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INTRODUCCIÓN 

1 Biología del linfocito B. 

Los linfocitos B son las células del sistema inmune productoras de anticuerpos, y responsables 

de la defensa del organismo frente a patógenos externos, mediante la activación directa de la 

respuesta inmune humoral y a través de su participación activa en la respuesta inmune celular.  

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Igs), son los principales efectores de la inmunidad 

humoral, contribuyendo al desarrollo de esta mediante diferentes mecanismos. En primer 

lugar, son capaces de unirse de forma específica a virus, bacterias intracelulares y toxinas 

impidiendo su entrada en células diana de nuestro organismo, en un proceso se conocido 

como neutralización. En segundo lugar, al unirse al patógeno facilitan la captación de este por 

células del sistema inmune con capacidad de fagocitosis, como células dendríticas y 

macrófagos, en lo que se conoce como proceso de opsonización. Por último, los anticuerpos 

que cubren a un agente patógeno pueden activar la cascada del sistema del complemento por 

medio de la vía clásica, provocando la lisis directa de ciertos microorganismos al formar poros 

en sus membranas [1], [2].  

Los linfocitos B presentan anclado a membrana la misma Ig soluble que secretan, este receptor 

de superficie recibe el nombre de BCR (B Cell Receptor). Cada linfocito B porta múltiples copias 

de un único receptor o BCR, y este a su vez reconoce una única región dentro del patógeno 

que recibe el nombre de antígeno o epítopo. Cuando un linfocito B reconoce su antígeno 

específico a través del BCR, se inician una serie de eventos que llevan finalmente a su 

activación y diferenciación a células plasmáticas productoras de anticuerpos, y a linfocitos B de 

memoria responsables de la respuesta inmunitaria específica en posteriores encuentros con el 

antígeno, conocida como respuesta inmune adaptativa [3]. 

Por otra parte, los linfocitos B son células que poseen capacidad de procesar y presentar 

antígenos en el contexto de MHC (Major Histocompatibility Complex), al igual que macrófagos 

y células dendríticas. En este sentido, cumplen una función de nexo importante entre la 

respuesta inmune humoral y celular, ya que pueden presentar antígenos de patógenos 

activando la respuesta efectora de linfocitos T CD4 y T CD8. Los linfocitos T CD4 cumplen una 

función crucial a través de la secreción de citocinas y activación de linfocitos B, mientras los 

linfocitos T CD8 se caracterizan por su actividad efectora citotóxica [3]. 

Todos estos procesos en conjunto, ponen en marcha la maquinaria del sistema inmune que 

tiene como objetivo final proteger al organismo del ataque de agentes patógenos externos. En 

ocasiones, debido a fallos en el proceso de desarrollo, maduración y tolerancia se generan 
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linfocitos B con capacidad de reconocer y responder frente a antígenos propios o 

autoantígenos. Cuando esto ocurre, nuestro propio sistema inmune se vuelve capaz de atacar 

y destruir células de nuestro organismo, dando lugar al desarrollo de procesos 

autoinmunitarios. 

A continuación profundizaremos en el desarrollo, maduración y activación de las diferentes 

poblaciones de linfocitos B, para más adelante explicar en detalle cuales son los mecanismos 

que posee el sistema inmune para el control de la tolerancia de linfocitos B. 

 

2 El receptor de linfocitos B. 

El receptor de los linfocitos B o BCR está formado por una molécula de Ig de membrana, 

asociada a dos cadenas Igα o CD79α e Igβ o CD79β, y a un complejo correceptor compuestos 

por tres proteínas: CD19, CD21 y CD81 (figura 1) [4].  

 

 

Figura 1. Receptor de linfocitos B. A. Estructura de la Ig de superficie asociada a las cadenas Igα (CD79α) e Igβ 

(CD79β), responsables de la señalización intracelular. B. Complejo correceptor del linfocito B  formado por la 

asociación de la Ig de superficie con las moléculas CD19, CR2 o CD21 y CD81 [4]. 

 

La Ig de superficie, es una glicoproteína de membrana capaz de unirse de forma específica al 

antígeno, a través de un dominio de reconocimiento o región variable formado por dos 

cadenas ligeras y dos cadenas pesadas [5]. Las cadenas Igα y Igβ, unidas entre sí por puentes 

disulfuro, presentan regiones intracelulares ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation 

motif) responsables de la señalización intracelular del receptor [6].  
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El complejo correceptor interviene en la potenciación de la señal de activación del linfocito B. 

En este sentido, la molécula CD21 también conocida como receptor del complemento 2 oCR2, 

es capaz de unir moléculas del complemento CD3d depositadas sobre la superficie del 

patógeno. Este proceso, da lugar a la unión del complejo correceptor con la Ig de superficie y 

genera señales intracelulares que potencian la respuesta de los linfocitos B a través de la 

molécula correceptora CD19 [7]. 

 

2.1 Inmunoglobulinas: proceso de recombinación y generación de 

diversidad. 

Como ya se ha comentado anteriormente, las Igs están formadas por dos cadenas pesadas y 

dos cadenas ligeras unidas por puentes disulfuro y cada una de ellas presenta una región 

variable y una región constante. En ratón existen dos subtipos de cadenas ligeras, κ y λ, y 

nueve diferentes cadenas pesadas, que definen el isotipo correspondiente de la Ig: μ(IgM), 

d(IgD), g1(IgG1), g2a(IgG2a), g2b(IgG2b), g2c(IgG2c), g3(IgG3), e(IgE) y a(IgA). En humanos, los 

isotipos difieren con respecto a ratón, y se definen como μ(IgM), d(IgD), g1(IgG1), g2(IgG2), 

g3(IgG3), g4(IgG4), e(IgE), a1(IgA1) y a2(IgA2) [8]. 

La región variable de cada Ig es responsable del reconocimiento del antígeno y la constante de 

las funciones efectoras del anticuerpo. Las moléculas de Igs están codificadas por tres loci en 

humanos y ratón. En ratón, la cadena ligera (IgL) está codificada por los loci κ y λ, localizados 

en el cromosoma 6 y 16 respectivamente, mientras el locus de la cadena pesada (IgH) se 

localiza en el cromosoma 12. En humanos, los loci κ y λ de la IgL se localiza en el cromosoma 2 

y 22 respectivamente, mientras el locus de la IgH se localiza en el cromosoma 14. 

El locus IgH presenta una región 5´ donde se localizan los genes que codifican para la región 

variable de las Igs. Estos genes se agrupan dentro de tres familias VH, D y JH. En posición 3´se 

localizan los genes de la familia CH (región constante) que codifican para los diferentes isotipos 

de las Igs. En ratón, se han descrito 4 genes diferentes dentro de la familia JH y 30 genes para la 

familia D, de los cuales solamente 19 son funcionales. En el caso de los genes VH actualmente 

existe controversia acerca del número existente, aunque investigaciones recientes apuntan a 

la presencia de 141 genes, de los cuales únicamente entre 92 y 12, dependiendo de la cepa de 

ratón, son funcionales [9]. En humanos, se han identificado 9 genes JH, 27 genes D y 123 genes 

VH [10]. 
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En ratón, el locus IgL-k está formado por 5 genes JL, y 140 genes VL localizados aguas arriba de 

la región constante [11]. El otro locus IgL-λ posee únicamente 8 segmentos génicos VL y 5 

genes VL de los cuales únicamente 3 son funcionales.  

Durante el desarrollo de los linfocitos B, los genes codificantes para las Igs se reorganizan en 

numerosas ocasiones, dando lugar a un amplio repertorio de Igs de diferentes especificidades.  

Como ya se ha mencionado anteriormente, la región variable de las Igs es la responsable del 

reconocimiento de antígeno, y por lo tanto, es la zona donde se localizan las regiones más 

variables en las Igs. En esta zona de la cadena pesada y ligera, se localizan tres regiones de 

hipervariabilidad o determinantes de complementariedad conocidas como CDR1, CDR2 y CDR3 

(Complementary Determining Regions). Como se puede ver en la figura 2, estas tres regiones 

se encuentran flanqueadas por unas regiones marco más conservadas FW1, FW2, FW3 y FW4 

(Framework) responsables de la conformación del centro de unión al antígeno. CDR1 y CDR2 

son codificados por los genes V, mientras CDR3, resulta de la recombinación de los genes VDJ 

en la cadena pesada y los VJ en la cadena ligera. Debido a esto, CDR3 presenta una alta 

diversidad y es el principal responsable de la especificidad de la inmunoglobulina. 

 

Figura 2. Estructura general de las inmunoglobulinas. Las moléculas de inmunoglobulinas están formadas por dos 

cadenas pesadas y dos cadenas ligeras unidas entre sí por puentes disulfuro. Cada cadena presenta una región 

constante, que define la funcionalidad del anticuerpo y una región variable implicada en el reconocimiento del 

antígeno. En esta región variable se localizan regiones marco conservadas o Fw (Framework region) implicadas en la 

conformación del centro de reconocimiento y unas regiones de hipervariabilidad o CDR (Complementarity 

determining region) que definen la especificidad de la inmunoglobulina  [12] 

 

A continuación se explicarán en detalle los procesos de reorganización genética que sufren los 

genes de las Igs durante el desarrollo y función efectora del linfocito B.  
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2.1.1 Reordenamientos primarios de las inmunoglobulinas. 

La recombinación de los segmentos V(D)J es uno de los eventos clave durante el desarrollo de 

los linfocitos B en médula ósea. Durante este proceso, muchos genes V pueden recombinar 

primero con los diferentes genes de la familia D, en el caso de la cadena pesada, y estos a su 

vez con los genes de la familia J. Este fenómeno ocurre de forma casi aleatoria tanto en la 

cadena pesada como en la ligera. Por otra parte, durante el proceso de recombinación se 

añaden y se eliminan nucleótidos a las secuencias flanqueantes. De esta forma, la 

recombinación primaria en médula ósea se convierte en el principal mecanismo de generación 

de diversidad del repertorio de Igs [4].  

Los diferentes fragmentos V, D (en el caso de la cadena pesada) y J se encuentran flanqueados 

por unas secuencias altamente conservadas que reciben el nombre de señales de 

recombinación (RSS) (figura 3). Estas secuencias se localizan en el extremo 3´ de la región V, en 

el extremo 5´ la región J, y a ambos lados de la región D, y se componen de un heptámero y un 

nonámero espaciados por secuencias de 12 o 23 pb que se corresponden con una o dos 

vueltas de hélice de DNA, respectivamente [4].  

 

Figura 3. Proceso de recombinación de las inmunoglobulinas mediado por proteínas RAG.  Las proteínas RAG 

inician el proceso de recombinación mediante secuencias 23-RSS y 12-RSS que flanquean los segmentos génicos V, 

D y J y siguiendo la regla 12/23. El complejo RAG corta la doble cadena en estas regiones generando extremos 3´-OH 

que se cierran en forma de horquilla con la cadena complementaria. A continuación, interviene el complejo de 

nucleasas Artemis-DNA-PKcs que abre las horquillas, permitiendo la adición o eliminación de nucleótidos en 3´y 5´ 

mediante la acción de polimerasas que trabajan con la cadena molde o de forma independiente como la TdT 

(deoxynucleotidyl transferase). Finalmente, el complejo XRCC4-DNA-Ligasa 4, liga los extremos del DNA finalizando 

el proceso. [13]. 
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Se ha descrito que durante este proceso la recombinación entre secuencias 23-RSS y 12-RSS se 

produce de manera más eficiente, siguiendo la denominada regla 12/23 [14]. La 

recombinación de V(D)J requiere de la activación de los genes de recombinación 1 y 2, 

conocidos como RAG 1 y RAG 2 [15]. La expresión de proteínas RAG está regulada durante el 

desarrollo de linfocitos T y B [16].  

Las proteínas RAG reconocen las secuencias flanqueantes 23-RSS y 12-RSS, y las cortan 

generando extremos 3´-OH, que se cierran en forma de horquilla con la cadena 

complementaria (figura 3). A continuación, intervienen el complejo de nucleasas Artemis-DNA-

PKcs que abre las horquillas, permitiendo la adición o eliminación de nucleótidos en 3´y 5´ 

mediada por polimerasas que trabajan con la cadena molde o de forma independiente como la 

TdT (deoxynucleotidyl transferase). Finalmente, el complejo XRCC4-DNA-Ligasa 4, liga los 

extremos del DNA [13]. 

En ratón, el bloqueo de genes RAG o deficiencias en alguna de las enzimas del sistema de 

recombinación bloquea completamente el desarrollo de linfocitos T y B, en lo que se conoce 

como inmunodeficiencia combinada grave (SCID) [17]. En humanos, las mutaciones en RAG1 o 

RAG2 son la causa de un trastorno hereditario conocido como síndrome de Omenn [18]. 

Por otra parte, hay que señalar que durante el desarrollo del linfocito B, tanto en médula ósea 

como en bazo, existen procesos de control de funcionalidad y tolerancia del BCR donde 

interviene el mecanismo de recombinación mediado por RAG. En médula ósea, como se 

explicará más adelante en detalle, en el caso de que se generen cadenas de Igs defectuosas o 

con capacidad de reconocer antígenos propios, pueden darse reordenamientos genéticos 

secundarios de los genes de las Igs en un proceso conocido como edición del receptor. Por otra 

parte, los linfocitos B en periferia podrían sufrir también reorganizaciones secundarias 

mediadas por proteínas RAG. Como se explicará más adelante, estos mecanismos están 

relacionados con procesos de maduración de afinidad de las Igs y control de tolerancia y se 

conocen como revisión del receptor. 

 

2.1.2  Reordenamientos secundarios de las inmunoglobulinas. 

La recombinación V(D)J mediada por RAG se encarga de la diversificación inicial del repertorio 

primario de Igs de las células B que se desarrollan en médula ósea. Aunque este repertorio 

primario es amplio, en periferia puede darse una mayor diversificación incrementando tanto la 

capacidad de las  Igs para reconocer antígenos extraños, como las capacidades efectoras de los 

anticuerpos. Esta fase secundaria de diversificación ocurre en las células B activadas y es 
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impulsada en su mayor parte tras el reconocimiento y unión al antígeno. La diversificación se 

lleva a cabo mediante tres mecanismos, hipermutación somática, cambio de isotipo y 

conversión génica. Estos mecanismos alteran la secuencia de la Ig de diferente manera 

[Revisado en 4]. 

La recombinación de cambio de isotipo, involucra los genes de la región constante de la 

cadena pesada donde se reemplaza la región Cμ original por una región C alternativa, lo que 

aumenta la diversidad funcional del repertorio de Igs.  

La hipermutación somática y la conversión génica afectan a la región variable de la 

inmunoglobulina. La hipermutación somática, diversifica el repertorio de anticuerpos al 

introducir mutaciones puntuales en las regiones V de la cadena ligera y pesada, lo que altera la 

afinidad del anticuerpo por el antígeno.  

La conversión génica diversifica el repertorio de anticuerpos primario en algunas especies de 

mamíferos y aves, entre ellos el pollo, el conejo y la oveja. En este caso, durante el proceso se 

reemplazan bloques de secuencias de las regiones variables, por secuencias derivadas de las 

regiones variables de pseudogenes.  

Al igual que la recombinación V(D)J mediada por RAG, estos procesos involucran eventos de 

recombinación de los genes que codifican Igs, pero al contrario de la recombinación V(D)J, son 

llevados a cabo por una enzima denominada desaminasa de citidina inducida por activación 

(AID), que se expresa sólo en linfocitos B y no en linfocitos T.  

La secuencia de la enzima AID se relaciona con la de una proteína conocida como APOBEC1 

(enzima editora de mRNA de apolipoproteína B, polipéptido catalítico 1), que convierte a la 

citosina del mRNA de la apolipoproteína B en uracilo, mediante desaminación; así, al principio 

se creyó que la AID actuaba como una desaminasa de citidina de mRNA. Aunque esto aún es 

una posibilidad, pruebas actuales sugieren que la AID también puede actuar como una 

desaminasa de citidina de DNA, que desamina de manera directa los residuos de citidina de los 

genes de Ig y los transforma en uridina.  

La AID puede unirse al DNA monocatenario y desaminarlo, por lo que para que la enzima 

actúe, la doble hélice de DNA debe estar desenrollada; este fenómeno parece estar 

desencadenado por la transcripción de secuencias cercanas. Al inicio del proceso, la AID inicia 

un ataque nucleófilo sobre el anillo de pirimidina de la citidina expuesta convirtiéndolo en un 

anillo de uridina. En este punto, otras enzimas de reparación de DNA ubicuas pueden cooperar 

con la AID alterando la secuencia del DNA monocatenario mediante otros mecanismos.  En 

este sentido, el residuo uracilo producido por la AID puede ser el sustrato de la enzima de 

reparación por escisión de bases de uracilo-DNA-glucosilasa (UNG), que elimina la base 
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pirimidina para formar un sitio abásico en el DNA. Además de esto, la endonucleasa 

apúrica/apirimídinica 1 (APE1) puede escindir el resto del residuo, lo que produce una mella en 

una sola cadena del DNA, en el sitio de la citosina original. La UNG y la APE1 son enzimas 

presentes en todas las células, que reparan con eficiencia las conversiones frecuentes de 

citosina en uracilo y los sitios abásicos resultado del daño espontáneo del DNA.  

La AID sólo es funcional en las células B activadas y al incrementar en forma considerable el 

daño del DNA presente en los genes de Igs, aumenta en gran medida la probabilidad de que 

este daño sea reparado de modo incorrecto y dando lugar a mutaciones. 

Los tres tipos mecanismos de diversificación, pueden provocar diferentes tipos de mutación en 

los genes de las Igs (figura 4). Estas mutaciones se describen con mayor detalle en las 

secciones siguientes. 

Si sólo actúa la AID sobre el DNA, únicamente ocurrirá hipermutación somática. Los sitios 

abásicos generados por la UNG también pueden dar lugar a hipermutación somática por 

sustitución de nucleótidos en el momento de la replicación. Por otra parte, se cree que las 

mellas de cadena individual generadas por la APE1 son una señal requerida para iniciar el 

proceso de replicación con molde usando secuencias homólogas que ocurre durante el 

proceso de conversión génica. 

Figura 4. Mecanismos implicados en el reordenamiento secundario de las inmunoglobulinas. Acción de las 

enzimas AID, UNG y APE1 a nivel de mutaciones por transición, por transversión o por mellas en el DNA implicadas 

en los procesos de recombinación somática, cambio de clase o conversión génica. [4]. 

Por último, se cree que una alta densidad de mellas de cadena individual en regiones 

específicas que flanquean genes de la región C, genera las roturas de doble cadena 

escalonadas que se requieren para el cambio de clase. 
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2.1.2.1 Hipermutación somática. 

