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RESUMEN 

 Los neonatos tienen una vulnerabilidad a infecciones causadas por virus y bacterias 

intracelulares. Diversos factores contribuyen a este hecho, se ha reportado que los 

linfocitos T CD4 neonatales tienen una expresión baja de citocinas efectoras y 

necesitan un umbral de activación mucho más alto que las células de adulto para 

ser activadas. Los linfocitos T CD4 son importantes en la respuesta inmunológica 

ya que coordinan la activación de otras células para llevar a cabo la eliminación de 

los antígenos. Para que se lleve a cabo la activación del linfocito es necesaria la 

activación de tres factores transcripcionales AP-1, NFAT, NF-B. Se ha propuesto 

para las vacunas, adyuvantes que puedan ayudar a mejorar la respuesta inmune de 

los neonatos. Entre los adyuvantes en prueba para vacunas, se encuentran los 

ligandos de los receptores tipo toll (TLRs). En este proyecto se evaluó el efecto de 

la flagelina (ligando de TLR5) combinado con la señal del TCR(CD3) sobre la 

activación de los factores transcripcionales AP1 y NF-kB en adultos y neonatos, se 

encontró que había un aumento de activación de NF-B y AP1 en adultos y 

neonatos utilizando un estímulo CD3/Flagelina en comparación del sin estimular. 

También se evaluó en muestras de adultos el efecto de flagelina en la vía de 

señalización de PKC y se encontró que los estímulos combinados (CD3/Flagelina, 

CD3/CD28) inducen un aumento significativo en la fosforilación y activación de 

PKC Estos resultados son alentadores para poder seguir con los estudios del uso 

de flagelina como un posible adyuvante en los neonatos. 
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1. Introducción  
 

Los linfocitos son las células encargadas de la inmunidad adaptativa. Existen 

distintos tipos de linfocitos: los linfocitos B, que secretan anticuerpos, y los linfocitos 

T, cuya función se ejerce a través de citocinas y de contacto celular. Los linfocitos 

T clásicos reconocen antígenos peptídicos unidos al complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) presentados por las células presentadoras de antígenos 

(APC). Los linfocitos T se subdividen en dos conjuntos: los linfocitos T cooperadores 

(Th) que coordinan la respuesta inmune y los linfocitos T citotóxicos (CTL) que 

expresan gránulos citotóxicos y pueden matar a células infectadas. Los linfocitos T 

cooperadores expresan una proteína de superficie llamada CD4 y reconocen 

antígenos presentados por las moléculas de MHC II en la superficie de las APC. Los 

linfocitos T citotóxicos expresan la proteína llamada CD8 y pueden reconocer 

antígenos presentados por moléculas de MHC I.12 

Este proyecto se centra sobre los linfocitos T CD4+, los cuales cooperan con otras 

células para la eliminación de patógenos y ayudan a los linfocitos B a producir 

anticuerpos de mejor calidad y subtipo específico. 

La activación de los linfocitos T necesita de dos señales, la señal específica 

mediada por el receptor de antígenos (TCR) y la señal de alarma inmunológica, que 

puede estar dada por moléculas de superficie o moléculas solubles (citocinas). En 

este trabajo vamos a activar a nuestras células mediante el TCR y el receptor tipo 

Toll 5 (TLR5), que puede dar esa segunda señal a los linfocitos T. 
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1.1 Señalización a través del TCR. 

 

El receptor de células T (TCR) es el responsable de reconocer al péptido antigénico 

presentado por el MHC. En la figura 1 se muestra una representación simplificada 

de la vía de señalización del TCR. Una señalización adecuada lleva a la activación 

de las células, mediante la inducción de tres principales factores transcripcionales: 

el factor nuclear NF-B, la proteína activadora 1 (AP-1) y el factor nuclear de células 

T (NFAT). Estos tres factores colaboran para promover la expresión de moléculas 

que son cruciales para la función de la célula y la activación celular. No sólo es 

importante la activación de cada uno de ellos sino de un balance adecuado en la 

activación de los tres.3 4La sobre activación de NFAT, por ejemplo, puede conducir 

a anergia y la falta de su estimulación, no permite la proliferación adecuada de los 

linfocitos T.  Asimismo, la baja de activación de AP-1 o de NF-B no permite la 

transcripción adecuada de citocinas. 

El receptor de células T (TCR) es un complejo constituido por dos cadenas variables 

( o ), dos dímeros de proteínas CD3 y la cadena  . Las primeras moléculas 

que son reclutadas en los linfocitos T después de la interacción MHC-TCR son Lck 

y Fyn, que son miembros de la familia de las cinasas SRC (SFK). Estas cinasas 

fosforilan una región basada en tirosinas (ITAM) de las cadenas ζ y CD3. La 

fosforilación de los dominios ITAMs permite el reclutamiento de ZAP70 a la cadena 

ζ donde es fosforilado y activado por Lck. Activado, ZAP70 fosforila residuos de 

tirosina sobre el adaptador LAT (Linker for activation of T cells). LAT permite 

ensamblar numerosas proteínas de la vía de señalización del TCR. Entre estas 
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proteínas están los Intercambiadores de nucléotidos de Guanina (GEFs) (sos y vav) 

que activan a las proteínas G pequeñas RAS y RHO y la fosfolipasa PLCγ1, que es 

fosforilada y activada por SLP76 y SAP70. Una vez activo, PLCγ1 cataliza el 

rompimiento del fosfolípido PIP2 en la membrana plasmática, para generar dos 

segundos mensajeros: Inositoltrifosfato(IP3) y Diacil glicerol (DAG).4,5,6De esta 

manera es como se inician dos vías de señalización, una que es iniciada por el IP3 

y la otra la iniciada por el DAG, y que son conocidas como vía mediada por 

calcio y vía mediada por la proteína cinasa C (PKC).7,8 

1.2 Vía mediada por calcio.  

 

Cuando el IP3 es reconocido por un receptor de los canales en el retículo 

endoplásmico, facilita la liberación del calcio Ca2+ de este compartimento 

intracelular. La entrada de Ca2+ de fuentes extracelulares y un aumento en su 

concentración celular estimula a calmodulina, lo cual permite activar a la fosfatasa 

calcineurina y cinasa CaMKII. La calcineurina desfosforila entonces proteínas 

NFAT. La desfosforilación de NFAT expone su señal de localización nuclear y, por 

tanto, media su actividad de importación y de la transcripción nuclear. La 

inactivación de NFAT se produce a través de la fosforilación de varias cinasas, que 

inducen su re-localización citoplasmática.9,3 

1.3 Vía mediada por la proteína cinasa C 

 

La familia de las PKC consiste de 12 proteínas, PKCθ pertenece a la subfamilia de 

las PKC novel, que se activan por señales de DAG, pero no por calcio. Es la forma 

más importante en la activación de los linfocitos T y es reclutada al centro de la 



 

11 

 

sinapsis (IS) inmunológica, por la interacción indirecta con el receptor co-

estimulatorio CD28. PKCθ es una serina/treonina cinasa que es altamente regulada 

por fosforilación en múltiples sitios. GLK media la fosforilación de PKCθ en la T538, 

que junto con la autofosforilación en la S676 y en la S695 , permiten la activación 

de la enzima. La actividad de PKCθ también puede ser regulada por el incremento 

intracelular de DAG. DAG se une al dominio C1 de PKCθ confiriendo una interacción 

de alta afinidad entre PKCθ y la membrana. Río abajo de la señalización mediada 

por PKC se encuentra la activación de los factores de transcripción NF-B y AP-

1.10 

NF-B esta generalmente en una forma inactiva en el citoplasma, donde su señal 

de localización nuclear (NLS) está cubierta por proteínas inhibitorias (IB). Existen 

dos inhibidores, IB- e - que en condiciones de reposo están unidas a los 

dímeros de NF-B, enmascarando así su NLS, previniendo de esta forma el 

desplazamiento de NF-B al núcleo. PKC regula la actividad de NF-B a través 

del efecto sobre IKK-IкBα. IKK media la fosforilacion de IB y marca a la proteína 

para su degradación, exponiendo la señal de NLS de NF-B, lo que permite su 

translocación nuclear.10,11 

Algunas de las moleculas que interaccionan con PKC e IKK son CARD (caspase 

activation and recruitment domain), MAGUK (membrane-associated guanylate 

kinase) y CARMA1 (domain-containing protein-1). 

