189. Es decir que DC-SIGN participaría tanto en la migración de 

CDs o sus precursores a los tejidos periféricos como en la migración de las CDs 

a los órganos linfoides secundarios.  

Expresan también altos niveles de β1 (α4β1 y α5β1), β2 (αLβ2 y αMβ2) y β7 

integrinas (Figura 4B).  En ensayos in vitro se ha demostrado que la adhesión 

endotelial de CDs derivadas de monocitos es mediada por β2 integrinas (αLβ2 y 

αMβ2) y su interacción con ICAM-1 e ICAM-2, y por α4β1 y α4β7 y su interacción 

con VCAM-1. A su vez, α5β1 interactúa con fibronectina de la MEC147,178,190.  

Por otra parte, se ha observado que en la trasmigración endotelial es de 

fundamental importancia PECAM-1, molécula de adhesión expresada tanto por 

el endotelio como por las CDs147,178. 
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Con respecto a la expresión diferencial de moléculas de adhesión en CDs 

inmaduras y maduras, no se cuenta con demasiadas evidencias, excepto para el 

caso de la integrina α4, la cual se encuentra sobreexpresada en CDs maduras y 

podría ser por lo tanto considerada como marcador de maduración de estas 

células176. También se ha detectado una disminución en la expresión de CLA, 

sialil-Lewis X y PECAM-1 en CDs maduras con respecto a las inmaduras191. 

Estos hallazgos aún no son totalmente comprendidos en cuanto a su relevancia 

in vivo. 

 

2.2.2.2 Quemoquinas y sus receptores 

 

Las quemoquinas192,193 son citoquinas quimiotácticas (inductoras de 

migración) de aproximadamente 8 a 12 kDa de PM, las cuales se agrupan en 

cuatro clases, teniendo en cuenta las primeras una o dos Cys de las tres o cuatro 

Cys conservadas en la posición -NH2 terminal y el número de aminoácidos 

entre ellas: C, CC,  CXC y CX3C. Se han descripto hasta el momento en 

humanos alrededor de cuarenta quemoquinas, las cuales se caracterizan por su 

“promiscuidad” en la unión a los distintos receptores.  

Son sintetizadas por varios tipos celulares, como células endoteliales,  

células del estroma y CDs. 

Los receptores de quemoquinas pertenecen a la familia de receptores con 

siete dominios transmembrana acoplados a proteína G (Gi y Gq), y se postula 

actualmente que los dímeros βγ,  más que la subunidad α, serían esenciales para 

la iniciación de la respuesta quimiotáctica. Se conocen hasta el momento 

alrededor de veinte receptores de quemoquinas194. 

Las quemoquinas participan en múltiples eventos (además de la 

adhesión, extravasación y migración leucocitaria), como la hematopoyesis, la 

infección por VIH, en enfermedades inflamatorias, en la angiogénesis y en la 

modulación de la respuesta inmune192,195,196.  
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En cuanto a la adhesión y extravasación leucocitaria, son varias las 

quemoquinas que participan en la promoción de una unión más firme al 

endotelio. Citando algunos ejemplos, la quemoquina MCP-1 (secretada por las 

células endoteliales) favorece la transmigración endotelial de los monocitos a 

los tejidos periféricos (los cuales pueden diferenciarse a CDs). MCP-1, junto con 

las quemoquinas RANTES y MIP-1α inducen la activación de las integrinas 

α4β1 y α5β1, promoviendo la migración leucocitaria a los tejidos. Por otra parte, 

SLC y MIP-3β (secretadas en vasos linfáticos y órganos linfoides secundarios), 

desencadenan la interacción de αLβ2 y α4β7 con ICAM-1 y MAdCAM-1, 

respectivamente, promoviendo la adhesión leucocitaria a las vénulas 

endoteliales altas (HEV) de los ganglios linfáticos y órganos linfoides 

secundarios. A su vez, otras quemoquinas como SDF-1α (expresada en varios 

tejidos), median adhesiones firmes tanto a las células del endotelio vascular 

periférico como a las de las HEV, y ejerce su acción quimiotáctica sobre 

linfocitos B y  T, y monocitos180. Es decir que la secreción concertada de perfiles 

diferentes de quemoquinas por los distintos tejidos, asegura la activación de un 

amplio espectro de moléculas de adhesión, (tanto en los leucocitos como en las 

células endoteliales), promueve la unión firme de los leucocitos a los distintos 

endotelios y guía de este modo (y mediante la generación de un gradiente 

quimiotáctico) la entrada de estas células a sus sitios de acción. 

 

2.2.2.2.1. Expresión diferencial en células dendríticas inmaduras y maduras 

 

Las CDs en estado inmaduro responden, entre otras, a las quemoquinas 

MIP-1α, MIP-5 y RANTES (secretadas por las células endoteliales y su 

entorno), las cuales se unen a los receptores CCR1 y CCR5, y les permite a las 

CDs extravasar a los tejidos periféricos, donde desempeñan su función de 

“centinelas”, capturando antígenos propios y extraños (Figura 7). La 

quemoquina MIP-3α, por otra parte, es producida por los queratinocitos de la 

epidermis y recluta específicamente células de Langerhans en el epitelio, 
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uniéndose al receptor CCR6. A su vez, las CDs inmaduras secretan MIP-1α, 

MIP-1β, RANTES e IL-8, ejerciendo una acción autócrina y sobre otros 

leucocitos. 

La presencia de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1 y TNF-α, o de 

productos bacterianos, entre otras “señales de peligro” recibidas por las CDs en 

la periferia, disparan el “programa de maduración” en dichas células, el cual 

también afecta la expresión de receptores de quemoquinas. De este modo, las 

CDs disminuyen la expresión de CCR1 y CCR5 (y CCR6 en el caso de las 

células de Langerghans) y aumentan la expresión de CCR7, el cual responde a 

las quemoquinas SLC y MIP-3β. Estas quemoquinas son expresadas tanto por el 

endotelio linfático como por las células del estroma de las áreas ricas en 

linfocitos T de los ganglios linfáticos y órganos linfoides secundarios (bazo, 

placas de Peyer). Esto causa que las CDs en vías de maduración migren por los 

vasos linfáticos hacia los órganos linfoides secundarios, guiadas por un 

gradiente de quemoquinas, en pos de un encuentro con los linfocitos T 

vírgenes, a los cuales presentarán los antígenos capturados en la periferia. Estos 

linfocitos también alcanzan estas áreas en respuesta a un gradiente de 

quemoquinas y es de destacar que las mismas CDs secretan quemoquinas 

atractantes de linfocitos T (como MIP-3β, DC-CK1 y MDC). Por otra parte, las 

CDs foliculares (residentes permanentes de los folículos linfoides) secretan la 

quemoquina BCA-1, a la cual responden los lifocitos B, siendo éstos en 

consecuencia atraídos a las áreas ricas en células B de los órganos linfoides 

secundarios195,197,198. De este modo, las CDs promueven el encuentro en los 

órganos linfoides secundarios de las células involucradas en la generación de la 

respuesta inmune específica, y allí las CDs presentarán a los linfocitos T los 

antígenos capturados en la periferia. 
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2.2.3. Procesamiento y presentación antigénica 

 

Las CDs, en su estado maduro, presentan una elevada capacidad de 

procesar los antígenos capturados durante su estado inmaduro, cargarlos en 

moléculas MHC de clase II y presentarlos en su superficie a los lifocitos T CD4+ 

(helpers). Por otra parte, presentan antígenos endógenos (propios y 

provenientes de la expresión de proteínas virales, por ej.), en el contexto de las 

moléculas MHC de clase I, a los linfocitos T CD8+ (citotóxicos). Pero una 

característica propia de las CDs es su capacidad de presentar también antígenos 

exógenos en el contexto MHC de clase I, lo cual constituye el fenómeno 

denominado “presentación cruzada”199-201. 

 

2.2.3.1. Rol de los endosomas, lisosomas y compartimentos MIIC  

 

Las moléculas MHC de clase II son sintetizadas en el retículo 

endoplásmico (ER) como glicoproteínas transmembrana que consisten en 

heterodímeros de cadenas α y β. En el ER, dichos heterodímeros se asocian con 

otra glicoproteína de membrana denominada cadena invariante (Ii), 

formándose complejos nonaméricos que constan de tres cadenas α , tres β  y 

tres Ii. La cadena Ii interactúa con las moléculas MHC II en el surco destinado a 

la unión de los péptidos a ser presentados, de modo que este surco queda 

inaccesible a los péptidos presentes en el ER. Luego, los complejos son 

transportados hacia el Golgi, donde se completa la glicosilación de las tres 

cadenas y posteriormente al trans-Golgi (TGN) y a compartimentos endocíticos, 

gracias a una señal de transporte presente en la cadena Ii. En dichos 

compartimentos, las moléculas de clase II se encuentran con péptidos derivados 

por proteólisis de Ags internalizados, los cuales reemplazarán a Ii202. 

El sistema endocítico celular consiste en un intrincado arreglo de 

vesículas, vacuolas y túbulos interconectados entre sí, con la membrana 

plasmática y con el TGN (Figura 8). Las primeras estructuras encargadas de 
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recibir el material endocitado son los endosomas tempranos (ETe). Estos 

compartimentos presentan una relativamente baja actividad proteolítica, 

pueden extenderse hasta el TGN y se conectan con los endosomas encargados 

de la distribución de proteínas hacia la membrana plasmática o el TGN y 

también con endosomas de “reciclado” de receptores como el receptor de 

transferrina, hacia la membrana plasmática. Aquellas proteínas que no reciclan, 

son a continuación transportadas a endosomas tardíos (ETa) y lisosomas. Los 

ETa derivan de los ETe y a su vez van madurando gradualmente a lisosomas, y 

reciben también el nombre de “cuerpos multivesiculares” (CMV) o “endosomas 

multivesiculares”. Estos compartimentos adquieren proteínas de membrana 

asociadas a lisosomas (lamps, como CD63) y constituyen sitios de elevada 

actividad degradativa. 

Se ha demostrado por microscopía electrónica, que la mayoría de las 

moléculas MHC de clase II intracelular se localizan, en CPA , en estructuras que 

presentan numerosas vesículas y membranas internas, típicas de los ETa y 

lisosomas. Estas estructuras se han denominado MIICs (compartimentos 

enriquecidos en moléculas MHCII). Estos compartimentos están también 

enriquecidos en enzimas como catepsinas, y, como se describió anteriormente, 

en las tetraspaninas CD63 y CD82 en linfocitos B, pero al comienzo de este 

trabajo de Tesis no se disponía de datos sobre la presencia de tetraspaninas en 

los MIICs de CDs. Los complejos MHC II-Ii provenientes del camino 

biosintético son transportados a ETa y fundamentalmente a MIICs. Al alcanzar 

estos compartimentos, la cadena Ii es degradada, quedando sólo un péptido de 

la misma (péptido CLIP) asociado al surco de las cadenas MHCII, hasta ser 

removido e intercambiado por los péptidos antigénicos, procesos que son 

facilitados por la molécula símil-MHC denominada HLA-DM (“editora” de 

pétidos). Otras moléculas que contribuyen al cargado de los péptidos son las 

moléculas HLA-DR y HLA-DO (símiles-MHC) y tetraspaninas como CD63, 

CD81 y CD82 en linfocitos B86. Recientemente, se pudo detectar que las 

moléculas MHCII unidas a Ii o a CLIP se encuentran en dominios “rafts”, 
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mientras que las moléculas “editoras” se localizan en  los microdominios 

enriquecidos en tetraspaninas. El “encuentro” entre ambos dominios necesario 

para el cargado de las moléculas MHCII sería facilitado por la capacidad de las 

tetraspaninas de movilizarse (y dirigir a las proteínas asociadas) hacia los 

“rafts” gracias a la presencia de residuos palmitoilados en su estructura 

(descriptos en 1.1)203. Asimismo, la naturaleza de los péptidos unidos a las 

moléculas MHCII determinarían la afinidad del complejo por distintos 

dominios de membrana203. Esto último explicaría la localización de moléculas 

MHCII cargadas con determinados epitopes antigénicos en dominios 

enriquecidos en tetraspaninas88. 

Los complejos MHCII-péptidos alcanzan la superficie celular mediante la 

fusión de los MIICs con la membrana plasmática. A su vez, por exocitosis, se  

liberan al medio extracelular vesículas provenientes de estos compartimentos, 

las cuales reciben el nombre de exosomas94. Por otra parte, se postula que los 

compartimentos CIIVs participarían en el transporte de los complejos MHCII-

péptidos a la membrana plasmática mediante un sistema tubular204 (Figura 9). 
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FIGURA 8. Rutas de transporte de las moléculas MHCII
Marcadores de compartimentos endocíticos
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plasmática 

   MHC II ++ 
     Rc. Tf ++ 

endocitosis

exocitosis 

lisosoma 
MIIC 

multilaminar 

MIIC 
intermedio 

CMV 
MIIC 

multivesicular

MIIC 
temprano 

ETe 

ETa 

   MHC II +++ 
    HLA-DM +/- 

Ii ++ 
    cateps. D + 

RMP +/- 
CD63 + 

MHC clase II/ Ii 

   MHC II +++ 
    HLA-DM +++ 

Ii + 
    cateps. D ++ 

RMP – 
CD63 ++ 

 

   MHC II + 
    HLA-DM +/- 

Ii +++ 
    cateps. D +/- 

Rc. Tf +/- 
 

   MHC II - 
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    HLA-DM ++ 

    cateps. D ++ 
RMP – 
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La fracción mayoritaria de las moléculas de clase II sintetizadas de novo, viajan desde el TGN a
los MIICs tempranos y desde allí siguen el camino endocítico o son transportadas a la
membrana plasmática, desde donde son endocitadas y conducidas a los ETe. El
procesamiento antigénico, la degradación de Ii y el cargado de los péptidos comienza en los
MIICs tempranos y se acentúa en los subsiguientes. La fusión de los MIICs multivesiculares
con la membrana plasmática permite la deposición en la superficie de las moléculas de clase
II, así como la exocitosis de las vesículas internas (exosomas).  ETe: endosoma temprano; ETa:
endosoma tardío; Ii: cadena invariante; Rc. Tr: receptor de transferrina; RMP: receptor de
manosa-6-fosfato; cateps. D: catepsina D; CMV: cuerpos multivesiculares.  
Modificado de Immunol. Today 19:282-287, 1998 

2.2.3.2. Diferencias entre células dendríticas inmaduras y maduras 

 

Durante la inducción de la maduración de las CDs, se produce un 

aumento en la expresión de superficie de las moléculas MHC de clase I y II, 

como consecuencia de un aumento tanto en la síntesis como en la vida media de 

estas moléculas. La actividad endocítica/fagocítica celular se reduce 
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notablemente, con lo cual se reduce también el transporte de los complejos 

MHC-péptidos a los lisosomas, surgiendo de este modo la estabilización de 

dichos complejos en la superficie de las CDs. La maduración también conduce 

al aumento en la expresión de moléculas co-estimulatorias, importantes para la 

interacción CPA-linfocito T, como CD40, CD80 y CD86159,205 (Figura 4A). 

A su vez, durante la maduración, se produce un aumento en la actividad 

de la maquinaria de procesamiento antigénico (por ej., la ubiquitinación y la 

actividad proteolítica de enzimas involucradas en la degradación antigénica y 

de la cadena invariante Ii)204,206,207 (Figura 9). Se ha observado que la 

maduración induce la activación de bombas de protones, intensificándose la 

acidificación de los lisosomas y facilitándose de este modo la formación de los 

complejos MHCII-péptidos. En las CDs inmaduras humanas, en cambio, los 

complejos MHC-péptidos de la superficie celular son rápidamente 

internalizados, con lo cual la presentación antigénica es de muy corto plazo208. 

De esta forma, el sistema inmune se asegura de que fundamentalmente se 

presenten a los linfocitos T aquellos antígenos capturados donde se generó la 

“señal de peligro”, es decir, donde hubo un foco inflamatorio inducido por la 

entrada de algún patógeno, como una de las posibles causas. Como 

consecuencia, se evita la presentación de antígenos propios, que son 

continuamente endocitados por las CDs, los cuales normalmente conducen a la 

anergia de los clones de linfocitos T reactivos contra ellas209,210, pero que en 

algunos casos podrían causar autoinmunidad. 

 La presencia de citoquinas anti-inflamatorias (como IL-10) pueden 

interferir con la regulación del procesamiento y la presentación antigénica. Por 

lo tanto, el microambiente de citoquinas que se genera en el sitio donde las CDs 

reciben la “señal de peligro” es un factor crucial en la determinación de la 

orientación de la respuesta inmune que se induce. A su vez, el panel de 

citoquinas secretadas por las CDs se relaciona con la polarización de la 

respuesta inmune hacia una respuesta celular o humoral. Como ejemplo, la 

producción de IL-12 por las CDs induce una respuesta de tipo T helper-1. Por 
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otra parte, la dosis antigénica, la afinidad del antígeno por el MHC y el TCR y la 

duración del contacto APC-linfocito T son factores que también pueden influir 

en el tipo de respuesta inmune inducida151,159. 

 

2.3 Células dendríticas en inmunoterapia del cáncer 

 

El cáncer es una enfermedad de origen genético, que resulta de la 

acumulación de mutaciones en células normales, las cuales llevan a la 

adquisición de un fenotipo “maligno”, caracterizado por la proliferación 

descontrolada de las células (independiente de factores de crecimiento), la 

pérdida de la inhibición del crecimiento por contacto, la evasión de la muerte 

celular por apoptosis, la insensibilidad a factores inhibidores del crecimiento, la 

habilidad de invadir tejidos adyacentes y colonizar órganos distantes y la 

capacidad de promover el desarrollo de nuevos vasos sanguíneos 

(angiogénesis)211,212. Por otra parte, los tumores liberan factores 

inmunosupresores que modulan la respuesta del sistema inmune promoviendo 

el “escape” tumoral. Las CDs, las cuales desempeñan un rol fundamental en el 

reclutamiento y activación de linfocitos T, son también afectadas en su función 

por dichos factores. Al respecto, las CDs presentes en tejidos tumorales se 

encuentran mayoritariamente en estado inmaduro, inactivas e incapaces de 

migrar a los órganos linfoides secundarios213. Por otra parte, la presencia de 

CDs maduras en el sitio tumoral se ha asociado a un pronóstico favorable en 

varios tumores humanos214. 

Por tales motivos, la utilización de CDs cultivadas in vitro a partir de 

precursores (fundamentalmente monocitos de sangre periférica215) surgió en 

1996 como una alternativa posible para el tratamiento del cáncer216, ya que las 

CDs, al ser obtenidas fuera del microambiente inmunosupresor del paciente 

serían capaces de estimular la respuesta anti-tumoral de los linfocitos. A partir 

de ese momento, se han diseñado varias estrategias para la utilización de CDs 

en inmunoterapia del cáncer, las cuales están siendo actualmente evaluadas en 
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más de sesenta ensayos clínicos217,218. La elevada capacidad endocítica de estas 

células puede ser aprovechada para el cargado in vitro con Ags de interés, como 

proteínas o péptidos asociados a tumor219,220, lisados tumorales221,222 y células 

tumorales apoptóticas223,224. De esta forma, las CDs pueden presentar in vivo los 

Ags capturados in vitro, a los linfocitos T CD4+ y/o CD8+ (dependiendo del 

contexto del MHC en el que se presenten los péptidos), promoviendo una 

respuesta anti-tumoral. En efecto, en varios pacientes se han observado 

respuestas específicas de linfocitos T citotóxicos contra Ags presentados por las 

CDs217,225. Asimismo, las CDs pueden ser transfectadas con ADN o ARN226 o 

infectadas con vectores virales portando genes de interés227.  

Por otra parte, la endocitosis mediada por  receptor también puede ser 

explotada con el fin de dirigir Ags a receptores de superficie. Al respecto, se han 

realizado ensayos pre-clínicos de este tipo dirigiendo Ags al receptor DEC-205, 

CD11b/CD18, TLR-2, Fcγ, DC-SIGN, MR y receptores de quemoquinas227-234. 

Con este fin de “dirigir” Ags a receptores celulares, los anticuerpos 

monoclonales están demostrando ser una herramienta eficaz para introducir 

dichos Ags en las vías de presentación antigénica de clase I y/o II, según el 

receptor elegido como vía de entrada228, 233-235. 

Hasta el momento, la vacunación con CDs ha producido resultados 

satisfactorios236, demostrando ser factible y segura, causando mínimos efectos 

colaterales, y la evidencia obtenida claramente indica que la maduración de las 

CDs es un requisito indispensable para la inducción de una respuesta inmune 

efectiva. Sin embargo, son aún necesarios: la estandarización de variables como 

el modo de obtención de las CDs; el subtipo y estado de maduración de las 

mismas al momento de la administración; la vía, dosis e intervalos de 

administración; el modo de cargado de Ags, y estudios a largo plazo que 

confirmen su eficacia179,217,237. Al respecto, una de las principales limitaciones de 

la inmunoterapia parece ser el escaso número de CDs que alcanzan los ganglios 

linfáticos al ser inyectadas en la periferia. Por esta razón, se están ensayando 

estrategias que incluyen el pre-tratamiento del sitio de inyección  con citoquinas 
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inflamatorias como TNF-α o ligandos de los TLR y la transfección de CDs con 

quemoquinas como CCR-7, citoquinas inflamatorias e inmunoestimulatorias o 

anticuerpos anti CD40, de modo de inducir un microambiente que mejore la 

migración de las CDs179,225,238-240. Por otra parte, se está también evaluando la 

eficacia de vías de administración alternativas, como intra-nodular e intra-

tumoral222,241. 
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3. Anticuerpos monoclonales 

 

3.1 Estructura y función de los anticuerpos 

 

En 1897, Paul Ehrlich propuso por primera vez que las células del 

sistema inmune presentan receptores para sustancias extrañas y que son 

capaces de liberarlos cuando entran en contacto con ellas, comparando esta 

interacción con el sistema “llave-cerradura” y vaticinando que dichos 

receptores se comportarían como “balas mágicas”242. Estos receptores 

constituyen los hoy llamados anticuerpos (Acs) y las sustancias reconocidas por 

ellos, antígenos (Ags). 