El fenómeno de hipermutación somática opera en linfocitos B localizados en órganos linfoides 

periféricos, una vez se han producido los reordenamientos primarios de las Igs en médula 

ósea. En humanos y ratón, los fenómenos de hipermutación somática se dan de forma general 

en linfocitos B maduros que han sido activados por su antígeno correspondiente con ayuda de 

los linfocitos T en los centros germinales. En este sentido, un estudio reciente en ratón 

describe también la presencia de señales de hipermutación somática en linfocitos B 

inmaduros, incluso en ausencia de linfocitos T [19]. En humanos, se ha descrito también que 

este fenómeno podría ocurrir en ausencia de ayuda de linfocitos T [20]. 

La hipermutación somática es un proceso donde se introducen mutaciones dentro de la 

secuencia V(D)J inicial [21]. Este proceso tiene lugar preferentemente en regiones de la 

secuencia denominados puntos calientes (hot spots) donde se acumulan el mayor número de 

mutaciones. Estas mutaciones iniciadas por la AID, suelen ser de tipo transicional, es decir, una 

base pirimidínica es sustituida por una base pirimidínica (C/T) o una base purínica es sustituida 

por una base purínica (A/G). En este sentido, también se han descrito mutaciones menos 

frecuentes de tipo transversal, donde una pirimidina es sustituida por una purina.  

 

 

Figura 5. Mecanismos de hipermutación somática. Durante el proceso de hipermutación somática la enzima AID 

inicia el proceso de deaminación de una citosina, transformándola en un uracilo. Este  durante la replicación de la 

célula puede ser considerado como una timina por las polimerasas dando lugar a una mutación de tipo  transicional. 

Podría darse el caso de que la una vez generado el uracilo, la enzima UNG actuase sobre la cadena dejando un sitio 

abásico, de esta forma durante la replicación las polimerasas podrían introducir cualquiera de los cuatro 

nucleótidos, dando lugar a mutaciones por transición o  transversión [22]. 

El proceso de hipermutación somática se inicia por la desaminación de una citosina mediante 

la acción de la AID, transformándola en un uracilo (figura 5); a continuación, este uracilo puede 

ser tratado como una timina (mutación transicional) o puede ser reconocido por la enzima 

UNG, siendo eliminado el residuo y generando un sitio abásico. En este último caso, puede ser 
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reemplazado mediante la acción de polimerasas por una base pirimidínica (mutación 

transicional) o púrica (mutación transversal) [22].  

 

2.1.2.2  Cambio de isotipo. 

Las primeras Igs expresadas por los linfocitos B son de tipo IgM e IgD, y el primer anticuerpo 

que se produce en una respuesta inmunitaria es de tipo IgM. Durante el transcurso de la 

respuesta inmunitaria, la misma región V ensamblada puede ser expresada en anticuerpos con 

isotipo IgG, IgA o IgE. Esta variación de isotipo se conoce como cambio de clase [Revisado en 

4]. Este mecanismo es estimulado en el transcurso de una respuesta inmunitaria por señales 

externas como citocinas liberadas por células T o señales mitógenas suministradas por los 

agentes patógenos. Está guiado por secuencias de DNA repetitivas, o regiones de cambio (S), 

que se encuentran aguas abajo de los genes de la región C de las Igs, con excepción del gen δ 

(figura 6). El cambio se produce mediante el inicio de la transcripción a través de estas 

regiones de promotoras (flechas figura 6) localizados aguas arriba de cada región S. Debido a la 

naturaleza de las secuencias repetitivas, la transcripción por medio de regiones S genera lazos 

R (regiones extendidas de DNA monocatenario formadas por la cadena que no funciona como 

molde), que sirven como sustrato para la AID, y después para la UNG y para la APE1. Estas 

actividades introducen una alta densidad de mellas de cadena individual en la cadena de DNA 

que no funciona como molde y probablemente también un número menor de mellas en la 

cadena molde. Las muescas escalonadas se convierten en roturas de doble cadena mediante 

un mecanismo desconocido. Estas roturas son reconocidas de forma putativa por la 

maquinaria de reparación de roturas de doble cadena de la célula, en un proceso que involucra 

la participación de la DNA-PKcs y de otras proteínas de reparación. Las dos regiones de 

cambio, en este caso Sμ y Sε, se juntan por medio de esta maquinaria y el cambio de clase se 

completa mediante escisión de la región de DNA interpuesta (incluyendo a Cμ, Cδ y Cγ) y la 

ligación de las regiones Sμ y Sε. 
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Figura 6. Mecanismo de cambio de isotipo de IgM a IgE. El proceso de recombinación se inicia con la activación y 

transcripción de las regiones Sμ y Sε. La enzima AID actúa cambiando C por U, y a continuación las enzimas UNG y 

APE1 eliminan los U y fragmenta la cadena de DNA. A continuación se lleva un proceso de empalme, uniendo la 

región VDJ a la nueva cadena pesada Cε, generándose un circulo de DNA mediante escisión que porta la región 

génica intermedia eliminada [23]. 

 

2.2 Desarrollo y maduración de linfocitos B. 

Durante el desarrollo fetal, los linfocitos B son generados en el hígado, pero tras el nacimiento 

esta función pasa a tener lugar a nivel de médula ósea [24]. Así, en individuos adultos los 

linfocitos B se originan en la médula ósea de donde salen en un estado inmaduro transicional, 

para culminar su maduración en el bazo [25]. Las células B maduras recirculan por los 

diferentes órganos linfoides secundarios, donde pueden ser estimuladas si se encuentran con 

el antígeno.  De este modo podemos clasificar en dos fases la maduración de los linfocitos B, 

una primera fase antígeno-independiente que tiene lugar en médula ósea y es dependiente de 

factores de migración y supervivencia como CXCL12 e IL7 [26], y una segunda fase antígeno-

dependiente en bazo, donde el reconocimiento y fuerza de interacción del BCR con el antígeno 

será crucial en la maduración del linfocito B y su diferenciación final célula folicular o marginal 

[27].  

2.2.1 Fase antígeno-independiente. 

La etapa de diferenciación en médula ósea comienza a partir de células hematopoyéticas 

pluripotenciales o HSC, y se caracteriza por sucesivos reordenamientos de los genes de las Igs, 

con el objetivo de conseguir un receptor de antígeno funcional. Muchos de los factores 

secretados por la médula ósea así como las interacciones con las células del estroma participan 

en el desarrollo de los linfocitos B [Revisado en 4 y 28].  En un primer paso de diferenciación, 

las células HSC se diferencian a células progenitoras linfoides o MPP, a partir de la cual se 
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originan células de la estirpe mieloide o linfoide. Las células MPP expresan en superficie FLT3, 

una tirosincinasa que se une a su ligando presente en la superficie de las células del estroma. 

De este modo, la señalización a través de FLT3 dirige la diferenciación celular de MPP hacia 

progenitores linfoides común o CLP e induce la expresión en superficie del receptor para la 

interleucina 7 (IL-7). La IL-7 secretada por las células del estroma es esencial para el desarrollo 

y supervivencia de linfocitos B en ratón. Por otra parte, las células del estroma secretan de 

forma constitutiva la quimiocina CXCL12 necesaria para la retención de progenitores de 

linfocitos B en médula ósea. Otro factor de supervivencia descrito, es la TLSP (linfopoyetina 

derivada del estroma de timo), y en ratón se ha visto que al menos durante el desarrollo 

embrionario tiene una función importante en el desarrollo de linfocitos B en hígado, así como 

durante el período perinatal en médula ósea.  

El CLP inicia la diferenciación a linfocito B inmaduro a través de diferentes estadios de 

maduración controlados por la expresión de diferentes factores de transcripción y factores de 

crecimiento celular. Durante este proceso se llevará a cabo la reorganización de los genes de 

las Igs para expresar un receptor maduro en superficie (figura 7).  

En una primera fase temprana los precursores reciben el nombre células pro-B. Durante esta 

etapa los factores de transcripción E2A y EBF inducen la expresión de proteínas clave para el 

inicio de la recombinación primaria de los genes de las Igs como RAG1 y RAG2 (recombination-

activating genes) [15]. 

 

Figura 7. Esquema de las diferentes etapas de desarrollo y maduración del receptor de los linfocitos B en médula 

ósea y periferia [28]. 
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Otra proteína clave inducida por E2A y EBF es el factor de transcripción Pax5 que interacciona 

con CD19 y la cadena Igα expresadas en la membrana de la célula pro-B, y parece estar 

relacionado con el compromiso de diferenciación final a linfocito B. En este sentido, la 

ausencia de expresión de Pax5 dirige los progenitores de médula ósea hacia linfocitos T y 

células de la estirpe mieloide. El proceso de recombinación en esta fase se inicia con la 

reorganización de los segmentos D y JH de la cadena pesada, que se continúa con la 

reorganización de la región VH con el segmento DJH, para la expresión completa de la cadena 

pesada de la inmunoglobulina en superficie (figura 7). Si la reorganización con los fragmentos 

del mismo loci en este punto no es exitosa, puede continuar el proceso de recombinación con 

la reorganización del otro alelo [29]. Durante esta etapa, se induce la expresión de la enzima 

TdT, que contribuye al aumento de diversidad de repertorio de inmunoglobulinas mediante la 

adición de nucleótidos extra (nucleótidos N) en las articulaciones V-D y D-J durante el proceso. 

Un reorganizamiento exitoso VHDJH da lugar al cese del proceso de recombinación y expresión 

primaria de una cadena pesada tipo μ (IgM) en la superficie. Se calcula que un 45% de células 

pro-B son eliminadas en esta etapa debido a la producción de reordenamientos improductivos. 

En este punto, las células avanzan hacia la siguiente etapa de maduración donde reciben el 

nombre de células pre-B. En este punto disminuye el nivel de expresión de TdT, y mediante la 

actividad de E2A y EBF se expresan los genes de dos cadenas ligeras sustitutas Vpre-B and λ5 

(surrogate light chains) que se juntarán con la cadena pesada, para dar lugar a un precursor de 

Ig de membrana en superficie que recibe el nombre de receptor pre-B. Este receptor de 

expresión transitoria se asocia en membrana a Igα y Igβ, moléculas encargadas de la 

transducción de las señales intracelulares. La señalización del receptor pre-B está asociado a 

las moléculas BLNK y la tirosincinasa Btk. En humanos mutaciones en el gen btk son el origen 

de la enfermedad conocida como agammaglobulinemia de Bruton, una inmunodeficiencia 

ligada al cromosoma X que se caracteriza por la ausencia de Igs y linfocitos B maduros en 

periferia [30]. 

Durante esta etapa la señalización recibida a través del receptor será fundamental para el 

desarrollo del linfocito B.  En este sentido, la posibilidad de reordenamientos V(D)J exitosos en 

ambos alelos podría dar lugar a la expresión anormal de inmunoglobulinas de superficie de 

diferentes especificidades. Para evitarlo, la señalización a través del receptor pre-B pone en 

marcha un mecanismo de exclusión alélica a través del cual solamente uno de los dos alelos 

puede ser expresado en las células. Este mecanismo es llevado a cabo de diferentes maneras, 

por un lado la señalización del pre-BCR disminuye la expresión de las recombinasas RAG1 y 

RAG2 en la célula, y por otro reduce la accesibilidad de la maquinaria de recombinasas al locus 
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de la cadena pesada, aunque el mecanismo no está claro. En ausencia de señal, la 

reorganización de los genes continúa hasta alcanzar la expresión de un receptor pre-B 

funcional. 

En la fase de transición de células pro-B a pre-B, las células con receptores pre-B funcionales se 

dividen varias veces en células pre-B de menor tamaño e inician la reorganización de los genes 

de la cadena ligera VLJL mediante el aumento de expresión de las recombinasas RAG1 y RAG2. 

Primero lo harán para los genes de la cadena κ, y si esta no es funcional reorganizarán la región  

λ, en lo que se conoce como mecanismo de exclusión isotípica. Los reordenamientos de la 

cadena ligera tienen lugar en un alelo a la vez, de manera que un cromosoma puede hacer 

múltiples reordenamientos antes de iniciar el proceso en el otro cromosoma.  En el momento 

en el que se alcance una reorganización exitosa de la cadena ligera, donde también 

intervienen mecanismos de exclusión alélica, esta se expresará en superficie reemplazando a 

las cadenas ligeras sustitutas Vpre-B and λ5 del receptor. Las proporciones de expresión de 

cadena ligeras κ y λ varían entre especies. En ratón, un 95% expresan cadena κ y un 5% λ, 

mientras en humano un 65% expresan κ y un 35% λ. Una vez terminado el proceso, el linfocito 

B inmaduro expresará en membrana una Ig de tipo IgM. 

 

2.2.2 Fase antígeno-dependiente. 

Los linfocitos B inmaduros que salen de médula ósea hacia bazo, órgano donde completarán el 

proceso de maduración, reciben el nombre de linfocitos B transicionales T1 y se definen como 

IgM++, IgD-, CD21-, CD23- (figura 8). Una vez allí, los linfocitos T1 se localizan en la zona 

externa de la pulpa blanca, los PALS (Periarteriolar Lymphoid Sheath), y posteriormente 

migrarán hacia la zona folicular, donde adquirirán la expresión en superficie de IgD, CD21 y 

CD23, transformándose en linfocitos B transicionales tipo T2, población definida como IgM++, 

IgD++, CD21++ y CD23+ [Revisado en 31]. En este estadio los linfocitos B se caracterizan por 

presentar una alta capacidad proliferativa y elevada resistencia a la apoptosis. Recientemente, 

se ha descrito que la molécula CD23 es capaz de unir inmunocomplejos de anticuerpos IgE 

procedentes del torrente circulatorio, transportando antígeno a los folículos donde pueden ser 

captados por células dendríticas que los presentan a linfocitos T potenciando la respuesta 

inmune [32]. Se postula que el factor BAFF (B Cell Activation Factor of TNF Family) presente en 

bazo, podría ser decisivo para el paso del estadio T1 al T2. Algunos autores apuntan a la 
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presencia de una tercera población T3 [33], pero recientemente se ha demostrado que se trata 

de un compartimento transicional formado por linfocitos B anérgicos [34]. 

 

Figura 8. Etapas de desarrollo y diferenciación de las principales poblaciones de linfocitos B en bazo [31]. 

 

Los linfocitos B transicionales T2 continúan con su proceso de maduración en bazo dando lugar 

a las dos grandes poblaciones de linfocitos maduros de tipo B2, los linfocitos B foliculares (FO) 

caracterizados por la expresión de IgM-/int, IgD++, CD21-/int y CD23+, y los linfocitos B marginales 

(MZ) definidos como IgM++, IgD-/int, CD21++y CD23- (Figura 8). Recientemente, se ha postulado 

que los linfocitos MZ podrían originarse también a partir de linfocitos B FO esplénicos [35]. 

 

Existe una tercera población de linfocitos B, los linfocitos B1. Estos linfocitos poseen un 

desarrollo y localización fisiológica diferente al resto, como se comentará más adelante, y se 

encuentran principalmente en peritoneo y cavidades serosas [36].  

Los linfocitos B FO conforman la población mayoritaria en bazo y se localizan principalmente 

en los folículos primarios y folículos secundarios (GC) de la pulpa blanca, en contacto con los 

linfocitos T de la zona T. Los linfocitos B MZ se localizan en la zona marginal de bazo, entre la 

pulpa blanca y la pulpa roja y se encuentran implicados principalmente en la primera línea de 

defensa o respuesta innata frente a patógenos (figura 9) [37]. 

La activación de linfocitos B puede producirse mediante dos vías, una dependiente de la 

colaboración de linfocitos T que se conoce como respuesta T-dependiente, y otra 

independiente de señales de coestimulación de linfocitos T conocida como respuesta T-

independiente.  
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Figura 9. Localización y función de los linfocitos B FO y MZ en los diferentes compartimentos de bazo. 

CA=arteriola central. GC=centro germinal. Mn=zona de manto. MZ=zona marginal. PALS=periarteriolar lymphoid 

sheath [37]. 

 

Los linfocitos B FO son los principales responsables de la respuesta T-dependiente, mientras 

que los linfocitos B MZ y de tipo B1 se activan principalmente por respuestas de tipo T-

independiente. A continuación profundizaremos en la descripción de ambas vías de activación. 

 

2.3 Activación de linfocitos B T-dependiente. 

El desarrollo de la respuesta de linfocitos B FO T-dependiente es llevado a cabo en los folículos 

primarios de los diferentes órganos linfoides secundarios tras el encuentro con antígeno, que 

en este tipo de respuesta suele ser de origen proteico. El linfocito B FO puede reconocer 

antígenos solubles en el folículo procedentes del sistema linfático, en la superficie de células 

presentadoras o bien encontrar el antígeno de forma soluble en el torrente sanguíneo [38], 

[38].  

La unión de antígeno al BCR de membrana induce la internalización de los complejos antígeno-

BCR en vesículas endosómicas. El antígeno es procesado y los péptidos resultantes son 

presentados en moléculas de MHC de clase II en superficie [39].  Los linfocitos B FO en esta 

etapa se caracterizan por el aumento de expresión en superficie de moléculas de MHC de clase 

II, CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2). Estas últimas son moléculas con una importante función 

coestimuladora de linfocitos T CD4 (figura 10). 
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Figura 10.  Señalización implicada en el proceso de activación de linfocitos B T-dependiente. En la 

imagen se muestra un ejemplo de respuesta descrito frente a vacunas lipopolisacáridos glicoconjugados [40]. Los 

glicoconjugados se unen al BCR del linfocito B, que procesa y presenta epítopos de la vacuna a través de MHC II a 

los linfocitos T. A continuación se genera la segunda señal coestimuladora mediante la interacción de la molécula 

CD28 con los ligandos B 7.1 y/o B.2, lo que activa la producción y secreción de IL2 por el linfocito T. Los linfocitos T 

aumentan la expresión de CD40L en superficie y comienzan a secretar IL4, ambas señales o vías activarán 

finalmente al linfocito B. 

 

Los linfocitos B FO en este estadio migran hacia el borde del folículo primario [41]. Una vez allí, 

pueden activar a los linfocitos T mediante su estimulación  a través del TCR y CD28 que se 

unirán a MHC clase II y B7.1/B7.2 de la superficie del linfocito B respectivamente (figura 10). 