PKC fosforila a CARMA1, lo que promueve que CARMA1 se asocie con Bcl10 (B-

cell lymphoma/leukemia 10) y MALT1 (mucosa-associated lymphoid tissue 1). Esto 

permite el reclutamiento de un complejo trimolecular CARMA1-Bcl10-MALT1 que 
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promueve la activación de IK. También se ha encontrado que PKC se asocia 

directamente con miembros del complejo de IKK.11,12  

Otro factor transcripcional regulado por PKCθ es AP-1. AP-1 es un dímero que 

comunmente está formado por proteínas Jun y Fos. La síntesis De novo, 

fosforilacion y desfosforilacion de las proteínas Jun y Fos regulan la actividad de 

AP-1. PKCθ puede regular la activación de AP-1 mediante la activación de vías 

mediadas por MAPKs que describo a continuación.13 

1.4 Vía mediada por MAPK  

Como mencioné anteriormente, la activación del TCR lleva a la fosforilación de la 

proteína andamio LAT. Sobre LAT también se ensamblan proteínas que llevan a la 

activación de Ras, mediante la activación del intercambiador de nucleótidos (SOS) 

que permite que se active por unión a GTP. Ras-GTP es un activador alostérico de 

las MAPKs. La familia de las MAPKs está constituida por numerosos miembros, que 

se activan en cascada. Entre las moléculas que son reclutadas en respuesta a la 

activación de Ras, se encuentra Raf-1. Al unirse Raf-1 (MAPKKK) con Ras-GTP 

esta cinasa se activa y fosforila al segundo miembro de la cascada, MEK (MAPKK). 

Finalmente se activan las MAPKs, entre las cuales están ERK1/2. ERK fosforila a 

una proteína llamada Elk, la cual estimula la transcripción de Fos, uno de los 

componentes del factor de transcripción AP-1.10,1 De manera paralela a la activación 

de Ras, las señales del TCR reclutan al intercambiador de nucleótidos Vav. Al 

intercambiar el GDP de Rac por GTP, Vav activa a Rac, induciendo un cambio 

conformacional de Rac y la activación de una cascada de MAPKs paralela a la de 

Ras. En este caso, el blanco principal es la MAP cinasa JNK (Jun Kinase). Cuando 
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JNK se encuentra en su forma activa, es capaz de fosforilar a Jun, el otro 

componente del factor de transcripción AP-1.2,14 

 

Figura 1. Vía de señalización del TCR 

Recientemente se ha demostrado un nuevo papel de PKC-θ dentro del núcleo. Se 

encontró que PKC tiene un dominio NLS y análisis in silico han revelado que AKT1, 

HABP4, CHD3 y TCLA1 podrían mediar su transporte al núcleo. Se encontró que 

PKC-θ se une a la cromatina formando un complejo nuclear que se activa mediante 

la interacción con otras proteínas nucleares, incluyendo la ARN polimerasa II, la 
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histona cinasa MSK-1, la desmetilasa LSD-1, y la molécula adaptadora 14-3-3ζ. 

Este complejo activo se une en regiones reguladoras de un grupo de genes que 

incluye a IL-2. PKC-θ ha sido asociada con la expresión de genes involucrados en 

la generación de linfocitos T CD4+ de memoria, lo cual se encuentra asociado a que 

PKC pueda translocar al núcleo donde interacciona con p65 y lo retiene en el 

núcleo. Esto es importante mencionarlo, ya que en células T neonatales hay una 

disminución en la generación de linfocitos T de memoria. 15,16 

1.5 Vía de PI3K  

 

Esta cinasa se induce en la vía del TCR, porque es reclutada a la cola intracelular 

del receptor CD28, donde es activada. Además, participa en otras vías de 

señalización, como la del receptor TLR5, el cual se mencionará más adelante. Esta 

proteína tiene la función de activar el ciclo celular y promover cambios en el 

metabolismo que son indispensables para la activación de los linfocitos T.3,17 

PI3K convierte el PIP2 en PIP3. La interacción de PIP3 con enzimas que tienen 

dominios PH (pleckstrin homology) permite una rápida transducción de señales. 

PIP3 activa itk el cual lleva a la fosforilación y activación de PLCγ, misma que lleva 

a la activación de los dos factores transcripcionales NF-B y NFAT. 17 

Otra cinasa dependiente de PIP3 es PDK1, que es necesaria para la fosforilación y 

activación de una cinasa importante llamada Akt. Una vez activada, Akt fosforila 

dianas cruciales y contribuye a la supervivencia de la célula de varias formas. La 

fosforilación realizada por Akt lleva a la inactivación de BAD, una proteína pro-

apoptótica de la familia Bcl-2, y la inhibición del factor de transcripción FoxO1, que 
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es un miembro de la familia de factores de transcripción Fox (Forkhead box) el cual 

juega un papel central en la regulación de la diferenciación y la activación de los 

linfocitos CD4+.18,19 

Otro blanco indirecto es mTOR, que al estar activado fosforila e inhibe a 4EBP 

(Factor eucariótico de iniciación 4E), activa la p70 ribosomal S6K1 resultando en el 

incremento de traducción de proteínas y la alta regulación de la glucolisis, a través 

de GLUT1 promoviendo el crecimiento y la división celular.20 

1.6 Factores de transcripción en linfocitos T  

 

El factor nuclear de la cadena K de células B (NF-B), el factor activador de proteína 

1 (AP1) y el factor nuclear de células T (NF-AT) tienen como función la de activar la 

transcripción de genes implicados en la respuesta inmune.1 

 

NF-B 

Factor nuclear de la cadena K de células B (NF-B/rel). 