Los Acs o inmunoglublinas (Igs)243 constituyen una familia de 

glicoproteínas estructuralmente relacionadas, las cuales median la respuesta 

inmune específica humoral. Están compuestas por dos cadenas livianas 

idénticas (de aproximadamente 25 kDa) y dos cadenas pesadas idénticas (de 

aproximadamente 55 kDa) (Figura 10). Ambos tipos de cadenas contienen 

unidades homólogas que se pliegan de forma independiente en una estructura 

globular común denominada “dominio de inmunoglobulina”, la cual 

caracteriza a las proteínas pertenecientes a la “superfamilia de las 

inmunoglobulinas”. Cada cadena pesada consta de un dominio variable (VH) y 

tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3), y cada cadena liviana presenta un 

dominio variable (VL) y uno constante (CL). Las regiones variables (porción Fv 

del Ac) son las que presentan mayor diversidad de secuencia, a diferencia de las 

constantes (porción Fc) que están más conservadas. A su vez, dentro de las 

regiones variables de las cadenas pesadas y livianas se encuentran tres tramos 

de secuencias de extraordinaria diversidad denominadas regiones 

hipervariables o regiones determinantes de la complementariedad. Estas 

regiones constituyen el paratope o superficie de unión del Ac a determinadas 

regiones del Ag llamadas determinantes antigénicos o epitopes. 
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En cada individuo existen hasta 109 moléculas de anticuerpo diferentes, 

cada una de ellas portando una secuencia de aminoácidos única en los sitios de 

combinación con el Ag. Esta extraordinaria diversidad de estructuras permite al 

organismo el reconocimiento de una enorme variedad de epitopes diferentes. 

La interacción Ac-Ag, aunque no es covalente, se caracteriza por ser altamente 

específica y por presentar una elevada fuerza de unión (constante de 

disociación Kd= 10-6-10-10 M). 

Se dividen en cinco clases: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, las cuales pueden a 

su vez dividirse en subclases (según pequeñas diferencias en las cadenas 

pesadas) como IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 en el hombre, e IgG1, IgG2a, IgG2b e 

IgG3 en el ratón. Por otra parte, las cadenas livianas pueden pertenecer al 

isotipo κ o λ. 

Así como las regiones variables de los Acs son responsables de la 

especificidad y diversidad de la respuesta inmune, la regiones constantes 

participan en funciones efectoras, como la activación del complemento, la 

citotoxicidad celular dependiente de Acs y las reacciones de hipersensibilidad, 

y favorecen la fagocitosis mediante la opsonización del Ag243, corroborando el 

concepto de “balas mágicas” acuñado por Paul Ehrlich. 

Los anticuerpos son producidos por los linfocitos B en una forma 

asociada a la membrana (receptor) y en una forma secretada. Las células B que 

expresan Igs de membrana son capaces de reconocer al Ag y de diferenciarse a 

células secretoras de Acs (plasmocitos). Cada clon estimulado de linfocitos B 

produce anticuerpos idénticos entre sí, específicos para un determinado 

epitope, de modo que en el torrente sanguíneo es posible encontrar anticuerpos 

diferentes, cada uno de ellos derivado de un clon de linfocitos B (anticuerpos 

policlonales). 
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3.2 Producción de anticuerpos monoclonales 

 

En 1975, César Milstein y Georges Kohler describieron un método para 

inmortalizar células secretoras de Acs a partir de un animal inmunizado, 

seleccionando luego anticuerpos específicos para un único determinante 

antigénico. El método se basa en la fusión entre una célula B normal productora 

de Acs y una célula de mieloma (tumor derivado de un linfocito B) y en la 

selección de las células fusionadas que producen Acs de una determinada 

especificidad. Estas líneas celulares inmortalizadas, productoras de Acs 

específicos para un único determinante antigénico, se denominan hibridomas, y 

los Acs producidos, “anticuerpos monoclonales” (AMCs)244,245. 

 

3.3 Aplicación de los anticuerpos monoclonales 

 

Los AMCs son ampliamente utilizados, principalmente con fines 

diagnósticos y de investigación. Resultan de suma utilidad para la 

identificación de marcadores fenotípicos característicos de un determinado tipo 

celular y para la identificación de Ags aún desconocidos, para el análisis 

funcional de la superficie celular y de las moléculas secretadas (mediante la 

estimulación, inhibición o neutralización de las funciones celulares luego de la 

unión Ac-Ag), para el diagnóstico de enfermedades infecciosas, autoinmunes y 

tumorales (mediante la detección de Ags o Acs específicos presentes en la 

circulación sanguínea o en los tejidos) y para el tratamiento de ciertos tumores.  

 

3.3.1.Anticuerpo monoclonal FC-5.01 

 

En nuestro laboratorio se desarrolló un AMC murino denominado FC-

5.01 (IgG2a,κ)1, usando como inmunógeno la línea celular de carcinoma 

mamario humano indiferenciado IIB-BR-G246. El AMC FC-5.01 reconoce a la 

tetraspanina CD63. 
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Mediante inmunohistoquímica, se observó que FC-5.01 reconoce varios 

carcinomas humanos y 100% de los melanomas malignos. Se ha demostrado 

que el complejo de superficie FC-5.01-CD63 es capaz de internalizarse en 

células IIB-BRG, cuando éstas son incubadas a 37ºC247. Por otra parte, FC-5.01 

marcado con 99mTc o 125I puede radioinmunodetectar tumores humanos (IIB-BR-

G) creciendo en ratones atímicos248.  

El AMC FC-5.01 fue patentado y es comercializado por el laboratorio 

Zymed (San Francisco, California) con fines de investigación y de diagnóstico 

in-vitro.  

 

3.3.2 Los anticuerpos monoclonales como agentes anti-tumorales 

 

El tratamiento actual del cáncer consiste, cuando es posible, en la cirugía 

para remover el tumor, combinada con radio o quimioterapia. Estas últimas 

afectan a células en rápida división, lo cual incluye a las células cancerosas, 

pero también a células normales, siendo esto último responsable de los severos 

efectos adversos de estas terapias. Por este motivo, se intentan desarrollar 

formas de tratamiento que sean específicas para las células tumorales, sin 

afectar al tejido normal. En este sentido, los AMCs surgieron hace casi treinta 

años como una alternativa promisoria. 

En la actualidad se utilizan AMCs en sistemas comerciales de 

radioinmunodetección de tumores (como Oncoscint® para cáncer de colon y 

Prostascint® para cáncer de próstata). Asimismo, se ha aprobado el uso de 

algunos AMCs con fines terapéuticos (como ejemplos: Rituxan®para el 

tratamiento de leucemias y  linfomas CD20+ y Herceptin® para el tratamiento 

principalmente de cáncer de mama, pero también de algunos tumores de 

páncreas y pulmón). Por otra parte, se encuentra en curso una gran cantidad de 

ensayos clínicos que involucran el uso de AMCs. Sin embargo,  el número de 

ellos aprobados para uso terapéutico es, hasta la fecha, limitado249,250. 
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Una de las desventajas iniciales en el uso de AMCs con fines terapéuticos 

fue la observación de que los pacientes desarrollaban una respuesta inmune 

anti-ratón (origen de la mayoría de los AMCs), lo cual bloqueaba el potencial 

efecto de los Acs, y la formación de los complejos inmunes podía provocar daño 

renal. Por esta razón, la mayoría de los Acs utilizados actualmente con fines 

terapéuticos son anticuerpos “quiméricos” (contienen la región variable de 

origen murino y la constante humana, como es el caso de Rituxan®) o 

anticuerpos “humanizados” (sólo las  regiones hipervariables son de origen 

murino, como Herceptin®). Actualmente es también posible la producción de 

AMCs totalmente humanos en forma sintética o a partir de ratones 

transgénicos251, los cuales están siendo evaluados en ensayos clínicos252. 

Pero la actual limitación para el uso terapéutico de los AMCs reside, 

fundamentalmente, en  las características físicas de los AMCs:  

1) el tamaño de la molécula de AMC limita su capacidad de difundir de la 

vasculatura hacia el tumor. 

2) las interacciones del AMC con receptores a Fc presentes en el tejido normal 

pueden alterar su distribución y provocar efectos secundarios no 

deseados253. 

Esta limitación explica por qué son eficientemente tratados con AMCs 

fundamentalmente los tumores líquidos (como leucemias y linfomas) y que se 

hayan aprobado para uso terapéutico contra tumores sólidos sólo dos AMCs: 

Herceptin® y PanoRex® (este último utilizado en Alemania para el tratamiento 

de cáncer de colon; no fue aprobado por la FDA de Estados Unidos por tratarse 

de un AMC murino). 

Por tal motivo, se están diseñando actualmente fragmentos derivados de 

AMCs, de menor tamaño que ellos, que carecen de la porción Fc, como una 

forma de mejorar la penetración tumoral y limitar los efectos no 

deseados249,250,254. 
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4. Fragmentos derivados de anticuerpos monoclonales 

 

Estos fragmentos pueden obtenerse mediante proteólisis de los Acs 

intactos o en forma recombinante (Figura 10). En el primer caso, los fragmentos 

más pequeños que han podido obtenerse son los fragmentos Fab monovalentes, 

compuestos por el dominio variable de las cadenas pesada y liviana (VH  y VL) 

y un dominio constante de ambas cadenas (CH1 y CL). Por otra parte, mediante 

la tecnología de ADN recombinante se han podido obtener fragmentos 

monovalentes más pequeños, conteniendo sólo la porción variable del Ac 

(fragmentos “single-chain Fv” (scFv)).  

En comparación con los anticuerpos intactos, estos fragmentos muestran 

mejores propiedades farmacocinéticas para la penetración tumoral sin perder 

su capacidad de reconocimiento antigénico. Sin embargo, por sus características 

monovalentes presentan una baja tasa de retención en los tejidos, lo cual hace 

necesario su administración constante. Por esta razón, se han diseñado 

conjugados diméricos, triméricos y tetraméricos de estos fragmentos, de modo 

de aumentar su afinidad y de este modo su retención en el sitio de interés. 

(Hudson). Por otra parte, estos fragmentos presentan limitaciones en su 

producción a gran escala. Este problema puede ser superado mediante 

estrategias de terapia génica, las cuales permiten la expresión intracelular de 

estos fragmentos (“intrabodies”) en forma constante (compensando su rápida 

eliminación), y con patrones de glicosilación singeneicos, lo cual los haría 

menos inmunogénicos y mejor tolerados255. 

Estos fragmentos pueden acoplarse a moléculas capaces de ejercer 

alguna función sobre la célula luego de su unión (como drogas citotóxicas, 

toxinas, pétidos, enzimas), dando lugar a Acs “bifuncionales”. En el caso de la 

terapia anti-tumoral, estos anticuerpos bifuncionales permiten localizar Ags 

asociados a tumor y luego ejercer un efecto citotóxico sobre la célula tumoral, 

reviviendo el concepto de “balas mágicas” surgido más de un siglo atrás250,256.  
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Por otra parte, estos fragmentos o los Acs enteros pueden dirigir 

péptidos o proteínas a CPAs como las CDs, que serán degradados y 

presentados por ellas en el contexto de clase I ó II, estimulando de esta forma la 

reacción del sistema inmune contra Ags de interés, como pueden ser antígenos 

tumorales (descripto en 2.3)228. Dentro de esta línea de inmunoterapia, una 

estrategia innovadora es la utilización de los denominados “troybodies”, 

anticuerpos cuya porción variable reconoce moléculas presentes en APCs y 

cuyos dominios constantes “esconden” (a la manera de un caballo de Troya) 

secuencias que codifican para epitopes reconocidos por las células T, los cuales 

serán presentados por las APCs una vez procesados dichos anticuerpos257. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 10. Anticuerpos y fragmentos derivados 
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4.1 Fragmentos recombinantes “single-chain Fv”  

 

4.1.1 Estructura y producción 
 

Las fragmentos recombinantes “single-chain Fv” (scFv), son fragmentos 

monovalentes que resultan del clonado de la porción variable de la cadena 

pesada (VH) y la porción variable de la cadena liviana (VL) de una 

inmunoglobulina, ensambladas mediante un péptido espaciador de naturaleza 

flexible. Presentan un peso molecular de aproximadamente 25 kDa. Pueden ser 

generadas clonando en vectores de expresión secuencias de ADN de 

hibridomas murinos258-260, o a partir de bibliotecas de fagos (“display en 

fagos”)261,262, o, recientemente, de bibliotecas de levaduras263, de bibliotecas de 

retrovirus264 y en plantas transgénicas265. En el caso de la tecnología de “display 

en fagos”, un gran repertorio de secuencias de ADN que codifican para los 

fragmentos de  Acs (biblioteca) son fusionadas con genes que codifican para 

proteínas del core de bacteriófagos, de modo que estos virus se replican en 

cultivos de bacterias y los fragmentos de Ac son presentados en la superficie del 

fago. A continuación, se realiza un proceso de selección de varias rondas, 

basado en la unión de dichos fragmentos a las moléculas de interés. A su vez, es 

posible generar mutaciones en los fragmentos seleccionados de modo de 

mejorar la afinidad de los mismos, de modo que el proceso incluye varios ciclos 

de mutación, exhibición, selección y amplificación de los productos 

seleccionados256,258,266. 

 

4.1.2 Aplicaciones terapéuticas  

 

Los fragmentos scFv poseen diversas ventajas sobre los anticuerpos 

enteros para ser utilizados terapéuticamente como agentes anti-tumorales267-269, 

entre ellas se pueden mencionar: a) su pequeño tamaño les permite penetrar un 

tumor más rápidamente, b) al no presentar la porción Fc del anticuerpo 
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monoclonal de origen, generalmente murino, son menos inmunogénicos; por 

otra parte, actualmente es posible generar scFvs humanos270, c) una vez 

clonados pueden ser manipulados con bastante facilidad y versatilidad para 

construir moléculas quiméricas conteniendo enzimas271,272, toxinas273-275, 

citoquinas276-279 o péptidos280,281, o bien anticuerpos bivalentes y/o 

biespecíficos282-285; dichas construcciones están siendo actualmente evaluadas en 

líneas celulares y modelos animales para ser utilizadas con fines terapéuticos. 

Los fragmentos scFv pueden ser también clonados en vectores de expresión 

intracelular, con el fin de neutralizar proteínas virales, factores de transcripción,  

moléculas oncogénicas (tales como p21ras) o enzimas (como la colagenasa tipo 

IV) en el interior de las células266,286-289, como vehículos de moléculas 

inmunomoduladoras290,291, o formando quimeras con receptores de superficie 

celular de modo de modular la interacción con otros tipos celulares, incluyendo 

la regulación de la respuesta inmune227,292,293. 

Las moléculas scFv constituyen una alternativa promisoria frente a los 

tratamientos convencionales como la quimio- o radioterapia, ya que éstos están 

limitados por sus efectos tóxicos sobre tejidos normales a determinadas dosis. 

Como ejemplo se puede citar el uso de citoquinas asociadas a scFvs, el cual 

combina la especificidad del anticuerpo por las células tumorales con la 

liberación local de la citoquina, constituyendo una interesante posibilidad para 

disminuir los severos efectos colaterales asociados a la administración de las 

mismas en altas dosis. Las moléculas scFv aparecen también como herramientas 

ideales para el diagnóstico clínico por imágenes o la radioinmunoterapia, 

debido a su rápida penetración tumoral y a la alta relación tumor:tejidos 

normales obtenida a tiempos cortos, después de su administración294. Al ser 

eliminados rápidamente de la circulación, es posible marcarlos con isótopos de 

corta vida media, como el 99mTc. Se han elaborado varios scFvs como agentes 

para el diagnóstico por imágenes295-298, algunos de ellos están siendo 

actualmente evaluados en ensayos clínicos de fase I299-301. Asimismo, se está 
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estudiando en modelos animales la eficacia de scFvs radiomarcados en 

radioterapia de tumores302-304.  

La mayoría de estos fragmentos aún está siendo evaluada en ensayos 

pre-clínicos, pero los resultados hasta el momento obtenidos permiten inferir 

que las “balas mágicas”, finalmente, están dando en el blanco305. 
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MATERIALES y MÉTODOS 
 

1. Anticuerpos 
 

Fueron utilizados los siguientes Acs: AMC de ratón anti-CD63 (FC-5.01, 

Zymed, South San Francisco, California), anticuerpo policlonal de conejo anti-

antígeno de endosomas tempranos-1 (EEA-1) humano (BD Pharmingen, San 

Diego, CA, USA, donación del Dr. J. Salamero, Institute Curie, Paris, France), 

anticuerpo policlonal de cabra anti-proteína de lisosomas asociada a 

membrana-2 (LAMP-2) humana (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), HLA-

DR, -DP y -DQ (IgG2a/κ) y anti-CD86 (IgG1/κ) humanos conjugados con 

isotiocianato de fluoresceína (FITC), AMCs de ratón anti-CD9 (IgG1/κ), anti-

CD29 (IgG1/κ), anti-CD40 (IgG1/κ), anti-CD80 (IgM/(IgG1/κ), anti-CD81 

(IgG1/(IgG1/κ), anti-CD82 (IgG1/(IgG1/κ), anti-CD151 (IgG1/κ), anti-MHCI 

(A, B, C, IgG1/κ) y anti-MHCII (IgG2a/κ) humanos (Pharmingen, NJ, USA), 

anticuerpo policlonal de conejo anti-dectin-1 humano (donación del Dr. P. 

Brossart, Universidad de Tübingen, Tübingen, Alemania), AMCs de ratón anti 

CD11b y anti-CD18 humanos (donación del Dr. V. Horejsi, Academia de 

Ciencias de la República Checa, República Checa), AMCs de ratón anti-α5 

humana (Chemicon International, CA, USA), anti-β3 humana (Cymbus 

Biotechnology, UK),  IgG2a de ratón, κ (control de isotipo del FC-5.01 y del Ac. 

anti-MHCII), IgG1 de ratón, κ (control de isotipo de los anticuerpos anti-MHCI, 

anti-CD9, anti-CD29, anti-CD40, anti-CD81, anti-CD82 y anti CD151), IgM de 

ratón, κ (control de isotipo del Ac anti-CD80) e IgG1 de ratón, κ, marcado con 

FITC (control de isotipo del Ac anti-CD86) (Sigma, Saint Louis, MO, USA), 

suero humano anti-toxoide tetánico (donación de la Dra. V. López, Fundación 

Instituto Leloir, Buenos Aires, Argentina), anticuerpo policlonal de conejo anti- 
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inmunoglobulinas de ratón conjugado con Cy3 (RAM-Cy3), anticuerpo 

policlonal de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo conjugado con cy3 (GAR-

cy3), anticuerpo policlonal de cabra anti-inmunoglobulinas de ratón conjugado 

con cy5 (GAM-cy5), anticuerpo policlonal de conejo anti-inmunoglobulinas de 

cabra conjugado con cy5 (RAG-cy5), anticuerpo policlonal de cabra anti- 

inmunoglobulinas de ratón conjugado con ficoeritrina (GAM-PE) y anticuerpo 

policlonal de conejo anti-inmunoglobulinas humanas conjugado con FITC 

(RAH-FITC) (Dako, CA, USA), anticuerpo policlonal de cabra anti- 

inmunoglobulinas de conejo conjugado con peroxidasa (HRP-GAR), anticuerpo 

policlonal de cabra anti-inmunoglobulinas de ratón conjugado con fosfatasa 

alcalina (GAM-PA) y anticuerpo policlonal de ratón anti-inmunoglobulinas 

humanas conjugado con peroxidasa de rábano picante (MAH-HRP) (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories, Weat Grove, PA, USA), anticuerpo policlonal 

de cabra anti-inmunoglobulinas de ratón conjugado con FITC (GAM-FITC), 

anticuerpo policlonal de cabra anti-inmunoglobulinas de ratón conjugado con 

isotiocianato de tetrametil rodamina (TRITC) (GAM-TRITC) y anticuerpo 

monoclonal de ratón anti-polihistidina (Sigma). 

El AMC 9E10 (IgG1, κ, anti-c-myc) fue purificado a partir del 

sobrenadante de cultivo del hibridoma productor por medio de una resina de 

Proteína G-Sepharosa (Pharmacia, NJ, USA), previa ultrafiltración y diálisis del 

sobrenadante. Su pureza se controló por electroforesis en geles de 

poliacrilamida (SDS-PAGE, 12%)306. La cuantificación se realizó por el método 

de Lowry307. Se obtuvo un elevado rendimiento de 9E10 (20 mg de anticuerpo 

puro/250 ml de sobrenadante de cultivo de hibridoma) con alta pureza (>95%) 

(Figura 11). 
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FIGURA 11. Purificación del AMC 9E10 
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SDS-PAGE 12%. Calle 1: Marcadores de PM 
Calle 2: Sobrenadante de cultivo del hibridoma, 
ultrafiltrado y dializado. Calle 3: AMC 9E10. 

2. Células 
 

2.1 Obtención de células dendríticas y linfocitos 

 

Las CDs se obtuvieron a partir de monocitos de sangre periférica del 

siguiente modo: Se aislaron los leucocitos de sangre periférica de dadores sanos 

mediante “buffy coats” (provistos por el Servicio de Hemoterapia del Hospital 

Naval “Pedro Mallo”) y se sembraron en una dilución ½ en buffer fosfato salino 

(PBS, 7 mM KH2PO4, 14 mM Na2HPO4, 25 mM NaCl, pH 7,4) en un gradiente 

de densidad de Ficoll 9% (Sigma)-Hypaque 33,3% (Triyosom, 50% 

amidotrizoato sódico, Laboratorio Justesa Imagen, Argentina) en proporción 

12:5 (Ficoll:Hypaque) (Esquema 1). Luego de centrifugar dichos gradientes 

durante 30 min. a 1.500 rpm, se aisló la capa correspondiente a las células 

mononucleares (linfocitos y monocitos), la cual se lavó con PBS. Las células se 

resuspendieron en medio sin suero AIM-V (Gibco BRL, Grand Island, NY, 

USA), se plaquearon en placas de cultivo celular y se dejaron adherir a las 

mismas durante 2 hs. a 37ºC. Cumplido dicho lapso de tiempo, las células no 

adherentes (linfocitos) fueron separadas y las adherentes (monocitos) fueron 
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cultivadas de 5 a 7 días en medio AIM-V fresco suplementado con 800 U/ml de 

factor estimulante de colonias granulocito-monocito (GM-CSF) (LEUCOMAX, 

Molgramostim, Schering-Plough, Ireland) y 50 ng/ml de interleuquina-4 (IL-4) 

humana recombinante (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA). Para algunos 

experimentos, luego de 5 días de cultivo (células dendríticas inmaduras) se 

agregó al medio 1 µg/ml de lipopolisacárido (LPS) de Pseudomonas Aeruginosa 

(Sigma, St. Louis, Missouri) durante 48 hs., de modo de obtener CDs maduras.  