Este proceso inducirá la expresión en el linfocito T CD4 de la molécula CD40L y la secreción de 

diversas citocinas como la IL-2, IL-4 e IL-6 que activarán finalmente al linfocito B, induciendo su 

diferenciación hacia células plasmáticas primarias secretoras de anticuerpos IgM, y su 

migración al centro del folículo primario para dar lugar a la formación de estructuras 

foliculares secundarias conocidas como centros germinales (CGs) [42]. 

Estos centros son esenciales para el desarrollo de la respuesta, pues proveen de un 

microambiente donde los linfocitos B pueden expandirse, aumentar la afinidad de sus 

receptores, cambiar de isotipo, producir células plasmáticas de larga vida y linfocitos B de 

memoria [43]. 

Los centros germinales se dividen en dos zonas: clara y oscura (figura 11). En la zona oscura se 

encuentran los linfocitos B en división, empaquetados densamente, que reciben el nombre de 

centroblastos y algunas células dendríticas foliculares (FDCs). En este punto, los linfocitos B 
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reducen la expresión de Ig de superficie y se ven sometidos a procesos de hipermutación 

somática; cada centroblasto introduce aproximadamente una mutación por cada ciclo de 

división celular. En la zona clara se localizan linfocitos B de menor tamaño que reciben el 

nombre de centrocitos y están inmersos en una densa red de FDCs. La presencia de FDCs es 

esencial para la respuesta y supervivencia de los linfocitos B, pues es en este punto donde los 

centrocitos reconocen y compiten por el antígeno presentado en la superficie de las FDCs. De 

esta forma solo se seleccionarán los centrocitos que reconozcan a través de su BCR antígenos 

con alta afinidad, lo que significa que durante esta etapa muchos centrocitos sufrirán procesos 

de revisión de receptor y si finalmente no consiguen generar un receptor con elevada afinidad, 

entrarán en apoptosis debido a la falta de estimulación.  

La actividad efectora de las FDCs se encuentra mediada por la interacción de las moléculas de 

adhesión ICAM-1 y VCAM-1 presentes en la superficie de estas, con las moléculas LFA-1 y VLA-

4 presentes en la superficie de los centrocitos [44]. Se ha descrito que la señalización a través 

ambas vías favorece la supervivencia de los centrocitos en el centro germinal [45]. 

En este proceso intervienen también de forma importante los linfocitos T-colaboradores 

foliculares (THFs), que se localizan en la zona clara del CG. Se sabe que la señalización a través 

de CD40 es importante en la formación de linfocitos B de memoria [46]. Los centrocitos que 

han sido seleccionados positivamente, mediante la interacción con FDCs y THFs, darán lugar 

finalmente a células B de memoria y células B plasmáticas de larga vida. 

Las células B de memoria, caracterizadas por su larga supervivencia, se distribuyen dentro del 

compartimento de células residentes de los diferentes órganos linfoides secundarios, mientras 

las células plasmáticas resultantes migran preferentemente a médula ósea donde producirán 

anticuerpos de forma continuada [47].  

En posteriores encuentros con el antígeno, los linfocitos B de memoria responderán de forma 

más rápida y con mayor afinidad, tanto presentando antígeno como generando nuevas células 

plasmáticas secretoras de anticuerpos. De esta manera, mientras la repuesta inmune primaria 

de linfocitos B tarda entre 5 y 10 días, la secundaria se desarrolla entre 1 y 3 días. 

Aunque la formación de CGs esté relacionada con respuestas a antígenos T-dependientes, 

algunos antígenos T-independientes promueven la formación de estos centros germinales, 

aunque el proceso de hipermutación somática ocurre con menor frecuencia, debido a la falta 

de colaboración de los linfocitos T [48]. 
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Figura 11. Desarrollo de la respuesta de linfocitos B dentro del centro germinal. Los linfocitos B maduros naive son 

activados tras entrar en contacto con el antígeno y recibir ayuda de los linfocitos T a nivel de la zona T. Una vez 

activados migran hacia los folículos, comienzan a proliferar y a diferenciarse en centroblastos, dando lugar a la zona 

oscura del centro germinal. En esta fase inician procesos de recombinación somática generando BCRs con 

diferentes afinidades. A continuación los centroblastos disminuyen su capacidad proliferativa y se diferencian a 

centrocitos (zona clara) que son seleccionados por la afinidad por el antígeno. Sólo los linfocitos con BCRs de alta 

afinidad reciben señales de supervivencia de los linfocitos T foliculares y células dendríticas foliculares, el resto 

mueren por procesos de apoptosis. Los linfocitos B seleccionados en este punto atraviesan varias rondas de 

proliferación, mutación y selección. En esta fase, ocurren procesos de cambio de clase o isotipo del anticuerpo 

expresado lo que le conferirá diferentes propiedades funcionales. Finalmente, estos linfocitos se diferencian en 

células de memoria y/o células plasmáticas y abandonaran el centro germinal [49]. 

 

Por otra parte, en los CGs se llevan a cabo mecanismos de cambio de isotipo de las Igs. Todos 

los linfocitos B maduros no activados (naive) expresan en superficie IgD e IgM, siendo IgM el 

primer anticuerpo secretado durante una respuesta primaria. Sin embargo, solamente un 10% 

de los anticuerpos presentes en plasma presentan isotipo IgM, mientras la mayoría son de tipo 

IgG. Por tanto, una importante proporción de linfocitos B en periferia han experimentado en 

algún momento procesos de cambio de isotipo. En este proceso es fundamental la interacción 

con linfocitos T colaboradores (TH).  

Los linfocitos TH1 son los principales mediadores de la respuesta inmune celular, y mediante la 

secreción de IFN-γ estimulan el cambio de isotipo de anticuerpos hacia la producción de IgG2a 

[50]. Estos anticuerpos se unen a la superficie del patógeno favoreciendo su eliminación y 

presentación por células del sistema inmune como macrófagos, potenciando así la respuesta 

inmune frente a este antígeno.  
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Por el contrario, los linfocitos TH2 son los principales mediadores de la respuesta inmune 

humoral y secretan principalmente IL-4, IL-5 y TGF-β. En ratón, la IL-4 induce el cambio de 

clase hacia IgG1 e IgE,  mientras TGF-β, dirige el cambio de clase hacia IgG2b e IgA y la citocina 

IL5, al igual que el TGF-β induce el cambio de clase a IgA [51], [52] .  

Por otra parte, es importante destacar que las citocinas secretadas por linfocitos TH1 tienen un 

efecto regulatorio negativo sobre los linfocitos TH2. En este sentido, recientemente se ha 

apuntado que el efecto del IFN-γ domina sobre el del IL4, y ambos sobre el TGF-β [51]. Este 

fenómeno permite al sistema inmune direccionar de forma eficiente el tipo de respuesta 

efectora. Más adelante, se explicará en detalle la actividad efectora de los diferentes isotipos 

de anticuerpos dentro de la respuesta inmune. 

 

2.4 Activación de linfocitos B T-independiente. 

La respuesta de linfocitos B T-independiente se desarrolla en ausencia de señales de linfocitos 

T colaboradores y es característica de linfocitos B MZ y linfocitos B1.  

Existen dos tipos de antígenos T-independientes clasificados como TI-1 y TI-2. Los TI-1 pueden 

activar a los linfocitos B independientemente de su especificidad antigénica, si este se 

encuentra a altas concentraciones [52]. Esta activación está mediada por otros receptores de 

la superficie del linfocito B conocidos como los TLR (Toll-like receptors). Los lipopolisacáridos 

(LPS) de membrana, presentes en las bacterias Gram negativas, son un ejemplo de antígenos 

de tipo TI-1. Generalmente, este tipo de respuestas no generan linfocitos B de memoria.  

Los antígenos de tipo TI-2 están formados por secuencias repetidas presentes en la superficie 

de algunos patógenos. Un ejemplo de ello son los polisacáridos de membrana presentes en la 

superficie de bacterias encapsuladas y algunos virus [53]. La estructura secuencial de este tipo 

de antígenos activa al linfocito B mediante el entrecruzamiento de BCRs.  

La activación de linfocitos B mediante esta vía T-independiente, genera una respuesta inmune 

rápida contra numerosos patógenos promoviendo la expansión de linfocitos B y la secreción de 

anticuerpos de tipo IgM de baja afinidad. Por este motivo, los linfocitos MZ y B1 cumplen una 

función esencial en la respuesta inmune primaria siendo principales efectores de la barrera 

inmune innata [54].  
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2.5 Poblaciones de linfocitos B. 

Como se ha comentado anteriormente, los linfocitos B maduros se pueden clasificar en 

linfocitos B FO, linfocitos B MZ y linfocitos B1 en función de los marcadores de superficie y su 

localización tisular (figura 12) [55], [56]. 

 

Figura 12. Fenotipo y frecuencias de las diferentes poblaciones de linfocitos B de ratón [56]. 

 

Recientemente se ha descrito también la presencia de una población de linfocitos B con 

capacidades supresoras conocidos como linfocitos B reguladores, caracterizados por la 

secreción de IL-10 y la expresión de CD5 y CD1d [57].  

A continuación entraremos a explicar en detalle las características de cada población. 

 

2.5.1 Linfocitos B foliculares. 

En ratón la mayoría de los linfocitos B FO residen en los folículos primarios de bazo y nódulos 

linfáticos cerca de la zona T, lo que permite la interacción con los linfocitos T durante el 

desarrollo de la respuesta a antígenos T-dependientes. Por otra parte, los linfocitos B FO 

forman parte de la población recirculante entre los diferentes órganos linfoides secundarios, 

donde pueden entrar en contacto con antígeno y ser activados. Su vida media en periferia es 

corta, sobre 4 meses. Se ha descrito que los linfocitos B FO pueden recircular a médula ósea y 

asentarse alrededor de los capilares sinusoides, pudiendo responder a patógenos procedentes 

del torrente sanguíneo de forma T-independiente [27]. 

La mayoría de los linfocitos B FO se caracterizan por la expresión en superficie de 

IgDhighIgMlowCD21midCD23+, aunque también se ha descrito también la presencia de una 
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segunda población de linfocitos B FO de tipo II caracterizada por la expresión de 

IgDhighIgMhighCD21midCD23+, que podría ser precursora de la población de linfocitos B 

marginales, en situaciones críticas de depleción de esta población por infección con patógenos 

[27]. 

 

2.5.2 Linfocitos B marginales. 

Como ya se ha comentado anteriormente, los linfocitos MZ están implicados en la respuesta 

frente antígenos T-independientes y contribuyen de forma importante en la respuesta inmune 

humoral primaria frente a diversos patógenos extracelulares [58][59].  

En ratón los linfocitos B MZ se localizan mayoritariamente en el seno marginal localizado entre 

la pulpa roja y la pulpa blanca del bazo, junto a macrófagos y células dendríticas. Estas células 

constituyen el 15% de la población de linfocitos B en esta región [56]. En el seno marginal 

drena la sangre procedente de las arteriolas, de forma que su ubicación facilita el 

reconocimiento y respuesta rápida frente a patógenos transportados por la sangre [60]. En 

este sentido, se ha observado que ratones deficientes en linfocitos B MZ son incapaces de 

frenar la infección por Streptococcus pneumoniae [61].  

Estas poblaciones de linfocitos B, se caracterizan por la expresión en superficie de los 

marcadores IgDhighIgMlowCD21highCD1dhighCD23-. Se sabe que la elevada expresión de CD1d en 

estas células facilita la presentación de antígenos lipídicos a la población de linfocitos iNKT 

(invariant natural killer T cells) por lo que la población de linfocitos B MZ esplénica podría ser 

origen de la producción de anticuerpos anti-lípidos [62].  

Por otra parte, se ha descrito que esta población de linfocitos MZ puede tener una importante 

función en la presentación de inmunocomplejos de sangre. Una vez capturados a través del 

CD21 de superficie pueden migrar hacia la zona del folículo y presentar los complejos a los 

linfocitos B FO [63]. En este sentido se sabe que los linfocitos B MZ presentan antígenos de 

forma más eficiente que los linfocitos B FO, mediante la expresión de altos niveles de MHC 

clase II, CD86 y CD80 en superficie [64].  

 

2.5.3 Linfocitos B1. 

En peritoneo y cavidades pleurales, se localiza otra población de linfocitos B maduros, los 

linfocitos B1. Al igual que los linfocitos MZ de bazo, están implicados en la respuesta a 
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antígenos T-independientes y secretan anticuerpos naturales frente a diversos patógenos, 

importantes en la respuesta inmune innata [65]. 

Los linfocitos tipo B1 se caracterizan por la expresión en superficie de IgMhighIgDlowCD11b+, y se 

pueden dividir en dos subpoblaciones en función de los marcadores de superficie, la población 

B1a CD5+ y la población B1b CD5-.  

Los anticuerpos secretados por los linfocitos B1 generalmente son de tipo IgM y se 

caracterizan por su baja afinidad y polireactividad. Se ha observado que los linfocitos B1a 

secretan anticuerpos IgM de forma espontánea que reconocen polisacáridos de bacterias 

encapsuladas como Streptococcus pneumoniae [66].  

Los linfocitos B1b son capaces de inducir rápidamente la secreción de anticuerpos frente a 

antígenos T-independientes, participando de forma importante en procesos de aclaramiento 

antigénico [67].  

Por otra parte, se ha descrito la presencia de linfocitos B1a CD5+ en placas de Peyer del 

intestino de ratones sanos [68]. En este sentido, se sabe que los linfocitos B1 son los 

principales responsables de la respuesta de anticuerpos IgA T-independiente en intestino [69]. 

Actualmente, el desarrollo de los linfocitos B1 no está del todo claro. Existen dos modelos que 

explican su desarrollo, el modelo de linaje y el modelo de selección [70]. El modelo de linaje se 

basa en la observación de que células progenitoras del hígado fetal son capaces de regenerar 

eficientemente el compartimento B1 comparado con los progenitores de médula ósea de 

adulto. En adultos estos linfocitos B1 se mantiene debido a su elevada capacidad de auto-

renovación [71]. Por otra parte, el modelo de selección propone que las poblaciones de 

linfocitos B1 y B2 poseen un precursor común, y que diferentes señalizaciones a través del BCR 

determinarían la diferenciación final de la célula a tipo u otro. Según este modelo, señales de 

fuerte intensidad estarían relacionadas con la diferenciación a linfocitos B1, mientras que 

señales de intensidad intermedia diferenciarían las células a linfocitos B FO, y señales de 

intensidad débil dirigiría la diferenciación hacia  linfocitos B MZ [72]. Este modelo explicaría la  

capacidad de expresión de CD5 por linfocitos B2 tras la activación por entrecruzamiento del 

BCR [73]. 

Actualmente, la población de linfocitos B1 solo se ha identificado en ratón. En humanos hasta 

la fecha se desconoce, a pesar de la importante función que desempeñan. En este sentido se 

postula que la población de linfocitos MZ circulante podría desempeñar esta función [74]. 
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2.5.4 Linfocitos B reguladores. 

Además de los linajes de linfocitos B mencionados hasta el momento, en ratón y humano se ha 

descrito la presencia de una población de linfocitos B secretora de IL-10, citocina mediadora de 

la supresión de la respuesta inmune inflamatoria [57], [75] . Los linfocitos B reguladores o 

linfocitos B10 se presentan en baja frecuencia en periferia, en torno a un 1-5% en ratones 

naive, pero expanden durante procesos autoinmunitarios. En este sentido, se ha detectado su 

presencia en modelos de autoinmunidad como la encefalitis experimental autoinmune 

inducida (EAE) [77] o el lupus inducido (SLE) [78]. 

Esta población se caracteriza por presentar en superficie los marcadores CD1dhighCD5+, y es 

capaz de IL-10 mediante activación in vitro con anticuerpos anti-CD40 o LPS [79]. Un estudio 

reciente ha revelado la importancia in vivo de la presencia de IL-21 y la señalización a través de 

moléculas de MHC II y CD40 durante el desarrollo y expansión de los linfocitos B10 [80]. 

 Se sabe que los mecanismos de regulación por linfocitos B10 son antígeno-específicos y que la 

especificidad del BCR determina de forma importante el desarrollo de la respuesta [57] . Por 

otra parte, las señales recibidas a través de moléculas del BCR como CD19 son importantes 

también en su desarrollo. Por ejemplo, ratones deficientes en CD19 carecen de linfocitos B 

reguladores fenómeno que conlleva al desarrollo de procesos inflamatorios exacerbados, 

reacciones de hipersensibilidad por contacto y procesos autoinmunitarios [57] .  

Por otra parte, se sabe que la presencia de IL-10 no es necesaria para el desarrollo de los 

linfocitos B10, puesto que estas células se desarrollan de forma natural en ratones IL-10-/- 

[82].  

 

2.6 Características y función efectora de los anticuerpos. 

Los diferentes isotipos de anticuerpos secretados por los linfocitos B presentan diferente 

función efectora [Revisado en 4]. Los anticuerpos con isotipo IgM son característicos de 

respuestas inmunes primarias, y son los primeros producidos tras el encuentro con el 

antígeno; en cambio IgG, IgE e IgA son isotipos producidos en respuestas inmunes secundarias. 

Los anticuerpos IgM forman pentámeros (figura 13) y se caracterizan porque son capaces de 

activar efectivamente al sistema del complemento. 

Por otra parte los anticuerpos IgG son los más abundantes en periferia y presentan diferentes 

subclases. Los IgG3 juegan un papel importante en la respuesta antibacteriana y son muy 

eficientes promoviendo la fagocitosis mediante opsonización. Los IgG2a pueden activar el 
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sistema del complemento. IgG1 es el isotipo dominante en respuestas frente a parásitos e 

infecciones virales, favoreciendo el proceso de fagocitosis. 

Los anticuerpos IgE son inducidos por infecciones de parásitos, y también están involucrados 

en procesos de alergia. Los mastocitos y basófilos expresan receptores de alta afinidad para IgE 

conocidos como FcεRI, que son capaces de unir IgE en ausencia de antígeno. Cuando un 

antígeno entra en contacto con la Ig del complejo IgE-FcεRI, activa a la célula provocando la 

liberación de histamina y otros factores responsables de la respuesta de hipersensibilidad 

inmediata. 

Los anticuerpos IgA juegan un papel fundamental en la inmunidad de las mucosas. 

Proporcionan una barrera, evitando la entrada de patógenos extracelulares o neutralizándolos 

mediante la formación de inmunocomplejos que son excretados al lumen intestinal en forma 

de dímeros (figura 13). 