 NF-B (factor nuclear de la cadena Kappa en células B) fue caracterizado por 

primera vez como un factor específico de células B, ya que se une a una secuencia 

localizada en el promotor de la cadena ligera de las inmunoglobulinas. Ahora se 

sabe que NF-B es una familia de factores que se encuentran en todos los tipos 

celulares y está implicada en la activación de multitud de genes en respuesta a 

inflamación, infección y otras situaciones de stress, que requieren una rápida 

reprogramación de la expresión génica.21 
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Los factores de transcripción NF-B son reguladores críticos de la inmunidad, las 

respuestas al estrés, la apoptosis y la diferenciación. En los mamíferos, hay cinco 

miembros de la familia del factor de transcripción NF-B: RelA (p65), RelB y c-rel, y 

las proteínas precursoras NF-B1 (P105) y NF-B2 (p100), que se procesan en p50 

y p52, respectivamente. Los miembros de esta familia se asocian entre sí para 

formar dimeros, pudiendo formar 15 tipos de dímeros diferentes. Todas las 

proteínas NF-B comparten un dominio de homología Rel responsable de la unión 

al ADN y de su dimerización. 22 

Estas proteínas pueden estar formando distintos complejos siendo el más común 

durante una respuesta rápida en linfocitos T p50/p65. Este factor puede participar 

en la transcripción de la IL‐2 y de su receptor y de un amplio número de genes de 

citocinas, entre otros.23,21 

AP-1 

La proteína activadora 1 (AP-1) es un factor transcripcional que se encuentra en 

muchos tipos celulares. Es un complejo dimérico que comprende miembros de las 

familias de proteínas JUN, FOS, FRA, ATF y MAF. El complejo puede por ello 

formarse a partir de diferentes combinaciones de heterodímeros y homodímeros, y 

dicha combinación determina el conjunto de genes regulados por AP-1.24 

Las proteínas AP-1 se conocen como proteínas básicas de cremalleras de leucina 

porque dimerizan a través de un motivo de cremalleras de leucina y contienen un 

dominio básico para la interacción con el esqueleto del ADN. La estructura canónica 

del dímero consiste en dos hélices α paralelas que forman un espiral dentro de otro 
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espiral (o coiled-coil). Entre las proteínas AP-1 más abundantes en mamíferos están 

c-Jun y c-Fos.25 

Son capaces de regular la transcripción de un alto número de genes, incluyendo el 

de IL‐2 y otras citocinas. 

NFAT  

Factor nuclear de células T activadas 

 

Factores transcripcionales inducibles en linfocitos T. 

La familia NFAT se compone de cinco miembros: NFAT1 (también conocido como 

NFATp o NFATc2), NFAT2 (también conocido como NFATc o NFATc1), NFAT3 

(también conocido como NFATc4), NFAT4 (también conocido como NFATx o 

NFATc3) y NFAT5. Cuatro de estas proteínas están reguladas por la señalización 

del calcio a excepción de NFAT5 que no es regulado por proteínas dependientes de 

calcio. Las proteínas NFAT que se expresan regularmente por las células T son 

NFAT1 y NFAT2. El primero es el principal factor de respuesta aguda al aumento 

de calcio intracelular. En gran parte el NF‐AT necesita de la cooperación de AP‐1 

para activar los genes donde actúa, debido a motivos de doble unión en muchos 

promotores.9, 26,27 

 

1.7 TLR5 como molécula accesoria en linfocitos T   

 

Los receptores de la inmunidad innata son parte de la primera línea de defensa y 

protección contra los patógenos. La superficie de células de la inmunidad innata 

contiene múltiples receptores incluyendo a receptores de reconocimiento de 
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patrones moleculares (PRR, del inglés Patern Recongition Receptors), que 

reconocen firmas moleculares de patógenos (PAMPs, Pathogen associated 

macromolecular paterns). Estos receptores se unen específicamente al patógeno, 

generando una respuesta inflamatoria. Los PRRs pueden reconocer la presencia de 

moléculas conservadas de microorganismos, incluyendo proteínas, 

lipopolisacáridos, lipoproteínas y ácidos nucleicos. También son capaces de 

reconocer moléculas de daño de tejidos, conocidas como DAMPs (Damage 

Associated Macromolecular Paterns).28,29  

El reconocimiento de PAMPs puede activar a las células dendríticas, las cuales 

inician una respuesta inmune adaptativa. 

Los humanos expresan 10 TLRs (TLR1 a TLR10), mientras que en ratones se han 

identificado doce TLRs (TLR1 a TLR9 y TLR11 a TLR13). Se han determinado los 

ligandos para todos los TLR excepto el TLR10 de humanos. En el ratón TLR12, 

TLR13, TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y TLR11 se encuentran en la membrana, 

donde reconocen componentes moleculares situados en la superficie de los 

patógenos. TLR2 es un heterodimero que se une a TLR1, TLR6, y TLR10 para 

reconocer componentes de la pared celular de la bacterias y hongos, TLR5 

reconoce a la flagelina de bacterias móviles.  Por el contrario, TLR3, TLR7, TLR8 y 

TLR9 se encuentran en vesículas intracelulares, donde reconocen ácidos 

nucléicos.30 

La activación de los TLRs por sus ligandos conduce a la inflamación, aumento de la 

función de las células inmunes y mejora el reclutamiento de células inmunes a los 

sitios de infección, favoreciendo entonces la eliminación del patógeno.1,2 
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Los receptores tipo Toll tienen una región exterior que contiene muchas repeticiones 

ricas en leucinas (LRR) un dominio transmembranal y un dominio interior llamado 

dominio TIR. La unión del TLR a su ligando es especifico desencadena una cascada 

de reacciones a partir del dominio TIR, por medio de dos vías de señalización. La 

vía dependiente de MYD88 y la vía independiente de MYD88, las cuales permiten 

la activación de factores nucleares que participan en la respuesta inmune.En la vía 

dependiente de MYD88, después de la estimulación, el dominio intracelular de los 

TLR interacciona con MAL y se recluta la molécula adaptadora MyD88.  En el caso 

de TLR5 no se requiere MAL ya que MyD88 se une directamente al dominio 

intracelular de TLR5. A este complejo se unen IRAK4 e IRAK1. IRAK1 es fosforilado 

por sí mismo y por IRAK4 para activar a TRAF6. Una vez activado, TRAF6 

interacciona con el complejo TAB2/3 para activar a TAK1, que participa en la 

activación de IKK, que a su vez fosforila a , marcándolo para ubiquitinación y 

degradación. Esto permite la activación de NF-B. TAK1 además activa la cascada 

de MAPKs, que llevan a la activación de AP-1. Por otra parte, MYD88 activa a BCAP 

(B cell adapter for PI3K) la cual participa en la activación de PI3K, PI3K es reclutado 

a la membrana plasmática donde tiene acceso PIP2 resultando en la producción de 

PIP3, esto causa el reclutamiento de PDK-1 lo cual permite la subsecuente 

activación de Akt y la activación de NF-B. 

La mayoría de los estudios que examinan funciones mediadas por TLRs están 

centrados en las APC, donde se ha reportado que los ligandos de TLRs al identificar 

al patógeno, generan una respuesta inflamatoria estimulando la producción de 
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citocinas, aumento de la superficie de receptores coestimuladores y maduración 

célular.31,30 

Sin embargo, también las células T expresan a TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 y TLR9. 

Los ligandos para TLR3, TLR4 y TLR9 no tienen aparente influencia sobre la 

proliferación y activación de células T de adultos tanto en la ausencia y presencia 

de la estimulación de TCR. La activación simultánea de TLR2 o TLR5 junto con las 

señales del TCR conducen a la coestimulación de la activación y proliferación 

mediada por el TCR, la expresión de receptores de superficie y la liberación de 

citocinas.32 

En este proyecto nos enfocaremos en el TLR5 como molécula accesoria en los 

linfocitos T.33 
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Figura 2. Vía de señalización de TLR5 

 

1.8 Inmunidad neonatal  

 

Pese a los avances en medicina y tecnología, aproximadamente 4 millones de niños 

menores de 6 meses mueren cada año en el mundo por infección. Las muertes por 

infección constituyen a un alto porcentaje en las muertes neonatales mundiales.34 
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Aunque el sistema inmune de un recién nacido a término (después de 37 semanas) 

permite algo de protección contra enfermedades infecciosas, existe una respuesta 

deficiente para una gamma de patógenos y vacunas, resultando en una alta 

susceptibilidad a enfermedades graves.34 

Los neonatos tienen una exposición limitada a antígenos en el útero para inducir la 

inmunidad adaptativa. Por esto, se cree que son muy dependientes de su sistema 

inmune innato para la protección contra infecciones y de los anticuerpos maternos.  