Para la separación de monocitos y linfocitos, en algunos casos se utilizó 

una columna de separación magnética (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Alemania). Las células mononucleares aisladas fueron incubadas con 

partículas imantadas marcadas con anticuerpos anti-CD14 (marcador de 

monocitos) (Miltenyi) durante 15 min. a 4ºC, en una relación de 100 µl de 

partículas/108 células en 500 µl de buffer PBS con 0,5% de albúmina humana y 2 

mM EDTA. Luego, las células se sembraron en la columna magnética 

equilibrada en dicho buffer, y se recolectaron 2 fracciones: la no adherente a la 

columna (linfocitos) y la adherente (monocitos), la cual se despegó mediante 

presión con un émbolo. Los monocitos fueron cultivados como se indica en el 

párrafo anterior. 

 

 
ESQUEMA 1. Obtención de células dendríticas inmaduras humanas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“buffy coat” diluido en PBS 
 
Ficoll:Hypaque 
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monocitos + linfocitos 
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30 min. 1.500 rpm

2 hs., 37ºC 

adhesión remoción de linfocitos 

+ medio de cultivo 

AIM-V 

monocit

os 
+ AIM-V 

5 días, 37ºC 

CD inmaduras 
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2.2 Cultivo de líneas celulares 

 

Las células IIB-MEL-J, (línea de melanoma humano CD63+ desarrollada 

en nuestro laboratorio308), fueron cultivadas en medio Dulbecco modificado por 

Eagle (DMEM)-F12 (Sigma) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10%, 

20 nM  selenito de Na, 2 mM glutamina, 100 µM ácido ascórbico, 0,3 mg/ml 

galactosa, 0,15 mg/ml  transferrina , 5 ng/ml EGF, 5 µg/ml  insulina y 3,7 g/l 

HCO3Na,  a 37ºC con atmósfera húmeda y 5% CO2.  

Las células BHK (línea de células de riñón de hamster bebé, donadas por 

la Dra. A. Gamarnik, Fundación Instituto Leloir), fueron cultivadas en medio 

esencial mínimo (MEM, Sigma) suplementado con FBS al 10% y 2 mM 

glutamina. 

Las células del hibridoma productor de AMC 9E10, se cultivaron 

inicialmente en medio hibridoma (medio DMEM suplementado con 3,5 g/l 

glucosa, 1 mM piruvato de Na, 2 mM glutamina y  3,7 g/l HCO3Na), con 10% 

de FBS, y luego se fue disminuyendo paulatinamente el porcentaje de suero 

(período de adaptación) hasta mantener el cultivo en medio hibridoma libre de 

suero, (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), el cual facilita la posterior 

purificación del anticuerpo. 

 

2.3 Preparación de extractos de células dendríticas 

 

        Las CDs inmaduras fueron lisadas en buffer de inmunoprecipitación  (1% 

[3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato] (CHAPS) en PBS, 2 

mM MgCl, 2 mM fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), 10 ug/ml de aprotinina, 10 

ug/ml de leupeptina) durante 1 h. a 4°C y centrifugadas a 14.000 rpm durante 

10 min. La concentración de proteínas se determinó por el método de Lowry. 
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2.4 Preparación de extractos tumorales 

 

Los extractos tumorales se obtuvieron a partir de tumores humanos (1-

2g) obtenidos de intervenciones quirúrgicas y conservados a -70ºC. Luego de 

pulverizarlos bajo N2 líquido, la fracción de membranas se separó por 

ultracentrifugación a 40.000 rpm durante 1h. a 4°C y se realizó la extracción con 

detergentes (1% NP-40) e inhibidores de proteasas. La concentración de 

proteínas se determinó por el método de Lowry. 

 

2.5 Preparación de extractos de plaquetas 

 

Las plaquetas se aislaron a partir de sangre periférica, recogida sobre 

una solución 135 mM de citrato de sodio (1/10 del volumen total de sangre). Se 

centrifugaron durante 15 minutos a 800 rpm y se separó el plasma rico en 

plaquetas, el cual fue centrifugado a 2.500 rpm durante 15 minutos y se obtuvo 

un pellet libre de eritrocitos. Luego de lavar dicho pellet con 5 mM EDTA en 

PBS, se incubaron las células durante 1h. a 4ºC en buffer de lisis (10 mM Tris-

HCl pH 7,8, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 2 mM PMSF) y se obtuvo el extracto de 

plaquetas por centrifugación  (15 min. a 4ºC, 14.000 rpm). La concentración de 

proteínas se determinó por el método de Lowry. 
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3. Obtención de fragmentos y conjugados del AMC FC-5.01 

 
3.1 Preparación de fragmentos Fab-5.01 

 

Se realizó una digestión con papaína del FC-5.01 (1 mg de papaína/100 

mg de Ac) en 0,15 M NaCl, 1 mM EDTA y 25 mM β-mercaptoetanol en PBS pH 

7,4, a 37ºC durante distintos tiempos (30 min., 1h., 2hs., 4hs., 6hs., 8hs. y 22hs.) 

de modo de elegir el tiempo óptimo de digestión. La reacción se detuvo 

alquilando los grupos SH con el agregado de iodoacetamida (concentración 

final 30 mM, 15 min. a 37ºC). La extensión de la digestión se monitoreó 

mediante un SDS-PAGE 12%.  
El digerido se dializó O.N. contra PBS pH 7,6 y se purificó de los 

fragmentos Fc mediante una resina de proteína A-Sepharosa (Sigma): Se realizó 

la unión “en batch”, en PBS pH 7,6, durante 30 min. a temp. ambiente, se 

empaquetó la resina en una columna y los fragmentos Fab se colectaron en el 

“run-through” (los fragmentos Fc quedaron unidos a la proteína A-Sepharosa y 

se eluyeron con una solución de gly 100 mM pH 3).  

 

3.1.1 Detección y reactividad del Fab-5.01 

 

La  pureza del Fab se controló por SDS-PAGE, 12%. La cuantificación se 

realizó por el método de Lowry. 

La reactividad de los fragmentos Fab-5.01 se verificó mediante 

inmunofluorescencia sobre CDs en suspensión, según se explica en el punto 

4.1.3. 
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3.2 Construcción de la molécula recombinante scFv-5.01-c-myc-his6

 
Para la construcción de la molécula scFv-5.01 nuestro laboratorio 

estableció un convenio de colaboración con el Dr. Jean-Luc Teillaud (Centre de 

Recherches Biomédicales des Cordeliers, París, Francia). En primer lugar, se 

debieron clonar las porciones variables de la cadena pesada y liviana (Fv) del 

FC-5.01, a partir del ADN complementario (ADNc) correspondiente al ARN 

total del hibridoma productor del FC-5.01. 

 

3.2.1. Plásmidos y cepas bacterianas 
 

Para llevar a cabo el clonado de las regiones variables del AMC FC-5.01 

se utilizó el plásmido pGEM-T (pGEM-T Easy vector System I, Promega, WI, 

USA). Dicho plásmido posee un gen de resistencia a ampicilina (para su 

selección) y la incorporación de los insertos interrumpe el gen codificante de la 

β-galactosidasa (lac z, cuyo promotor es inducible por IPTG), por lo que las 

bacterias transformadas no son capaces de metabolizar al X-gal (sustrato de la 

enzima) dando lugar a colonias blancas. 

El clonado y expresión del scFv-5.01 se llevó a cabo en el plásmido 

pSW1312 (derivado del plásmido pUC 119, Esquema 2), el cual contiene un gen 

de resistencia a la ampicilina (para su selección) el gen lac z junto a su 

promotor, un sitio de clonado múltiple (“polylinker”) ubicado río abajo del 

promotor lac y a continuación de los primeros codones del gen lac z, la 

secuencia pelB (para dirigir el inserto expresado hacia el espacio periplásmico 

de las bacterias), los sitios Nco-I y Not-I para el clonado del scFv-5.01 y las 

secuencias marcadoras (tags) c-myc e His6  en el extremo 3´ del inserto, lo cual 

permite el reconocimiento del scFv (scFv-5.01-c-myc-his6) con el AMC 9E10 (anti 

c-myc) y el anticuerpo anti-his en los ensayos in vitro y su purificación mediante 

una columna de afinidad por metales. La incorporación del inserto interrumpe 
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el gen lac z, por lo que las bacterias transformadas dan lugar a colonias blancas. 

Para la expresión del scFv-5.01 se transformaron bacterias E. coli cepa TG1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESQUEMA 2. Estructura del plásmido pSW1 

pelB

SCM 

 origen de replicación 

amp R  

c-myc 
inserto (scFv-5.01) 

his6

lac z 

TTA CTC GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTG CAG GTC GAC CTC GAG 
 Leu   Leu  Ala   Ala    Gln   Pro    Ala    Met  Ala   Gln   Val    Gln    Leu   Gln   Val  Asp   Leu   Glu 
 
 
 
 ATC AAA CGG GCG GCC  GCA GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAA GAT CTG AAT 
   Ile     Lys   Arg  Ala   Ala    Ala    Glu    Gln    Lys   Leu   Ile     Ser   Glu     Glu   Asp   Leu Asn 
 

SCM: sitio de clonado múltiple; pelB: secuencia de dirección a  periplasma; 
amp R: gen de resistencia a ampicilina; lac z: gen de la β-galactosidasa 

 
 
                     GGG GCC GCA CAT CAT CAT CAT CAT CAT  
                     Gly    Ala   Ala    His   His   His   His   His    His 
 

pelB SCM 

c-myc 

his6

NcoI 

NotI 

 
 

 

3.2.2 Clonado y secuenciación de las regiones variables del FC-5.01 

 

Se llevó a cabo mediante la técnica de RT-PCR. Para la preparación del 

ARN total, se partió de 50x106 células del hibridoma productor del FC-5.01 

congeladas a –70ºC y se realizó la extracción con Trizol (total RNA isolation 

reagent, Gibco-BRL, Rockville, MD, USA). El ARN obtenido se cuantificó a 
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partir de la medición de la  Absorbancia a 260/280 y se verificó su integridad 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 0,5X (20 mM Tris-

Acetato, 0,5 mM EDTA). A partir de dicho ARN se preparó el ADNc utilizando 

los oligonucleótidos CHγ y Ck2, los cuales se unen a regiones constantes 

conservadas de las inmunoglobulinas, en el límite con la porción variable, en 

ambas cadenas1. Luego, mediante PCR, se amplificaron las secuencias 

codificantes de las regiones variables de ambas cadenas del AMC FC-5.01 (VH y 

VL), utilizando oligonucleótidos diseñados para flanquear ambas porciones 

variables, en secuencias conservadas1: Para la cadena pesada, se utilizaron los 

oligonucleótidos VHB (5’ AGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGG 3’) y CHγ (5’ 

GGCCAGTGGATAGAC 3’), y para la cadena liviana, los oligonucleótidos  

VkB-2 (5’ GATATTGTGATGACCCAGTCTCCA 3’) y Ck2 (5’ TGGATACA 

GTTGGTGCAGC 3’).  Los productos de amplificación obtenidos se analizaron 

en un gel de agarosa al 1% en TAE 0,5X, utilizando marcadores de peso 

molecular de ADN para establecer la longitud de los productos obtenidos. Los 

fragmentos amplificados para cada cadena de AMC FC-5.01 se ligaron a 

plásmidos pGEM-T usando T4 ADN ligasa (Promega). Con dichos plásmidos 

conteniendo los insertos, se transformaron bacterias competentes JM109 por 

electroporación  (200 Mohms, 2.5 kv, Gene Pulser, BioRad, CA, USA) y se 

plaquearon en Luria Bertani-ágar (LB-ágar) conteniendo 100 µg/ml ampicilina, 

0,5 mM IPTG (inductor) y 80 µg/ml  X-gal. Al cabo de 24 hs., se aislaron 

colonias blancas de las placas correspondientes a cada cadena del AMC FC-5.01, 

se cultivaron en medio líquido LB conteniendo ampicilina  y se purificaron los 

plásmidos correspondientes (minipreps). Dichos plásmidos fueron digeridos 

con la enzima de restricción EcoRI (Promega), de modo de verificar que 

contuvieran los insertos. A continuación, dichos insertos fueron secuenciados 

en un secuenciador AlfExpress (Pharmacia, Uppsala, Suecia; Fundación 

Instituto Leloir) utilizando los primers adecuados para el vector pGEM-T 

(Promega). Las secuencias obtenidas se analizaron en la Base de Datos de 
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Secuencias de Proteínas de Interés Inmunológico Kabat309,310 a fin de determinar 

regiones de alta homología con otras secuencias de regiones variables de 

inmunoglobulinas e identificar los sitios de combinación al antígeno (CDRs) y 

las regiones conservadas entre ellos (frameworks). 

 

3.2.3 Clonado y secuenciación de la molécula recombinante scFv-5.01-c-myc-

his6  

 Para la construcción de dicha molécula, se partió del ADNc 

correspondiente al ARN total del hibridoma productor del AMC FC-5.01, según 

se explicó en el punto anterior. Se clonaron y ensamblaron las porciones 

variables de la cadena pesada y liviana (Fv) del AMC FC-5.01, separadas por 

una secuencia espaciadora (GGGGS)3 hacia 3’ de VH  y 5’ de VL, en el plásmido 

de expresión bacteriana pSW1,  por medio de una PCR en tres pasos (Esquema 

3A), según las condiciones descriptas por O. Cochet311. En la primer PCR, se 

amplificaron VH y VL, utilizando primers diseñados específicamente para FC-

5.01 en el caso de la cadena liviana κ y una mezcla de primers consenso para la 

cadena pesada312,313. Los productos purificados de esta PCR fueron sometidos a 

una segunda PCR de modo de añadir sitios de restricción en los extremos 5’ de 

VH y 3’ de VL y secuencias complementarias codificantes del péptido 

espaciador (GGGGS)3 en los extremos 3’ de VH y 5’ de VL. En una tercer PCR se 

ensamblaron VH y VL a través del péptido espaciador. Los productos obtenidos 

fueron digeridos por las enzimas de restricción Nco-Ι y Not-Ι y ligados en el 

plásmido de expresión bacteriana pSW1 (Esquema 3B).  
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ESQUEMA 3. Construcción de la molécula recombinante scFv-5.01-c-myc-his6

 
           
 
      
                                                                          
                                                                                                
 
                                              
  
 
 
 
                                                                                                      
                   
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con la construcción completa se transformaron bacterias competentes 

TG1 por electroporación. Los clones obtenidos se analizaron por PCR, TG1 por electroporación. Los clones obtenidos se analizaron por PCR, 

A. Clonado del scFv-5.01 por medio de una PCR en 3 pasos. Oligonucleótidos utilizados: 
VH-BACK: 5’ AGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG 3’. VH-FOR: 5’  TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCC 
CTTGGCCCC 3’. Vk5.01 BACK: 5’ AACATTATGATGACACA GTCGCCATCA 3’. 
Vκ5.01 FOR: 5’ TTTTATTTCCAGCCTGGTCCC  3’.  VH-BACK-NcoI: 5’ ATGGCCCAGGTSMARC TGCAGSAGTC 3’. 
ScVH-FOR: 5’ AGAGCCACCTCCGCCTGAACCGCCTCCACCTGAGGAGACGGTGACCG 3’.   
ScVκ5.01 BACK: 5’ GGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCGAACATTATGATG 3’.    
Vκ5.01 FOR-NotΙ:   5’ GATATGAGATACTGCGGCCGCTTTTATTTCCAGCCT 3’. 
S=C o G; M=A o C; R=A o G; W=A o T. 

 
B. Inserción del fragmento clonado en el plásmido de expresión bacteriana pSW1, conteniendo las

secuencias marcadoras c-myc e his6. 

B 

scFv-5.01-c-myc-his6

 VH     (GGGGS)3     VL                c-myc    his6

pSW1 

NcoI  NotI  

A 

 VH     (GGGGS)3     VL        

Vκ5.01-BACK 
 

VH-BACK V VLH 
PCR 1 

Vκ5.01-FORVH-FOR 

VH-BACK-NcoI 
 

ScVκ5.01 BACK 
 

PCR 2 

ScVH-FOR ScVκ5.01 FOR-NotΙ 
 

NotΙ
VH-BACK-NcoI 
 

PCR 3 

NcoI/SfiI ScVκ5.01 FOR-NotΙ 
 

NotΙ NcoI/SfiI 

EcoRI 
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utilizando oligonucleótidos que hibridizan con los extremos 5’ y 3’ del inserto 

clonado y posteriormente se secuenciaron para corroborar el ensamblado 

correcto del scFv-5.01-c-myc-his6. 

 

3.2.4 Producción y purificación de la molécula scFv-5.01-c-myc-his6

 

A partir de un cultivo O.N. de E. coli cepa TG1 (transformadas por 

electroporación con el plásmido pSW1 portando la construcción anteriormente 

descripta), se realizó una dilución 1/100 en medio 2xYT (16 g/l triptona, 10 g/l 

extracto de levaduras, 5 g/l NaCl,  100 µg/ml ampicilina,  0,1% glucosa) y se 

cultivó a 37ºC hasta alcanzar una OD600 nm = 0,7. Luego se agregó el inductor 

IPTG (concentración final 1 mM) y se prolongó el cultivo por un período de 4 

hs. a 30ºC. Las bacterias se centrifugaron (30 min. a 4ºC, 4.000 rpm), el pellet se 

resuspendió en buffer de esferoplastos (200 mM Tris-HCl pH 8, 0,5 mM EDTA 

pH 8, 0,5 M sacarosa) y se incubó en hielo durante 30 min. con agitación. La 

fracción periplásmica se recolectó por centrifugación (15 min. a 4ºC, 13.000 

rpm), se dializó contra buffer de lavado (50 mM NaH2P04/Na2HP04, 300 mM 

NaCl, pH 7) y se procedió a su purificación por cromatografía de afinidad por 

metales: Se equilibró la resina de cobalto (TALONTM, Clontech, Palo Alto, CA, 

USA) en el buffer de lavado y se realizó la unión en batch (2 hs. a 4ºC). Luego 

de una serie de lavados con el mismo buffer se procedió a la elución en 

columna (Econo-PacTM, Bio-Rad) con buffer imidazol (50 mM 

NaH2P04/Na2HP04, 300 mM NaCl, 150 mM imidazol, pH 7) (Esquema 4). El 

principio de separación se basa en la formación de un complejo de coordinación 

entre el Co2+ y los grupos imidazol de los residuos de His del scFv. 

 

 

 ESQUEMA 4. Producción, purificación y detección del scFv-5.01-c-myc-his6
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3.2.4.1 Detección y reactividad de la molécula scFv-5.01-c-myc-his6

   

La pureza de las fracciones conteniendo el fragmento scFv-5.01-c-myc-

his6, (fracciones periplásmicas y eluidos de la columna de afinidad) se analizó 

mediante geles de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%) teñidos con Coomassie blue 

o AgNO4. Dichas fracciones fueron también transferidas a membranas de 

nitrocelulosa (Sigma). El sc-Fv5.01-c-myc-his6 fue detectado con el anticuerpo 

monoclonal 9E10 (5 ug/ml) y con el anticuerpo anti-his. Para el revelado se 

utilizó el anticuerpo GAM-PA.  

La reactividad del scFv se evaluó mediante Western blot sobre extractos 

tumorales, de plaquetas y de CDs (CD63+) y por medio de inmunofluorescencia 

sobre células IIB-MelJ y CDs en suspensión, según se explica en el punto 4.1.3. 

 

3.3 Construcción de la proteína de fusión scFv-5.01-MART-1- c-myc-his6

 
 Para su construcción se 

partió del plásmido pSW1 conteniendo la secuencia de la molécula scFv-5.01-c-

myc-his6  según se describió en 3.2.3., y se lo digirió con la enzima NotI, de 

modo de clonar en ese sitio la secuencia de un péptido de interés, en este caso 

MART-1 (AAGIGILTV)314 (Esquema 5A).   

Se obtuvo en primer lugar el ADNc de MART por RT-PCR a partir del 

ARN total de células IIB-MEL-J. Con una segunda PCR se amplificó la porción 

de ADNc codificante para el nonapéptido y 4 aminoácidos flanqueantes a 

ambos lados,  para permitir el clivaje correcto del péptido al procesarse en las 

CDs. Además se introdujeron sitios NotI para facilitar el clonado del fragmento, 

sin perder el marco de lectura  (Esquema 5B). Finalmente se ligó dicho 

fragmento en el plásmido pSW1 conteniendo la secuencia de la molécula scFv-

5.01-c-myc-his6 (Esquema 5C). 
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ESQUEMA 5. Construcción de la proteína de fusión scFv-5.01-MART-1 

 

 

 

5’ AAA CGG GC 
3’ T T T GCC CGC CGG  

A 
1. Digestión del plásmido pSW1 con NotI  

5’ AAA CGG GCG GCC GCA GAA 
3’ T T T GCC CGC CGG CGT  CTT 

NotI NotI 

B 

Amplificación de la secuencia del péptido MART-1 a partir del ADNc de MART 

MART-1 Back-Not MART-1 For-Not 

  5’CGGGCGGCCGCAACGGCTGAAGAGGCCGCTGGGATCGGCATCCTGACAGTGATCCTGGGAGTCGCGGCCGCAATA-3´ 
                                            T      A      E       E      A      A     G       I      G       I      L      T      V       I      L      G      V   

Ligación en el plásmido pSW1-scFv 

NcoI  

pSW1 scFv-5.01-MART-1-c-myc-his6

 VH     (GGGGS)3     VL         

NotI  EcoRI 
MART-1     c-myc      his6

Not I  

C 

A. Digestión del plásmido pSW1 con la enzima NotI. En negrita se indica el sitio de corte para dicha
enzima. 
B. Amplificación de MART-1. En azul se señala la secuencia del nonapéptido MART-1; en rojo, el
sitio de corte de la enzima NotI, y en negro las secuencias flanqueantes que facilitan la digestión por
NotI y el posterior clivaje proteolítico del péptido. En líneas de trazo grueso se indican los
oligonucleótidos utilizados para la amplificación: MART-1 For-Not: 5’ TATTGCGGCCGCGACTC
CCAGGATCACTGT 3’. MART-1 Back-Not: 5’ CGGGCGGCCGCAACGGCTGAAGAG 3’.
C. Ligación de MART-1 en el vector pSW1 conteniendo el scFv-5.01-c-myc-his6 
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3.3.1 Producción y purificación de la proteína de fusión scFv-5.01-MART-1 
 
  
 La proteína de fusión se obtuvo y purificó a partir de un cultivo O.N. de 

E. coli cepa TG1, del mismo modo que se describió para la molécula scFv-5.01-c-

myc-his6 (punto 3.2.4). 