 

Figura 13. Estructura molecular de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas. Las inmunoglobulinas son 

complejos proteicos formados por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Las cadenas ligeras interaccionan con 

la región N terminal de las pesadas a través de una región denominada Fab. La región C terminal de la cadena 

pesada contiene la región Fc a través de la cual interaccionan con los receptores. En mamíferos, en función de la 

región constante de la cadena pesada,  se ha descrito de forma común la presencia de 5 clases de Igs: IgA, IgD, IgE, 

IgG e IgM. Las IgA pueden dimerizar a través del extremos C terminal de la cadena pesada, y la IgM tiene la 

capacidad de generar estructuras pentaméricas [83]. 

 

3  Mecanismos de tolerancia y autoinmunidad de linfocitos B. 

La tolerancia inmunológica se puede definir como el estado fisiológico en el que el sistema 

inmune no reacciona de forma destructiva contra el propio organismo.  
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El sistema inmune ha desarrollado la capacidad de generar anticuerpos capaces de reconocer 

un amplio repertorio de patógenos para defender al organismo. Sin embargo, un porcentaje 

considerable de estos anticuerpos puede llegar a reconocer proteínas propias en un fenómeno 

conocido como autoreactividad. Se sabe que más de la mitad de linfocitos B inmaduros 

generados en la médula ósea de un individuo sano tienen capacidad autoreactiva, sin embargo 

solo una pequeña proporción llega al compartimento de linfocitos B maduros. Esto es debido a 

que el sistema inmune ha desarrollado diferentes procesos de control de tolerancia a lo 

propio, donde las células autoreactivas generadas son eliminadas o silenciadas mediante 

diferentes mecanismos.  

 

 

Figura 14. Mecanismos de control de tolerancia central y periférica de linfocitos B.  Durante su desarrollo en 

médula ósea, la autoreactividad de linfocitos B en estadío inmaduro es controlada por mecanismos de deleción, 

anergia y revisión de receptor. Una vez salen a periferia, las células con potencial autoreactivo no eliminadas son 

controladas por diferentes mecanismos como deleción, anergia, ignorancia clonal y exclusión folicular   [84]. 

En términos generales, los mecanismos de tolerancia de linfocitos B pueden ser clasificados en 

mecanismos de tolerancia central, donde el control se ejerce a nivel del repertorio pre-inmune 

de linfocitos B de médula ósea, y mecanismos de tolerancia periférica, que impiden la 

activación y maduración de afinidad de aquellos linfocitos B que han pasado al compartimento 

de células B maduras. En la figura 14, se muestra un esquema de los diferentes mecanismos de 

tolerancia ejercidos a nivel de linfocitos B en médula ósea y órganos periféricos, que serán 

explicados a continuación con más detalle. 
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3.1 Mecanismos de tolerancia central.  

A nivel de médula ósea existen dos mecanismos de tolerancia que controlan la autoreactividad 

de los linfocitos B inmaduros, la edición del receptor y la deleción clonal [Revisado en 85]. 

Los mecanismos de deleción clonal se ponen en marcha cuando un linfocito B inmaduro 

autoreactivo interacciona con un autoantígeno con alta afinidad. En este momento, el 

complejo BCR-antígeno es rápidamente internalizado y se detiene por completo el desarrollo 

del linfocito B. Por otra parte, se inhibe la expresión del factor de supervivencia BAFF (B-cell-

activating factor) [86] y aumenta la expresión del factor pro-apoptótico BIM (BCL-2 interacting 

mediatorof cell death) [87]. En este sentido se ha descrito que la sobreexpresión de Bcl-2 

revierte el proceso de apoptosis de los linfocitos B autoreactivos, un fenómeno también 

observado en ratones transgénicos deficientes en BIM. 

Por otra parte, los  linfocitos B inmaduros autoreactivos que reconocen autoantígeno con 

moderada afinidad en médula ósea, pueden ser rescatados de la apoptosis mediante 

reordenamientos adicionales de los genes de la cadena ligera con el objetivo de producir un 

nuevo receptor de superficie no autoreactivo. Este mecanismo se conoce como edición del 

receptor. Esto es posible debido a que el linfocito B inmaduro sigue expresando proteínas RAG 

que permiten llevar a cabo recombinaciones secundarias de los genes de las Igs en caso de 

reconocimiento fuerte de antígeno. El cese de expresión de RAG tiene lugar  después de un 

reordenamiento no autoreactivo exitoso, lo que reduce la probabilidad de reorganizaciones 

posteriores [88], [89]. 

Inicialmente, se describió que el proceso de deleción clonal afectaba principalmente a 

linfocitos B autoreactivos que reconocen autoantígenos en médula ósea con alta afinidad, 

mientras aquellos que lo hacen con una afinidad moderada son más susceptibles a procesos de 

edición de receptor. Actualmente, la edición de receptor es considerado como el principal 

mecanismo de control de tolerancia central de linfocitos B inmaduros, y la deleción clonal 

como mecanismo posterior de control de células que retienen su capacidad autoreactiva [90]. 

Curiosamente, se ha observado que cerca de la mitad de linfocitos B inmaduros de médula 

ósea han sufrido procesos de edición de receptor, y expresan en su superficie BCRs con dos o 

más cadenas ligeras diferentes, pudiendo ser alguna de ellas autoreactiva. Este fenómeno 

recibe el nombre de inclusión alélica [91]. Este mecanismo aberrante no solo explicaría la 

elevada incidencia de linfocitos B polireactivos y autoreactivos en el repertorio pre-inmune, 

sino que también podría ser uno de los mecanismos principales a través de los cuales linfocitos 

B autoreactivos de baja afinidad podrían escapar a los sistemas de tolerancia central, mediante 

la señalización y selección positiva a través del BCR con especificidad no autoreactiva [92]. Se 
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estima que aproximadamente un 10% de linfocitos B de periferia podría presentar este 

fenómeno [93]. 

 

3.2 Mecanismos de tolerancia periférica. 

A pesar de los mecanismos de tolerancia central, algunos linfocitos B autoreactivos consiguen 

evadirlos [Revisado en 85]. Solamente un pequeño porcentaje de los linfocitos B generados en 

médula ósea consiguen pasar a la fase transicional y migrar a bazo donde completarán su 

maduración tras el encuentro con antígeno. Nuevamente interacciones de alta afinidad de 

receptores de linfocitos B autoreactivos con autoantígenos darán lugar a la deleción clonal de 

estos linfocitos dependiente de Bim [94]. Por el contrario, interacciones débiles o muy débiles 

darán lugar a la inducción de un estado de anergia o ignorancia del linfocito, respectivamente 

[95]. Tras el primer encuentro con el antígeno extraño o propio, los linfocitos pasan a un 

estado maduro o naive. En este estadio los linfocitos migran hacia las regiones denominadas 

PALS donde entran en contacto con linfocitos T. Si en el transcurso de 2-3 días no se activan 

con ayuda de los linfocitos T o mediante TLRs de superficie, entran en apoptosis. 

El estado de anergia en linfocitos B se caracteriza por una desensibilización del BCR que 

conlleva a una disminución de su respuesta, a una disminución de la capacidad de 

presentación de antígenos y producción de anticuerpos [96]. Otra característica de las células 

en estado de anergia, es su baja supervivencia debido a la incapacidad de competir por las 

bajas concentraciones de factor BAFF expresadas en bazo [97]. Sin embargo, se sabe que este 

estado puede ser revertido bajo determinadas situaciones, como en presencia de antígenos y 

células T que activen fuertemente a los linfocitos B, por lo que se trata de un mecanismo de 

tolerancia reversible. De esta forma los linfocitos B autoreactivos podrían llegar a evadir los 

mecanismos de selección negativa, llevando a cabo una maduración de afinidad en los centros 

germinales.  

Numerosos estudios llevados a cabo en ratones transgénicos que expresan poblaciones de 

linfocitos B autoreactivos en un fondo autoinmune, han demostrado que fallos en los 

mecanismos de anergia clonal son la principal causa de la activación de estas poblaciones [95], 

[97]. 

Algunos linfocitos B pueden reconocer autoantígenos con muy baja afinidad de forma que las 

señales de activación que se generan son muy débiles o casi nulas. En estos casos, los 

mecanismos de selección negativa en periferia no actúan sobre ellos pasando desapercibidos, 

en un fenómeno conocido como ignorancia clonal. Otra posible causa de la ignorancia clonal 
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podría ser la falta de expresión de autoantígeno en médula ósea o bazo, que impediría la 

eliminación eficiente de clones de linfocitos B autoreactivos. 

Se ha descrito también que los linfocitos B que interaccionan con autoantígenos en periferia 

dejan de expresar CD62L, receptor de migración o homing necesario para su entrada en los 

órganos linfoides secundarios [98]. De esta forma, el linfocito B autoreactivo quedaría excluido 

de los folículos linfoides, en lo que se conoce como control de tolerancia por exclusión 

folicular. 

Otra región a tener en cuenta en el control de la tolerancia periférica son los centros 

germinales donde tienen lugar procesos de hipermutación somática que podrían dar lugar a la 

generación de linfocitos B autoreactivos. Se sabe que en este punto la selección negativa está 

mediada por la alta competencia por el antígeno presentado en la superficie de las dendríticas 

foliculares y por la falta de coestimulación de linfocitos T foliculares [99], lo que finalmente 

induce fenómenos de apoptosis mediados por BIM. En los centros germinales se ha descrito 

también la presencia de macrófagos TBM (Tingible-Body Macrophage) con una función 

esencial en la eliminación de los cuerpos nucleares apoptóticos potencialmente 

inmunogénicos, que podrían inducir la activación de clones de linfocitos B autoreactivos [100].  

 

3.3 Autoinmunidad y pérdida de tolerancia de linfocitos B.  

Cuando los mecanismos de control de tolerancia no consiguen frenar la maduración de 

linfocitos B autoreactivos, se puede desencadenar una respuesta frente a autoantígenos en 

periferia dando lugar a procesos de inflamación y daño tisular crónico de origen 

autoinmunitario. 

En este sentido, según el patrón de expresión de el o los autoantígenos, las enfermedades 

autoinmunitarias se pueden clasificar en órgano-específicas, cuando el antígeno presenta una 

distribución tisular restringida a un órgano, como es el caso de la diabetes tipo I que afecta al 

páncreas, o sistémicas, cuando el antígeno presenta una distribución ubicua. Un ejemplo de 

enfermedad autoinmune sistémica es el lupus eritomatoso sistémico, donde se produce una 

respuesta autoreactiva de linfocitos B frente a DNA y nucleoproteínas.  
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Los factores que determinan fallos en los mecanismos de control de tolerancia son complejos y 

están determinados tanto por las características del antígeno, como por los factores 

dependientes del individuo. Diversos estudios realizados en modelos de ratón con BCRs 

transgénicos para diferentes antígenos y autoantígenos muestran como el fondo genético se 

correlaciona con la predisposición a fallos en los mecanismos de regulación de la tolerancia 

[Revisado en 101]. 

 

Tabla 1. Genes de susceptibilidad autoinmunitaria relacionados con defectos de tolerancia de linfocitos B en 

ratón y humano. En la tabla se muestra una relación de diferentes genes implicados en pérdida de tolerancia 

implicados en el desarrollo de diferentes enfermedades autoinmunitarias, así como los mecanismos que se 

encuentran alterados en cada uno de ellos [101]. 

Numerosos genes de susceptibilidad han sido descritos tanto en ratón como en humanos. 

Muchos de ellos están implicados en la vía de señalización del BCR como Ly108, Cr2, FCGR2B, 

PTPN22, FCRL3, BLK, LYN y BANK (Tabla 1). Sin embargo, numerosos estudios genéticos han 

demostrado que en el proceso de desarrollo de diversas enfermedades autoinmunitarias 

existen defectos a nivel de genes implicados en tolerancia de linfocitos T, apoptosis y dianas de 

inflamación de tejidos. Un ejemplo de ello, se observa en el modelo experimental de lupus, 

donde se han descrito alteraciones a nivel de tolerancia de linfocitos B (Ly108 y PTPN22), a 

nivel de respuesta inmune y adaptativa (Tlr7 y FAS) y a nivel de genes implicados en el daño 

tisular (IFN-α and ICAM1)[102].  



   INTRODUCCIÓN 
 

 

43 
 

Por otra parte, se ha observado que los linfocitos B autoreactivos asociados a enfermedades 

autoinmunes como diabetes tipo I o lupus, presentan defectos a nivel de los mecanismos de 

edición de receptor. En este sentido, se ha descrito que la población de linfocitos B-λ (que 

expresan la cadena ligera λ) de pacientes de diabetes tipo I y lupus, presenta un número 

inferior de secuencias RS con respecto a pacientes control [103]. Por lo que en estos casos, 

debido a la baja frecuencia de recombinación se podría pensar que la autoreactividad de los 

linfocitos B podría estar ligada al repertorio y mecanismos de recombinación de las regiones 

RS.  

 

4 Diabetes Tipo I y linfocitos B. 

Muchas de las enfermedades autoinmunitarias órgano-específicas actualmente descritas, 

están dirigidas principalmente por linfocitos T autoreactivos. En la diabetes tipo I (DT1), a 

pesar de la importancia patogénica de la respuesta de linfocitos T autoreactivos, se sabe que 

los linfocitos B desarrollan un papel importante en la presentación y activación de esta 

respuesta de linfocitos. Además de esto, en humanos, los autoanticuerpos generados durante 

la respuesta son una importante herramienta como marcadores de pronóstico y diagnóstico 

de la enfermedad.  

A continuación se describirán en detalle las características y mecanismos efectores de la 

enfermedad en humanos y en el modelo de ratón NOD, para finalmente profundizar en el 

papel desarrollado por los linfocitos B dentro de la enfermedad. 

 

4.1 La diabetes tipo I en humanos. 

La diabetes mellitus tipo I (DT1), clásicamente denominada insulinodependiente o diabetes 

juvenil, es un ejemplo de enfermedad autoinmunitaria órgano-específica, que se caracteriza 

por la destrucción de la células β productoras de insulina de los islotes de Langerhans del 

páncreas [104]. Como ya se ha comentado anteriormente, esta destrucción está mediada 

principalmente por linfocitos T y da lugar a la aparición de autoanticuerpos específicos 

detectados en sangre. 

En humanos, se ha descrito que existe un primer periodo subclínico que puede durar meses e 

incluso varios años, durante el cual se produce una inflamación de los islotes, denominada 

insulitis, que se acompaña de una pérdida grave de masa de células β [105], [106], con la 

consiguiente disminución en la producción de insulina. El debut clínico de la enfermedad 
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puede tener lugar tras la destrucción de un 80-95% de las células β productoras de insulina 

[107], [108], y se acompaña de la aparición de hiperglicemia, cetoacidosis, glucosuria, poliuria 

y polidipsia.  

Los individuos afectados generalmente dependen de por vida de la administración de insulina 

exógena, para controlar su glucemia en la medida de lo posible. A pesar de ello, y como 

resultado de la hiperglicemia a largo plazo, se producen lesiones vasculares progresivas que 

dan lugar a varias secuelas como insuficiencia renal, ceguera, neuropatía y obstrucciones 

arteriales que pueden derivar a gangrena. 

 

4.2 El páncreas. 

El páncreas es un órgano glandular mixto, donde la región endocrina que representa entre un 

1 y 2% del tejido pancreático, está constituida por los islotes de Langerhans o islotes 

pancreáticos, donde se localizan las células β secretoras de insulina. El resto de tejido con 

función exocrina se encarga de la secreción de enzimas digestivas a nivel del duodeno (figura 

15). 

La insulina es la hormona encargada de controlar los niveles de glucosa en sangre o glucemia. 

Su función es la de estimular el consumo de glucosa por parte de las células del organismo, y 

se sabe que el control nervioso local es esencial en la regulación de este proceso [109]. 

 

 

Figura 15. Estructura del páncreas. La parte exocrina está constituida por células epiteliales dispuestas en 

estructuras esféricas llamados acinos pancreáticos, encargados de la secreción de enzimas digestivas. La parte 

endocrina se agrupa en islotes de Langerhans, donde se localizan las células secretoras de hormonas que producen 

insulina (células beta), glucagón (células alfa) y somatostatina (células delta) (Imagen extraída de Enciclopedia 

Británica  2003). 
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Por tanto, los islotes pancreáticos se encuentran densamente vascularizados e inervados. Un 

claro ejemplo de ello, es la inervación autónoma de los islotes donde se localizan nervios 

simpáticos, parasimpáticos y sensoriales, además de un manto de células gliales de Schwann. 

Todos ellos forman parte de una compleja red que envuelve y que a su vez penetra en los 

islotes [110]. 

 

4.3 Epidemiología. 

La DT1 es una de las enfermedades crónicas severas más frecuentes actualmente. En nuestro 

país se diagnostican cada año unos 12-20 nuevos casos por cada 100.000 habitantes, según la 

región. Esta enfermedad suele aparecer de forma abrupta durante la infancia o la 

adolescencia, encontrándose la máxima incidencia entre los 10 y los 14 años [111] 

Aunque se estima que esta enfermedad afecta a 1 de cada 300 niños en el mundo, la 

distribución geográfica es ampliamente heterogénea. Se ha sugerido de forma general la 

existencia de un gradiente norte-sur en la incidencia de la DT1, siendo más frecuente en países 

del norte de Europa (40 casos nuevos por año por cada 100.000 habitantes, en Finlandia) 

[112]. Los datos existentes hoy día, apoyan la denominada “hipótesis de la higiene”, según la 

cual la mejora en las medidas higiénicas y sanitarias de los países más desarrollados, aumenta 

la incidencia de enfermedades de origen autoinmunitario, así como las de base alérgica [113], 

[114]. Se ha sugerido que la falta de exposición a microbios y parásitos principalmente durante 

la infancia, no estimula la correcta maduración de la respuesta de linfocitos T de tipo TH2, 

implicados en este tipo de procesos, lo que conlleva a un desequilibrio que favorece el 

desarrollo de respuestas TH1 pro-inflamatorias, que intervienen en procesos autoinmunes 

como la DT1. 

 

4.4 Etiología de la DT1. 

Al igual que ocurre con otras enfermedades autoinmunes, la susceptibilidad individual a 

desarrollar DT1 tiene un importante componente genético.  En este sentido, se ha observado 

una predisposición hereditaria a presentar la enfermedad, de manera que familiares de 

individuos afectados por DT1 presentan un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad 

comparado con la población general. A pesar de ello, estudios realizados en gemelos, 

muestran como la concordancia de la enfermedad entre hermanos gemelos monocigóticos es 

tan sólo de un 50%, si uno de ellos desarrolla la enfermedad antes de los 5 años [115]. Este 

hecho indica que los factores genéticos heredados no explican completamente la aparición de 
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la enfermedad, sino que también pueden intervenir otros factores, como podrían ser 

mutaciones y recombinaciones de genes no heredadas a nivel de receptores de linfocitos T y B 

[111] y factores ambientales [104] que podrían favorecer el inicio del proceso autoinmunitario  

Actualmente mediante el empleo de técnicas de análisis genómico de polimorfismos y 

estudios de asociación genómica, se han identificado en humanos más de 40 loci relacionados 

con el desarrollo de la enfermedad [116]. Aunque algunos loci de susceptibilidad/resistencia 

parecen tener más influencia que otros, ninguno es suficiente ni estrictamente necesario para 

el desarrollo de la enfermedad. Por tanto se piensa que el riesgo de desarrollar DT1, depende 

de la combinación de alelos de susceptibilidad y alelos de resistencia presentes en el genoma 

del individuo [117], [118].  