La sensibilidad de los recién nacidos a las enfermedades infecciosas puede ser 

debida en parte a un bajo nivel de respuesta de los linfocitos T de los recién nacidos. 

Las infecciones con patógenos intracelulares suelen ser más graves o más 

prolongadas en los neonatos. Esto sugiere que las respuestas inmunes mediadas 

por células T son diferentes en etapas tempranas de la vida.16 

Los linfocitos T CD4+ coordinan la respuesta a patógenos intracelulares. Existen 

tres grandes tipos de células T efectoras aceptados globalmente.  Las células Th1, 

encargadas de coordinar la eliminación de patógenos intracelulares, las células Th2, 

que se encargan de la eliminación de helmintos y las células Th17, que coordinan 

la eliminación bacterias y hongos extracelulares. Se ha reportado que en células T 

CD4 de cordón umbilical (CB), en comparación con células sangre periférica de 

adulto (APB) presentan una baja producción de citocinas, en particular las citocinas 

firma del fenotipo Th1, IFN-γ.  Asimismo, las APC producen menos IL-12, que 

también se requiere para la diferenciación Th1, es menor en los neonatos. En 

cambio, la producción de la citocina IL-13 del perfil Th2 y las citocinas 
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inmunosupresoras están aumentadas en las células neonatales, que son más 

sensibles a ser anérgicas o a entrar en apoptosis. 

La importancia de las vías de señalización por calcio o por PKC en las células 

neonatales es controversial. Por una parte, un estudio de transcriptoma de células 

T CD4+ de CB resaltó que durante la activación de esta células, los genes 

transcripcionalmente dependientes del factor NFAT presentan una disminución en 

la expresión en neonatos respecto a células de adulto, sugiriendo una baja 

activación de NFAT35.Sin embargo, otro estudio mostró que durante la activación de 

células T CD4+  de neonato y adulto, la señalización por calcio de los linfocitos 

neonatales es más alta que en células de adulto, mientras que encontraron una 

deficiente activación de AP-1 en los neonatos.36 

Se ha propuesto para las vacunas adyuvantes que puedan ayudar a mejorar la 

respuesta inmune de los neonatos. Entre los adyuvantes en prueba para vacunas, 

se encuentran los ligandos de los receptores tipo toll (TLRs).30 

Estudios in vitro en células T humanas, de nuestro laboratorio y otros apoyan 

fuertemente la hipótesis de que la flagelina puede estimular directamente a los 

linfocitos T CD4+ y CD8+. (Tesis de Maestría. L. en C. Labastida.C.R.2013, Tesis 

de Maestría. L. en C. Rodríguez.J.O.2013) 

2. Antecedentes  
 

En estudios previos de nuestro laboratorio, encontramos que el TLR5 es uno de los 

TLR que más se transcribe en linfocitos T tanto de adultos y neonatos (Tesis de 
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licenciatura. Otoniel R.J.2010). Al realizarse la activación del TLR5 con flagelina, se 

encontró que se inducia la activación de NF-B tanto en linfocitos T tanto de adultos 

y neonatos (Tesis de Maestría. Otoniel R.J.2013). También se demostró que la 

flagelina induce a la producción de IFN en los linfocitos T CD4+ neonatales (Tesis 

de Maestría. Rosario L. C.2013). 

La diferencia en la activación de los factores transcripcionales AP-1 y NF-kB en 

adultos y neonatos pudiera ser responsable de la baja producción de citocinas en 

las células neonatales y las señales de TLR5 pudieran permitir una activación más 

equilibrada de estos factores   

3. Hipótesis: 
 

Se espera encontrar niveles disminuidos en la activación por el TCR de AP-1 y NF-

B en las células T CD4+ de neonatos y que las señales de TLR5 sean capaces de 

reestablecer el balance en la activación de los mismos. 

4. Objetivos: 

 

General: 

Evaluar la activación de los factores transcripcionales AP-1 y NF-B en linfocitos T 

CD4+ de neonatos y adultos no estimulados o estimulados a través del TCR y/o 

TLR5 (flagelina). 
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Particulares: 

1. Evaluar por citometría de flujo la activación de AP-1 mediante la fosforilación 

de c-Jun en linfocitos T CD4+ vírgenes de sangre de cordón umbilical y 

sangre periférica de adulto después de la estimulación del TLR5 y/o el TCR 

2. Evaluar por citometría de flujo la activación de NF-B en linfocitos T CD4+ 

de adultos y neonatos, después de la activación de las células a través del 

TCR y/o TLR5. 

3. Evaluar por citometría de imágenes la translocación nuclear de NF-B en 

linfocitos T CD4+ de adultos y neonatos, después de la activación de las 

células a través del TCR y/o TLR5. 

5. Metodología: 
 

5.1 Purificación de linfocitos 

 

 Las muestras de sangre neonatal se obtuvieron del cordón umbilical, después del 

nacimiento del neonato y antes de la expulsión de la placenta, para evitar la 

contaminación con sangre de la madre. La sangre se colectó en tubos estériles con 

EDTA para evitar la coagulación y se procesó el mismo día. Las células T se 

obtuvieron mediante gradiente de ficoll hypaque (Sigma Aldrich) que es un 

polisacárido hidrofílico altamente ramificado que genera un gradiente de densidad 

que separa a las células mononucleadas de los eritrocitos, plaquetas y granulocitos. 

Se realizo una dilución 1:1 en relación sangre: PBS 1X en tubo de 50 ml estéril, en 

otro tubo estéril se agregó el ficoll hypaque, se utilizaron 10 ml de ficoll hypaque 

para un volumen mayor de 20 ml de sangre diluida. En seguida cuidadosamente, 
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sin romper las fases entre la sangre y el ficoll hypaque, se vertió la sangre diluida 

en el tubo que contenía el ficoll hypaque. Se centrifugó durante 30 minutos a 1500 

rpm (433 g aprox.) y 16 ºC con desaceleración cero. Posteriormente a la 

centrifugación se tomó la interfase, se guardaron los eritrocitos (a 2ml de eritrocitos 

se le agregaron 3 ml de medio) en la incubadora, ya que se utilizan para la 

purificación de los linfocitos T CD4+ mediante una selección negativa con el kit 

RosseteSep. Se lavaron las células obtenidas en la interface con PBS 1X, y se 

centrifugó a 1600 rpm por 10 minutos a 16 ºC con desaceleración nueve, se decantó 

el sobrenadante. Un procedimiento de adherencia a plástico nos permitió eliminar 

los monocitos. Los linfocitos CD4+ fueron posteriormente purificados con el kit 

RosetteStep (STEMCELL lot. 12D43628).  