 
3.3.1.1 Detección y reactividad de la proteína de fusión scFv-5.01-MART-1 
 
 La pureza de las fracciones conteniendo la proteína de fusión (fracciones 

periplásmicas y eluidos de la columna de afinidad) se analizó y detectó según 

se indicó para la molécula scFv-5.01-c-myc-his6 (punto 3.2.4.1). 

La reactividad de la proteína de fusión se verificó mediante 

inmunofluorescencia sobre CDs en suspensión, según se explica en el punto 

4.1.3. 

 
 

3.4 Preparación del conjugado FC-5.01-TT 

 

 Se incubaron por separado 10 mg de FC-5.01 y de toxoide tetánico (TT, 

obsequio de Laboratorios Biol, Buenos Aires, Argentina) con el reactivo 

heterobifuncional  N-succinimidil 3-(2-piridilditio) propionato (SPDP, Sigma), 

en PBS-1 mM EDTA pH 7,5, durante 1 hora a temperatura ambiente, con 

agitación, de modo de incorporar grupos SH en ambas proteínas. El reactivo sin 

conjugar se separó del conjugado mediante cromatografía de exclusión 

molecular (Sephadex G-25, Sigma). Luego, el conjugado FC-5.01-SPDP se redujo 

con 12 mg de ditiotreitol (DTT) en buffer acetato (100 mM acetato de Na+, 100 

mM NaCl, pH 4,5), durante 45 min. a temp. ambiente, con agitación, y al cabo 

de ese tiempo, el DTT sin conjugar se eliminó como se describió para el SPDP. 

Finalmente, el conjugado TT-SPDP se incubó con el conjugado FC-5.01-SPDP 

reducido, O.N. a 4ºC, con agitación. El conjugado FC-5.01-TT se separó del TT y 

FC-5.01 sin conjugar, mediante cromatografía de exclusión molecular 

(Sephacryl S-200, Pharmacia) y posterior incubación con proteína G-Sepharosa 
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(Sigma) de modo de separar los conjugados TT-TT. El principio de separación 

mediante proteína G es similar al de proteína A y se basa en la unión a dichas 

proteínas de las porciones Fc de los Acs. (Esquema 6). 

 

3.4.1 Detección y reactividad del conjugado FC-5.01-TT 

 

 Los productos obtenidos fueron analizados por medio de SDS-PAGE 4%, 

y posterior Western blot revelado con anticuerpos anti-ratón para detectar el 

FC-5.01 (GAM-PA, sustratos enzimáticos: BCIP (5-Br-4-Cl-3-indolil-

fosfato)/NBT (nitroblue tetrazolium), Promega, WI, USA) y con suero humano 

de un dador vacunado contra tétanos seguido de anticuerpos anti-humano de 

modo de detectar el TT (RAH-HRP, sustratos enzimáticos: 4-Cl-1-naftol y 

H2O2). 

 La reactividad del conjugado FC-5.01-TT se analizó mediante Western 

blot sobre extractos de CDs (CD63+) e inmunofluorescencia sobre CDs en 

suspensión, según se detalla en 4.1.3. 

 La capacidad de las CDs de capturar el conjugado y presentar los 

péptidos derivados del TT a linfocitos respondedores, se evaluó mediante un 

ensayo de proliferación de linfocitos midiendo la incorporación de 3H-timidina, 

según se explica en 4.5. 
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Eliminación del exceso de DTT
(Sephadex G-25)

Reducción del SPDP
(12 mg DTT en 500 ul de buffer acetato pH4,5)

Eliminación del reactivo no conjugado
(Sephadex G-25)

Incubación del AMC FC-5.01 con el reactivo bifuncional SPDP
(10 mg Ac. en PBS + 25 ul de sc. 20 mM de SPDP, 60 min a T.A)

Eliminación del reactivo no conjugado
(Sephadex G-25)

Incubación del TT con SPDP
(10 mg de TT en PBS + 25 ul de sc. 20 mM de SPDP, 60 min. a T.A.)

SDS-PAGE

Proteína G-Sepharosa

Cromatografía de exclusión molecular
(S-200)

Conjugación de FC-5.01 y TT derivatizados
(O.N., 4ºC)

ESQUEMA 6. Obtención y purificación del conjugado FC-
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4. Ensayos celulares 

 
4.1 Inmunofluorescencia: Microscopía Confocal y Citometría de flujo 

 

4.1.1 Expresión de moléculas marcadoras, tetraspaninas e integrinas en 

células dendríticas. Expresión de superficie e intracelular 
 

Se analizó sobre CDs inmaduras y maduras en suspensión o 

inmovilizadas. Las células en suspensión fueron despegadas de las placas de 

cultivo y lavadas con PBS, luego de 5 días (CDs inmaduras) ó 7 días (CDs 

maduras) de cultivo. Luego de bloquear con suero de cabra al 10% (30 min.), se 

incubó con los anticuerpos anti-tetraspaninas, anti-integrinas o anti-marcadores 

de CDs (CD40, CD80, CD83, CD86, MHCI, MHCII) y con los correspondientes 

controles de isotipo, durante 1 hora y luego se reveló incubando con el 

anticuerpo GAM-PE (para citometría de flujo –FACS, Ortho Cytoron Absolute, 

Johnson-Johnson company, Hospital de Clínicas, Buenos Aires,  o FACS 

Vantage SE, Becton Dickinson, Fundación Instituto Leloir-) o GAM-cy3 (para 

microscopía confocal) durante 1 hora. Para analizar la expresión de superficie, 

las incubaciones se realizaron siempre a 4ºC (en esta condición de temperatura 

se minimiza la internalización de los AMCs en caso de que se produjera, 

observándose la fluorescencia sólo en la superficie celular).  

Para observar la inmunofluorescencia en sitios intracelulares, las células 

fueron fijadas y permeabilizadas con paraformaldehído al 3%, saponina 0,1% y 

las incubaciones posteriores se realizaron en presencia de saponina 0,1%.  

Las células fueron fijadas con paraformaldehído al 3% y analizadas por 

FACS o montadas en Mowiol (Calbiochem, La Jolla, CA) y observadas en un 

microscopio confocal Zeiss. 

En el caso de las células inmovilizadas, éstas fueron crecidas sobre 

cubreobjetos, los cuales fueron pre-tratados con poli-L-lisina al 0,1%315 para 
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permitir la adhesión de las CDs, y luego de realizada la inmunofluorescencia 

fueron observadas en el microscopio confocal. 

 
4.1.2 Internalización de complejos anticuerpo-tetraspanina 

 

         Los experimentos de internalización en CDs fueron realizados en células 

inmovilizadas o en suspensión. Las células fueron lavadas con PBS conteniendo 

Ca2+ y Mg2+ (0,1 g/l), bloqueadas con suero de cabra al 10% en PBS/Ca2+/Mg2 

e incubadas con los anticuerpos anti-tetraspaninas correspondientes 1 hora a 

4ºC y luego a 37ºC durante distintos tiempos en el lapso de 2 horas, previa 

eliminación del exceso de anticuerpo; se fijaron las células con 

paraformaldehído al 3% en PBS, durante 10 min. a temperatura ambiente y se 

permeabilizaron con saponina al  0,1% en PBS durante 15 min. a temperatura 

ambiente. Luego de la permeabilización, se reveló incubando con GAM-cy3 en 

saponina al 0,1% en PBS, durante 1 hora a temp. ambiente. Los preparados 

fueron montados en Mowiol y observados en el microscopio confocal Zeiss. 

 Para analizar la expresión de superficie de las tetraspaninas e 

integrinas luego de la internalización de CD63 y CD82, se llevó a cabo el 

siguiente ensayo: Las CDs, en suspensión, fueron incubadas durante 1 hora a 

4°C con AMC FC-5.01 o AMC anti-CD82 (10 µg/ml). A continuación, el medio 

fue removido y la incubación se continuó a 37°C en PBS Ca++/Mg++ a 37°C 

durante 30 min. de modo de permitir la internalización de los complejos Ac-

tetraspanina. Las células fueron luego tratadas con un buffer ácido (ácido 

acético 0,2M-NaCl 0,5M pH 3) durante 20 min., de modo de eliminar los 

posibles Acs unidos a la membrana. Posteriormente, fueron incubadas con los 

correspondientes anticuerpos anti-tetraspaninas o anti-integrinas a 4°C, 

seguidos de la incubación con anticuerpos secundarios (GAM-PE), y analizadas 

por FACS. 
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4.1.3 Reactividad de FC-5.01, FC-5.01-TT, Fab y scFv 

 

Se analizó sobre células IIB-MEL-J o CDs inmovilizadas o en suspensión. 

En este último caso, las células IIB-MEL-J en crecimiento exponencial se 

despegaron de las placas de cultivo con una solución conteniendo 15 mM 

citrato de sodio, 135 mM KCl y se lavaron con PBS, y las CDs fueron 

despegadas y lavadas con PBS, luego de 5 ó 7 días de cultivo. Luego de 

bloquear con suero de cabra o de conejo al 10% (30 min.), se incubó con las 

fracciones a ensayar (FC-5.01, FC-5.01-TT, Fab y scFv) durante 1 hora y luego se 

reveló incubando con GAM-TRITC (para microscopía) o GAM-FITC (para 

FACS), durante 1 hora, previa incubación con el AMC 9E10 (anti c-myc) en el 

caso del revelado del scFv. Las incubaciones se realizaron siempre a 4ºC 

(marcación de superficie). Para observar la inmunofluorescencia intracelular, 

las células fueron fijadas y permeabilizadas con paraformaldehído al 3%, 

saponina 0,1% y las incubaciones posteriores se realizaron en presencia de 

saponina 0,1%. Todas las diluciones se realizaron en PBS. Los preparados, 

montados en Mowiol,  se observaron en un microscopio confocal Zeiss y fueron 

también analizados por FACS. 

 

4.1.4 Co-localización con marcadores de compartimentos 

intracelulares 

 

La internalización se llevó a cabo según se indica en el punto 4.1.2. Para 

visualizar la colocalización de FC-5.01, FC-501-TT, Fab o scFv con marcadores 

intracelulares de endosomas tempranos, lisosomas y MIICs, se realizó una 

inmunoflurescencia indirecta doble. Las células fueron incubadas 

secuencialmente con: Acs anti-ratón marcados con cy3 ó cy5 (para revelar al FC-

5.01, su conjugado o sus fragmentos), Acs primarios anti-EEA1, LAMP-2 o 

MHCII y los anticuerpos secundarios correspondientes marcados con cy3 ó cy5, 

según se indica en Resultados. Se realizaron controles de marcación inespecífica 
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con inmunoglobulinas control de isotipo y controles de reacción cruzada entre 

los distintos anticuerpos utilizados. Los preparados fueron montados en 

Mowiol y observados en el microscopio confocal Zeiss. 

 

4.2 Inmunoprecipitación 

 

Se llevó cabo a partir de extractos de CDs clarificados mediante 

incubación con proteína G Sepharosa 4B (Amersham Pharmacia) durante 1 hora 

a 4°C y posterior centrifugación a 5.000 rpm  durante 5 min., repitiéndose este 

procedimiento 3 veces.  

Los lisados celulares fueron incubados con AMC FC-5.01 ó AMC anti- 

CD11b, O.N. a 4°C. Los complejos inmunes fueron recolectados en proteína G 

Sepharosa 4B luego de una segunda incubación O.N. a 4°C. Luego de 

centrifugar a 5.000 rpm  durante 5 min., el sobrenadante fue desechado, la 

resina se lavó 3 veces con el buffer de inmunoprecipitación descripto en el 

punto 2.3 y los complejos inmunes fueron eluidos de la resina con buffer de 

siembra Laemmli y resueltos en un gel 10% de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes no reductoras. Las proteínas fueron transferidas a 

membranas de nitrocelulosa y visualizadas con el anticuerpo anti-dectin-1 

seguido de HRP-GAR usando un kit de detección de quimioluminiscencia 

(Western Blotting Luminol Reagent for enhanced chemioluminiscence, Santa 

Cruz Biotechnology, Sta. Cruz, CA, USA) o con los anticuerpos FC-5.01 o CD18, 

seguidos de AP-GAM usando BCIP/NBT. 

Se llevaron a cabo inmunoprecipitaciones control usando 

inmunoglobulinas control de isotipo IgG2a. 

 

 92



                                                                                                       Resumen 

4.3 Quimiotaxis 

 

Se realizó en una cámara de quimiotaxis de 48 wells (NeuroProbe, 

Gaithersburg, MD), en cuyo compartimento inferior se colocaron las citoquinas 

diluidas en RPMI-0,1% BSA (MIP-1α y MIP-5316, PeproTech) o sólo RPMI-BSA 

como control (Esquema 7). Las CDs se pre-incubaron con los AMCs 

correspondientes durante 30 min. a 37ºC y luego se sembraron en el 

compartimento superior de la cámara (7,5x104 CDs/well). Entre ambos 

compartimentos se colocó una membrana de policarbonato (Nucleopore Co., 

Pleasanton, CA) con poros de 5 µm, que las CDs debieron atravesar en 

respuesta al quimioatractante. Luego de una incubación de 90 min. a 37ºC, se 

eliminaron las células de la cara superior y las células ubicadas en la cara 

inferior de la membrana se tiñieron con Giemsa y se contaron al microscopio 

óptico. Se analizaron 5 campos representativos por well (aumento de 40X) y 3 

wells por condición. Los resultados se expresaron como el promedio de los 

triplicados ± SD. El análisis estadístico se realizó utilizando el test t de Student. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

compartimento inferior 

compartimento superior

membrana 

ESQUEMA 7.  Cámara de quimiotaxis 
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4.4 Fagocitosis/endocitosis 

 

4.4.1 Fagocitosis de levaduras 

 

S. cerevisiae autoclavadas fueron agregadas a cultivos de CDs de 5 días 

(CDs inmaduras) en una proporción 30:1 (levaduras:CDs). Las CDs fueron en 

algunos casos previamente incubadas con manano, laminarina o ambos 

poliósidos (0,6 mg/ml, 15 min., Sigma). Luego de 4 hs. de incubación a 37ºC, se 

recolectaron las células y se incubaron con un anticuerpo anti-HLA-II marcado 

con FITC, con FC-5.01 o con los restantes anticuerpos anti-tetraspaninas (2º Ac: 

GAM-PE). 

 El porcentaje de fagocitosis se obtuvo contando las CDs teñidas con May 

Grunwald-Giemsa con más de 5 levaduras en su citoplasma. 

 En otro ensayo, se analizó si CD63 acompañaba a las levaduras 

fagocitadas. En este caso, las CDs fueron incubadas con FC-5.01 durante 1 hora 

a 4ºC, previo al agregado de las levaduras. Luego de las 4 hs. de incubación, las 

células fueron lavadas y permeabilizadas con PBS/saponina, y el complejo FC-

5.01-CD63 se detectó mediante inmunofluorescencia con anticuerpos GAM-cy3 

(según se indica en 4.1.1) y posterior microscopía confocal. 

 

4.4.2 Endocitosis de FITC-dextrán  

 

Se incubaron CDs inmaduras con FITC-dextrán (FITC-Dx) (1mg/ml, 

Sigma) durante 30 min. a 37ºC; en algunos casos se  pre-incubaron las células 

con manano  (0,6 mg/ml), durante 15 min. A continuación las células fueron 

recolectadas, lavadas e incubadas con FC-5.01 o los anticuerpos anti-

tetraspaninas correspondientes (2º Ac: GAM-PE). 
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4.4.3 Fagocitosis de partículas de látex 

 

Se incubaron CDs inmaduras con partículas de látex marcadas con FITC 

(latex beads, Sigma) en una proporción de 5x107 partículas/106 células. Las 

células fueron en algunos casos previamente incubadas con manano, 

laminarina o ambos poliósidos (0,6 mg/ml, durante 15 min.). Luego de 4 hs. de 

incubación a 37ºC, las CDs fueron recolectadas, lavadas e incubadas con los 

anticuerpos primarios correspondientes, seguidos de anticuerpos secundarios 

marcados con PE. 

 

4.4.4 Infección con el virus del dengue 

 

4.4.4.1 Infección de células dendríticas 

 

 CDs inmaduras en suspensión fueron incubadas con AMC anti-

tetraspaninas durante 30 min. a 37ºC, lavadas e infectadas con partículas virales 

a una multiplicidad de infección (MOI) de 10-2 a 1 (10-2-1 partículas/CD) 

durante 2 hs. a 37ºC (agitando cada 30 min.). Luego de ese lapso de tiempo, las 

células fueron lavadas repetidas veces (para eliminar las partículas virales 

remanentes en suspensión) e incubadas durante 5 días en medio AIM-V 

suplementado con GM-CSF e IL-4. Se realizaron controles con CDs sin pre-

incubar con AMC, infectadas y sin infectar. 

Cada día se tomó una alícuota de sobrenadante de cultivo de CDs de 

cada condición y se congeló a –70ºC. 

 

4.4.4.2 Infección de células BHK con sobrenadantes de células dendríticas    

 infectadas. Observación de placas de lisis. 

 

 Se despegaron las células BHK de placas de cultivo de 100 mm de 

diámetro (p100) mediante tripsinización (solución 0,25% tripsina, 1 mM EDTA 
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en PBS), se plaquearon en placas de cultivo de 24 pocillos y se cultivaron hasta 

alcanzar una confluencia de aproximadamente el 80%. Luego se incubaron 

durante 1 hora (agitando cada 15 min.) con los sobrenadantes de CDs infectadas 

(recolectados según se explica en el punto anterior), en diluciones variables en 

PBS. A continuación, se agregó a cada pocillo 1 ml de la mezcla de una solución 

de metil-celulosa al 1,6% y medio MEM 2X (en proporción 1:1)  y se incubó a 

37ºC, sin mover, durante 7 días. 

 Al cabo de ese tiempo, las células se fijaron con formaldehído al 10% 

durante 2 hs. a 37ºC, se descartó el contenido de los pocillos y se reveló con una 

solución de cristal violeta al 1% en etanol al 20%. Se contó el número de placas 

de lisis observadas en cada pocillo. 

 

4.5 Proliferación de linfocitos respondedores al toxoide tetánico 

 

 A partir de un dador sano vacunado recientemente contra el tétanos, se 

obtuvieron CDs y linfocitos, según se explicó en el punto 2.1. Se incubaron las 

CDs inmaduras con concentraciones de 10-5 a 100 ug/ml de FC-5.01-TT, FC-5.01 

o TT durante tiempos variables (de 2 a 24 hs). A continuación, se agregó 1 

ug/ml de LPS (para inducir la maduración de las CDs) y se incubó a 37ºC 

durante 24hs. Seguidamente, se fijaron las CDs con paraformaldehído al 1% 

durante 30 min. a 4°C, se co-cultivaron con los linfocitos del mismo dador 

(15.000 CDs y 400.000 linfocitos/pocillo en placas de 96 pocillos de fondo 

redondeado, en 200 µl de medio AIM-V) durante 72 hs. y se agregó 1 µCi de 3H-

timidina/pocillo 18 hs. antes de la finalización de la incubación. Las células se 

cosecharon y se evaluó la proliferación de los linfocitos respondedores 

midiendo la incorporación de 3H-timidina en un contador de centelleo. Los 

ensayos fueron realizados por triplicado. Los resultados se expresan como el 

promedio de las cpm +/- SD de los triplicados.  Se realizaron controles de 

proliferación de los linfocitos frente a CDs no cargadas, y de linfocitos y  CDs 

cultivados por separado. 
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RESULTADOS 
 

1. Obtención de células dendríticas humanas 

 

Las CDs fueron obtenidas a partir de monocitos de sangre periférica de 

dadores sanos, según se describe en Materiales y Métodos. Los monocitos son 

inicialmente adherentes a las placas de cultivo, pero al diferenciarse a CDs van 

perdiendo dicha característica y luego de cinco días de cultivo en presencia de 

las citoquinas IL-4 y GM-CSF se obtienen CDs que crecen en suspensión o semi-

adheridas. Dichas células se caracterizan morfológicamente por presentar 

protrusiones o dendritas en la membrana plasmática (Figura 12A). 

 
1.1 Expresión de marcadores de superficie de células dendríticas 

 

En primer lugar, las CDs inmaduras y maduradas con LPS fueron 

caracterizadas mediante el análisis por citometría de flujo (FACS) de la 

expresión de moléculas marcadoras de superficie (MHCI, MHCII, CD40, CD80, 

CD83, CD86), de modo de validar nuestro sistema (Figura 12B y C). 

Se observó un marcado incremento en la expresión de las moléculas 

involucradas en la presentación antigénica MHCI y MHCII y de las moléculas 

co-estimulatorias de la presentación CD40, CD80, CD83 y CD86 en las CDs 

maduras, como se esperaba, de acuerdo con lo descripto para estas células. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 12. Expresión de marcadores de superficie de células 
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Intensidad de fluorescencia 

A. Observación al microscopio de una CD inmadura, en contraste de fase. Aumento: 60X. 
B. Selección de la región correspondiente a las CDs (polígono) por citometría de flujo. Las 
células fuera de la región corresponden a los linfocitos y debris celular.  
C. Análisis de la expresión de superficie de moléculas marcadoras de CDs, por FACS. En los
histogramas coloreados se muestra la expresión de superficie de las moléculas indicadas y en
los blancos, la marcación con inmunoglobulinas control de isotipo.  % Posit. : porcentaje de
positividad; IMF: intensidad media de fluorescencia. 
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2. Tetraspaninas en células dendríticas 

 
2.1 Expresión de CD63 y otras tetraspaninas en células dendríticas  

 

La expresión de las tetraspaninas CD63, CD9, CD81, CD82 y CD151 fue 

analizada en CDs inmaduras y maduras, tanto mediante FACS como 

microscopía confocal (Figura 13 y Figura 14). 