Entre los diversos genes implicados en la DT1, cabe destacar especialmente el locus IDDM1 

donde se localizan los genes del complejo principal de histocompatibilidad de humanos o HLA 

[119]. Aunque se describió primero la asociación de la DT1 con alelos HLA de clase II DR3 y 

DR4, actualmente se sabe que la mayor parte de esta asociación se debe al ligamiento entre 

alelos DR y DQ. En poblaciones de origen caucásico, los genotipos asociados con mayor 

susceptibilidad a presentar la enfermedad son DR3-DQ2 y DR4-DQ8 [111]. Por otra parte, 

también se ha descrito la presencia de alelos HLA que confieren resistencia a la enfermedad. 

En este sentido se ha relacionado la presencia de alelos DQ6 con la resistencia a la enfermedad 

[120]. La relación de los diferentes haplotipos con la susceptibilidad o resistencia a la 

enfermedad podría estar relacionada con la capacidad de presentación de péptidos propios a 

nivel de timo, de forma que los alelos relacionados con susceptibilidad podrían presentar un 

repertorio más reducido de péptidos propios a nivel de timo, lo que conllevaría la salida de un 

mayor número de linfocitos T autoreactivos a periferia. 

Además de los genes de HLA descritos anteriormente, se han descrito otros loci genéticos que 

confieren susceptibilidad a la enfermedad. Uno de los más conocidos, es el loci IDDM2 

codificante para el gen promotor de la insulina. En esta región, se han observado que 

determinados polimorfismos en regiones no codificantes VNTR (variable number of tandem 

repeats), se asocian con la mayor o menor expresión de insulina a nivel tímico. De de esta 

manera los polimorfismos que dan lugar a una expresión y presentación disminuida en timo 

facilitarán la salida de linfocitos autoreactivos anti-insulina a periferia promoviendo el 

desarrollo de la enfermedad [120], [121]. Otros IDDM asociados con susceptibilidad son por 

ejemplo, el IDM12 cuyo gen candidato es el codificante para CTLA-4 implicado en la 

proliferación de linfocitos T activados  o el IDDM9 donde se localizan los genes de las 

moléculas CD86 y CD80 importantes en el proceso de co-estimulación de los linfocitos T [111]. 
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Como se ha comentado anteriormente, los factores ambientales afectan al desarrollo de la  

enfermedad. Entre los factores ambientales que han sido relacionados con la DT1, destacan las 

infecciones víricas y la dieta. Se postula que ciertas infecciones podrían inducir un desequilibrio 

en los sistemas de tolerancia del organismo, activando así a los linfocitos autoreactivos que 

hubieran escapado a la selección negativa a nivel de órganos linfoides primarios [122], [123]. 

Así por ejemplo, se ha descrito que algunos virus (virus Epstein Barr, retrovirus, Coxsackie B4) 

presentan una similitud molecular con epítopos pertenecientes a autoantígenos específicos de 

células β [124]. El mimetismo molecular en estos casos podría favorecer que los mismos 

linfocitos que se activan para eliminar la infección vírica ataquen también a las células β 

pancreáticas. 

Por otra parte, se ha observado que la dieta es un componente añadido a la susceptibilidad de 

la enfermedad. En este sentido, algunos trabajos han descrito la presencia de una respuesta de 

linfocitos T frente a proteínas de la leche de vaca, que podrían favorecer el desarrollo de la 

DT1 [125]. Actualmente, existe un estudio en marcha el TRIGR (Trial to reduce IDDM in the 

Genetically at Risk), para determinar si la presencia de la proteínas de la leche de vaca en la 

primeria infancia es un factor de riesgo de desarrollo de la enfermedad. 

 

4.5 Histopatología de la enfermedad. 

Los estudios histopatológicos en páncreas de individuos afectados de DT1 han revelado la 

presencia de linfocitos T CD8, seguidos de macrófagos, linfocitos T CD4, linfocitos B y células 

dendríticas [126]. En este ambiente local de inflamación se ha caracterizado la presencia de 

citocinas de tipo TH1, promotoras de la respuesta celular inflamatoria y citotóxica, y la 

hiperexpresión de moléculas de HLA de clase I en células de los islotes [127], [128]. 

Por otra parte, se ha descrito un fenómeno de hipersensibilidad de las células β-pancreáticas 

frente a la acción de citocinas pro-inflamatorias [129]. De esta forma, las células β serían más 

susceptibles a fenómenos de apoptosis mediante mecanismos ligados a la acción de  

perforinas y granzimas, dando lugar a la liberación y presentación de autoantígenos que 

potenciarían el proceso autoinmune de destrucción de los islotes.  

 

4.6 Anticuerpos en DT1. 

En 1974, experimentos de inmunofluorescencia realizados con suero de pacientes diabéticos 

sobre secciones de tejido pancreático, revelaron la existencia de anticuerpos circulantes anti-



   INTRODUCCIÓN 
 

 

48 
 

islote (ICA) en el suero [130]. En la actualidad, se considera que los autoanticuerpos en la DT1 

tienen un papel secundario, pues son producidos como consecuencia de la destrucción de las 

células β por parte de los linfocitos T, y posterior liberación de antígenos intracitoplasmáticos. 

A pesar de ello a día de hoy, los autoanticuerpos son una herramienta valiosa de predicción y 

diagnóstico de la enfermedad debido a su temprana aparición, y generalmente tras el 

diagnóstico de la enfermedad y con el tiempo tienden a disminuir. 

En este sentido numerosos estudios han descrito la presencia de anticuerpos anti-ácido 

glutámico descarboxilasa isoforma 65 (GAD65), anti-insulina (IAA) y anti-proteína 2 asociada a 

insulinoma (IA2) en pacientes diabéticos [Revisado en 131]. Los anticuerpos anti-insulina son 

los más prevalentes en el momento del diagnóstico en niños de corta edad. Los anticuerpos 

que se emplean de forma rutinaria como marcadores de la enfermedad son los anticuerpos 

anti-islote (ICA), anti-insulina (IAA), anti-ácido glutámico descarboxilasa (GAD65), y los anti-

proteína 2 asociada a insulinoma (IA-2/ICA512 y IA2beta). La presencia de uno o más de estos 

autoanticuerpos en suero está directamente relacionada con riesgo de desarrollo de la 

enfermedad [111].  

Además de los anticuerpos mencionados anteriormente, también se ha descrito la presencia 

de anticuerpos frente a otras proteínas como la proteína de choque térmico 60 (HSP-60) [132] 

o el autoantígeno de islote 69 (ICA-69) [133]. Recientemente se ha detectado en pacientes 

diabéticos afectados por neuropatías la presencia de anticuerpos frente a la proteína 

periferina [134].  

 

5 El ratón NOD como modelo murino de DT1. 

Hasta la fecha han sido pocos los estudios realizados sobre tejido pancreático humano durante 

la etapa pre-diabética, puesto que la obtención de este tipo de muestras plantea problemas 

éticos obvios. No obstante, la inaccesibilidad a estos tejidos ha propiciado el desarrollo de 

métodos alternativos en el estudio de la etiopatogenia de la DT1, como el desarrollo de 

modelos animales inducidos, espontáneos o transgénicos.  
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Figura 17. El ratón NOD. En la imagen superior se muestra una fotografía de un ratón de la cepa NOD/Ltj. En la 

imagen inferior se muestran dos secciones de tejido pancreático teñidos con hematoxilina-eosina, a la izquierda se 

muestra un islote normal y a la derecha un islote con infiltración masiva de células del sistema inmune (Imágenes 

extraídas de http://jaxmice.jax.org) 

 

El ratón NOD (Non-Obese Diabetic) es el modelo animal más ampliamente utilizado en el 

estudio de la diabetes tipo I, ya que presenta características similares a la enfermedad descrita 

en humanos. Estos ratones fueron descritos por primera vez en 1980 como una subcepa 

procedente del cruce de ratones Jcl:ICR (ratones Swiss), que desarrollaba una forma 

espontánea diabetes [135]. 

Esta cepa de ratones presenta una fase inicial preclínica de insulitis que se desarrolla a partir 

de las 4-6 semanas y que se caracteriza por una invasión de los islotes de Langerhans por parte 

de linfocitos T CD4, T CD8, B, macrófagos y células dendríticas [104].  A pesar de la identidad 

genética de la cepa, no todos los ratones desarrollan la enfermedad, fenómeno que al igual 

que en humanos, pone de manifiesto el origen multifactorial de la enfermedad. El debut de la 

DT1 en estos ratones tiene lugar entre las 10 y 30 semanas de edad, y la incidencia es de 

aproximadamente un 70-90% en las hembras y un 40-60% en los machos [136]. Además se ha 

observado que este modelo de ratón desarrolla otras enfermedades de origen autoinmune 

como tiroiditis, paratiroiditis, sialitis y adrenalitis [137], lo que refleja un fallo generalizado en 

los mecanismos de tolerancia y control del sistema inmune en estos ratones. 
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A nivel genético, se han descrito más de 49 loci de susceptibilidad asociados al desarrollo de 

DT1 en el modelo NOD que reciben el nombre de Idd (insulin-dependent diabetes) [138]. El 

principal locus de susceptibilidad a la enfermedad es el Idd1, que al igual que en humanos, 

contienen los genes que codifican para las moléculas de MHC de clase II (Major 

Histocompatibility Complex Class II). El modelo de ratón NOD expresa el alelo de clase II H-2g7. 

Se ha observado que la presencia del aminoácido aspartato en la posición 57 de la cadena β (el 

homólogo murino de DQβ en humanos) confiere resistencia a la enfermedad, mientras la 

presencia de una serina, alanina o valina están relacionadas con la susceptibilidad a la 

enfermedad [139]. A pesar de que la presencia de este alelo ha demostrado ser esencial para 

el desarrollo de la DT1 en el animal, no es suficiente en sí mismo. 

A parte de la importante contribución de los genes de MHC al desarrollo de la DT1, 

interacciones complejas entre genes de diferente naturaleza que podrían estar relacionados 

con el desarrollo a susceptibilidad. En el ratón NOD existen al menos 20 Idds diferentes de 

MHC, que podrían estar relacionados con el proceso.  Entre ellos destacan Idd3, cuyos genes 

candidatos son IL21 e IL2 [140], [141] e Idd 5.1 relacionado con el gen CTLA-4 [142], todos ellos 

implicados en la regulación de la respuesta inmunitaria. 

Por otra parte, se sabe qué determinados factores externos como los ambientales, la dieta o 

infecciones víricas afectan al desarrollo de la enfermedad. En este sentido, la incidencia de la 

cepa de ratones NOD aumenta cuando la colonia se mantiene en un ambiente 

microbiológicamente controlado, libre de patógenos, conocido como SPF (Specific Pathogen 

Free) y son alimentados con pienso rico en fibra. En el caso de infecciones víricas, se ha 

observado que la infección por el virus de la coriomeningitis (LCMV) frena el proceso 

autoinmunitario [124]. 

 

5.1 Modelos murinos emparentados con NOD resistente a DT1. 

La cepa de ratones NOR (Non-Obese Resistant), resistente a DT1 procede del cruce de ratones 

NOD y C57BL/KsJ. Dentro del genoma del modelo NOR, 14 cromosomas proceden de la cepa 

NOD y 4 cromosomas (2, 4, 11 y 12) proceden de la cepa diabeto-resistente C57BL/KsJ. Esta 

combinación genética hace que la cepa NOR sea resistente a la enfermedad. Se ha observado 

que esta cepa no desarrolla insulitis ni diabetes [143], sin embargo, si desarrollan otras 

respuestas autoinmunitarias a nivel de las glándulas salivares como sialitis.  
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La primera generación resultado del cruce de la cepa NOD con la NOR, denominada F1 [NOD x 

NOR], se caracteriza también por desarrollar resistencia a diabetes. Sin embargo, a diferencia 

de los NOR, en todos los ratones se ha observado el desarrollo de insulitis de forma similar a 

ratones NOD [144]. Ambos modelos son herramientas potentes en el estudio de los 

mecanismos y factores genéticos que intervienen en el desarrollo de la T1D. 

5.2 Mecanismos efectores de DT1 en ratones NOD. 

Al igual que ocurre en humanos, en ratones NOD los linfocitos T también son las principales 

causantes de la destrucción de las células β pancreáticas. Además, en este modelo se han 

descrito diferentes alteraciones del sistema inmune, como por ejemplo deficiencias en la 

capacidad coestimuladora de células presentadoras de antígenos, disminución en el número 

de linfocitos NK T y linfocitos CD4+CD25+ con función reguladora y defectos en la señalización 

a través de TCR que en conjunto podrían estar relacionados con fallos a nivel de tolerancia 

central y periférica, contribuyendo al desarrollo de la enfermedad. 

Los primeros estudios basados en la transferencia de esplenocitos de ratones NOD pre-

diabéticos en ratones receptores NOD-SCID (carentes de linfocitos T y B), revelaron que el 

desarrollo de la enfermedad requiere de la presencia tanto de linfocitos T CD4 como T CD8 

[145]. Sin embargo, en la actualidad existe desacuerdo sobre el papel específico desempeñado 

por las poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 en el desarrollo de la respuesta autoinmunitaria 

[146].  

Algunos trabajos señalan el papel fundamental de los linfocitos T CD4 en el desarrollo de la de 

la respuesta, lo cual queda demostrado por la estrecha asociación de los alelos de MHC de 

clase II presentes en un individuo con la susceptibilidad a DT1. Por otra parte, se ha observado 

que la transferencia de clones autoreactivos de linfocitos T CD4 aislados de ratones diabéticos, 

resulta en la transferencia de la enfermedad incluso en ausencia de otras poblaciones 

linfocitarias [147], [148]. 

No obstante muchos autores consideran a los linfocitos T CD8, clásicamente con función 

citolítica, como responsables del ataque inicial contra las células pancreáticas, puesto que se 

ha observado que la deficiencia de moléculas de MHC de clase I en las células beta 

pancreáticas en ratones con fondo genético NOD bloquea la aparición de insulitis (Katz, 

Benoist, & Mathis 1993; Serreze et al. 1994; Wicker et al. 1994). Aun así, algunos autores 

sostienen que incluso este primer ataque es dependiente de la colaboración de las células CD4 

[151]. 
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A pesar de la indiscutible importancia de los linfocitos T CD4 y T CD8 en la respuesta 

inmunitaria frente a islotes, a día de hoy se desconoce cuál es el mecanismo implicado en el 

inicio de la destrucción autoinmune de los islotes. 

En ratones NOD se ha descrito la presencia inicial de macrófagos y células dendríticas a las 3 

semanas de edad en la periferia de los islotes y ductos pancreáticos [152]. Se cree que la 

presencia inicial de estas células del sistema inmune responde a un proceso fisiológico normal 

de remodelación estructural del páncreas [153]. Sin embargo, en ratones NOD se sabe que los 

macrófagos juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad pues su depleción o 

la inhibición de su entrada a páncreas están directamente relacionada con la prevención de la 

enfermedad [154]. 

De forma importante, tras el destete en ratones NOD se ha descrito la presencia de 

macrófagos y células dendríticas alrededor de nervios peri-islote, lo que ha llevado a muchos 

autores a postular que el ataque a elementos del sistema nervioso podría ser el detonante 

inicial de la enfermedad [155], [156]. Sin embargo hay que tener en cuenta también que 

durante este periodo del desarrollo, existen procesos de neogénesis de islotes e hiperactividad 

de células beta, que sometidas a estrés podrían colaborar en el proceso autoinmune mediante 

el aumento de expresión de moléculas de MHC de clase II y la presentación de antígenos beta 

pancreáticos [157].  

Por tanto, todos estos procesos junto con los defectos inmunológicos descritos a nivel de 

macrófagos y células dendríticas de los ratones NOD, que incluyen diferenciación defectiva a 

nivel de médula ósea, secreción de citocinas alteradas y deficiencia en procesos de fagocitosis 

podrían generar el marco perfecto de inflamación local y disponibilidad de autoantígenos que 

darían lugar al inicio del ataque inmune frente a islotes. 

Durante este proceso, seguramente los linfocitos T CD8 y T CD4 colaboren en el ataque sobre 

la célula beta. Los linfocitos T CD4 podrían ser activados previamente por células dendríticas 

procedentes de islote a nivel de los nódulos pancreáticos. Una vez activados se dirigirían de 

nuevo a islote donde iniciarían el ataque. Paralelamente los linfocitos CD8 atraídos por el 

entorno de inflamación una vez en islote podrían ser activados directamente in situ, 

contribuyendo a la destrucción de los islotes.  

Pese a la presencia de linfocitos B en el infiltrado pancreático, durante muchos años estas 

células han sido relegadas a un segundo plano, siendo principalmente consideradas por su 

capacidad secretora de autoanticuerpos contra diversos antígenos y el valor predictivo de 

estos como marcadores de la enfermedad. Actualmente, se sabe que desarrollan un papel 

importante en el proceso de la enfermedad como células presentadoras de antígenos [158] y 
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que desempeñan una función importante dentro de la enfermedad, puesto que su depleción 

evita el desarrollo de DT1 [159]. En el apartado 6 se explicará en detalle su papel dentro de la 

DT1. 

 

 

Figura 18. Principales mecanismos efectores en la DT1. Los autoantígenos β pancreáticos son captados a nivel de 

islotes por células presentadoras, posteriormente estas células migran a los nódulos pancreáticos donde presentan 

antígenos a linfocitos T CD4 que se activan, proliferan y migran a islotes. En el islote mediante la secreción de 

diversas citocinas pro-inflamatorias reclutarán a más linfocitos T CD4 y linfocitos T CD8 con actividad citotóxica. 

Dentro de este modelo se piensa que los linfocitos B podrían estar implicados en la presentación inicial de 

autoantígenos β pancreáticos como APCs y en la destrucción de los islotes mediante la producción anticuerpos anti-

islote [160]. 

 

5.3 Autoantígenos y autoanticuerpos relacionados con la DT1 en el 

modelo de ratón NOD. 