 5.2 Purificación de CD4 vírgenes  

Los linfocitos CD4 se separaron de todas las demás células mononucleadas 

mediante el uso del RosetteSep por selección negativa. El cual es un coctel de 

complejos de anticuerpos que reconocen a CD8, CD16, CD19, CD36, CD56, 29 

CD66b, TCRγ/δ conjugados por la región Fc a anticuerpos contra la glicoforina A, 

una proteína de membrana de los eritrocitos. Mediante un segundo gradiente de 

densidad con el ficoll hypaque se eliminaron a las células que fueron reconocidas 

por estos complejos y se obtuvieron poblaciones de células T CD4+ con más de 94 

% de pureza. Para la eliminación de células de memoria se utilizó la depleción de 

CD45RO y CD44 (marcadores de células de memoria), mediante el uso de mAb 

que se acoplaron durante toda la noche a perlas magnéticas (20 µl de Protein A/G 

Magnetic,Pierce) a razón de 3µg/ml de los anticuerpos. Estas perlas son 
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nanopartículas magnéticas que pueden ser recubiertas con anticuerpos contra un 

antígeno de superficie en particular, ya que están recubiertas de las proteínas A y 

G que unen la región Fc de los anticuerpos. Esto hace que las células que expresan 

este antígeno puedan unirse a las perlas magnéticas. Después, la solución de 

células se colocó en un campo magnético fuerte. En este paso, las células que 

estaban unidas a las nanopartículas permanecieron pegadas, mientras que los 

linfocitos T CD4+ vírgenes pudieron ser recolectados.  

 5.3 Tinción de marcadores en membrana plasmática  

 

Para cada tinción se usaron 1X106 células. Se lavaron las células con 1 ml de PBS 

y se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos. Se tiró el sobrenadante y se 

resuspendió en seco. Se agregó el 1er anticuerpo (para realizar el análisis de pureza 

un anti-CD4 (OKT4 Biolegend9 y un anti-CD3 (OKT3 TOMBO). Se dejó 30 min en 

hielo en la oscuridad. Después se lavó con 1 ml de PBS y se fijaron las células con 

40 µl de paraformaldehído al 10% en solución de Facs juice el cual es PBS con 2% 

de suero.  

5.4 Tinción de proteínas intracelulares 

 Se fijaron las células directamente en medio con Paraformaldehído durante 20 

minutos a temperatura ambiente. Después se centrifugaron las células 3500 rpm 

(1000g aprox) por 5min y se retiró el sobrenadante. El pellet se vortexeó y se le 

agregó 1 ml de Metanol 100% frío para permeabilizar la membrana plasmática. Se 

centrifugaron las células 3500 rpm por 5min y se retiró el sobrenadante para realizar 

un lavado con PBS. Se agregó el 1er anticuerpo (se utilizó para las tinciones de 
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phospho-PKC el anticuerpo phospho Thr538, rabbit) y se incubó 30 minutos. 

Después se lavó con 1 ml de PBS. Cuando fue necesario se agregó un segundo 

anticuerpo (para p-PKC fue un anti-rabbit-Dyl488) que reconoce específicamente 

al primero y se incubó 30 minutos en hielo en la oscuridad. Finalmente se volvió a 

realizar un lavado con PBS y se fijaron las células con 40 µl de paraformaldehído al 

10% en solución de FACS juice. 

5.5 Citometría de flujo 

 

Se analizaron las células fijadas en un clitómetro de flujo FACScanto. La citometría 

es una técnica que permite analizar a las características de una población celular 

conforme un haz de laser incide sobre cada célula. El programa para adquirir los 

datos fue DIVA. El análisis de los datos se llevó a cabo con la ayuda del programa 

FlowJoX. Los valores de fluorescencia obtenidos se analizaron con Microsoft Excel 

y PRISMA.   

5.6 Estimulación de las células  

 

Se realizaron los estímulos para el TCR con anticuerpos monoclonales a una 

concentración de 1µg/ml. Se utilizó un anticuerpo anti-CD3 humano, 

entrecruzado con un segundo anticuerpo anti-mouse IgG (goat antimouse 

IgG, Biolegend). La estimulación de TLR5 se realizó con flagelina (FLA-ST 

ultrapure, InvivoGen) a una concentración de 50 ng/ml. 
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5.7 Citometría de imágenes 

 Se tiñeron intracelularmente los linfocitos T CD4+ con un anticuerpo primario contra 

p65 ((A)sc-109 rabbit, santa cruz) y se utilizó un anticuerpo secundario anti-rabbit-

Dyl488). Se tiño también con 500 ml de DAPI (1µg/20ml), se realizaron 3 lavados 

con Facs juice, después se guardaron en 50µl de PBS. Se analizaron las células 

fijadas en un clitómetro de imágenes AMNIS, el análisis de los datos se llevó a cabo 

con el software IDEAS y usando un programa generado en ImageJ. 

6. Resultados  

6.1 Purificación de linfocitos T CD4+  

 

Se purificaron los linfocitos T CD4+ a partir de sangre periférica de muestras de 

adultos. Se lograron obtener linfocitos T CD4+ con una pureza superior al 92%. La 

pureza de cada muestra fue evaluada mediante la técnica de citometría, realizando 

tinciones de membrana para CD3(FL2) y CD4(FL4), usando anticuerpos 

monoclonales anti-CD3-PE y anti-CD4-APC. En la figura 1 se muestra la pureza de 

obtenida en un adulto y un neonat 
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Figura 3. Purificación de linfocitos CD4 de adultos y neonatos. Se muestra la 

pureza representativa de los linfocitos T CD4 de un adulto a) y un neonato b). En el 

eje X se muestra el porcentaje de células que expresan la molécula CD4, en el eje 

Y se muestra el porcentaje de células que expresan la molécula CD3. El porcentaje 

de pureza se obtiene de las células que expresan ambas moléculas. 

6.2 Obtención de linfocitos CD4 vírgenes.  

 

Una vez obtenida la población de linfocitos CD4 totales se eliminaron los linfocitos 

de memoria mediante el uso de perlas magnéticas acopladas a CD45RO y CD44.  

Para medir la eficiencia con la que se eliminaron los linfocitos de memoria se tiñó 

con un anti-CD45RO (FITC). En la figura 4 se muestra la expresión de CD45RO en 

linfocitos CD4 totales y en linfocitos CD4 vírgenes en dos experimentos 

independientes de 2 adultos. 
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Figura 4. Expresión de CD45RO. En el histograma azul se muestra la población 

CD45RO de linfocitos CD4 totales y la población CD45RO positiva en linfocitos CD4 

vírgenes se muestra en el histograma rojo. 

 

6.3 Medición de p65 fosforilado (p-p65) y total por citometría de flujo. 

 

Para el análisis de la activación de NF-B se obtuvieron linfocitos T CD4+ vírgenes 

de adultos y neonatos, los cuales fueron estimulados a una concentración de 1µg/ml 

de cada uno de los anticuerpos contra CD3 y CD28 y se entrecruzaron con un 

segundo anticuerpo. Se tiñeron con un anti p-p65 para ser analizados por citometría 

de flujo. Se evaluó la proteína p65 que es un monómero que conforma al 

heterodímero de NF-B (p50-p65). Este es el heterodímero que se activa en 

respuesta a estrés celular y que funciona como activador de la transcripción 

inmediata. La concentración relativa de p-p65 se determinó mediante la intensidad 

media de flurescencia de la población positiva. Se observó que la cinética de 
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activación de p-p65 fue diferente en las muestras de adultos y neonatos.  En la 

muestra de adultos, se obtuvo un incremento a partir de los 15 minutos (histograma 

en color azul) en comparación con el tiempo 0 que se mantuvo hasta 1h y después 

bajó paulatinamente.  En cambio, en el neonato p-p65 aumentó solo a los 60 

minutos en comparación con el tiempo 0. No fue posible medir más tiempos por la 

menor cantidad de células de neonato que se obtienen por muestra. 