En las CDs inmaduras, la expresión de superficie de CD9, CD63 y CD81 

es similar, mientras que la de CD82 es menor y la de CD151 es poco detectable. 

En el caso de las CDs maduras, no se observaron diferencias en la expresión con 

respecto a las CDs inmaduras (Figura 13A). La expresión de CD63 en la 

membrana es en general uniforme (Figura 13B y Figura 15), aunque en algunas 

células aparece polarizada (Figura 16, panel superior  izquierdo). 

Con respecto a la expresión intracelular de las tetraspaninas, el análisis 

de células permeabilizadas demuestra que CD63, CD82 y CD81 (en menor 

grado), se expresan también en compartimentos citoplasmáticos, mientras que 

CD9 y CD151 se expresan exclusivamente en la superficie celular (Figura 14). 

En el análisis por FACS, se observa un corrimiento hacia mayores intensidades 

de fluorescencia en los histogramas correspondientes a CD63, CD81 y CD82 en 

CDs permeabilizadas (expresión total), con respecto a los histogramas de 

células incubadas a 4ºC (expresión de superficie), siendo más notable en el caso 

de CD63. En cambio, los histogramas correspondientes a CD9 y CD151 son 

prácticamente superponibles en ambas condiciones (Figura 14A).  

Por otra parte, la expresión de las tetraspaninas estudiadas en monocitos 

fue poco detectable (no mostrado). 
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FIGURA 13 . Expresión de superficie de tetraspaninas en células 
dendríticas  
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Intensidad de fluorescencia 

A. Análisis de la expresión de superficie de las tetraspaninas en CDs por FACS. En los histogramas
coloreados se muestra la expresión de superficie de las moléculas indicadas y en los blancos, la
marcación con inmunoglobulinas control de isotipo.   
% Posit.: porcentaje de positividad; IMF: intensidad media de fluorescencia. 
B. Análisis de la expresión de superficie de las tetraspaninas en CDs inmaduras por microscopía de
fluorescencia. Aumento: 60X 
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FIGURA 14. Expresión intracelular de tetraspaninas en células dendríticas 
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A. Análisis de la expresión de tetraspaninas en CDs inmaduras permeabilizadas, por
FACS. En los histogramas rojos se muestra la expresión total (de superficie e intracelular)
de las moléculas indicadas; en los marcados con líneas azules, la expresión de superficie, y
en los marcados con líneas negras, la marcación con inmunoglobulinas control de isotipo.   
% Posit.: porcentaje de positividad de la expresión total; IMF: intensidad media de
fluorescencia.  
B. Análisis de la expresión intracelular de tetraspaninas en CDs inmaduras por
microscopía de fluorescencia. Aumento: 60X. 

B 

 

 

2.2 Internalización de tetraspaninas con AMCs específicos en células 

dendríticas 

 

Quisimos en primer lugar investigar si el AMC FC-5.01, desarrollado en 

nuestro laboratorio, era capaz de internalizarse luego de la unión a CD63 en la 

superficie celular (como se había demostrado previamente en células IIB-BR-
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G247, con el fin de estudiar el trayecto intracelular de CD63 en CDs y para la 

posible utilización del AMC como vehículo de péptidos antigénicos hacia CDs. 

 Analizamos también, mediante inmunofluorescencia,  si la 

incubación con AMCs anti-tetraspaninas CD9, CD81, CD82 y CD151 inducía la 

traslocación intracelular de los complejos de superficie AMC-tetraspanina 

formados. Sólo los complejos FC-5.01-CD63 y AMC-CD82 se internalizaron a 

compartimentos citoplasmáticos (Figura 15, Figura 16 y Tabla 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 15. Internalización de tetraspaninas inducida por 
anticuerpos      
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A. Análisis de la expresión de superficie de las tetraspaninas en CDs inmaduras, luego de la
incubación a 37ºC con AMCs específicos, por FACS. En los histogramas rojos se observa la
expresión de las tetraspaninas luego de dicha incubación, en los marcados con líneas azules
se observa la expresión de superficie de las tetraspaninas previa a la incubación con los Acs
específicos, y en los marcados con líneas negras, la marcación con inmunoglobulinas control
de isotipo. %Posit.: porcentaje de positividad. IMF: intensidad media de fluorescencia. 

B. Análisis de la expresión de CD63 en CDs maduras, luego de la incubación a 37ºC con el
AMC FC-5.01, por FACS. 
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La internalización del complejo FC-5.01-CD63 también se detectó en CDs 

maduras, aunque en menor proporción que en las CDs inmaduras (Figura 14B), 

lo cual es congruente con la menor actividad endocítica de las CDs maduras en 

comparación con las inmaduras. 

 

2.2.1 Destino intracelular de los complejos de superficie FC-5.01-CD63 en 

células dendríticas. Translocación a endosomas, lisosomas y MIICs  

 

Luego de incubar el AMC FC-5.01 con CDs inmaduras, primero a 4ºC y 

luego a 37ºC, el complejo FC-5.01-CD63 fue detectado en varios 

compartimentos intracelulares, co-localizando con moléculas residentes de 

endosomas, lisosomas y MIICs (Figura 16). A 4ºC, el complejo se detecta 

exclusivamente en la superficie celular, donde co-localiza con moléculas MHCII 

(tiempo 0). Al incubar a 37°C, el complejo se internaliza, y se lo detecta luego de 

30 min. en endosomas tempranos (co-localización con EEA-1) y en algunas 

células en  lisosomas (co-localización con LAMP-2) y MIICs (colocalización con 

MHCII). Luego de 60 min. de incubación, el complejo se localiza en los 

lisosomas de todas las células analizadas y en algunos casos en MIICs. A los 120 

min., FC-5.01 abandona claramente los endosomas y se localiza principalmente 

en lisosomas y MIICs, lo cual indica que a dicho tiempo alcanza claramente los 

compartimentos donde tiene lugar el procesamiento antigénico y cargado de los 

péptidos a ser presentados. 

 Los complejos de superficie AMC-CD82 también co-localizan con 

moléculas MHCII luego de 60 min. de incubación a 37ºC (no mostrado). 
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2.2.2 Preparación de fragmentos Fab-5.01 
 

Con el fin de descartar la posibilidad de que parte de la internalización 

del AMC FC-5.01 se debiera a la unión del Ac a receptores a la región Fc  

presentes en la superficie de las CDs, y  con el interés de investigar también si la 

agregación de CD63 con un Ac bivalente era un requisito para su 

internalización, decidimos preparar fragmentos Fab a partir del AMC FC-5.01 y 

repetir con dichos fragmentos el ensayo anterior de internalización. 

Los fragmentos Fab (de aproximadamente 50 kDa) fueron obtenidos por 

digestión papaínica del AMC FC-5.01. Se realizaron digestiones durante 

distintos tiempos y se eligió 22 hs. como tiempo óptimo (Figura 17A). La 

purificación de los fragmentos se llevó a cabo según se indica en Materiales y 

Métodos y se controló mediante SDS-PAGE (Figura 17B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 17. Obtención de fragmentos Fab-5.01 
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A. Seguimiento de la digestión papaínica del AMC FC-5.01 mediante SDS-PAGE 12%. Se
indica la banda correspondiente al Fab-5.01 (50 kDa). MPM: marcadores de peso molecular. 
B. Control de la purificación de los fragmentos Fab-5.01 mediante SDS-PAGE 12%. Calle 1:
FC-5.01 en condiciones reductoras. Calle 2: “Run-through” de la columna de proteína A-
Sepharosa, conteniendo los fragmentos Fab. Calle 3: Eluido de la columna conteniendo los
fragmentos Fc. 
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2.2.2.1 Translocación de los complejos de superficie Fab-5.01-CD63 a 

endosomas, lisosomas y MIICs en células dendríticas 

 

Se obtuvieron resultados similares a los descriptos anteriormente para el 

complejo FC-5.01-CD63 (Figura 18). A tiempo 0, el complejo Fab-5.01-CD63 co-

localiza con moléculas MHCII de la superficie celular. Luego de 30 min. de 

incubación a 37°C, se localiza en endosomas tempranos. A los 60 min., se 

concentra en lisosomas y a los 120 min. se lo encuentra principalmente en 

MIICs.  

Por lo tanto, se pudo comprobar  que la monovalencia de los fragmentos 

no afecta el reconocimiento antigénico ni la capacidad de internalización del 

complejo Fab-5.01-CD63. Asimismo, queda descartado que la internalización 

del complejo FC-5.01-CD63 se produzca por unión de la porción Fc del Ac y no 

por el reconocimiento del Ag a través del paratope. 

 

2.2.3 Expresión de superficie de las tetraspaninas luego de la incubación con 

AMCs anti-CD63 y anti-CD82 

 

Teniendo en cuenta el modelo de la “red de tetraspaninas” propuesto 

para otros tipos celulares20, investigamos la posible asociación de las 

tetraspaninas entre sí mediante el análisis de su expresión de superficie luego 

de la internalización de CD63 y CD82 inducida por AMCs. 

Observamos que la expresión de superficie de las tetraspaninas CD9, 

CD81, CD82 y CD151 disminuye luego de la incubación con el AMC anti-CD63 

(FC-5.01). Del mismo modo, la expresión de superficie de las tetraspaninas CD9, 

CD63, CD81 y CD151 disminuye luego de la incubación con el AMC anti-CD82, 

mientras que la expresión de las moléculas HLAII permanece constante en 

ambos casos (Figura 19). 
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FIGURA 19. Internalización de tetraspaninas inducida por otras             

tetraspaninas  

A. En los histogramas rojos se muestra la expresión de superficie de las moléculas indicadas, en
CDs inmaduras,  luego de la internalización del complejo FC-5.01-CD63. Los histogramas
marcados con líneas azules indican la expresión de las tetraspaninas previa a la internalización
del complejo FC-5.01-CD63, y los marcados con líneas negras, la marcación con
inmunoglobulinas control de isotipo. 

B. En los histogramas rojos se muestra la expresión de superficie de las moléculas indicadas, en
CDs inmaduras,  luego de la internalización del complejo AMC anti-CD82-CD82. Los
histogramas marcados con líneas azules indican la expresión de las tetraspaninas previa a la
internalización del complejo AMC-CD82, y los marcados con líneas negras, la marcación con
inmunoglobulinas control de isotipo. 

%Posit.: porcentaje de positividad correspondiente a la expresión de tetraspaninas post-
internalización de los complejos. IMF: intensidad media de fluorescencia. 
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3. Asociación Tetraspaninas-Integrinas en células dendríticas 

 
3.1 Efecto de los anticuerpos anti-tetraspaninas en la migración de células 

dendríticas inmaduras 

 

Las tetraspaninas han sido involucradas en varias funciones celulares, 

entre ellas la migración, lo cual se ha atribuido a su asociación con integrinas en 

varios tipos celulares12. 

Por tal motivo, decidimos investigar si CD63 y otras tetraspaninas 

desempeñaban un rol en la migración de CDs inmaduras. Con tal fin, llevamos 

a cabo  ensayos de quimiotaxis, utilizando las quemoquinas MIP-1α y MIP-5 

como quimioatractantes. 

 En dichos ensayos, observamos que la incubación previa de las CDs con 

los AMCs anti-CD9, -CD63, -CD81 y -CD82 estimula la migración inducida por 

las quemoquinas, mientras que la incubación con el AMC anti-CD151 no ejerce 

un efecto significativo sobre la migración celular. Cuando analizamos el efecto 

de los AMCs anti-tetraspaninas agregados conjuntamente, la migración 

aumentó en casi un 100% (Figura 20). 

Teniendo en cuenta la asociación entre tetraspaninas e integrinas 

descripta para otros tipos celulares, el rol desempeñado por las integrinas en la 

motilidad celular y el aumento observado en la migración de CDs inmaduras 

luego de la incubación con los AMCs anti-tetraspaninas, decidimos investigar la 

posible asociación tetraspaninas-integrinas en CDs. 
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 FIGURA 20. Migración de células dendríticas inmaduras 
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A. Observación al microscopio de las CDs migratorias teñidas con Giemsa, en la membrana
de policarbonato,  según se explica en Materiales y Métodos. Aumento: 40X.  

B. Migración de las CDs inmaduras pre-incubadas con los Acs indicados, en respuesta a
MIP-1α y MIP-5. Las barras de error muestran la desviación standard. Los asteriscos
indican diferencias significativas (p< 0,05) entre las CDs incubadas con los AMCs
correspondientes y las CDs incubadas con inmunoglobulinas control de isotipo (IgG2a),
según el test t de Student de 2 colas. 
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3.2 Expresión de integrinas en células dendríticas 

 

         En primer lugar analizamos la expresión de las integrinas CD11b (αM), 

CD18 (β2), CD29 (β1), β3 y CD49e (α5) en la superficie de CDs inmaduras y 

maduras, mediante FACS.  

Observamos que las integrinas estudiadas se expresan en CDs, siendo menor 

la expresión de β3. Por otra parte, no detectamos diferencias significativas en 

la expresión entre CDs inmaduras y maduras (Figura 21). 

 

 FIGURA 21. Expresión de integrinas en células 
dendríticas  
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Análisis de la expresión de superficie de las integrinas en CDs por FACS. En los histogramas
coloreados se muestra la expresión de superficie de las moléculas indicadas y en los blancos, la
marcación con inmunoglobulinas control de isotipo.   
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A continuación analizamos la expresión de superficie de las integrinas 

CD11b, CD18, CD29, β3 y CD49e en CDs inmaduras luego de la incubación con 

los AMCs anti-CD63 y anti-CD82. 

Observamos que la expresión de superficie de las integrinas analizadas, 

exceptuando β3, disminuye luego de la internalización de CD63 y CD82, del 

mismo modo que describimos anteriormente para las tetraspaninas (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 Asociación de CD63 con las integrinas CD11b/CD18 
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FIGURA 22. Internalización de integrinas inducida por tetraspaninas 

A. En los histogramas verdes se muestra la expresión de superficie de las integrinas indicadas,
en CDs inmaduras,  luego de la internalización del complejo FC-5.01-CD63. Los histogramas
marcados con líneas naranjas indican la expresión de las integrinas previa a la internalización
del complejo FC-5.01-CD63, y los marcados con líneas negras, la marcación con
inmunoglobulinas control de isotipo.  

B. En los histogramas verdes se muestra la expresión de superficie de las moléculas indicadas,
en CDs inmaduras,  luego de la internalización del complejo AMC anti-CD82-CD82. Los
histogramas marcados con líneas naranjas indican la expresión de las tetraspaninas previa a
la internalización del complejo AMC anti-CD82-CD82, y los marcados con líneas negras, la
marcación con inmunoglobulinas control de isotipo.  

%Posit.: porcentaje de positividad correspondiente a la expresión de integrinas post-
internalización de los complejos. IMF: intensidad media de fluorescencia. 

  

 110



                                                                                                       Resumen 

Decidimos verificar, mediante inmunoprecipitación, la asociación de 

CD63 con las integrinas CD11b/CD18 en CDs inmaduras, la cual fue detectada 

en neutrófilos118. 

Según se describe en Materiales y Métodos, inmunoprecipitamos CD63 

utilizando el AMC FC-5.01 en un extracto de CDs inmaduras y revelamos con 

un Ac anti-CD18. Del mismo modo, inmunoprecipitamos CD11b utilizando un 

Ac específico y revelamos con el AMC FC-5.01. 

De este modo detectamos la asociación de CD63 con las integrinas 

CD11b/CD18, confirmando los resultados sugeridos por los experimentos de 

internalización de CD63 descriptos en el punto anterior (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados de la expresión de las tetraspaninas en CDs inmaduras y 

el efecto de los AMCs específicos en la translocación intracelular de las mismas 

y la migración celular, se resumen en la Tabla 3. 

FIGURA 23. Asociación de CD63 con las integrinas 
CD11b/CD18 

 anti-CD63       anti-CD18 

  CDs     IP       IP        CDs       IP 
5.01    CD11b       5.01 

90 

70 

55 

33,5 

MPM 

Los inmunoprecipitados fueron sembrados en un gel de poliacrilamida 10%,
transferidos y revelados con Acs. anti-CD63 (calles 1-3, banda ancha de 40-70 kDa108 y
anti-CD18 (calles 4-5).  Calles 1 y 4: extractos de CDs; calles 2 y 5: inmunoprecipitados
de CD63 (IP 5.01); calle 3: inmunoprecipitado de CD11b (IP CD11b). MPM: marcadores
de peso molecular. 
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Tetraspanina Superficie Citoplasma Translocación Migración 

CD9 ++ no no  

CD63 ++ sí sí  

CD81 ++ +/- no  

CD82 + sí sí  

CD151 +/- no no             = 

 

 

 

 

TABLA 3. Expresión y características funcionales de las tetraspaninas en células 
dendríticas inmaduras 

Expresión  Efecto de la unión de AMCs 

++: porcentaje de positividad mayor al 90%, con una IMF entre 50 y 90. 
+: porcentaje de positividad del 70%, con una IMF intermedia (27). 
+/-: porcentaje de positividad del 35%, con una IMF baja (16). 
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4. Participación de CD63 en la captura de antígenos extraños por  

las células dendríticas inmaduras 
 

Las CDs inmaduras poseen diversos tipos de receptores para la captura de Ags, 

dentro de los cuales se encuentran los receptores de β-glucanos, el receptor de manosa 

(MR) y el DC-SIGN, los cuales les permiten, como se describió en Introducción, 

fagocitar partículas como bacterias y levaduras y endocitar Ags glicosilados y partículas 

virales.162-166

La demostrada capacidad de CD63 de translocarse a compartimentos 

intracelulares luego de la unión del FC-5.01 nos permitió suponer que dicha propiedad 

podría ser también inducida por otro estímulo, como la endocitosis o la fagocitosis de 

Ags extraños.  

Por tal motivo, decidimos analizar el efecto de la captura de Ags extraños por las 

CDs inmaduras en la expresión de superficie de CD63. 

 

4.1 Fagocitosis de Saccharomyces cerevisiae. Participación del receptor de β-  

glucanos (dectin-1) 

 

En primer lugar estudiamos el efecto de la fagocitosis de S. cerevisiae en la 

expresión de superficie de CD63. Luego de la incubación de CDs inmaduras 

con levaduras (4 horas a 37ºC), observamos que un porcentaje mayor al 85% de 

las CDs fagocitaban más de 5 levaduras/célula (Figura 24A). Con el fin de 

determinar qué tipo de receptores están involucrados en dicho proceso, las CDs 

fueron pre-incubadas con α-manano (polisacárido bacteriano que se une con 

alta afinidad al MR), con laminarina (glucano β-1,3 semejante al glucano de 

levaduras) o con ambos poliósidos, y luego se llevó a cabo el ensayo de 

fagocitosis anteriormente descripto. Como se muestra en la Figura 24A,  la 

captación de S. cerevisiae no fue inhibida significativamente por el α-manano 

(porcentaje de inhibición del 6,2%). Contrariamente, con el agregado de 

laminarina al cultivo celular, se observó una notable inhibición de la fagocitosis 
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(porcentaje de inhibición del 80,4%), mientras que  el agregado de manano y 

laminarina simultáneamente no modificó significativamente la inhibición 

observada con laminarina (73%). De los resultados obtenidos se deduce que el 

receptor de β-glucanos parece ser esencial para la fagocitosis de S. cerevisiae, 

mientras que este proceso involucraría al MR en forma secundaria. 

 
4.1.1 Asociación de CD63 con dectin-1 

 

El análisis por FACS de la expresión de superficie de CD63 en CDs luego 

de la fagocitosis de levaduras, mostró una importante disminución en la 

expresión de CD63 en comparación con las CDs control (sin incubar con 

levaduras) (Figura 24B y C). Dicha disminución pudo ser revertida con el 

agregado de laminarina previo a la fagocitosis, pero no con el agregado de 

manano, lo cual sugiere la participación del receptor de β-glucanos, pero no del 

MR, en dicho proceso. La disminución en la expresión de moléculas de 

superficie de las CDs no se trató de un proceso general, ya que no ocurrió con 

las tetraspaninas CD81 (Figura 24B), CD9 y CD82, ni con las moléculas MHCII 

(Figura 24B y C). 

Con el fin de examinar si la disminución en la expresión de superficie de 

CD63 se debía a que dichas moléculas acompañaban a las levaduras 

fagocitadas, las CDs fueron pre-incubadas con FC-5.01 a 4ºC durante 1 hora 

(unión a CD63 de superficie). Luego de centrifugar las células y remover el 

sobrenadante, se agregaron las levaduras y se prosiguió con la incubación a 

37ºC durante 24 hs. Posteriormente, las CDs fueron lavadas, permeabilizadas y 

analizadas por inmunofluorescencia y microscopía confocal, como se describe 

en Materiales y Métodos. Como se muestra en la Figura 24D, el complejo FC-

5.01-CD63 se detectó rodeando a las levaduras fagocitadas.  

Este resultado sugiere que CD63 se transloca desde la superficie hacia 

organelas intracelulares que contienen las levaduras fagocitadas. 
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 FIGURA 24. Participación de CD63 en la  fagocitosis de S. cerevisiae     
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FIGURA 24. Participación de CD63 en la fagocitosis de S. cerevisiae 
                        –continuación-    

C Expresión de superficie 

MHCI
I 

CD63 

CDs control CDs + levaduras 

 
      CDs  IP 

29 
Dectin-1 

24 

E D 

C. Se evaluó mediante microscopía de fluorescencia, la expresión de superficie de CD63 (rojo) y
MHCII (verde) en CDs inmaduras luego de la fagocitosis de levaduras, y en células control (no
incubadas con levaduras). Se observan las CDs conteniendo las levaduras en su interior.
Aumento: 60X.  
D. Observación al microscopio confocal de los complejos FC-5.01-CD63 rodeando las vacuolas
de levaduras. Aumento: 100X. 
E. Resultado de la inmunoprecipitación de CD63 y el revelado con el Ac anti-dectin-1. Los
inmunoprecipitados fueron analizados mediante SDS-PAGE 10%, transferidos a nitrocelulosa y
revelados. El Ac detecta una banda doble de aproximadamente 23 y 27 kDa, lo cual corresponde
al peso molecular estimado de la forma completa de dectin-1 y su variante de splicing 1b170

Calle 1: extracto de CDs; calle 2: inmunoprecipitado de CD63 (IP). 
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Finalmente, quisimos comprobar la posible asociación entre CD63 y el 

receptor de β-glucanos (dectin-1), sugerida por los experimentos de fagocitosis 

anteriormente descriptos, mediante ensayos de inmunoprecipitación. Como se 

observa en la Figura 24E, dectin-1 co-inmunoprecipitó con CD63, es decir que 

pudimos confirmar la asociación entre CD63 y dectin-1 en CDs inmaduras. 