En el ratón NOD se han identificado numerosos autoantígenos con mayor o menor 

representatividad y secuencialidad de aparición a lo largo del curso de la enfermedad, 

fenómeno que recibe el nombre de epitope spreading (Tabla 2).  

Los autoantígenos cuya respuesta se detecta a edades más tempranas en ratones NOD son la 

insulina, GAD65 (ácido glutámico descarboxilasa isoforma 65), HSP-60 (proteína de choque 

térmico 60), IA-2 (proteína 2 asociada a insulinoma) e IGRP (glucosa 6-fosfatasa). En este 

sentido, se ha descrito que la detección de anticuerpos anti-insulina entorno a las 8 semanas 

de edad está relacionada con el desarrollo de DT1 [161]. Por el contrario, la presencia de  
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anticuerpos GAD-65 e IA-2 no está estrictamente relacionada con el desarrollo de la 

enfermedad [162].  

 

 

Tabla 2. Principales antígenos identificados en el modelo de ratón NOD. En la tabla se muestra la localización y la 

respuesta autoinmune detectada para los principales autoantígenos. GAD65 (ácido glutámico descarboxilasa 

isoforma 65), IA2 (proteína 2 asociada a insulinoma), IA-2b (proteína 2 beta asociada a insulinoma ICA-69 

(autoantígeno de islote 69), HSP-60 (proteína de choque térmico 60), HSP-90 (proteína de choque térmico 90), 

GM2-1 (gangliósido pancreático) e IGRP (glucosa 6-fosfatasa) [Adaptado de 163].  

 

En el caso de la insulina [164] y GAD65 [165] cabe destacar la coincidencia entre los epítopos 

reconocidos por los linfocitos T CD4 en humanos y en el modelo murino NOD. Estos datos 

concuerdan con el hecho de que los haplotipos de MHC de clase II que confieren 

susceptibilidad a la diabetes en humanos (HLA-DQ8) y en ratón (H-2g7) son estructuralmente 

similares, lo cual remarca la influencia que tiene la capacidad de las moléculas de MHC para 

presentar un determinado repertorio peptídico, sobre la susceptibilidad individual a la DT1 

[166].  

Cabe destacar que la mayoría de estos autoantígenos presentan una distribución en su 

expresión no restringida a la célula β. En este sentido, se han descrito que los autoantígenos 

IA-2, IA-2β y la periferina son moléculas que se expresan tanto a nivel pancreático como 

neuronal (Lieberman & DiLorenzo 2003; Puertas et al. 2007). Este hecho tiene una posible 

explicación en el origen común de ambos tejidos, ya que algunos autores mantienen la 

hipótesis de que las células endocrinas pancreáticas derivan del ectodermo embrionario, al 

igual que el sistema nervioso [168], [169].  
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La presencia de autoantígenos con un perfil de expresión neuroendocrina refuerza la idea de la 

existencia de un ataque autoinmune frente a elementos del sistema nervioso periférico en 

islotes [156]. Además de los procesos de remodelación del páncreas durante el periodo 

perinatal, se sabe que durante el desarrollo de la insulitis existe un proceso paralelo de 

infiltración de fibras nerviosas secretoras de GAD-65, que se destruyen durante el transcurso 

de la enfermedad [170]. Por tanto en este proceso autoantígenos como GAD-65, I-A2, ICA-69 y 

periferina podrían estar involucrados en la amplificación de la respuesta autoinmune. 

 

6 Papel de los linfocitos B autoreactivos en el desarrollo de la DT1. 

La importancia de la respuesta de linfocitos B en el desarrollo de la DT1 fue descrita por 

primera vez en estudios realizados con ratones NOD deficientes en linfocitos B, NOD.Igμ-/- 

[159]. En este estudio, se observó que la deleción de linfocitos B en periferia prevenía del 

desarrollo de la enfermedad tanto en ratones machos como hembras. Por otra parte, no se 

observaron signos de insulitis, poniendo de manifiesto la importancia de la señalización de 

linfocitos B en la infiltración de los islotes.  

En un estudio similar llevado a cabo por el equipo de Dr. Noorschashm en ratones NOD, se 

observó que la depleción in vivo de los linfocitos B mediante administración de anticuerpos 

anti-μ desde el nacimiento hasta las 30 semanas de edad, resultaba en la prevención total de 

la insulitis y sialitis desarrollada por estos ratones. El cese en la administración del anticuerpo, 

permitía la regeneración de la población de linfocitos B, con la consecuente aparición de 

insulitis y sialitis [171] . 

Como se ha comentado anteriormente, la detección de anticuerpos anti-islote es una 

herramienta de gran valor predictivo y diagnóstico en humanos. Además, se ha observado que 

cuanto mayor es el repertorio de autoanticuerpos detectados, mayor es el riesgo de 

desarrollar la enfermedad. Sin embargo, en ratones se ha demostrado que la transferencia de 

estos autoanticuerpos no se correlaciona con la transmisión de la DT1 [158], lo que sugiere 

que la producción de anticuerpos no es un mecanismo primario por el cual los linfocitos B 

contribuyen al desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, la transferencia pasiva materno-fetal 

de autoanticuerpos anti-insulina podría estar relacionada con la susceptibilidad al desarrollo 

de la enfermedad en las crías [172]. Por el contrario, en humanos la transmisión materno-fetal 

de autoanticuerpos parece estar relacionada con la resistencia de la progenie a desarrollar la 

enfermedad [173]. 
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Los linfocitos B, además de producir anticuerpos, son células con capacidad de presentación de 

antígenos a linfocitos T CD4 a través de MHC de clase II. Como se puede observar en la tabla 2, 

muchos de los autoantígenos con una respuesta de anticuerpos asociada presentan también 

una respuesta de linfocitos T CD4, lo que sugiere una estrecha colaboración entre ambos tipos 

de poblaciones. En este sentido, se ha observado que los ratones NOD.Igμ-/- presentan una 

respuesta de linfocitos T CD4 defectiva específica para autoantígenos como GAD, insulina e IA-

2 comparada con los NOD [158], [174], [175].  

Por otra parte, se ha observado que la respuesta de linfocitos T autoreactivos puede ser 

restaurada en animales NOD.Igμ-/- mediante transferencia de células de médula ósea 

singénicas y linfocitos B esplénicos procedentes de NOD [158]. Además, en este estudio, se ha 

observado como linfocitos T CD4 anti-GAD previamente activados por linfocitos B, son capaces 

de desarrollar una respuesta autoreactiva eficiente en ausencia de linfocitos B, lo que pone de 

manifiesto la importancia de estas células en los procesos iniciales de activación. 

Otra serie de estudios dirigidos por el Dr. Noorschashm, remarcan la importancia de la 

presentación de antígenos por linfocitos B en el desarrollo de la DT1. En este trabajo 

observaron cómo ratones NOD deficientes en MHC clase II solamente en linfocitos B, no en el 

resto de células APC, desarrollaban protección a la DT1 (Noorchashm et al. 1999a). 

Diferentes trabajos han apuntado a la contribución de determinadas subpoblaciones de 

linfocitos B en el desarrollo de la enfermedad. En este sentido se ha descrito la importancia de 

los linfocitos B MZ en la presentación de antígenos. Se ha descrito, que esta población de 

linfocitos B MZ se encuentra incrementada en los ratones NOD y presenta una alta expresión 

del receptor del complemento CR1/CR2 que favorece la captación de antígenos a través del 

sistema del complemento potenciando los mecanismos de presentación. El bloqueo de 

CR1/CR2, previene el desarrollo de la enfermedad (Noorchashm et al. 1999b).  

Por otra parte, se ha descrito que los linfocitos B MZ en ratones NOD presentan una alta 

sensibilidad a la activación mediada por CD40, IL4 y TLR9 [178]. 

Estudios realizados por el equipo de JW Thomas, demuestran la importancia de los linfocitos 

B1 peritoneales en el desarrollo de la DT1. Se ha observado que la deleción de esta población 

mediante lisis hipotónica específica resulta en una disminución del infiltrado pancreático y en 

una disminución del onset de la DT1 en ratones NOD [179]. 

De forma importante, se ha descrito también que los linfocitos B juegan un papel importante 

en la amplificación de la respuesta contra antígenos de células β (epitopo spreading). Los 

ratones NOD desarrollan una respuesta ordenada y secuencial frente a las proteínas GAD, HSP 

e insulina, que no ocurre en ausencia de linfocitos B [180]. 
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Los nódulos pancreáticos son considerados como la principal zona de activación y proliferación 

de linfocitos T CD4, previo al desarrollo de la DT1 [181]. Se ha descrito que la presencia de los 

linfocitos B en esta región es crítica durante el desarrollo de la respuesta [182].  

Por otra parte, se ha descrito que los linfocitos B presentes en el infiltrado de islotes participan 

en la formación de estructuras foliculares ectópicas, donde podrían interaccionar y presentar 

antígenos a los linfocitos T CD4 autoreactivos in situ [183]. Este proceso favorecería también la 

maduración y aumento de afinidad de los linfocitos B autoreactivos mediante fenómenos de 

hipermutación somática. 

La especificidad de los linfocitos B parece ser importante en el proceso de destrucción de 

islotes. En este sentido se ha observado que mientras la expresión de un clon de linfocitos B 

anti-insulina (VH125) acelera el desarrollo de la DT1 en ratones NOD [184], la expresión de un 

clon de linfocitos B frente a un antígeno no diabetogénico como es el HEL (Hen Egg Lysozyme) 

confiere protección frente a la enfermedad [185]. Este hecho podría tener explicación en la 

eficiencia de presentación antígeno-específica de los linfocitos B. Estas células al igual que las 

células dendríticas y macrófagos internalizan antígenos mediante endocitosis para después 

presentarlos vía MHC clase II, sin embargo son las únicas células capaces de reconocer y 

capturar antígenos de forma específica a través del BCR favoreciendo su presentación vía MHC 

clase II. Se ha descrito que este mecanismo es mucho más eficiente en la presentación de 

antígenos que la endocitosis [186]. 

Por último, se ha observado que los linfocitos B se encuentran implicados en el mantenimiento 

de la respuesta autoreactiva de los linfocitos T CD8. En este sentido, se ha descrito que la 

presencia de linfocitos B promueve la supervivencia de linfocitos T CD8 a nivel de islote [187], 

lo que potenciaría el proceso de destrucción de las células β pancreáticas. 

 

6.1 Defectos en la tolerancia de linfocitos B en la DT1. 

En ratones NOD se han descrito diversas alteraciones en los diferentes mecanismos de 

tolerancia de los linfocitos B [185]. Estudios de tolerancia en DT1 muestran como los linfocitos 

B autoreactivos anti-insulina a pesar de presentar características de células en estado de 

anergia, como escasa proliferación frente a estímulos T-dependientes (anti CD40) o T-

independientes (anti-IgM o LPS), son capaces de madurar y entrar en el compartimento de 

linfocitos B foliculares y marginales [188]. Por otra parte, estos linfocitos B aumentan la 

expresión de CD86 de membrana tras su activación, pudiendo enviar señales de 

coestimulación y activación a linfocitos T autoreactivos [188].  
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Otro de los mecanismos principales de control de tolerancia de linfocitos B alterado, es la 

edición del receptor. En el ratón NOD al igual que en humanos, se ha observado que el número 

de secuencias de recombinación RS es significativamente menor al detectado en otras cepas 

no autoinmunes [103], lo que podría estar relacionado con la generación de un repertorio de 

linfocitos B más autoreactivo. 

Recientemente se ha descrito que los linfocitos B de ratones NOD en comparación con otras 

cepas no diabetogénicas, presentan una expresión alterada de CD19 en superficie. Se ha 

observado que la elevada expresión de esta molécula del complejo correceptor, potencia la 

presentación del autoantígeno IGRP y la expansión de linfocitos T autoreactivos, pudiendo 

favorecer así el proceso autoinmunitario [189]. 

 

7 Desarrollo de moléculas fluorescentes antígeno-específicas para el 

estudio y caracterización de linfocitos B. 

Los linfocitos B como ya se ha explicado anteriormente, son células capaces de secretar 

anticuerpos en su fase de diferenciación final a célula plasmática. Por otra parte en estadio de 

linfocito B naive o de memoria expresa en superficie la misma inmunoglobulina, formando el 

complejo receptor o BCR a través del cual reconocen específicamente antígenos. 

Desde el descubrimiento y descripción del BCR, muchos investigadores han centrado sus 

esfuerzos en el análisis de poblaciones específicas de linfocitos B mediante técnicas de 

separación celular y citometría de flujo basadas en el uso de moléculas fluorescentes ligadas a 

antígenos específicos capaces de unirse a su receptor de superficie. La mayoría de las técnicas 

desarrolladas hasta el momento en esta dirección, pueden ser clasificadas en tres grupos: 

estudios mediante el uso haptenos, estudios mediante el uso de proteínas o 

viriones/organismos y por último estudios mediante el uso de epítopos. En la tabla 3, se 

describen las ventajas e inconvenientes de cada uno de estos sistemas. En todos los sistemas, 

un fluorocromo, una biotina u otra reactivo es utilizado para detectar el linfocito B unido al 

antígeno correspondiente. 

 

 

 



   INTRODUCCIÓN 
 

 

59 
 

 

Tabla 3. Principales 

sistemas de detección y 

estudio de linfocitos B a 

través del BCR. En la tabla 

se muestra las 

características, ventajas y 

desventajas de los 

diferentes mecanismos de 

detección de los linfocitos 

B. 

 

Los haptenos, son moléculas de pequeño tamaño, como el dinitrofenol (DNP) o trinitrofenol 

(TNP), frente a los cuales el sistema inmune no responde por su baja capacidad inmunogénica. 

Sin embargo, cuando estas pequeñas moléculas se asocian a otras moléculas transportadoras 

o carriers de mayor tamaño, son capaces de estimular el sistema inmunológico y generar 

respuestas específicas frente a estas. Generalmente este tipo de modelos han sido empleados 

para estudios de la biología de linfocitos B en modelos murinos [190]–[193]. A pesar de la 

utilidad de este tipo de herramientas para el estudio del desarrollo y funcionamiento del 

sistema inmune, el hecho de tratarse de moléculas no presentes en patógenos o antígenos 

autoreactivos, limita bastante su aplicación. 

En este sentido, el desarrollo reciente de sistemas de detección mediante el uso de proteínas u 

organismos patogénicos han supuesto un gran avance en este sentido [194]–[196]. Pese a las 

ventajas de esta técnica, entre las que hay que destacar que es capaz de analizar la respuesta 

completa frente a los antígenos nativos presentes en la proteína u organismo, hay que señalar 

que en muchos casos la presencia de antígenos no relevantes como lípidos de la cápside u 

otros, incrementaría el ruido de fondo o señal, dificultando el análisis de la respuesta frente a 

los antígenos de interés. 

El desarrollo de técnicas mediante el empleo de epítopos específicos, ha supuesto una 

solución a este inconveniente, siempre y cuando se trabaje con epítopos lineales donde no se 

requiera la estructura de la proteína completa. En este sentido, en 2003 el Dr. Newman 

desarrolló una herramienta de tinción linfocitos B con especificidad anti-dsDNA, principal 

respuesta implicada en el desarrollo de lupus, demostrando la capacidad de estas moléculas 

de detectar específicamente linfocitos B anti-dsDNA en ratones [197]. En este caso, las 
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moléculas tetraméricas estaban constituidas por péptidos de dsDNA biotinilados y conjugados 

a moléculas fluorescentes de estreptavidina. 

Basándose en la misma metodología, recientemente en el año 2009 la Dr. Betty Diamond, 

publico un estudio de caracterización fenotípica de poblaciones autoreactivas de linfocitos B 

anti-dsDNA presentes en la sangre de pacientes afectados de lupus [198]. Este estudio 

describe la correlación existente entre la presencia de altos niveles de linfocitos B anti-dsDNA y 

el desarrollo de la enfermedad.  

Este tipo de técnicas pese a ser más específicas que el resto, no están exentas de problemas, 

puesto que introduce problemas de ruido de fondo. En este sentido, y como consecuencia de 

la alta diversidad del repertorio de anticuerpos, las moléculas de estreptavidina y los 

fluorocromos pueden ser reconocidos de forma específica por anticuerpos. En ratones ha sido 

descrita la presencia de linfocitos B anti-ficoeritrina (PE) [199]. Actualmente este problema, ha 

sido parcialmente solventado mediante el uso de dos fluorocromos diferentes conjugados al 

epítopo reduciendo así de forma importante el ruido de fondo de la técnica [200].  

Por tanto el desarrollo de moléculas de marcaje específico de linfocitos B es interesante y 

necesario para el seguimiento y estudio de poblaciones de linfocitos B autoreactivos, pues el 

curso de la repuesta de estas células podría proporcionar información relevante sobre el 

estado de evolución de la enfermedad, permitiendo el desarrollo de nuevas aproximaciones 

terapéuticas. 

 

8 Antecedentes del estudio.   

8.1 La periferina: proteína de origen neuroendocrino. 

La periferina es una proteína clasificada como un filamento intermedio del citoesqueleto de 

tipo III. En ratones, humanos y resto de mamíferos, se ha descrito su presencia en células del 

sistema nervioso periférico y algunos subgrupos de células del sistema nervioso central, como 

neuronas motoras espinales, neuronas de origen sensorial y pequeñas inter-neuronas situadas 

en el córtex e hipocampo [201]. A nivel patológico, se ha asociado la presencia de agregados 

de periferina en neuronas motoras de pacientes afectados por esclerosis lateral amiotrófica 

[202].  

Como ya se ha comentado anteriormente la periferina presenta un patrón de expresión 

neuroendocrino, de forma que se ha descrito también su presencia en células β pancreáticas. 

La periferina está codificada por un único gen, pero en ratón se han descrito hasta tres 

isoformas diferentes como resultado del splicing alternativo del RNAm [201]. La isoforma 
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mayormente expresada recibe el nombre de Per 58, de 58 KDa, es el resultado del correcto 

splicing de todas las regiones intrónicas. La isoforma Per 61, originada por splicing defectivo 

del intrón 4, se diferencia de la anterior en que contiene una inserción central de 32 

aminoácidos y un peso molecular final de 61 KDa. Por último, la isoforma Per 56, con 56 KDa 

de peso molecular, presenta una región carboxi-terminal más corta debida a una deleción, lo 

que origina un cambio en la pauta de lectura en la secuencia final de la proteína [203]. 