 

Figura 5. Evaluación de p65 fosforilado en linfocitos CD4 vírgenes de adultos 

y neonatos. a), c) Histogramas representativo de un adulto y neonato b), d) se 

graficaron los datos de la variación de intensidad media de fluorescencia para poder 
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analizarla activación de p-p65 en respuesta a el estímulo CD3/CD28 en distintos 

tiempos. En adultos se analizaron dos muestras y en los neonatos solo una. Las 

barras de error muestran el error estándar de la media (SEM). 

Para el análisis de la activación de p65 total se obtuvieron linfocitos T CD4+ vírgenes 

de adultos y neonatos, los cuales fueron estimulados y teñidos en las mismas 

muestras que para el análisis de p65 fosforilado, pero ahora se hizo la tinción con 

un anti p65 total. Se observó que, con la activación p65 se mantuvo prácticamente 

estable (histograma en color azul), mientras que en el neonato el p65 total aumento 

desde los 15 minutos y disminuyo a los 60 minutos. 
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Figura 6. Evaluación de p65 total en linfocitos CD4 vírgenes de adultos y 

neonatos. a), b) Histogramas representativos de un adulto y neonato c), d) se 

graficaron los datos de la variación de intensidad media de fluorescencia para poder 

analizar p65 total en respuesta a el estímulo CD3/CD28 en distintos tiempos. En 

adultos se analizaron dos muestras y en los neonatos solo una. Las barras de error 

muestran el error estándar de la media (SEM). 

6.4 Medición de PKC fosforilada (PKC thr538) por citometría de flujo. 

 

Se decidió analizar la cinasa PKC debido a su importancia en la activación en la 

cascada de señalización del TCR. Para esto se realizó una cinética de activación 

de PKC con estímulos de CD3/CD28 en diferentes tiempos. Se obtuvieron 

linfocitos T CD4+ vírgenes de adultos y neonatos, los cuales se estimularon a una 

concentración de 1µg/ml de CD3/CD28 y fueron teñidos con un anti phospho thr538 

PKC, para ser analizados por citometría de flujo. Se analizó PKC fosforilada en la 

thr538 ya que esta fosforilación permite su activación. Para medir la concentración 
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de p-PKC se determinó la intensidad media de fluorescencia de la población 

positiva. Como muestra la figura 7, en linfocitos de adulto se observó la activación 

de p-PKC a partir de los 5 minutos (histograma en color azul). A los 30 minutos fue 

el tiempo en el que se observó el pico con mayor aumento en comparación con el 

tiempo 0, mientras que en los neonatos a los 15 minutos se observó el pico con 

mayor aumento en compaación del tiempo 0. 
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Figura 7. Estimulación de PKC fosforilado en linfocitos CD4 vírgenes de 

adulto y neonato. a), c) Histogramas de adulto y neonato b), d) se graficaron los 

datos de la variación de intensidad media de fluorescencia para poder analizarla 

activación de PKC thr538 en respuesta a el estímulo CD3/CD28 en distintos 

tiempos. En adultos se analizaron dos muestras y en los neonatos solo una. Las 

barras de error muestran el error estándar de la media (SEM). 

6.5 Medición de PKC total por citometría de flujo. 

 

Para el análisis de PKC total se realizaron estímulos con CD3/CD28 en diferentes 

tiempos de estimulación en linfocitos T CD4+ vírgenes de 3 adultos y mediante 

citometría de flujo se determinó PKC total con un anticuerpo específico para PKC. 

Se observó que con la activación PKC total aumento a partir de los 15 minutos 

(histograma en color azul) en las muestras de adultos y en la muestra de un neonato 

más bien disminuyó. 
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Figura 8. PKC total en linfocitos CD4 vírgenes de adulto y neonato. a) 

Histogramas de adulto y neonato b) se graficaron los datos de la variación de 

intensidad media de fluorescencia para poder analizar el PKC total en respuesta a 

el estímulo CD3/CD28 en distintos tiempos. En adultos se analizaron 3 muestras y 

en los neonatos solo una. Las barras de error muestran el error estándar de la media 

(SEM). 

6.6 Estimulación de p-PKC y PKC por flagelina y TCR en linfocitos CD4+ de adultos  

 

Una vez que pudimos determinar que el tiempo óptimo de estimulación mediante 

CD3/CD28 que inducía la activación de p-PKC era a los 30 minutos, se realizaron 

los estímulos de flagelina en comparación con la activación de CD3/CD28. Se 

obtuvieron linfocitos T CD4+ vírgenes de tres adultos, en los cuales se realizaron 

los siguientes estímulos a los 30 min con: flagelina, CD3, CD3/Flagelina y 

CD3/CD28. Los linfocitos fueron teñidos con un anticuerpo anti- p-PKC para ser 

analizados por citometría de flujo (histogramas mostrados en la figura). Se puede 
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observar en la figura 9b que en adultos el estímulo CD3/Flagelina (barra azul) 

demuestran valores significativamente altos en la fosforilación de PKC en 

comparación con las células sin estimular, al igual que con el estímulo CD3/CD28 

(barra morada). 
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Figura 9. Estimulación de PKC fosforilado en linfocitos CD4 vírgenes de 

3adultos. a) Histogramas de un adulto b) se graficaron los datos de la variación de 

intensidad media de fluorescencia para poder analizarla activación de PKC thr538 

en respuesta a estímulos con: flagelina, CD3, CD3/Flagelina y CD3/CD28 a los 30 

minutos. Las barras de error muestran el error estándar de la media (SEM). 

 

También se analizó el efecto de estos mismos estímulos en PKC total. Con los 

linfocitos T CD4+ vírgenes de los 3 adultos, se evaluó la presencia de la proteína 

PKC total con un anticuerpo anti-PKC para ser analizados por citometría de flujo 

(histogramas mostrados en la figura 10). Se puede observar en la figura 10b que en 

adultos el estímulo CD3/Flagelina (barra azul) es el único estimulo que demuestran 

valores significativamente altos en la fosforilación de PKC en comparación con las 

células sin estimular. 
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Figura 10. Estimulación de PKC fosforilado en linfocitos CD4 vírgenes de 3 

adultos. a) Histogramas de un adulto b) se graficaron los datos de la variación de 

intensidad media de fluorescencia para poder analizarla activación de PKC total 

en respuesta a estímulos con: flagelina, CD3, CD3/Flagelina y CD3/CD28 a los 30 

minutos. Las barras de error muestran el error estándar de la media (SEM). 