 

4.2 Endocitosis de FITC-dextrán 

 

Seguidamente, analizamos el efecto de la captación de FITC-dextrán 

(FITC-Dx)  en la expresión de superficie de CD63 y otras tetraspaninas en CDs 

inmaduras. Como se muestra en la Figura 25 (abscisas) se observó un 77% de 

endocitosis de FITC-Dx luego de 30 min. de incubación de las CDs. Como se 

esperaba, la presencia de α-manano inhibió significativamente la captación de 

FITC-Dx (reducción del porcentaje de captación del 77% al 12%, lo cual implica 

una inhibición del 60%), ya que el MMR ha sido identificado como el principal 

receptor para la endocitosis de dicho azúcar317.  

 

4.2.1 CD63 no estaría asociado al receptor de manosa 

 

En contraposición a lo observado luego de la fagocitosis de S. cerevisiae, 

no se detectó una disminución significativa en la expresión de superficie de 

CD63 ni de CD81 luego de la endocitosis de FITC-Dx (Figura 25, ordenadas). El 

mismo resultado se obtuvo con las demás tetraspaninas estudiadas (no 

mostrado). 
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FIGURA 25.  CD63 no participa en la endocitosis de FITC-dextrán 

 Análisis de la expresión de superficie de CD63 y CD81 en CDs, por FACS, luego de la endocitosis de
FITC-Dx en presencia o ausencia de los poliósidos indicados, y en CDs control (no incubadas con FITC-
Dx). FL1: intensidad de fluorescencia de las partículas ingeridas. FL2: intensidad de fluorescencia de
CD63, CD81 o inmunoglobulinas control de isotipo (IgG1 e IgG2a). %Pos.1: porcentaje de positividad
correspondiente a los cuadrantes derechos superior e inferior (FITC-Dx endocitado). %Pos.2: porcentaje
de positividad correspondiente a los cuadrantes superiores derecho e izquierdo (CD63,  MHCII o
inmunoglobulinas control de isotipo). IMF1: intensidad de fluorescencia correspondiente a los cuadrantes
derechos superior e inferior. IMF2: intensidad de fluorescencia correspondiente a los cuadrantes
superiores derecho e izquierdo. 
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4.3 Fagocitosis de partículas de látex 

 

A diferencia de lo observado en la endocitosis de FITC-Dx, la fagocitosis 

de partículas de látex marcadas con FITC no fue inhibida con el agregado 

previo de manano. Tampoco sufrió variación con el agregado de laminarina ni 

de ambos poliósidos. Por otra parte, la expresión de superficie de CD63 no se 

modificó luego de la captación de las partículas de látex, al igual que en el caso 

de la endocitosis de FITC-Dx (Figura 26). 

Del mismo modo, la expresión de superficie de las tetraspaninas CD81 

(Figura 25), CD9 y CD82 y de las moléculas MHCI y MHC-II (Figura 26) no se 

modificó luego de la captación de FITC-Dx ni de las partículas de látex. 

 

4.4 Infección con el virus del dengue. Endocitosis de partículas virales 

 

Teniendo en cuenta: 

a. nuestra observación de la participación de CD63 en la fagocitosis de S. 

cerevisiae, 

b. los datos bibliográficos que demuestran el rol de las tetraspaninas en las 

infecciones virales (Introducción, punto 1.2), 

c. la importancia del receptor DC-SIGN para la entrada de varios tipos de 

virus en las CDs, como el virus del dengue (Introducción, punto 2.2.1.2), y 

d. la localización de dicho receptor en microdominios “rafts” de la membrana 

plasmática, donde también pueden detectarse las tetraspaninas 

(Introducción, puntos 1.1 y 2.2.1.2), 

decidimos analizar la posible participación de CD63 y las demás tetraspaninas 

estudiadas, en la infección con el virus del dengue. 

 Como se describe en Materiales y Métodos, infectamos con partículas 

virales CDs inmaduras pre-incubadas o no con AMCs anti-tetraspaninas, 
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lavamos las CDs y recolectamos los sobrenadantes de los cultivos a distintos 

tiempos luego de la infección, y añadimos dichos sobrenadantes a cultivos de 

células BHK, las cuales forman placas de lisis al ser infectadas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

 

FIGURA 26. CD63 no participa en la fagocitosis de partículas de látex 

A. Análisis de la expresión de superficie de CD63 y MHCII en CDs, por FACS, luego de la
fagocitosis de partículas de látex en presencia o ausencia de los poliósidos indicados, y en CDs
control (no incubadas con partículas). FL1: intensidad de fluorescencia de las partículas
ingeridas. FL2: intensidad de fluorescencia de CD63, MHCII o inmunoglobulinas control de
isotipo (IgG1 e IgG2a). %Pos.1: porcentaje de positividad correspondiente a los cuadrantes
derechos superior e inferior (partículas ingeridas). %Pos.2: porcentaje de positividad
correspondiente a los cuadrantes superiores derecho e izquierdo (CD63,  MHCII o
inmunoglobulinas control de isotipo). IMF1: intensidad de fluorescencia correspondiente a los
cuadrantes derechos superior e inferior. IMF2: intensidad de fluorescencia correspondiente a los
cuadrantes superiores derecho e izquierdo.  

B. Observación al microscopio de la fagocitosis de látex-FITC por una CD inmadura. En rojo se
observa la marcación de superficie del CD63. Aumento: 60X. 
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Las sobrenadantes de CDs comenzaron a ser infectivos a partir del día 2 

luego de la infección. En ninguna de las condiciones descriptas en Materiales y 

Métodos, las cuales incluyen las descriptas para la inhibición de la infección 

mediante un AMC anti-DC-SIGN174, pudimos detectar una variación en el 

número de placas de lisis observadas luego de la infección de las células BHK 

con los sobrenadantes de CDs infectadas (Figura 27). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 27. CD63 no participa en la infección con el virus del dengue 
 

A 
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C 
 
 
 
D 

6                    5                   4                    3                  2                1  

Infección de células BKH con sobrenadantes de CDs infectadas. Observación de
placas de lisis. MOI: 0,1. Sobredadantes (SN) de CDs: ½. 
A1-A2, D5-D6: células BHK sin infectar. B1-B2: céls. BHK + SN control (tiempo 0 de
infección). C1-C2: céls. BHK + SN de día 2 de infección. D1-D2, A3-A4: céls. BHK +
AMC FC-5.01 + SN de día 2. B3-B4, C3-C4: céls. BHK + AMC anti-CD9 + SN de día 2.
D3-D4, A5-A6: céls. BHK + AMC anti-CD81 + SN de día 2. B5-B6, C5-C6: céls. BHK +
AMC anti-CD82 + SN de día 2. 
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5. Construcción de la molécula recombinante scFv-5.01-c-myc-his6 

 

5.1 Clonado y secuenciación de las regiones variables del AMC-FC-5.01 
 

La amplificación,  clonado y secuenciación de las regiones variables de 

las cadenas pesada (VH) y liviana (VL) del AMC FC-5.01 se llevó a cabo según se 

detalla en Materiales y Métodos, a partir del ARN total del hibridoma 

productor del AMC FC-5.01. El resultado de la amplificación por RT-PCR de 

dichas regiones, así como su ligación en el plásmido pGEM-T, se muestran en la 

Figura 28. Se obtuvieron productos de amplificación de aproximadamente 390 

pb para la cadena pesada y 350 pb para la cadena liviana. En las muestras 

control (en ausencia de ADNc del hibridoma), no se observó amplificación con 

ningún par de primers. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 28. Amplificación y clonado de las regiones variables  
                       del AMC FC-5.01 

A B 

A. Productos de la amplificación de VH y VL analizados en un gel de agarosa 1%. Calle 1:
Producto de amplificación de VH. Calle 3: Producto de amplificación de VL. Calle 2:
Marcador de peso molecular de 1Kb (bandas de 220 pb a 2 kb). Calle 4: Marcador de peso
molecular de 100 pb (bandas de 300 pb a 1kb). 

B.  Productos de digestión de los plásmidos pGEM-T luego de la ligación de VH y VL,
analizados en un gel de agarosa 1%. Calles 1-2: Plásmidos conteniendo el inserto VL. Calles 3-
4: Plásmidos conteniendo el inserto VH. Calles 6-7: Plásmidos sin inserto. Calle 5: Marcador
de peso molecular de 1Kb. 
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1  2   3    4    5   6   7 
 1        2      3      4  
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A continuación, ambas regiones fueron secuenciadas, utilizando los 

oligonucleótidos adecuados para el vector pGEM-T. Para VH se obtuvo una 

secuencia de 119 aminoácidos, y para VL, de 105 aminoácidos. A partir de las 

secuencias de nucleótidos, se obtuvieron los marcos de lectura abiertos y las 

secuencias aminoacídicas, mediante el programa DNAMAN (Versión 5, 

Lynnon Biosoft). Posteriormente, dichas secuencias se ingresaron en la Base de 

Datos Kabat (Kabat, Jonhson) y se identificaron las regiones determinantes de la 

complementariedad (CDRs) y las regiones conservadas entre ellas (frameworks) 

(Figura 29).  

De acuerdo con la base de datos Kabat, la cadena pesada es un posible 

miembro de la Familia VII de Inmunoglubulinas, subgrupo IIa o IIb. La cadena 

liviana kappa fue clasificada dentro de la Familia III, subgrupo V. 
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1       CCA  TCA  TAT  CTG  GCT  GTG  TCT  GCA  GGA  GAA  AAG  GTC  ACT  ATG  AAC  TGT   AAG  TCC  AGT  CAA 
1         Pro    Ser    Tyr   Leu    Ala    Val    Ser    Ala     Gly     Glu     Lys    Val     Thr    Met   Asn     Cys    Lys    Ser     Ser    Gln 
 
 
61   AGT  GTT  TTA  TAC  AGT  TCA  AAT  CAG  AAG  AAC  TAC  TTG  GCC  TGG  TAC  CAG  CAG  AAA  CCG  GGA 
21     Ser    Val     Leu   Tyr     Ser    Ser     Asn   Gln     Lys     Asn    Tyr    Leu    Ala     Trp    Tyr    Gln     Gln    Lys      Pro   Gly 
 
121    CAG  TCT  ATC  AAG  CTG  CTG  GTC  TAC  TGG  GCA  TCC  ACT  AGG  GAA  TCT  GGT  GTC  CCT  GAT  CGC 
41         Gln    Ser     Ile      Lys    Leu    Leu   Val    Tyr    Trp     Ala     Ser     Thr    Arg     Glu    Ser    Gly    Val     Pro    Asp  Arg 
 
181    TTT  AAA  GGC  AGT  GGA  TCT  GGG  ACA  GAT  TTT  ACT  CTT  ACC  ATC  GAT  AGT  GTG  CAA  ACT  GAA 
61      Phe   Lys   Gly     Ser     Gly     Ser    Gly      Thr    Asp    Phe   Thr   Leu    Thr     Ile    Asp     Ser    Val     Gln    Thr    Glu 
 
241    GAC  CTG  GCA  ATT  TAT  TAC  TGT  CAT  CAA  TAC  TTC  TCC  TCA  TAC  ACG  TTC  GGA  GGC  GGG  ACC 
81      Asp    Leu   Ala      Ile     Tyr   Tyr     Cys   His    Gln     Tyr    Phe    Ser    Ser    Tyr     Thr    Phe   Gly     Gly     Gly    Thr 
 
301    AGG  CTG  GAA  ATA  AAA  CGG  GCT  GAT  GGT  GCA  CCA  ACT  GTA  TCC  AAA 
101    Arg    Leu    Glu     Ile      Lys     Arg     Ala    Asp    Gly     Ala     Pro    Thr    Val     Ser    Lys 
 
 
 

A. Secuencia de VH del AMC FC-5.01. En negrita se indican las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs).
Las letras grises corresponden a la región constante. Con líneas de trazo grueso se indican los oligonucleótidos
utilizados para la amplificación de VH, cuyas secuencias se describen en Materiales y Métodos. 

B. Secuencia de VL del AMC FC-5.01. En negrita se indican las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs).
Las letras grises corresponden a la región constante. Con líneas de trazo grueso se indican los oligonucleótidos
utilizados para la amplificación de VL, cuyas secuencias se describen en Materiales y Métodos. 

Ck2 

  

A 
 
1     CAG  GTC  CAG  CTG  CAG   CAG  TCA   GGA  CCT  GAG   CTG  GTA   AAG  CCT  GGG  GGT  TCA   GTG  AAG  ATG 
1       Gln    Val    Gln    Leu    Gln     Gln     Ser     Gly     Pro    Glu     Leu    Val     Lys     Pro    Gly     Gly    Ser     Val      Lys     Met 
 
 
61       TCC  TGC  AAG  GCT  TCT  GGA  TAC  ACA  TTC  ACT  ACC  TAT  GTT  ATA  CAG  TGG  GTG  AAG  CAG  AAG 
21        Ser    Cys    Lys    Ala    Ser    Gly     Tyr     Thr     Phe   Thr    Thr    Tyr    Val     Ile     Gln     Trp    Val     Lys     Gln     Lys 
 
121     CCT  GGG  CAG  GGC  CTT  GAG  TGG  ATT  GGA  TAT  ATT  AGT  CCT  TAC  AAT  GAT  GGT  ACT  AAG  TAC 
41       Pro    Gly     Gln    Gly     Leu   Glu     Trp     Ile     Gly    Tyr     Ile    Ser     Pro     Tyr    Asn    Asp    Gly    Thr    Lys     Tyr 
 
181    AAT  GAC  AAG  TTC  AAA  GGC  AAG  GCC  ACA  CTG  ACT  TCA  GAC  AAA  TCC  TCC  AGC  ACA  GCC  TAC 
61      Asn    Asp    Lys     Phe    Lys    Gly     Lys    Ala     Thr     Leu    Thr    Ser    Asp     Lys     Ser    Ser     Ser     Thr    Ala     Tyr 
 
241    ATG  GAG  CTC  AGC  AGC  CTG  ACC  TCT  GAG  GAC TCT  GCG  GTC  TAT  TAC  TGT  GTG  GGT  GGT  ACC 
81          Met   Glu    Leu    Ser     Ser     Leu    Thr     Ser    Glu    Asp   Ser    Ala     Val    Tyr    Tyr    Cys   Val     Gly    Gly     Thr 
 
301     TCA  TAT  TTT  TAT  GCT  ATG  GAC  TAC  TGG  GGT  CGA  GGA  ACC  TCA  GTC  ACC  GTC  TCC  TCA  GCC 
101     Ser     Tyr    Phe   Tyr    Ala    Met    Asp    Tyr    Trp    Gly    Arg    Gly      Thr    Ser    Val     Thr    Val    Ser     Ser     Ala 
 
361     AAA  ACA  ACA  GCC  CCA  TCG  GTC  TAT  CCA  CTG  GCC 
121     Lys     Thr    Thr     Ala     Pro     Ser     Val     Tyr    Pro     Leu   Ala 
 

VHB 

 CHγ 

VkB-2 
B 

FIGURA 29. Secuencia de las regiones variables del AMC FC-5.01



                                                                                                       Resumen 

5.2 Clonado y secuenciación de la molécula recombinante scFv-5.01-c-myc-

his6

La molécula recombinante scFv-5.01-c-myc-his6 fue construida según se 

detalla en Materiales y Métodos (Esquema 3), mediante una PCR en tres pasos 

y clonada en el plásmido pSW1 (Figura 30). A continuación, el plásmido fue 

digerido con las enzimas NcoI y NotI (los sitios de corte de estas enzimas 

flanquean el inserto), de modo de comprobar que la ligación con el plásmido 

haya sido exitosa (Figura 30C). Posteriormente, se transformaron bacterias E. 

coli cepa TG1 con el plásmido conteniendo dicha construcción, se extrajo el 

ADN plasmídico, se analizó por PCR utilizando oligonucleótidos que 

hibridizan con los extremos 5’ y 3’ del inserto clonado (Figura 30D) y se 

secuenció para corroborar el ensamblado correcto del scFv-5.01-c-myc-his6, 

obteniéndose una secuencia de 269 aminoácidos (Figura 31). 

 
FIGURA 30. Construcción de la molécula scFv-5.01-c-myc-his6

C 1       2   

400 pb 

800 pb 

1    2    3     4    5     6     7 D 

B 1               2  

400 pb 

200 pb 

800 pb 

1       2       3  A 

 

A. Productos de la PCRII (VH y VL) analizados en un gel de agarosa 1%. Calle 1: marcadores 
de PM. Calle 2: VH. Calle 3: VL. B. Producto de la PCRIII, (ensamblado de VH y VL), analizado
en un gel de agarosa 1%. Calle 1: marcadores de PM. Calle 2: VH y VL ensambladas.  

C. Digestión del plásmido pSW1 conteniendo el inserto, con la enzimas NcoI y NotI (calle 2). 
D. Análisis por PCR del inserto clonado (calles 2-7). 
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FIGURA 31. Secuencia de la molécula scFv-5.01-c-myc-his6 
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GAG  GTT  CAG  CTG  CAA  CAG  TCT  GGA  CCT  GAG  CTG  GTA  AAG  CCT  GGG  GGT  TCA  GTG  AAG  ATG 
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Gly Ser Val Lys Met 

TCC  TGC  AAG  GCT   TCT  GGA  TAC  ACA  TTC  ACT  ACC   TAT  GTT   ATA CAG  TGG  GTG  AAG  CAG AAG 
Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr  Tyr Val Ile Gln Trp Val Lys Gln Lys 

CCT  GGG  CAG  GGC  CTT  GAG  TGG  ATT  GGA  TAT  ATT   AGT CCT  TAC  AAT  GAT  GGT  ACT  AAG TAC 
 Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Ser Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr 

  AAT  GAC  AAG  TTC  AAA   GGC  AAG  GCC ACA  CTG  ACT  TCA  GAC AAA  TCC  TCC  AGC  ACA  GCC TAC 
 Asn Asp Lys Phe Lys  Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

ATG  GAG  CTC  AGC  CTG  ACC  TCT  GAG  GAC  TCT  GCG  GTC  TAT   TAC  TGT   GTG   GGT   GGT  ACC  TCA 
 Met Glu Leu Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Val Gly  Gly Thr Ser 

 

TAT  TTT    TAT   GCT  ATG  GAC  TAC  TGG GGG  GGA  GGA  ACC TCA  GTC  ACC  GTC  TCC  TCA  GGT  GGA 
Tyr Phe Tyr  Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gly Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Gly Gly 

 

GGC  GGT  TCA  GGC  GGA  GGT  GGC  TCT  GGC  GGT  GGC  GGA   TCG   AAC  ATT  ATG  ATG  ACA  CAG  TCG 
Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly  Ser Asn Ile Met Met Thr Gln Ser 

CCA  TCA  TAT  CTG  GCT   GTG  TCT   GCA  GGA  GAA   AAG  GTC  ACT  ATG  AAC  TGT  AAG  TCC  AGT  CAA 
 Pro Ser Tyr Leu Ala Val Ser Ala Gly Glu  Lys Val Thr Met Asn Cys Lys Ser Ser Gln 

AGT  GTT  TTA  TAC  AGT  TCA  AAT  CAG  AAG  AAC  TAC  TTG  GCC  TGG  TAC CAG  CAG  AAA  CCG GGA 
 Ser Val Leu Tyr Ser Ser  Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly 

CAG  TCT  ATC  AAG  CTG  CTG  GTC   TAC  TGG  GCA  TCC  ACT  AGG  GAA  TCT   GGT  GTC  CCT  GAT  CGC 
 Gln Ser Ile Lys Leu Leu Val Tyr Trp Ala Ser Thr Arg  Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg 

TTT   AAA  GGC  AGT  GGA   TCT   GGG  ACA  GAT  TTT  ACT   CTT   ACC  ATC  AGT  AGT  GTG  CAA  ACT  GAA 
 Phe Lys Gly Ser Gly  Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Val Gln Thr Glu 
 

GAC  CTG  GCA  ATT  TAT   TAC  TGT   CAT  CAA    TAC  TTC  TCC  TCA  TAC  ACG   TTC  GGA  GGG  GGC  ACC 
Asp Leu Ala Ile Tyr Tyr Cys His Gln  Tyr Phe Ser Ser Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr 

 

AAG  CTG  GAA  ATC  AAA  CGG GCG  GCC  GCA  GAA  CAA  AAA  CTC  ATC  TCA  GAA  GAA  GAT  CTG  AAT 
 Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala Ala Ala Glu Gln  Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn 

 GGG  GCC    GCA  CAT  CAT  CAT  CAT  CAT  CAT     TAG     TAG  
 Gly Ala  Ala His His His His His His  stop stop 

encia de la molécula scFv-5.01-c-myc-his6. En negro se señala la secuencia correspondiente a VH. En azul, la  
espondiente Vk.  En verde, la secuencia espaciadora entre ambas cadenas. En bordeau, la secuencia c-myc ,  
arrón la secuencia de seis histidinas y en gris los codones stop. En negrita se resaltan los CDRs. En líneas de  

o grueso se indican los oligonucleótidos utilizados para la construcción del scFv. Las secuencias de dichos  
onucleótidos se describen en Materiales y Métodos, Esquema 3. 

VH-BACK 

ScVH-BACK-NcoI 

ScVH-FOR 
VH-FOR 

Vk5.01-FOR 

Vk5.01-BACK  ScVk5.01-BACK 

ScVk5.01-FOR-Not I 
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5.3 Producción y purificación de la molécula recombinante scFv-5.01-c-myc-

his6 

La expresión de la molécula recombinante fue dirigida al espacio 

periplásmico de las bacterias transformadas, según se describe en Materiales y 

Métodos.  La fracción periplásmica fue extraída, y, a partir de allí, dicha 

molécula fue purificada mediante una resina de afinidad por Co2+ según se 

resume en el Esquema 4. 