 

8.2 Linfocitos B anti-periferina en el infiltrado de ratones NOD. 

A comienzos de los años 90, la periferina  fue descrita como un autoantígeno relacionado con 

la DT1 en ratones NOD [204]. Se observó la presencia de autoanticuerpos y la existencia de 

una respuesta de linfocitos T frente a esta proteína a las 6 semanas de edad en ratones NOD. 

Sin embargo, durante muchos años fue considerada como un autoantígeno de poca relevancia, 

debido a estudios que demostraban la eficacia de otros autoantígenos β pancreáticos (GAD-65, 

insulina, HSP-60,…) en la prevención de DT1 [205], [206] frente a la ineficacia del tratamiento 

con periferina [207]. 

Recientemente un estudio realizado por el grupo de Dr. Verdaguer, ha descrito la presencia de 

una importante respuesta autoreactiva de linfocitos B frente a elementos del sistema nervioso 

neuronal de islotes pancreáticos infiltrados. El estudio del patrón de especificidad de estas 

células concluyo que la mayoría de linfocitos B presentes en el infiltrado de islotes presentan 

especificad anti-periferina, y prácticamente la totalidad reconocen las isoformas Per 58 y Per 

61 de la periferina , lo que hace pensar a los autores en la presencia de un epitopo relevante 

en la región C terminal de la proteína (Puertas et al. 2007). Por otra parte, el análisis de los 

reordenamientos genéticos de las cadenas pesada y ligera de las Igs de estos linfocitos B, 

detectó la presencia de reorganizaciones secundarias como hipermutación somática y cambio 

de clase en esta población [208],  lo que podría indicar que la respuesta de linfocitos anti-

periferina está activa durante el proceso de destrucción de islotes pancreáticos y 

probablemente interaccione con linfocitos T CD4 anti-periferina in situ o en nódulos drenantes 

potenciando la respuesta autoinmunitaria . 

Investigaciones recientes, demuestran como la pérdida de neuronas sensoriales que inervan 

los islotes pancreáticos previene la insulitis y la diabetes en ratones NOD [123], reforzando la 

idea de que el ataque a diferentes elementos del sistema nervioso como la periferina podría 

ser decisivo en el desarrollo de la diabetes tipo 1.  
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Por tanto el estudio de la respuesta de linfocitos B anti-periferina desarrollada en ratones NOD 

podría proporcionar información importante sobre su papel de esta población dentro de la 

DT1. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

La proteína periferina se perfila como un autoantígeno relevante de linfocitos B implicado en 

el ataque dirigido frente a elementos del sistema nervioso durante al desarrollo de la DT1 en 

ratones NOD. Por tanto y teniendo en cuenta la importancia del estudio de esta población los 

objetivos planteados en este trabajo de tesis son: 

- El análisis y caracterización de la región antigénica o epítopo presente en la periferina 

reconocido por linfocitos B autoreactivos en ratones NOD. 

- El estudio la respuesta de autoanticuerpos anti-periferina desarrollada en ratones NOD 

frente a este epítopo. 

- El estudio y caracterización de la respuesta celular de linfocitos B  anti-periferina 

generada en ratones NOD, mediante el desarrollo de una herramienta de marcaje 

específica generada a partir la secuencia del epítopo descrita. 

Los datos obtenidos en este estudio pretenden aportar información sobre el epítopo presente 

en esta proteína y la respuesta de linfocitos B desarrollada frente a esta región en la cepa de 

ratones NOD. Por otra parte el desarrollo de una nueva molécula de marcaje antígeno-

específica proporcionará una valiosa herramienta aplicable en posteriores estudios sobre esta 

población. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1 DESARROLLO DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES Y OCTÁMEROS DE 

PERIFERINA. 

1.1 Clonación y expresión de proteínas recombinantes de periferina 

fusionadas a GST. 

Las mayoría de los péptidos de periferina (PRPH) generados en este estudio se clonaron 

directamente dentro del vector de expresión pAK1-6H (un vector de la serie pGEX 

modificado; Harper et al., 1994), a excepción de los péptidos correspondientes a las proteínas 

recombinantes PRPH 1-84, PRPH 85-140, PRPH 129-193, PRPH 182-239, PRPH 230-293, PRPH 

282-386, PRPH 375-450 y PRPH 429-507, que se clonaron en un primer paso en el vector 

pBlueScript y en un segundo paso final en el vector de expresión pAK1-6H.  El vector de 

expresión pAK1-6H codifica para una proteína de fusión compuesta en su extremo N-terminal 

por GST (glutatión S-transferasa), y en el extremo C-terminal por una secuencia de aa de 6 

histidinas. Presenta dos sitios de restricción para NcoI y XbaI, entre la secuencia de GST y la 

cola de histidinas donde se clonaron las secuencias de los diferentes péptidos de PRPH. 

 

1.1.1  Diseño y clonación de proteínas recombinantes de periferina 

fusionadas a GST. 

La amplificación de cada uno de los péptidos de PRPH (ver tabla1) se realizó a partir de un 

plásmido con el cDNA de la isoforma Per 61, cedido por el Dr. Joan Verdaguer. Todas las 

secuencias de los oligonucleótidos 5´y 3´ utilizados para la amplificación del constructo fueron 

obtenidas de Bonsai Technologies, y todas las enzimas proceden de Fermentas. 

La clonación de los péptidos de las proteínas PRPH 1-84, PRPH 85-140, PRPH 129-193, PRPH 

182-239, PRPH 230-293, PRPH 282-386, PRPH 375-450, PRPH 429-507, PRPH 429-466, PRPH 

446-485 y PRPH 467-507 se realizó en dos pasos. En la primera etapa se llevó a cabo una 

reacción de amplificación con las diferentes parejas de oligonucleótidos 5´y 3´a partir de 

cDNA de Per61 (tabla 1). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 20 ng cDNA, 0.5 μM de 

oligonucleótidos, 2 mM dNTPs, tampón PCR Pfu 1x (200mM Tris-HCl  pH 8.8/100 mM 

(NH4)2SO4/ 100 mM KCl /1%Tritón X-100/1 mg/ml BSA/20 mM MgSO4) y 1 U de Pfu 
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polimerasa. Las muestras fueron procesadas en un termociclador (BioRad) con un programa 

que constaba de  una etapa de desnaturalización inicial 94 °C- 4 min, 30 ciclos de 95°C - 30 

seg, 55°C - 1min,  61°C - 30 seg, y una etapa final de elongación de 72°C - 7 min. 

Una vez obtenidos los diferentes productos de PCR estos fueron clonados dentro del vector 

pBlueScript. Todas las ligaciones se llevaron a cabo utilizando la enzima T4 DNA ligasa 

siguiendo métodos estándares y se transformaron en la cepa bacteriana de E. coli XL1-Blue 

(Stratagene; La Jolla, CA, U.S.A.) mediante choque térmico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La selección de los clones correctos se realizó mediante blue-white screening (ver figura 1),  se 

prepararon minipreps siguiendo métodos estándares de cada clon, y se realizaron dobles 

digestiones con NcoI y XbaI de cada plásmido. Los fragmentos obtenidos fueron purificados 

en geles de agarosa al 1% (BioRad) siguiendo métodos estándares, y ligados en el vector de 

expresión pAK1, previamente digerido con las mismas enzimas. Las ligaciones fueron 

transformadas en bacterias XL1-Blue mediante choque térmico. 

Figura 1. Blue-white screening. Esta técnica 
de biología molecular basada en la detección 
rápida y sencilla de colonias de bacterias que 
han incorporado plásmidos clonados con el 
inserto de interés mediante color. El 
plásmido vector pBlueScript contiene el gen 
mutante lacZα con una secuencia interna de 
MCS. LacZα codifica para los 59 aa iniciales 
de la enzima β-galactosidasa o péptido α, en 
presencia del factor de inducción IPTG. El 
péptido ω, producido por la bacteria XL-
1Blue, complementa al péptido α 
devolviendo a la enzima β-galactosidasa su 
actividad, degradando así el sustrato X gal 
(análogo de la lactosa) y convirtiéndolo en 
5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo un pigmento 
de color azul. Este proceso se ve 
interrumpido,  en bacterias que hayan 
integrado plásmidos con el inserto de interés 
clonado en la región MCS. De esta forma las 
colonias de bacterias  de color azul presentan 
plásmidos vacios, mientras que las de color 
blanco presentan el plásmido con el inserto 
de clonado interés. Imagen extraída de 
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La selección de los clones se realizó mediante digestión enzimática usando las enzimas NcoI y 

XbaI. A continuación, se preparon minipreps de cada uno de ellos y se purificaron por 

extracción con fenol-cloroformo (Fluka) según métodos estándares. 

La clonación de los péptidos de las proteínas PRPH 467-495, PRPH 478-507,  PRPH 486-507, 

PRPH 475-495 y PRPH 477-495 se realizó mediante una amplificación previa por PCR de los 

diferentes fragmentos a partir de cDNA de Per61, y utilizando las diferentes parejas de 

oligonucleótidos 5´y 3´ (tabla 1), usando las mismas condiciones de PCR que para los 

anteriores fragmentos. Una vez obtenidos los diferentes productos de PCR estos fueron 

clonados dentro del vector de expresión pAK1 mediante las dianas de restricción NcoI y XbaI. 

 

Tabla 1. Listado de secuencias de oligonucleótidos utilizados en los procesos de clonación y expresión de las 

diferentes proteínas recombinantes de periferina. 

La clonación del resto de los péptidos de PRPH, se llevó a cabo mediante hibridación de los 

oligonucleótidos correspondientes (tabla 1). Para la reacción de hibridación, se utilizaron 200 

ng de cada uno de los oligonucleótidos 5´ y 3´, previamente fosforilados según métodos 

estándares, calentando a 65°C durante 10 min. A continuación se enfriaron lentamente 
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durante 20 min, y finalmente se dejaron 30 min a temperatura ambiente (TA). Una vez 

completada la reacción de hibridación, los diferentes fragmentos se ligaron con el vector 

pAK1, y finalmente se transformaron en bacterias XL1-Blue mediante choque térmico.  

La selección de los clones se realizó mediante PCR de colonias utilizando los oligonucleótidos 

pGEX-F y PRPH-R correspondiente a cada fragmento, la reacción de amplificación fue llevada 

a cabo con 0.5 U de Taq polimerasa, oligonucleótidos 0.5 μM, dNTPs 0.2 mM, tampón PCR 

Taq 1x, 3 μl de DNA (una colonia de E. coli resuspendida en 20 μl de agua); el programa 

constaba de una etapa de desnaturalización inicial 94 °C - 4 min, 30 ciclos de 95°C - 30 seg, 

55°C -30 seg,  61°C - 30 seg, y una etapa final de elongación de 72°C - 5 min.  

Se realizaron minipreps de los clones seleccionados y se purificaron según métodos 

estándares mediante extracción con fenol-cloroformo. 

Finalmente, todas las construcciones de PRPH generadas, se secuenciaron utilizando el 

oligonucleótido pGEXF, asegurando así la correcta pauta de lectura dentro del vector pAK1. La 

reacción de secuenciación se llevó a cabo utilizando el kit de secuenciación Big Dye® v 3.1. 

(Applied Biosystems). La lectura de las secuencias se realizó en el servicio de genómica del 

Parc Cientific de Barcelona. 

 

1.1.2 Expresión y purificación de proteínas recombinantes de periferina 

de fusión a GST. 

Todos los plásmidos de expresión obtenidos, fueron transformados en la cepa E. Coli BL-21 

(New England) mediante choque térmico. Como medio de crecimiento de bacterias se utilizó 

LB (1% bactotriptona/0,5% extracto de levadura/0.5 % NaCl a pH 7.2) en presencia de 100 

μg/ml de carbenicilina (ApplyChem) como antibiótico de selección. 

Para la producción de proteína, se preparó un inoculo inicial de 3 ml a partir de una colonia y 

se creció ON (overnight) a 37 °C en agitación constante. Al día siguiente, se inocularon 500 μl 

del pre-cultivo en 500 ml de medio y se creció hasta alcanzar un valor de densidad óptica a 600 

nm de 0.6 (Génesis 10 UV). En este punto se recogieron 50 μl de cultivo como control pre-

inducción. 

La inducción  se llevó a cabo añadiendo al medio de cultivo IPTG a una concentración final de 

1 mM. El cultivo se dejó crecer durante 4 h más a 37°C en un agitador rotatorio a 250 rpm 

(VWR OS-500). Pasado este tiempo, se recogió una alícuota de 50 μl de cultivo como control 
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post-inducción, se centrifugó el resto del cultivo a 6000 xg (Beckman-Coulter Avanti J-E) 

durante 15 min a 4 °C, y se congeló el pellet obtenido a -80°C hasta su posterior 

procesamiento. 

Tras descongelar el pellet, se resuspendió en 40 ml de PBS/150 mM NaCl pH 7.4 para llevar a 

cabo una lisis celular mediante 10-12 ciclos sonicación con pulsos de 1 min al 60 % de potencia 

(Badolin Sondolopus H2070). Se centrifugó a 15000 rpm durante 30 min a 4°C y el 

sobrenadante obtenido se filtró utilizando filtros con un tamaño de poro de 0.2 μm de 

membrana PES para eliminar los precipitados (Milliplex GP Millipore). 

 

Tabla 2. Librería y nomenclatura numérica asignada a los diferentes péptidos de periferina generados en este 

estudio.  En negrita se resalta la secuencia del epítopo detectado en la región C terminal. 

 

El lisado celular resultante, se incubó durante 2 h a 4 °C en agitación orbital, en presencia de 

2.5 ml de una suspensión de esferas de glutatión-sefarosa (Sigma) al 50% en PBS. A 

continuación, se realizaron 3 lavados con PBS y finalmente se eluyó la proteína con 50 mM 

Tris-HCl/glutatión reducido pH 8.0. En este punto, se recogió una muestra como control del 

proceso de purificación. 

A continuación se realizó un cambio de tampón a PBS/20 mM Imidazol, por ultrafiltración en 

tubos Amicon Ultra-15 10 KDa (Millipore) y se llevó a un volumen final de 1 ml.  Se filtró 

nuevamente con filtros de 0,2 μm y se inyectó en una columna de Ni-NTA sepharosa 

(Amersham) utilizando para ello un sistema automatizado de FPLC (Akta basic, Amersham). 

Una vez inyectada la muestra, se realizaron lavados con PBS/20 mM Imidazol, y finalmente se 

eluyó la proteína en presencia de PBS/500 mM Imidazol.  
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La proteína eluída se concentró en tubos Amicon Ultra-15 10 KDa a 250 μl centrifugando a 

3800 rpm durante 40 min. Se realizó un cambio de tampón a PBS/150mM NaCl pH 7.4 y 

finalmente se determinó la concentración. La cuantificación de las proteínas se llevó a cabo 

mediante la reacción de BCA (Pierce) utilizando como estándar BSA (Pierce). 

Las diferentes fracciones recogidas de proteína fueron analizadas por SDS-PAGE, como se 

describe en el apartado 3 de la sección A. 

 

 

 

Figura 2. Purificación de proteínas. A. Mecanismo de purificación de proteínas, a través de GST (izquierda) y 

cola de histidinas (derecha). Imagen extraída de http://www.intechopen.com/books/protein-engineering-

technology-and-application/chromatography-method B Análisis por SDS-PAGE de las diferentes fracciones 

recogidas durante el proceso de purificación de PRPH 429-507 (Pre-ind: lisado celular pre-inducción de la proteína. 

Post-ind: lisado celular post-inducción de la proteína. GST Elu 1, 2 y 3: Fracciones recogidas de la elución con 

glutatión reducido. His Elu 1, 2 y 3: Fracciones recogidas de la elución con Imidazol. 

 

1.2 Clonación y expresión de péptidos de PRPH fusionados al complejo 

MHC clase II Ag7. 

1.2.1 Diseño y clonación de péptidos de PRPH fusionados Ag7 en células 

S2. 

Para la producción de las diferentes estructuras octaméricas de PRPH, en un primer paso se 

insertó una secuencia de biotinilación #85 (Schatz, 1993) en los plásmidos pAK1-PRPH 467-

507 y pAK1-PRPH 473-495 mediante digestión con la enzima XbaI. A continuación, y mediante 

PCR usando los oligonucleótidos pGEXF (portador de la diana de restricción NcoI) y pGEXSalIR 

GST-Beads system NiNTA-Beads systemA B 
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(portador de la diana de restricción SalI) se amplificaron las secuencias de PRPH 467-507 y 

PRPH 473-495 a partir del plásmido original, y PRPH 467-507#85 y PRPH 473-495#85  a partir 

del plásmido modificado con la secuencia de biotinilación. 

En un segundo paso, se clonaron las secuencias de periferina dentro de los vectores 

codificantes para la cadena α y β que conforman el MHC de clase II Ag7.  

 

Figura 3. Estructura de las moléculas de Ag7/PRPH 467-507 y Ag7/PRPH 473-495. En la figura se 

muestra la combinación de plásmidos utilizada para la expresión de las construcciones C y N terminal, 

así como las principales dianas de restricción utilizadas para la clonación. Por otra parte, se muestran la 

localización de los péptidos dentro de la cadena β y α de Ag7.  

Para la clonación dentro de la cadena α, se utilizó el plásmido pRmHa/I-Adα modificado 

mediante la inserción de tres dianas de restricción NcoI, ClaI y SalI, que recibe el nombre de I-

AdαNco/Cla. Para ello se insertó la secuencia procedente de la hibridación de los 

oligonucleótidos IAdBamHIF e IAdNCoClaSalR.    

El vector resultante fue digerido con NcoI y SalI y se ligaron las secuencias de PRPH 467-507, 

PRPH 473-495, PRPH 467-507#85 y PRPH 473-495#85, amplificadas en el proceso anterior, y 

digeridas previamente con las mismas enzimas, obteniendo finalmente cuatro cadenas α 

modificadas I-Adα/PRPH 467-507, I-Adα/PRPH 473-495, I-Adα/PRPH 467-507#85 y I-Adα/PRPH 

473-495#85. 
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La cadena β se generó a partir de dos vectores pRmHa/I-Ag7 y pRmHa/I-Ag7GPI282, modificados 

previamente mediante la inserción inicial de una secuencia de tres dianas de restricción NcoI, 

ClaI y SalI. Para ello se insertó la secuencia procedente de la hibridación de los 

oligonucleótidos IAg7BstXF y IAg7NcoClaSalR mediante digestión con BstX y SalI. Estos 

vectores reciben el nombre de I-Ag7NcoI/ClaI y I-Ag7GPI282NcoI/ClaI. 