 

 6.7 Estimulación de p-cJun por flagelina y TCR en células de neonato y adulto 

  

Durante mi tesis de licenciatura, se realizaron los estímulos de flagelina y la 

activación mediante el TCR, entrecruzando con anticuerpos anti-CD3, para analizar 

el efecto de la activación en p-cJun, pudimos determinar que la flagelina inducía la 

activación de p-cJun(phospho-cjun) a 90 y 180 minutos. Para esto, se obtuvieron 
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linfocitos T CD4+ vírgenes de 4 adultos, en los cuales se realizaron los siguientes 

estímulos con: flagelina a los 90 y 180 minutos, CD3 a los 90 y 180 minutos, flagelina 

+ CD3 a los 90 y 180 minutos. Los linfocitos fueron teñidos con un anti- p-cJun para 

ser analizados por citometría de flujo. Se puede observar que en adultos el estímulo 

CD3/Flagelina los 180 minutos (segunda barra azul) tuvo valores significativos en el 

aumento de p-cJun en comparación con las células sin estimular, al igual que con 

el estímulo CD3/CD28 a los 180 minutos (segunda barra morada). 

         

Figura 11. Estímulos con flagelina en linfocitos CD4 vírgenes de adultos. Se 

graficaron los datos de la variación de intensidad media de fluorescencia para poder 

analizarla activación de p-cjun en respuesta a estímulos con: flagelina, CD3, 

CD3/Flagelina y CD3/CD28 a los 90 y 180minutos. Las barras de error muestran el 

error estándar de la media (SEM). 

Para la evaluación en neonatos, se realizaron los estímulos de flagelina y la 

activación sobre el TCR entrecruzando con anticuerpos anti-CD3 para analizar el 
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efecto de la activación en p-cJun. Se obtuvieron linfocitos T CD4+ vírgenes de 4 

neonatos, en los cuales con 3 muestras se realizaron los siguientes estímulos a los 

90 y con una muestra a los 180 minutos con: flagelina, CD3 y flagelina + CD3. Los 

linfocitos fueron teñidos con un anti- p-cJun para ser analizados por citometría de 

flujo. Se puede observar que en neonatos el estímulo con CD3 y CD3/Flagelina a 

los 90 minutos tuvo valores significativos en el aumento de p-cjun en comparación 

con el sin estimulo (figura 12 a). Mientras que aunque solo se pudo realizar 

experimento en los 180 minutos se observó un comportamiento similar a los 90 

minutos  
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Figura 12. Estímulos con flagelina en linfocitos CD4 de neonatos. Se graficaron 

los datos de la variación de intensidad media de fluorescencia para poder analizarla 

activación de p-cjun en respuesta a estímulos con: flagelina, CD3, CD3/Flagelina y 

CD3/CD28 a los 90 y 180 minutos. Las barras de error muestran el error estándar 

de la media (SEM). 

 

6.8 Estimulación de p-P65 y P65 total por flagelina y TCR en linfocitos CD4+ de adultos 

 

Se analizó el efecto en p-P65 en linfocitos T CD4+ vírgenes de 3 adultos. Se 

realizaron los siguientes estímulos a los 60 min con: flagelina, CD3, flagelina + CD3 

y CD3 + CD28. Los linfocitos fueron teñidos con un anticuerpo anti-p-P65 para ser 

analizados por citometría de flujo (histogramas mostrados en la figura13). Se puede 

observar que en los 3 adultos que con los estímulos combinados se indujo un 

aumento de p-P65 y observamos que con CD3/Flagelina en (barra azul) es el único 
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estimulo que demuestran valores significativamente altos en la fosforilación de P65 

en comparación con las células sin estimular. 

 

 

 

Figura 13. Estimulación de P65 fosforilado en linfocitos CD4 vírgenes de 3 

adultos. a) Histogramas de un adulto b) se graficaron los datos de la variación de 
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intensidad media de fluorescencia para poder analizarla activación de p-P65 en 

respuesta a estímulos con: flagelina, CD3, CD3/Flagelina y CD3/CD28 a los 60 

minutos. 

Se analizó el efecto en el P65 total en linfocitos T CD4 vírgenes de 3 adultos, se 

realizaron los siguientes estímulos a los 60 minutos con: flagelina, CD3, flagelina + 

CD3 y CD3 + CD28. Los linfocitos fueron teñidos con un anticuerpo anti-P65 para 

ser analizados por citometría de flujo (histogramas mostrados en la figura 14). Se 

puede observar que en los adultos la cantidad de P65 se mantuvo estable, con una 

ligera disminución en el estímulo con la flatelina sola. 

 



 

46 

 

 

Figura 14. Estimulación de P65 total en linfocitos CD4 vírgenes de 2 adultos. 

a) Histogramas de un adulto b) se graficaron los datos de la variación de intensidad 

media de fluorescencia para poder analizarla activación de P65 en respuesta a 

estímulos con: flagelina, CD3, CD3/Flagelina y CD3/CD28 a los 60 minutos. 

6.9 Análisis de p65 por citometría de imágenes 

 

La activación de NFB lleva a la translocación al núcleo, por lo que para 

complementar el análisis de citómetría de flujo, realizamos una evaluación de la 

translocación de p65 por citometría de imágenes en las que se marcaron las células 

con un anticuerpo anti-p65 y el colorante DAPI para teñir núcleos. Se utilizaron 

muestras de un adulto y un neonato. Las imágenes de células individuales se 

adquirieron utilizando el Amnis. Las células que pasan por el Amnis se iluminan en 
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diferentes direcciones por los láseres de campo claro, la luz emitida desde la célula 

se enfoca a través de un lente y se transmite a un elemento de descomposición 

espectral, que divide la luz en 6 bandas espectrales situadas a través de un 

dispositivo CCD. Por lo tanto, cada objetivo tiene 6 imágenes que pueden analizarse 

individualmente o con respecto al otro. Una vez recolectadas las imágenes el 

sotware IDEAS proporciona una amplia selección de características para el análisis 

de imágenes. Una característica es descrita por una expresión matemática que 

contiene información cuantitativa y posicional sobre la imagen. Una característica 

se aplica a ubicaciones específicas de una imagen mediante el uso de una máscara, 

la cual identifica pixeles dentro de la región de interés de la imagen. Después de 

realizar la compensación con controles de un solo color, se realizó el análisis con el 

software IDEAS. Las imágenes con mejor enfoque (figura 15a) fueron 

seleccionadas en la región R1, después fueron seleccionadas las imágenes de una 

sola célula en la región R2 (figura 15b) y se seleccionaron las células positivas para 

ambos colores DAPI y p65(FITC)región R3 (figura 15c). La región en la que hay 

translocación de NFB es la región R4 y esta es calculada por la aplicación 

utilizando la intensidad dentro de las máscaras generadas de DAPI y FITC, con la 

característica de similaridad (la cual utiliza la correlación de Pearson) (figura 15d, 

e). 
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Figura 15. Procedimiento para el análisis de translocación nuclear con el 

software IDEAS. a) Se seleccionó la región con las células con mejor enfoque R1 

b) después se seleccionaron las imágenes con una sola célula, c) para después 

elegir a las células que son positivas para DAPI y FITC d) mascaras morfológicas 

de DAPI y FITC e) el programa calcula la región de células en que p65 transloca al 

núcleo utilizando la característica de similaridad. 

 

Se realizaron los estímulos con flagelina, CD3, CD3/Flagelina y CD3+CD28, a 

tiempos de 60’, ya que este fue el tiempo donde se observó mayor presencia de p-

p65 en las cinéticas de citometría de flujo presentadas previamente. Las muestras 

fueron pasadas al citometro de imágenes y se analizaron utilizando la aplicación 

IDEAS mencionada anteriormente. Se graficaron los porcentajes de translocación 

de p65 con los diferentes estímulos(figura16).  
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Figura 16. Análisis de translocación nuclear de p65 utilizando el software 

IDEAS. a) Grafica de p65 con estímulos de flagelina, CD3, CD3/Flagelina, 

CD3+CD28 en linfocitos CD4 vírgenes de adulto y neonato. 