La presencia de dicha molécula en la fracción periplásmica y en los 

eluidos de la columna de afinidad se verificó inicialmente mediante dot-blot. A 

continuación se sembró en un gel de poliacrilamida 15% la fracción 

periplásmica y las fracciones eluidas de la columna que dieron resultado 

positivo por dot-blot (Figura 32). El Western blot muestra la presencia de la 

molécula scFv (detectada por su tag de c-myc) en la fracción periplásmica y en 

uno de los eluidos de la columna y en menor grado en el “run-through de la 

columna” (fracción que eluye durante la siembra de la muestra). La 

concentración del fragmento scFv-5.01 se estimó por densitometría de las 

bandas del SDS-PAGE mediante el programa de computación Scion Image 

(Scion Corp., Maryland, USA), calculándose un rendimiento de 130 µg/l de 

cultivo. 

 

5.4 Reactividad de la molécula recombinante scFv-5.01-c-myc-his6 

 

Evaluamos la reactividad con CD63 de la molécula purificada mediante 

Western blot frente a extractos de plaquetas, CDs, melanoma y tumores de 

colon (CD63+) y mediante inmunofluorescencia indirecta sobre células de 

melanoma IIB-MEL-J y CDs (FACS y microscopía confocal). El scFv fue 

detectado en primer lugar con el anticuerpo 9E10, el cual reconoce el tag de c-

myc, seguido de un anticuerpo secundario marcado. 

En la Figura 33A  se observa el resultado del Western blot sobre dichos 

extractos. Se incubaron las membranas de nitrocelulosa con scFv y FC-5.01 
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(control positivo). Según puede observarse, la molécula scFv-5.01 reconoce 

específicamente al Ag CD63 presente en dichos extractos. La heterogeneidad en 

el peso molecular de las bandas que se observan en el Western blot se debe a 

que, como se comentó anteriormente, el Ag CD63 es una glicoproteína de 

membrana de peso molecular variable (30-60 kDa). Dicha heterogeneidad es 

debida a variaciones en el patrón de glicosilación del antígeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 32. Producción y purificación de la molécula scFv-5.01-c-myc-his6 
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36 
29 
24 
20 
14 

1            2             3            4 
B 

 2          3         4 

scFv-5.01 
 (∼27 kDa) 

A.   SDS-PAGE 15% teñido con Coomassie Blue.  
B. Western blot revelado con el Ac. anti-c-myc y posteriormente con el Ac. GAM-PA. 
Calle 1: Marcadores de PM. Calle 2: fracción periplásmica. Calle 3: Eluido de la columna de 
afinidad. Calle 4: “Run through” de dicha columna. 
 
 

En la Figura 33B, C y D, se observa el resultado de la 

inmunofluorescencia sobre células IIB-MEL-J y CDs. La Figura 33B corresponde 

al análisis por FACS de la reactividad de superficie de la molécula scFv-5.01 

comparada con la del FC-5.01. Observamos que la molécula recombinante 

reconoce al CD63 tanto en CDs como en las células de melanoma, pero en 

menor grado que el FC-5.01. La Figura 33C y D corresponde al análisis de la 

reactividad de superficie e intracelular evaluada mediante microscopía 

confocal. Como puede observarse, el scFv reconoce al Ag CD63 tanto en la 
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membrana plasmática como en el citoplasma de las células. Realizamos los 

controles correspondientes, incubando las células con PBS y con fracción 

periplásmica control (obtenida a partir de E. coli TG1 no transformadas) y en 

ningún caso se observó reactividad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

1     2     3     4      5     6      7              3     5     7 

CD63 

180 
116 
84 
58 

48,5 

36,5 

FC-5.01 scFv-5.01

A 

A. Reactividad de scFv-5.01, comparado con FC-5.01, evaluada mediante Western blot sobre 
extractos de plaquetas, tumores y CDs. Calle 1: marcadores de PM. Calle 2: CDs maduras. 
Calle 3: CDs inmaduras. Calles 4 y 5: extractos de melanoma. Calle 6: extracto de tumor de 
colon. Calle 7: extracto de plaquetas.  

B. Reactividad de scFv-5.01, en comparación con FC-5.01, sobre CDs (histogramas rojos) y 
células IIB-MEL-J (histogramas verdes), evaluada mediante citometría de flujo. Los 
histogramas blancos corresponden a la marcación con inmunoglobulinas control de isotipo. 
%Posit.: porcentaje de positividad; IMF: intensidad media de fluorescencia. 

FIGURA 33. Reactividad de la molécula scFv-5.01-c-myc-his6 
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FIGURA 33. Reactividad de la molécula scFv-5.01-c-myc-his6 

                                       -continuación- 

C 

scFv-5.01   FC-5.01  

IIB-M
EL -J

C
D

s

scFv-5.01   
D 

FC-5.01  scFv-5.01   

IIB-MEL-J CD 

C. Reactividad de scFv-5.01, en comparación con FC-5.01, en la superficie de células IIB-MEL-J 
y CDs, analizada mediante microscopía confocal. La fotografía superior central corresponde a 
una imagen tridimensional de células IIB-MEL-J. Aumento: 60X. 
D. Reactividad de scFv-5.01, en comparación con FC-5.01, en células IIB-MEL-J y CDs 
permeabilizadas (reactividad intracelular), evaluada mediante microscopía confocal. 
Aumento: 60X. 
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5.5 Internalización del complejo scFv-5.01-c-myc-his6-CD63

 

Una vez comprobada la capacidad del scFv-5.01 de reconocer al Ag 

CD63 tanto en membrana plasmática como en sitios intracelulares, procedimos 

a ensayar si el complejo de superficie scFv-CD63 es capaz de internalizarse 

hacia vesículas intracelulares, como lo hace el anticuerpo parental. Para ello, 

según se describe en Materiales y Métodos, incubamos CDs con  scFv-5.01 

durante 1h. a 4ºC, para permitir la unión del scFv a CD63, y luego a 37ºC, para 

posibilitar la internalización del complejo de superficie. El scFv fue revelado 

con el anticuerpo 9E10 seguido de Acs marcados con cy3. La molécula 

recombinante fue capaz de internalizarse en CDs luego de su unión a superficie 

(Figura 34). 

 

5.5.1 Destino intracelular del complejo scFv-CD63. Translocación a MIICs en 

células dendríticas 

 

Investigamos el destino intracelular del complejo scFv-CD63 en CDs por 

medio de inmunofluorescencia indirecta doble. Al igual que lo observado con el 

AMC FC-5.01 y su fragmento monovalente Fab, la molécula recombinante scFv 

alcanza los compartimentos MIIC luego de 30 min. de incubación a 37ºC, siendo 

máxima la co-localización con moléculas MHCII a los 120 min (Figura 34). 
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FIGURA 34. Co-localización del complejo scFv-CD63 con 
moléculas MHCII 

Análisis por inmunofluorescencia doble seguida de microscopía confocal, de la co-
localización del complejo scFv-CD63 con moléculas MHCII, luego de su
internalización  a 37ºC. 
En rojo se observa el complejo scFv-CD63, y en verde las moléculas MHCII. La co-
localización se visualiza como puntos amarillos. 

 

Dada la capacidad de la molécula recombinante scFv de internalizarse en 

CDs y alcanzar los compartimentos donde tiene lugar el procesamiento de los 

péptidos a ser presentados en el contexto de las moléculas MHCII, seguimos 

adelante con la idea de utilizar dicha molécula como vehículo de péptidos 

antigénicos en las CDs. A continuación, se describe la construcción de una 

proteína de fusión a partir de la molécula scFv-5.01-c-myc-his6. 
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6. Construcción de la proteína de fusión scFv-5.01-MART-1

 

Partiendo de la molécula recombinante scFv-5.01-c-myc-his6, descripta 

anteriormente, decidimos construir una proteína de fusión portando el péptido 

de melanoma MART-1. MART (antígeno de melanoma reconocido por los 

linfocitos T), es una proteína de 118 aminoácidos, con un PM aproximado de 18 

kDa. Es expresado por la mayoría de los melanomas y líneas de células de 

melanoma y es reconocido por los linfocitos T que infiltran el tumor318,319. 

 

6.1 Clonado de la proteína de fusión scFv-5.01-MART-1 

 

 El clonado de la molécula recombinante scFv-5.01-MART-1 se llevó a 

cabo a partir del plásmido pSW1 conteniendo la secuencia del scFv-5.01, según 

se describe en Materiales y Métodos (Esquema 5). Para la preparación del 

ADNc del péptido MART-1, en primer lugar se amplificó MART a partir del 

ARN total de células IIB-Mel-J, y luego se procedió a amplificar la porción de 

ADNc codificante de MART-1, agregando un sitio de corte para la enzima NotI 

(Esquema 5B y Figura 35). 

 

C 1    2              

100 pb
200 pb

A 1       2 

1 kb 

0,5 kb 

1           2 B 

A. Digestión del plásmido pSW1-scFv con la enzima de restricción NotI. 
B. Amplificación por RT-PCR de MART (520 pb) a partir del ARN total de células
IIB-Mel-J. Gel de agarosa 3%. Calle1: Marcadores de PM de 100pb. Calle2: Producto
de RT-PCR. 
C. Amplificación por PCR de MART-1-NotI (75 pb). Calle 1: Producto de PCR. Calle
2:  Marcadores de PM. 
 

FIGURA 35.  Construcción de la molécula scFv-5.01 Mart-1 
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6.2 Producción y purificación de la proteína de fusión scFv-5.01-MART-1 

 

 La molécula recombinante scFv-5.01-MART-1 se expresó en bacterias E. 

coli cepa TG1 y se purificó a partir de la fracción periplásmica de dichas 

bacterias, según se explicó anteriormente para la molécula scFv-5.01-c-myc-his6. 

 Para su detección en Western blot e inmunofluorescencia, se utilizó en 

primer lugar el anticuerpo monoclonal 9E10, el cual reconoce el tag de c-myc. 

(Figura 36A). 

 

6.3 Reactividad de la proteína de fusión scFv-5.01-MART-1 

 

 La reactividad de la molécula scFv-5.01-MART-1 se evaluó sobre CDs en 

suspensión, mediante inmunofluorescencia indirecta seguida de citometría de 

flujo (Figura 36B) y microscopía confocal (Figura 37). 

 Como se observa en la Figura 36B, la proteína de fusión reconoce al Ag 

CD63 en la superficie de las CDs, aunque en menor grado que el anticuerpo 

parental. Por otra parte, dicha proteína es capaz de internalizarse en CDs luego 

de incubar las células a 37ºC (Figura 37). 

 

6.4 Translocación del complejo scFv-5.01-MART-1-CD63 a los compartimentos 

MIICs. 

 

Del mismo modo que el AMC FC-5.01 y la molécula recombinante scFv, 

la proteína de fusión scFv-MART-1 es capaz de internalizarse y alcanzar los 

compartimentos MIIC (Figura 37). 
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FIGURA 36. Detección y reactividad de la molécula scFv-5.01-MART-
1 
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A. Detección de scFv-5.01-MART-1 en la fracción periplásmica (calle 1) y eluido de la columna 
       de afinidad (calle 2), mediante Western blot. 
B. Reactividad de scFv-5.01-MART-1, en comparación con FC-5.01, sobre CDs (histogramas

rojos), evaluada mediante citometría de flujo. Los histogramas blancos corresponden, en b1,
a la marcación del control de isotipo (IgG2a) y en b2-b3, a la de la fracción periplásmica de
bacterias no transformadas. Concentración utilizada de los primeros anticuerpos: 20 µg/ml
para b1-b2 y 50 µg/ml para b3. %Posit.: porcentaje de positividad; IMF: intensidad media
de fluorescencia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tiempo: 60 min. 

FIGURA 37. Internalización del complejo scFv-5.01-MART-1-CD63 
en células dendríticas 

Co-localización de scFv-5.01-MART-1 con moléculas MHCII, luego
de 60 min. de incubación a 37ºC, visualizada mediante microscopía
confocal. En rojo se observa el scFv-5.01-MART-1 y en verde las
moléculas MHCII. La co-localización se visualiza como puntos
amarillos. 
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Paralelamente a la construcción de la proteína de fusión emprendimos 

una estrategia alternativa con el mismo propósito de utilizar el AMC FC-5.01 o 

sus fragmentos derivados, como vehículos de péptidos o proteínas antigénicas 

hacia las CDs. Esta nueva estrategia consistió en la conjugación química del 

AMC FC-5.01 con una proteína altamente inmunogénica como el toxoide 

tetánico, la cual se comenta a continuación. 
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7. Obtención y caracterización de las propiedades funcionales del 

conjugado FC-5.01-toxoide tetánico 
 

7.1 Obtención y purificación del conjugado FC-5.01-toxoide tetánico 

 

El conjugado FC-5.01-toxoide tetánico (FC-5.01-TT) se obtuvo por 

conjugación química del AMC FC-5.01 con el toxoide tetánico utilizado para la 

formulación de la vacuna anti-tetánica, según se describe en Materiales y 

Métodos (Esquema 6). Se purificó mediante cromatografía de exclusión 

molecular (S-200) seguida de proteína G Sepharosa (Figura 38). 

La cuantificación de las moléculas de TT/molécula de FC-5.01 se realizó 

mediante ELISA, obteniéndose como resultado 4 moléculas de TT/molécula de 

FC-5.01. El PM del conjugado se estimó mediante una curva de calibración 

realizada con estándares de PM sembrados en la columna S-200. 

 

 
FIGURA 38. Purificación del conjugado FC-5.01-TT 

 

 

    10        20        30        40    

A
bs

or
ba

nc
ia

 (2
80

nm
)

0,05 

0,1 

0,15 
 

 

 

 

 

 

 

0,15 

0,1 

0,05 

           10         20          30          40     

∼700kDa 

A
bs

or
ba

nc
ia

 (2
80

nm
)

Tiempo (min.) Tiempo (min.) 

 

 

 

Purificación del conjugado FC-5.01-TT mediante cromatografía de exclusión molecular (S-200). 
Flujo: 0,5 ml/min. Buffer de corrida: PBS pH 7,5.  
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7.2 Reactividad del conjugado FC-5.01-TT 

 

La reactividad del conjugado se evaluó sobre extractos de CDs mediante 

Western blot y sobre CDs en suspensión mediante inmunofluorescencia 

indirecta (Figura 39 y Figura 40). El conjugado se detectó con Acs anti-ratón 

para revelar el FC-5.01 y con un suero anti-TT de un dador vacunado contra el 

tétanos seguido de Acs anti-humano para revelar el TT. 
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FIGURA 39. Reactividad del conjugado FC-5.01-TT 

A. Western blot del conjugado FC-5.01-TT en comparación con el FC-5.01 sobre
extractos de CDs. Los extractos, sembrados en un gel 10% y transferidos,  fueron
incubados con los siguientes Acs: Calle 1: FC-5.01 + Ac. anti-ratón. Calle 2: FC-5.01-
TT + Ac. anti-ratón. Calle 3: FC-5.01-TT +suero anti-TT + Ac. anti-humano. Calle 4:
Ac. anti-humano. Calle 5: suero humano anti-TT + Ac. anti-humano. Calle 6: FC-5.01-
TT + Ac. anti-humano. 

B. Inmunofluorescencia sobre CDs en suspensión, del conjugado FC-5.01-TT en
comparación con el FC-5.01. Los histogramas coloreados corresponden a la
marcación con FC-5.01 ó FC-5.01-TT, detectada con Acs. anti-ratón. Los histogramas
blancos corresponden a la marcación con inmunoglobulinas control de isotipo. 
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Como se observa  en la Figura 39 y la Figura 40, el conjugado retiene la 

especificidad del anticuerpo parental por el Ag CD63. 

 

7.3 Internalización del complejo FC-5.01-TT-CD63. Translocación a 

compartimentos MIIC. 

 

El conjugado FC-5.01-TT se internaliza en CDs incubadas a 37ºC y 

alcanza los compartimentos MIIC, al igual que el anticuerpo parental (Figura 

40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                          30                                                            60 Tiempo (min.) 

FIGURA 40.  Co-localización del complejo FC-5.01-TT-CD63 con moléculas  
                        MHCII 

Translocación del complejo FC-5.01-TT-CD63 a los compartimentos MIIC,
visualizado mediante microscopía confocal. En rojo se observa el
conjugado y en verde las moléculas MHCII. La co-localización se visualiza
como puntos amarillos. 
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7.4 Funcionalidad del conjugado FC-5.01-TT. Proliferación de linfocitos 

respondedores al toxoide tetánico. 

 

Como se describe en Materiales y Métodos, ensayamos distintas 

condiciones, variando las cantidades de CDs y linfocitos, las concentraciones de 

los Ags, los tiempos de incubación CDs-Ags y los tiempos de co-cultivo con los 

linfocitos. 

Según se observa en la Figura 41, el conjugado FC-5.01-TT fue 

presentado por las CDs y generó una respuesta específica de linfocitos 

autólogos de un dador vacunado contra el tétanos. Por otra parte, el AMC FC-

5.01 dio lugar a una respuesta similar a la observada para las CDs sin cargar con 

Ags. (Figura 41A). Utilizando una concentración de Ags de 100 µg/ml y un 

tiempo de incubación CDs-Ags de 4 hs. previo al agregado de LPS para inducir 

la maduración de las CDs, no se observaron diferencias entre las respuestas 

obtenidas frente al TT conjugado y sin conjugar (Figura 41A). Contrariamente, 

reduciendo la dosis de Ags y el tiempo de incubación CDs-Ags, sí se 

observaron diferencias significativas entre la capacidad inmunogénica del TT 

conjugado y sin conjugar (a una concentración de 1 µg/ml) (Figura 41B).  
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FIGURA 41. El conjugado FC-5-01-TT es presentado por las células 

dendríticas e induce la proliferación de linfocitos respondedores 
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Análisis de la respuesta al conjugado FC-5.01-TT presentado por las CDs, mediante un
ensayo de proliferación de linfocitos autólogos respondedores al TT.  
A. Tiempo de incubación CDs-Ags: 4 hs. Concentración de los Ags: 100 µg/ml. El
resultado es representativo de 5 experimentos. 
B. Tiempo de incubación CDs-Ags: 2 hs. Concentración de los Ags: de 1 a 10-5 µg/ml. 
 Conj.: FC-5.01-TT.  PHA: fitohemaglutinina. El resultado es representativo de 5
experimentos.  
 

Número de CDs: 15.000. Número de linfocitos: 400.000. Las barras de error muestran la
desviación standard. El asterisco indica una diferencia significativa (p< 0,05) entre la
respuesta obtenida con las CDs incubadas con el TT conjugado y las CDs incubadas con el
TT sin conjugar, según el test t de Student de 2 colas. 
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DISCUSIÓN 
 

 
Las Tetraspaninas constituyen una superfamilia de proteínas de 

membrana de amplia distribución tisular. Su reconocimiento como “familia de 

proteínas” es bastante reciente320, pero desde la descripción de su primer 

miembro (CD63) se ha ido acumulando una copiosa evidencia que las involucra 

en múltiples funciones celulares2-4. A pesar de ello, no se ha podido aún definir 

claramente si estas proteínas actúan solamente como “proteínas de andamiaje”, 

reclutando moléculas de superficie y transductoras de señales en 

microdominios de membrana especializados, o si también desempeñan roles 

específicos, irreemplazables por otros miembros de la familia. Hasta el 

momento, parece evidente que CD9 resulta indispensable para la fusión de 

gametas en una cepa de ratón95; su deficiencia puede ser revertida por la 

transfección de CD81, pero la expresión natural de CD81 en los ovocitos no 

resulta suficiente para suplantar la ausencia de CD9. Puede decirse entonces 

que las funciones de las tetraspaninas son en algunos casos “potencialmente” 

redundantes. Es también destacable que se requiera de la expresión de CD81 

para el mantenimiento de niveles normales de CD19 en la superficie de los 

linfocitos B129. Esto plantea una importante función de ciertas tetraspaninas 

como “chaperonas” irreemplazables. Actualmente están surgiendo nuevos 

datos que involucran a algunas tetraspaninas (CD9, CD81, CD63), en la 

infección con virus52,55,56. Hasta el momento se especula que su función sería la 

de co-receptores, pero no existen aún resultados concluyentes de que su 

ausencia prevenga las infecciones. Con respecto al rol de las tetraspaninas como 

inmuno-moduladores, la mayor parte de la evidencia proviene de estudios en 

linfocitos B y es prácticamente nula la información con la que se cuenta sobre su 

participación en las principales células presentadoras de antígenos, las células 

dendríticas (CDs). 
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Con respecto a la tetraspanina CD63, se ha observado que su deficiencia, 

en humanos, causa una serie de síntomas asociados con la expresión 

disminuida de CD63 en gránulos de plaquetas y melanosomas45, pero 

aumentada en la membrana plasmática, lo cual demuestra la importancia del 

mantenimiento de un “sorting” adecuado para esta tetraspanina. Como se 

describió en Introducción, CD63 (al igual que CD82), presenta una señal de 

localización lisosomal en su extremo -COOH terminal. Se ha encontrado que 

CD63 se expresa mayoritariamente en los lisosomas de varios tipos celulares, 

translocándose a la membrana plasmática luego de la activación celular. Por 

otra parte, se ha detectado en células endoteliales y basófilos, que CD63 es 

capaz de ciclar entre la membrana plasmática y los cuerpos de Weibel-Palade o 

los gránulos intracelulares, respectivamente116,117. Esta propiedad de CD63 de 

alternarse entre la membrana plasmática y los compartimentos citoplasmáticos 

la convierte en un blanco atractivo para la introducción y presentación de 

antígenos de interés en células presentadoras de antígeno como las CDs. Por tal 

motivo, utilizamos el AMC FC-5.01, desarrollado en nuestro laboratorio, y 

reactivo con la tetraspanina CD63, para analizar la expresión de CD63 en CDs y 

la posibilidad de que el complejo de superficie FC-5.01-CD63 se internalice 

hacia compartimentos de presentación antigénica (MIICs). También intentamos 

contribuir al esclarecimiento de las funciones desempeñadas por CD63 y otras 

tetraspaninas en CDs. 