 

En los adultos se observó un aumento en la translocación nuclear de p65 con los 

diferentes estímulos en comparación del sin estimular. En las células de neonato, 

se encontró que desde el punto sin estimular había más de un 50% de células con 

NFkB translocaco, que sólo aumentó con el estímulo de CD3 + CD28. 
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6.10 Análisis de p65 mediante la segmentación nuclear y citoplasmática. 

 

La aplicación IDEAS solo toma la correlación de la intensidad de DAPI y FITC para 

definir la translocación nuclear, por lo tanto, se decidió realizar otro tipo de análisis, 

en el que se generó una imagen que representa una segmentación nuclear y 

citoplasmática de la célula. Se analizó la intensidad de p65(FITC) en el núcleo y el 

citoplasma. Esto se realizó utilizando el programa ImageJ (figura 17). Primero fueron 

exportadas las imágenes con mejor enfoque y positivas para DAPI y FITC. Se 

generó un programa (figura 17) para generar las imágenes de nucleo y citoplasma.  

Primero se realizó un filtro Gaussian Blur (figura 18b) para quitar el ruido de la 

imagen y definir los bordes de la región de interés; después se creó una máscara 

binaria que define la región de interés y el fondo (figura 18c), esto fue aplicado sobre 

la imagen de DAPI, para obtener la máscara binaria de la región nuclear. Para 

obtener la máscara binaria del citoplasma, primero se obtuvo la máscara binaria de 

FITC y se le sustrajo la máscara binaria del núcleo (figura 19). Una vez obtenidas 

las máscaras binaria nuclear y citoplasmática se usaron para obtener la intensidad 

de p65 en el núcleo y citoplasma. 
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Figura 17. Programa de segmentación nuclear y citoplasmática 
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Figura 18. Análisis nuclear y citoplasmático utilizando ImageJ a) Análisis 

nuclear y citoplasmático utilizando ImageJ b) se aplica un filtro Gaussian Blur a las 

imágenes de DAPI y FITC(p65) c) se genera una máscara binaria. 
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Figura 19. Máscara binaria citoplasmática  

Los resultados obtenidos fueron analizados con R, donde se generó una función 

para poder medir la translocación (figura 11) donde: 

- si la intensidad del citoplasma es igual a la intensidad nuclear el valor será 

mayor de 1,  

- si la intensidad del citoplasma es mayor a la intensidad nuclear el valor será 

de menor que 1 y  

- si la intensidad del citoplasma es menor a la intensidad nuclear el valor será 

de mayor 1.  

Se muestran los histogramas obtenidos de muestras de linfocitos T CD4+ de 

adulto y neonato con estímulos combinados de CD3/CD28 y CD3/Flagelina. Se 

observó una mayor translocación nuclear con los estímulos de CD3/CD28 en 

muestras de adulto en comparación del CD3/Flagelina Figura 21 y en neonatos 

hay una mayor translocación nuclear con los estímulos CD3/Flagelina en 

comparación de CD3/CD28 figura 22. 
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Figura 20. Función de translocación  

 

Figura 21. Histogramas de translocación nuclear de p65 en adulto y neonato. 
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7. Discusión  

 

Logramos obtener cinéticas de activación de p65 y PKC en Linfocitos T CD4+ de 

adultos y neonatos estimulados mediante CD3/CD28. Al realizar las cinéticas, 

pudimos observar diferencias en la activación de estas moléculas entre células de 

adultos y neonatos. Con respecto a p-p65, observamos un aumento en su activación 

desde tiempos tempranos en células de adulto, en comparación con las células de 

los neonatos, que tienen una activación más tardía. Para PKC sucede lo contrario 

a p65, p-PKC  se activa en tiempos más tardíos en los adultos. Estas diferencias 

podrían ser debidas a las diferencias en la expresión de los genes que participan en 

la señalización por el TCR en adultos y neonatos. Se ha reportado que en linfocitos 

CD4+ de neonatos existe una menor expresión y activación de PLCγ1 cuando se 

realizan estimulaciones con CD3 o con Pervanadato, estimulo que requiere 

Tirosinas Cinasas, esto también se relaciona con una baja expresión de Lck y 

ZAP70 en comparación de linfocitos CD4+ de adultos. También se ha reportado una 

deficiente expresión de CD154(CD40L) y CD69 en respuesta a la activación con 

CD3/CD28 o PMA/IONO lo cual está relacionado con los niveles bajos de calcio 

intracelular libre en células de cordón.37,38 

 

Asimismo, probamos el efecto que tiene el TLR5 como señal coestimuladora 

(utilizando flagelina) para activar a los factores transcripcionales AP1 y NF-B y la 

treonina cinasa PKC en linfocitos T CD4+. En este punto, logramos observar 

mediante citometria que para AP1 (p-cjun) se induce una activación significativa 
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utilizando los estímulos combinados CD3/Flagelina a los 90 minutos. Por falta de 

acceso a muestras neonatales (después del terremoto), NF-B y p-PKC solo se 

analizaron en citometría de flujo en linfocitos T CD4+ de adultos, donde observamos 

un aumento significativo en la activación utilizando los estímulos combinados.  

Una mejor manera de evaluar la activación de NF-B es midiendo su translocación 

nuclear, que pudimos realizar en una muestra de adulto y una de neonato utilizando 

la citometría de imágenes, para lo cual usamos el programa del equipo, que fue 

validado en macrófagos, células que tienen una región citoplasmática mucho más 

grande que los linfocitos.  Para realizar un mejor análisis de nuestras células, 

generamos un programa que separó de manera más clara la región citoplasmática 

y nuclear. Se observó que el estímulo de flagelina y CD3 aumentó la translocación 

de NF-B al núcleo. Sin embargo, este estimulo no superó al estímulo de CD3/CD28 

en el adulto, mientras que, en el neonato, que tienen un nivel basal alto de NF-B 

nuclear, el estímulo de flagelina y CD3 aumenta la translocación de NF-B al núcleo 

en mayor medida que el estímulo CD3/CD28.  

En cuanto a la activación de PKCθ, en adultos se logra inducir a su activación por 

estímulos de TLR5/TCR, esto se correlaciona con el aumento de la activación de 

los factores transcripcionales AP-1 y NF-B, en neonatos se observó que la señal 

del TLR5/TCR permitió la activación de AP-1 y la translocación nuclear de NF-B, 

se esperaría observar que esta señal induzca la activación de PKC en neonatos  

Estos resultados apoyan a la idea de que la flagelina pudiera ser importante en la 

activación de NF-B en los linfocitos T CD4+ neonatales. Lo cual podría proponer a 
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la flagelina como un posible adyuvante en los neonatos (Tesis de Doctorado. 

Labastida.C.R.) 

Nuestro trabajo fue importante para sentar las bases de un buen análisis de la 

translocación nuclear de factores transcripcionales por citometría de imágenes y 

citometría de flujo. El uso de las técnicas y análisis que logramos establecer, 

permitirán hacer una evaluación mucho más clara del balance en la activación de 

factores transcripcionales y su efecto en la inmunobiología de las células 

neonatales. 
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