 

Mediante citometría de flujo y microscopía confocal, demostramos que 

las tetraspaninas CD9, CD63, CD81, CD82 y CD151 se expresan en CDs 

inmaduras. CD9 y CD81 se expresan predominantemente en la superficie, 

mientras que CD63 y CD82 también lo hacen intracelularmente, en lisosomas 

y/o compartimentos MIIC. La expresión de CD151 fue poco detectable. Con 

respecto a la expresión de superficie de CD63, la evidencia con la que se 

contaba era controvertida: Por un lado, en 1998, Woodhead y colaboradores109 

mostraron por citometría de flujo una positividad menor al 50% para CD63, y 
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posteriormente, durante el desarrollo de esta Tesis, otros autores321, mediante 

técnicas de fraccionamiento subcelular, sólo encontraron CD63 en 

compartimentos endosomales-lisosomales/MIICs, pero no en la membrana 

plasmática, y no detectaron CD82 intracelularmente. Por lo tanto, nuestros 

resultados confirmaron la expresión de CD63 en CDs inmaduras humanas (% 

de positividad: 95%; IMF: 102) y aportaron nuevos datos acerca de la expresión 

de otras proteínas de la familia. Nuestra evidencia puede compararse con la 

obtenida en linfocitos B, donde CD63 y CD82 fueron hallados en 

compartimentos MIIC, y CD9, CD63, CD81 y CD82 fueron también detectados 

en la superficie celular10,85.  

Con respecto a la expresión de las tetraspaninas en CDs maduras, no 

observamos diferencias en la expresión de superficie, con respecto a las CDs 

inmaduras. Coincidentemente, otros autores han demostrado que la 

localización subcelular de CD63 no se altera durante la maduración de las CDs, 

pero sí se producen cambios en la modificaciones post-traduccionales de la 

molécula, lo cual podría estar relacionado con los cambios morfológicos que 

sufren los compartimentos MIIC durante la maduración de las CDs9. 

Demostramos que luego de la unión del AMC FC-5.01, el complejo de 

superficie se internaliza, y analizamos el trayecto intracelular del complejo 

(endosomas → lisosomas  →  MIICs)  en CDs inmaduras. Observamos que esta 

internalización no requiere del cross-linking de moléculas de CD63, ya que el 

fragmento Fab-5.01 también fue internalizado. Analizamos también la 

posibilidad de internalización de otros complejos Ac-tetraspanina. Observamos 

que sólo el AMC FC-5.01 y el AMC anti-CD82 inducían la translocación 

intracelular de los complejos. 

 

Teniendo en cuenta el modelo aceptado de la existencia en varios tipos 

celulares de una “red de tetraspaninas” conectada con integrinas, proteínas de 

señalización y moléculas involucradas en la presentación antigénica21,23, 

analizamos la asociación tetraspaninas-tetraspaninas y tetraspaninas-integrinas 
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en CDs inmaduras. En primer lugar, analizamos la expresión en superficie de 

varias integrinas en CDs. Observamos que las integrinas CD11b/αM, CD18/β2, 

CD29/β1 y  CD49e/α5 se expresan abundantemente, mientras que la expresión 

de β3 es leve, y no detectamos una variación en la expresión entre CDs 

inmaduras y maduras. Otros autores tampoco han detectado la variación en la 

expresión de las integrinas CD29 y CD49e entre CDs inmaduras y maduras, 

pero sí de CD49d/α4176. Sabiendo que la incubación con los AMCs anti-CD63 y 

anti-CD82 inducía la internalización de los complejos con ambas tetraspaninas, 

analizamos, mediante citometría de flujo, si la internalización de dichos 

complejos llevaba también a la internalización de otras tetraspaninas e 

integrinas. Observamos que la incubación con dichos Acs provocaba una 

disminución en la expresión de superficie de las demás tetraspaninas 

estudiadas, y de las integrinas CD11b, CD18, CD29 y  CD49e, pero no de las 

moléculas MHCII. Al respecto, se ha postulado que las tetraspaninas forman 

microdominios especializados, distintos de los “rafts”22. Se ha observado 

también que las tetraspaninas co-localizan en la superficie celular con moléculas 

MHCII portando determinados epitopes, los cuales determinarían la 

localización de las moléculas de clase II en ciertos dominios de membrana88. Por 

lo tanto, es posible postular que CD63 y CD82, al internalizarse, conducen 

también consigo a las moléculas de clase II reclutadas en los microdominios 

enriquecidos en tetraspaninas, pero que esta desaparición no es detectada por 

inmunofluorescencia debido a la presencia en la superficie celular de otras 

moléculas de clase II portando otros epitopes y presentes en microdominios de 

membrana diferentes a los de las tetraspaninas. La internalización de CD63 y 

CD82 puede asociarse con la capacidad de estas tetraspaninas de dirigir el 

tránsito intracelular de sus moléculas asociadas y su degradación en lisosomas. 

Justamente CD63 y CD82 portan una secuencia de localización lisosomal, lo 

cual les permite ciclar de la membrana plasmática a los compartimentos 

intracelulares y viceversa15. Se postula que en estos procesos contribuirían 

también las enzimas asociadas con las tetraspaninas, como PI4-K y PKC. En 
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efecto, se ha observado que la activación de PKCα en células epiteliales 

mamarias facilita la internalización de las integrinas β170. Mediante 

inmunoprecipitación, confirmamos la asociación CD63/CD11b en CDs 

inmaduras.  

Con respecto a la relevancia funcional de la asociación tetraspaninas-

integrinas en CDs inmaduras, analizamos la posible participación de las 

tetraspaninas en la migración celular, proceso en el cual las integrinas 

desempeñan un rol destacado. Llevamos a cabo ensayos de quimiotaxis 

utilizando MIP-1α y MIP-5 como quimioatractantes, los cuales actúan 

preferentemente sobre CDs inmaduras. Observamos que la incubación con Acs 

anti-CD9, -CD63, -CD81 y -CD82 aumentó la migración celular entre un 50% y 

un 70%, y cuando los Acs fueron agregados simultáneamente, la migración 

aumentó casi un 100%. El mecanismo responsable de este aumento debe ser 

diferente para las distintas tetraspaninas, ya que observamos previamente que 

la unión de los Acs induce la internalización de CD63 y CD82, pero no de CD9 

y CD81, pero de todas formas el efecto sería debido a la asociación 

tetraspaninas-integrinas. Se ha postulado que la posible acción de las 

tetraspaninas sobre el tráfico de las integrinas permitiría el reclutamiento de 

estas últimas en el “frente” celular y el control de su reciclado durante la 

migración, lo cual contribuye al mantenimiento de las protrusiones celulares 

necesarias para el movimiento12. La internalización de las tetraspaninas puede 

conducir a la internalización de las integrinas, como se describió previamente, 

pero cabe también la posibilidad de que la unión de los Acs anti-tetraspaninas 

cause en las integrinas una modificación conformacional que afecte su 

funcionalidad. Al respecto, se ha observado que la expresión de un 

determinado epitope en CD9 depende de su asociación con α6β1 y es 

funcionalmente relevante para la migración celular322. Alternativamente, las 

tetraspaninas podrían actuar directamente sobre las quinasas que fosforilan las 

subunidades de las integrinas, como la PKC, la cual se observó formando 

complejos con tetraspaninas. 
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 La participación de las tetraspaninas en la migración celular ha sido 

ampliamente documentada en células tumorales60. Nuestros resultados 

concuerdan con lo observado en ciertas líneas tumorales, donde se ha asociado 

una expresión disminuida de las tetraspaninas con un aumento en la motilidad 

celular.  Al respecto, CD9, CD63 y CD82 son reconocidas como “proteínas 

supresoras tumorales”. Su expresión en muchos casos se ve disminuida durante 

la progresión tumoral, por lo que su presencia se asocia con un mejor 

pronóstico. La asociación con integrinas podría explicar el rol de las 

tetraspaninas en los procesos malignos, ya que la disminución en la expresión 

de las tetraspaninas podría alterar la formación de complejos con proteínas 

involucradas en la transducción de señales, o la misma expresión de superficie 

de las integrinas (como se observó para las moléculas de adhesión ICAM-1 y 

VCAM-1105) y esto llevaría al aumento de la capacidad metastásica de las 

células. La incubación con los Acs anti-CD63 y anti-CD82 estaría así 

mimetizando el efecto de la ausencia de la tetraspanina en la superficie celular.  

 

 Dada la propiedad de CD63 de ciclar entre la membrana plasmática y los 

compartimentos intracelulares, se ha involucrado a  esta tetraspanina en la 

señalización celular “de adentro hacia afuera”. Este proceso se refiere a la 

expresión en la membrana plasmática de CD63 en células que en estado basal 

sólo expresan dicha tetraspanina intracelularmente, pero que al ser estimuladas 

sufren una translocación de CD63 generalmente acompañando la secreción de 

gránulos. Teniendo en cuenta nuestra observación de la internalización del 

complejo FC-5.01-CD63 hacia compartimentos endocíticos, postulamos que 

CD63 participaría también en la señalización celular “de afuera hacia adentro”. 

Proponemos que CD63 podría actuar asociado a un receptor antigénico o 

actuando él mismo como receptor de un ligando aún no descripto y postulamos 

que la translocación de CD63 hacia la ruta endosomal/lisosomal en CDs podría 

estar ligada a la captura de Ags en estas células. Con el fin de poner a prueba 

nuestra hipótesis, analizamos la participación de CD63 en la captura de Ags 
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extraños por las CDs (fagocitosis de S. cerevisiae y partículas de látex, 

endocitosis de FITC-Dx, infección con el virus del dengue). Hemos demostrado 

que CD63 se internaliza luego de la fagocitosis de S. cerevisiae, co-localizando 

intracelularmente con las levaduras fagocitadas. Esta internalización parece ser 

dependiente del receptor de β-glucanos, pero no del receptor de manosa (MR), 

ya que fue inhibida por laminarina (glucano β-1,3 semejante al glucano de 

levaduras), pero no por α-manano (polisacárido bacteriano que se une con alta 

afinidad al MR).  Del mismo modo, la fagocitosis de levaduras por las CDs no 

resultó significativamente inhibida por el manano, lo cual confirma resultados 

anteriores que sugerían la participación del receptor de β-glucanos en la 

fagocitosis de derivados de pared de S. cerevisiae en macrófagos de ratón 

carentes del receptor MR317. Mediante inmunoprecipitación comprobamos la 

asociación de CD63 con dectin-1, un receptor de β-glucanos recientemente 

descubierto, que reconoce una variedad de glucanos β-1,3 y β-1,6 así como 

levaduras intactas166. Por el contrario, la endocitosis de FITC-dextrán (FITC-Dx) 

no causó modificación en la expresión de superficie de CD63.  A diferencia de 

lo que ocurre con la fagocitosis de levaduras, el MR es considerado el principal 

responsable de la captación de FITC-Dx, por lo que no habría interacción entre 

CD63 y el MR. Por otra parte, el MR recicla preferentemente a través de 

endosomas tempranos, a diferencia de CD63 y otros receptores endocíticos de 

las CDs (como Dec-205 y DC-SIGN), que alcanzan los compartimentos MIICs. 

La expresión de CD63 tampoco se modificó luego de la captura de partículas de 

látex, lo que estaría indicando una selectividad en la internalización de dicha 

tetraspanina. Es de destacar también que sólo CD63, y no las restantes 

tetraspaninas estudiadas, participaría en la captura de Ags extraños. También 

debe tenerse en cuenta que la incubación con el AMC FC-5.01 no inhibió la 

fagocitosis de levaduras, lo cual sugiere una cooperación de CD63 con dectin-1 

en la internalización de ciertos Ags, pero no una función de receptor, por lo 

menos en este caso. Por lo tanto, postulamos que CD63 actuaría como 

chaperona, dirigiendo ciertos Ags a los compartimentos MIIC, donde tiene 
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lugar el procesamiento y cargado de péptidos en las moléculas MHCII. Se ha 

observado la asociación de CD63 y CD82 con moléculas HLA-DM (moléculas 

involucradas en la “edición” de los péptidos a ser presentados) en linfocitos B, y 

se ha demostrado recientemente que el “encuentro” entre estas moléculas y las 

moléculas MHCII inicialmente presentes en los MIICs en microdominios de 

membrana distintos de los microdominios enriquecidos en tetraspaninas, sería 

posible gracias a la facultad de las tetraspaninas de desplazarse de un tipo de 

dominio a otro, ayudadas por la presencia de ácidos grasos en residuos 

adyacentes a la membrana o transmembrana (residuos palmitoilados)203. Del 

mismo modo como ocurre con HLA-DM, CD63 podría facilitar el contacto entre 

ciertos Ags y las moléculas MHCII.  

 El receptor DC-SIGN164 surgió también como un posible candidato a 

“interactuar” con CD63. Fue hallado en dominios “rafts”, y, a diferencia del 

MR, se internaliza y alcanza los compartimentos MIIC. Al igual que ciertas 

tetraspaninas, ha sido involucrado en la entrada de varios patógenos en las 

células, entre ellos el virus del dengue. Sin embargo, nuestros resultados 

parecen indicar que no existiría ninguna relación entre CD63 o las restantes 

tetraspaninas estudiadas y el receptor DC-SIGN. 

 

 Dadas las evidencias presentadas acerca de la localización estratégica 

de CD63 en la membrana plasmática y en compartimentos intracelulares de 

las CDs, su habilidad de formar complejos con receptores fagocíticos y su 

predisposición a internalizarse y seguir el trayecto 

endosomas→lisosomas→MIICs, no sólo luego de la unión de un Ac 

específico sino de  Ags extraños como las levaduras, co-localizando con 

moléculas MHCII, proponemos que CD63 está involucrado en la captura de 

ciertos Ags y su posterior procesamiento y/o presentación en el contexto de 

las moléculas MHC de clase II. Por otra parte, la localización en la membrana 

plasmática de las CDs de las tetraspaninas CD9, CD63, CD81 y CD82 sería de 

importancia para la modulación de la capacidad migratoria de dichas células. 
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 Nuestros resultados aportan nuevos datos a favor de la participación 

de las tetraspaninas en funciones específicas como la fagocitosis y el 

“sorting” de otras proteínas de la familia y de integrinas en CDs. Al mismo 

tiempo, el rol de las tetraspaninas en la migración celular estaría relacionado 

con el mantenimiento de complejos con integrinas y moléculas de 

señalización. De este modo, las tetraspaninas se comportarían no sólo como 

“proteínas de andamiaje” sino que a la vez desempeñarían roles más activos 

en las CDs. 

 

 El hallazgo de la capacidad de internalización del complejo de superficie 

FC-5.01-CD63 y su localización posterior en compartimentos MIIC nos alentó a 

la construcción de una molécula recombinante “single-chain Fv” cuya 

versatilidad permitiera la posterior construcción de una proteína de fusión 

portando péptidos de interés antigénico. Hemos citado en Introducción varias 

ventajas de las moléculas recombinantes frente a los Acs enteros, entre ellas su 

menor inmunogenicidad y la potencialidad de fusionarles enzimas, citoquinas, 

toxinas, etc., lo cual permitiría reducir la dosis administrada de dichas 

sustancias. Recientemente se han diseñado varias moléculas recombinantes 

dirigidas contra receptores de CDs que son capaces de internalizarse, como el 

DC-SIGN y el MR227,233. 

 Construimos y produjimos con éxito la molécula recombinante scFv-5.01,   

demostramos que retiene la especificidad por la tetraspanina CD63 y que es 

también susceptible de internalizarse a compartimentos MIIC en CDs. La 

monovalencia del fragmento causa que la magnitud del reconocimiento del 

CD63 sea menor en comparación con el Ac entero, bivalente, pero la 

especificidad  del reconocimiento se mantiene. Ensayamos asimismo la 

reactividad de la molécula sobre células de melanoma y extractos tumorales 

CD63+, con el fin de evaluar el reconocimiento del Ag en distintos tipos 

celulares que previamente habían sido utilizados para estudiar la reactividad 

del anticuerpo entero. 
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 A continuación proseguimos con la construcción de una proteína de 

fusión, a partir de la molécula anterior, mediante el clonado de la secuencia 

codificante de un péptido de melanoma (MART-1). La versatilidad de la 

construcción original permitirá luego cambiar la estrategia y clonar otra 

secuencia de interés. Esta nueva molécula recombinante retuvo también la 

especificidad por CD63 y se internalizó en CDs, alcanzando los compartimentos 

MIIC. Planeamos continuar con la caracterización de esta molécula, evaluando 

si es efectivamente presentada por las CDs y si es capaz de generar una 

respuesta específica de linfocitos respondedores a MART-1. 

 La generación de estas moléculas recombinantes presentó varias 

dificultades, tanto en la construcción como en la producción. Al respecto, con el 

sistema utilizado de expresión en E. coli  obtuvimos un rendimiento muy bajo 

(aproximadamente 120 µg/l de cultivo de bacterias), lo cual sin dudas requiere 

ser optimizado. Pensamos ensayar un sistema de expresión en levaduras 

(Picchia pastoris), esperando mejorar el rendimiento. 

 Paralelamente evaluamos una estrategia alternativa con el mismo 

propósito de dirigir péptidos o proteínas de interés hacia las CDs. En este caso 

se trató de la conjugación química de una proteína al AMC FC-5.01 entero. 

Otros autores han aplicado una estrategia similar en CDs, utilizando un Ac que 

reconoce al receptor Dec-205228.  Elegimos en primer lugar al toxoide tetánico 

(TT), una proteína altamente inmunogénica que permitiría evaluar con relativa 

facilidad la generación de una respuesta específica de linfocitos respondedores, 

de modo de poner a prueba el sistema. Partiendo de dadores vacunados contra 

el tétanos, obtuvimos CDs, las incubamos con TT o el conjugado FC-5.01-TT y 

evaluamos la respuesta de linfocitos autólogos mediante un ensayo de 

proliferación, midiendo la incorporación de [3H]timidina. Observamos que 

tanto el TT sin conjugar como el conjugado FC-5.01-TT es presentado por las 

CDs y genera una respuesta específica de linfocitos. A concentraciones altas de 

TT o conjugado, se produjo la saturación del sistema y no se observaron 

diferencias entre la respuesta inducida por el TT conjugado y sin conjugar. Sin 
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embargo, reduciendo la dosis de los Ags y el tiempo de incubación CDs-Ags, se 

encontraron condiciones en la que el TT conjugado resultaba ser más 

inmunogénico que el TT sin conjugar, siendo la diferencia estadísticamente 

significativa. Para estos experimentos se eligieron dadores vacunados contra el 

tétanos dentro de un período no mayor a los cinco años. Pero debido a la 

variabilidad entre ellos, para cada uno debieron evaluarse las respuestas a 

diferentes dosis de Ags. Continuaremos con el desarrollo de esta estrategia, 

analizando posteriormente la conjugación de proteínas de interés antigénico 

para el melanoma. 

 

 Demostramos que tanto el AMC FC-5.01 como las moléculas derivadas 

scFv-5.01 y scFv-5.01-MART-1 reconocen CD63 en la superficie de CDs, se 

internalizan y alcanzan los compartimentos MIIC. Por lo tanto, pueden ser 

potencialmente utilizadas como vehículo de péptidos o proteínas antigénicas 

en las CDs.  Sustenta esta hipótesis la observación de que el conjugado FC-

5.01-TT fue presentado por las CDs y generó una respuesta de linfocitos 

autólogos específica para el TT. 
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CONCLUSIONES 

 
 
 Hasta el momento es escasa la evidencia con la que se cuenta acerca de la 

participación de las tetraspaninas en procesos como la migración, fagocitosis y 

presentación antigénica en células dendríticas (CDs). Los resultados 

presentados en esta Tesis constituyen un aporte original al esclarecimiento del 

posible rol de la tetraspanina CD63 y otras tetraspaninas en CDs humanas. 

Pudimos demostrar: 

 

 Las tetraspaninas CD9, CD63, CD81, CD82 y CD151 se expresan en CDs 

inmaduras y maduras. CD9 y CD81 se localizan fundamentalmente en la 

superficie celular, mientras que CD63 y CD82 también se expresan 

intracelularmente. La expresión de CD151 es leve y sólo fue detectada en la 

superficie celular. 

 CD63 y CD82 se internalizan y alcanzan los compartimentos MIIC. 

 Las tetraspaninas CD9, CD63, CD81 y CD82 participan en la migración 

celular. Este efecto sería debido a la asociación tetraspaninas - integrinas en 

la membrana celular. 

 Las integrinas CD11b/αM, CD18/β2, CD29/β1 y CD49e/α5 se expresan en 

CDs inmaduras y maduras, no registrándose variaciones en la expresión 

entre ambos estadios de maduración celular.  

 CD63 se asocia con la integrina CD11b/αM. 

 CD63 se asocia con el receptor de β-glucanos dectin-1 y participa en la 

fagocitosis de S. cerevisiae.  

 CD63 no estaría asociada al receptor MR ni al DC-SIGN. 

 

Por otra parte, construimos la molécula recombinante scFv-5.01, 

derivada del AMC FC-5.01, y, a partir de ella, la proteína de fusión scFv-

 153



                                                                                                       Resumen 

5.01-MART-1. Paralelamente, conjugamos el AMC FC-5.01 con el toxoide 

tetánico. Demostramos lo siguiente: 

 Tanto las moléculas recombinantes como el conjugado químico mantienen la 

reactividad del anticuerpo parental. 

 Las complejos de superficie scFv-CD63 y FC-5.01-TT-CD63 se internalizan y 

alcanzan los compartimentos MIIC. 

 El conjugado FC-5.01-TT es presentado por las CDs, y genera una respuesta 

específica de linfocitos respondedores al TT.  

 

Los resultados hasta el momento obtenidos nos permiten suponer que el 

AMC FC-5.01 o sus fragmentos derivados pueden ser utilizados como vehículos 

de péptidos o proteínas antigénicas a las CDs.  

 

Los futuros estudios estarán dirigidos a: 

 

 Confirmar que las moléculas recombinantes resultan efectivas para la 

presentación de los péptidos que portan. 

 Analizar el tipo de respuesta generada. 

 Evaluar qué estrategia resulta más conveniente/eficaz para potenciar la 

inmunogenicidad de los antígenos a ser presentados. 
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