A continuación, se digirió I-Ag7NcoI/ClaI con SacI y BglII, y se insertó una secuencia de 

biotinilación #85, originada por hibridación de los oligonucleótidos Nter#85 F y R, dando lugar 

al vector modificado I-Ag7NcoI/ClaINter#85. Una vez obtenidos los vectores modificados, I-

Ag7NcoI/ClaI e I-Ag7NcoI/ClaINter#85 fueron digeridos con NcoI y SalI y ligados con los 

fragmentos PRPH 467-507 y PRPH 473-495, previamente digeridos con las mismas enzimas. 

Finalmente se obtuvieron cuatro nuevos vectores modificados, I-Ag7/Nter#85 PRPH 467-507, I-

Ag7/Nter#85 PRPH 473-495, I-Ag7/PRPH 467-507 e I-Ag7/PRPH 473-495. Una vez obtenidas las 

construcciones, se preparó una producción de DNA de cada una de ellas (Maxi Prep Kit, 

Qiagen). El DNA se purifico por un método general de extracción con fenol-cloroformo (Fluka), 

y las diferentes construcciones se secuenciaron y se esterilizaron por filtración con filtros de 

0,22 μm (Ultrafree MC Millipore). 

 

 

Tabla 3. Listado de secuencias de oligonucleótidos utilizados en los procesos de clonación y expresión de las 

diferentes proteínas de periferina fusionadas a Ag7. 

 

1.2.2 Transfección y expresión de péptidos de periferina fusionados Ag7 

en células S2. 

Se realizaron transfecciones con los diferentes plásmidos con el péptido PRPH 467-507 o 473-

495, para generar las diferentes construcciones en posición C y N terminal (según se muestra 

en figura 4). Para generar las construcciones control, se transfectaron los vectores pRmHa/I-
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Ag7GPI282 e pRmHa/I-Adα para generar la molécula control C terminal, que recibe el nombre de  

Ag7/GPI  y los vectores I-Ag7NcoI/ClaINter#85 e pRmHa/I-Adα para producir la molécula control 

N terminal o I-Ag7/85N.  

La transfección se realizó por el método de Cl2Ca en la línea celular de Drosophila 

melanogaster S2, siguiendo procedimientos estándares y se utilizó el plásmido de resistencia a 

puromicina pHSP70PL. Tras 2 semanas de selección en medio Schneider (Lonza) suplementado 

con 10% FCS y 5 μg/ml de puromicina (Invivogen), se realizó un análisis de la expresión de 

proteína. Para ello, se crecieron las diferentes líneas en 10 ml de medio Insect Xpress (Lonza) y 

tras alcanzar una confluencia del 80-90%, se indujo la expresión añadiendo CuSO4 a una 

concentración final de 0.625 mM. La expresión se analizó al tercer día de inducción. Para ello 

se recogió el cultivo, se centrifugó a 2000 rpm 5 min a 4°C y se incubó con 25 μl esferas de Ni-

NTA sepharosa al 50% en PBS, para purificar las proteína del sobrenadante. Las diferentes 

fracciones recogidas de proteína fueron analizadas por SDS-PAGE, como se describe en el 

apartado 3 de la sección A. 

 

1.2.3  Producción y purificación de péptidos de periferina fusionados a 

Ag7 mediante FPLC. 

Una vez seleccionadas las líneas establecidas con mejor expresión de proteína, se llevó a cabo 

un crecimiento del cultivo escalado hasta un volumen final de 800 ml en botellas de 2 L (roller 

bottles; Becton Dickinson). A la densidad de 3.5 x 106 células/ml se indujo la expresión con 

CuSO4 a una concentración final de 0.625 mM. Tras 3 días de inducción, se recogieron los 

cultivos y se centrifugaron a 8000 rpm durante 20 min. Se incubó el sobrenadante con 2.5 ml 

de Ni-NTA sepharosa al 50% en PBS, durante 2 h a 4°C en agitación rotatoria. A continuación, 

se filtró el sobrenadante para recoger la Ni-NTA sepharosa, en embudo de vidrio Duran 

porosidad #3 (Schott) acoplado a un sistema de vacío. Se lavó con PBS/20 mM Imidazol, y 

finalmente se eluyó con PBS/200 mM Imidazol. La proteína eluída se filtró con filtros de 0.2 μm  

y se concentró en tubos Amicon Ultra (Millipore) a 250 μl centrifugando a 3800 rpm durante 

40 min. Se cambió el tampón a 10 mM Tris-HCl pH 8.0. La cuantificación de las proteínas se 

llevó a cabo mediante la reacción de BCA (Pierce), utilizando como estándar BSA (Pierce).  

A continuación se llevó a cabo la reacción de biotinilación en las siguientes condiciones: 

tampón 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 40 μM de proteína, 1/10 del volumen de Biomix A (Avidity), 

1/10 del volumen de Biomix B (Avidity), biotina 0.25 μM (Avidity), 1/100 de inhibidor de 
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proteasa (Boehringer Mannheim protease inhibitor mix, stock: una pastilla en 1 ml de H2O) y 

0,06-0,03 mg/ml de enzima BirA durante la noche a TA. Finalizada la reacción, se cambió el 

tampón a PBS pH 7.4, y se inyectó en una máquina FPLC para la purificación mediante una 

columna de Superdex200. La proteína se eluyó en el mismo tampón. Las diferentes fracciones 

recogidas de proteína  fueron analizadas por SDS-PAGE, como se describe en el apartado 3 de 

la sección A. 

La cuantificación de las diferentes proteínas se llevó a cabo mediante la reacción de BCA 

(Pierce). El testaje del porcentaje de biotinilación de las proteínas purificadas, se llevó a cabo 

utilizando 15 μg de proteína. Se incubó con 20 μl de esferas de avidina (Pierce) al 50% en PBS 

1h a TA en agitación, se centrifugó en tubos de 1.5 ml con membrana de 0.2 μm a 13500 rpm 2 

min, y finalmente las dos fracciones obtenidas, proteína biotinilada unida a esferas de avidina 

y retenida en el filtro, y proteína no biotinilada pasada por el filtro, fueron analizadas por SDS-

PAGE como se describe en el apartado 3 de la sección A. Una vez determinada el porcentaje de 

biotinilación final, las muestras fueron congeladas a -80°C hasta su uso. 

 

 
 

Figura 4. Cromatografía de exclusión por tamaño molecular. Este tipo de cromatografía separa moléculas con 

diferente peso molecular. Se realiza en columnas cilíndricas rellenas con matrices (fase estacionaria) como por 

ejemplo,  dextranos con enlaces cruzados (sephadex). Esta matriz está formada  por partículas que forman un 

material esponjoso hidratado, que contiene poros con un tamaño de diámetro determinado. Cuando se hace pasar 

proteínas de distinto tamaño, a través de una columna de filtración en gel; aquellas moléculas con un tamaño 

mayor que el diámetro de los poros, sólo podrán moverse en el espacio que queda entre las partículas, y por lo 

tanto, no se verán retrasadas en su descenso. En cambio aquellas proteínas capaces de penetrar en los poros se 

verán retrasadas en mayor medida,  cuanto menor sea su tamaño. Por lo tanto, las proteínas se eluyen en este tipo 

de cromatografía por orden decreciente de tamaño molecular. Imagen extraída de http://www.mtpgroup.nl/amm-

laboratory-course.aspx. En la imagen de la derecha, se muestra el cromatograma de la proteína Ag7/PRPH 467-507 N 

terminal y el análisis por SDS-PAGE de las diferentes fracciones eluídas. Tras su elución de la columna de sephadex, 

se pueden separar dímeros αβ (proteína completa) de cadenas α y β sueltas. 
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1.3 SDS-PAGE. 

El análisis de expresión de proteínas se realizó en geles de poliacrilamida al 12.5% (Fluka) en 

presencia de SDS al 0.02% (Fluka). Las diferentes muestras recogidas se desnaturalizaron por 

calor a 96°C durante 5 min en tampón SDS 1x (40 mM Tris-HCl pH 6.8/0.06% glicerol/ 0.008% 

SDS/0.03% Azul de Bromofenol/10 mM DTT). Las muestras se cargaron en el gel y se corrieron 

a 180V en un sistema de electroforesis (BioRad). Una vez finalizado el proceso, se fijó en una 

solución 50% metanol/10% de ácido acético 10 min, a continuación se incubó en solución de 

tinción 0.025% azul brillante de Coomassie R-250/10% ácido acético entre 15 min y 1 hora, y 

finalmente se destiño en una solución de 10% ácido acético hasta visualizar correctamente las 

bandas de proteína.  

 

2 ANÁLISIS DE LA RESPUESTA AUTOREACTIVA DE CÉLULAS B ANTI-

PERIFERINA. 

2.1 Origen, estabulación y mantenimiento de ratones. 

Las cepas de ratones NOD/LtJ y C57BL/6, utilizadas para experimentos de caracterización 

celular,  fueron adquiridos de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) y Charles River 

Laboratories (Spain) respectivamente. Los animales fueron estabulados en condiciones SPF 

(Specific Pathogen Free) en las instalaciones del Servicio de experimentación animal del 

Parque Científico de Barcelona (SEA. PCB) de la Universidad de Barcelona. Las parejas 

fundadoras de las cepas de ratones NOD/LtJ y C57BL/6, NOR (Non-Obese Resistant) y F1 

[NODxNOR] utilizadas en el estudio de análisis de anticuerpos en suero, realizado en 

colaboración con el Dr. J. Verdaguer, fueron adquiridas de The Jackson Laboratory (Bar 

Harbor, ME, USA) y estabuladas en condiciones SPF en el estabulario del Hospital Germans 

Trias i Pujol. La cepa de ratones NOD/LtJ/DVs utilizada para los estudios de desarrollo y 

caracterización celular en islotes pancreáticos, procedían de laboratorio del Dr. Dave Serreze. 

Las parejas fundadoras de cada una de las colonias procedían originalmente  de The Jackson 

Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Todas manipulaciones se realizaron siguiendo protocolos 

aprobados por el Comité Ético de Experimentación Animal. 
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2.2 Líneas de hibridomas de células B anti-periferina. 

Todas las líneas de hibridomas, y sobrenadantes de cultivo utilizadas en este estudio (ver 

tabla 4) fueron generosamente cedidas por el Dr. Joan Verdaguer. Los hibridomas I6 y 228E1, 

fueron  cultivados en medio RPMI 10 % FCS, 50 U/ml penicilina, 50 μg/ml estreptomicina, 2 

mM glutamina, 1 mM piruvato sódico, y 50 μM 2-β mercaptoetanol. 

 

2.3 Protocolo de inmunización con proteína GST-PRPH 429-507. 

Para llevar a cabo este estudio, se utilizaron hembras NOD/Ltj  de 6-12 semanas de edad. Se 

les administró por vía intraperitoneal (i.p.) 100 μg de proteína GST-PRPH8 en tampón PBS 

emulsionada en adyuvante de Freund completo (Sigma). Tras 14 días, se realizó una re-

administración vía intraperitoneal (i.p.) de 100 μg de proteína recombinante PRPH 429-507 

emulsionada en adyuvante de Freund incompleto (Sigma). Los grupos control fueron 

inyectados con la misma cantidad de proteína control GST. A los 3 días tras de la segunda 

inmunización, se extrajo sangre por punción intracardiaca para análisis de anticuerpos en 

suero. 

 

2.4 Extracción muestras  de sangre y obtención de suero de ratón. 

Para la extracción  de sangre por punción intracardiaca,  se anestesiaron previamente los 

ratones con isofluorano (Steve). Se utilizaron agujas de 23G,  y se extrajeron en cada caso 

entre 500-800 μl de sangre. Finalmente, se procedió al sacrificio del ratón por dislocación 

Nombre del 
Hibridoma

Cepa Murina Isotipo
del mAb

I6 8.3F1[NODxNOR] IgG2bK
H35 8.3F1[NODxNOR] IgG2bK
H36 8.3F1[NODxNOR] IgG2bK
H39 8.3F1[NODxNOR] IgG2bK

H135 8.3NOD IgG2cK
H161 8.3NOD IgG2bK
H166 8.3NOD IgG2bK
H182 F1[NODxNOR] IgG2cK
H184 F1[NODxNOR] IgG2bK
H186 F1[NODxNOR] IgG2bK
H228 F1[NODxNOR] IgG2bK
H258 8.3F1[NODxNOR] IgG2cK

H259B 8.3F1[NODxNOR] IgG2cK
H260 8.3F1[NODxNOR] IgG2bK

H228E1 F1[NODxNOR] IgG2bK

Tabla 4. Líneas de hibridomas de células B utilizados 
en este estudio. En la tabla se indica la cepa murina 
de origen de las líneas y el isotipo de los anticuerpos 
secretados por estas.  F1 8.3 hace referencia a la 
primera generación del cruce de ratones NOD con 
ratones  8.3 NOD. Los ratones transgénicos 8.3 NOD, 
expresan un clon diabetogénico de linfocitos T CD8 
que recibe el nombre de NY8.3. 
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cervical. Los viales con la fracción de sangre se dejaron ON a 4°C para permitir la coagulación 

completa de la sangre. Al día siguiente,  se centrifugaron a 2000 rpm 5 min a 4°C, se separó la 

fracción de suero, y se congeló a -20°C para su posterior análisis. 

 

2.5 Medición niveles de glucosa. 

Para el seguimiento de la diabetes de los ratones NOD/LtJ/DVs, se utilizaron tiras reactivas 

colorimétricas de detección de glucosa en orina (Bayer). La positividad de las tiras 

(>250mg/100ml), en dos días consecutivos, fue considerado como criterio de positividad para 

la enfermedad. La incidencia de DT1 de la colonia NOD/Ltj estabulada en el Parc Cientific se 

midió analizando los niveles de glucosa mediante tiras reactivas (Roche, Accu-Check). Los 

ratones con dos medidas seguidas de glucosa >200mg/dl se consideraron diabéticos.  

 

2.6  ANÁLISIS DE ANTICUERPOS ANTI-PERIFERINA. 

2.6.1 Análisis del reconocimiento por Western Blot y Dot Blot. 

Para el análisis de proteínas por Western blot, todas las muestras se resuspendieron en 

tampón SDS 1x y se desnaturalizaron por calor 5 min a 96°C. A continuación se cargaron 10 μg 

de proteína en geles al 12.5% de poliacrilamida 0.02% SDS y se corrieron en tampón de 

electroforesis compuesto por Tris-HCl 0.025 mM/0.19% glicina/0.02% SDS. Una vez finalizada 

la electroforesis, las proteínas separadas en el gel fueron electrotransferidas a membrana de 

nitrocelulosa (Whatman-GE Healthcare). Para ello, se incubó la membrana durante 10 min en 

tampón de transferencia (25 mM Tris-HCl pH 7.5/190 mM glicina/20% metanol) y a 

continuación las proteínas fueron transferidas utilizando un sistema de transferencia (BioRad) 

a 100 V durante 45 min. Una vez finalizada, se comprobó la eficiencia de la transferencia 

incubando la membrana 1 min con una solución compuesta por 0.5% Ponceau S (Sigma) y 1% 

de ácido acético (ApplyChem). 

Para la detección por quimioluminiscencia, la membrana fue bloqueada con 10 mM Tris-HCl 

pH 7.5/100 mM NaCl/0.1% Tween 20/5% leche descremada (Sveltess), en agitación durante 2 

h a TA. A continuación se incubó ON con el anticuerpo primario, sobrenadante de cultivo de 

los diferentes hibridomas o suero de ratón diluido en el mismo tampón de bloqueo. Al día 

siguiente, se lavó la membrana con tampón TBS (10 mM Tris-HCl pH 7.5/100 mM NaCl) 
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durante 45 min en agitación. A continuación se incubó con un anticuerpo secundario anti-IgG 

contra ratón conjugado a HRP (BD Biosciencie) en TBS a una concentración de 1ug/ml durante 

30 min en agitación a TA (temperatura ambiente). Se lavó con TBS durante 45 min, y 

finalmente se reveló usando el kit de detección ECL (Amersham). 

Para el análisis por dot blot se cargó 1 μg de proteína directamente sobre membrana de 

nitrocelulosa (Whatman-GE Healthcare). Una vez seca, se bloqueó con un tampón PBS/2.5% 

leche descremada/0.1 % Tween 20 durante 2 h a TA y en agitación. A continuación se incubó 

con el anticuerpo primario durante la noche, sobrenadante de cultivo de los diferentes 

hibridomas o suero de ratón diluido, en el mismo tampón de bloqueo y las mismas 

condiciones. La membrana fue lavada con PBS/ 0.1% Tween 20 durante 30 min en agitación a 

TA. La incubación con el anticuerpo secundario anti-IgG contra ratón conjugado a HRP (BD 

Biosciencie) se llevó a cabo en PBS/0.1 % Tween 20 a una dilución 1/1000 durante 1 h en 

agitación a TA. A continuación, la membrana fue lavada nuevamente con PBS/0.1.% Tween 20 

durante 45 min, y se reveló usando el kit de detección ECL (Amersham). 

 

2.6.2 Detección de anticuerpos IgG e IgM anti-periferina mediante ELISA.  

Para la detección de anticuerpos por ELISA, se prepararon placas de 96 pocillos con la 

proteína recombinante PRPH correspondiente y la proteína GST control, a 10 μg/ml en PBS y 

se incubó ON a 4°C (triplicados por muestra). Al día siguiente se lavó la placa 3 veces con 200 

μl por pocillo de PBS/0.1% Tween 20, y se bloqueó con 100 μL de PBS/1mM EDTA/2.5% BSA 

durante 3 horas a 37°C. Pasado el tiempo de bloqueo, se retiró el tampón y se añadió el 

sobrenadante de hibridoma o el suero de ratón previamente diluidos a la concentración 

correspondiente en tampón de bloqueo, y se incubó ON a 4°C. Al día siguiente, se lavaron las 

placas 3 veces con veces con 200 μl por pocillo de PBS/0.1% Tween 20, y se incubaron 1 h a 

TA con 50 μl de anticuerpo de detección anti-IgG contra ratón conjugado con HRP (1ug/ml) o 

anti-IgM contra ratón conjugado a biotina (1ug/ml). A continuación, se lavó la placa y se 

incubó 1 h a TA con 50μl 0.5 μg/ml de SA-HRP para la detección de anti-IgM. Finalmente, se 

lavaron las placas y se procedió a su revelado añadiendo 100 μl por pocillo de tampón 

sustrato de revelado o-fenilendiamina (OPD, Sigma). La reacción se paró con HCl 3N, y la 

lectura se realizó a 492 nm (Tecan Infinite M200). Para la detección de anticuerpos anti-kappa 

en suero de ratones NOD.TCRα-/-, las placas se cubrieron con proteína de la misma forma, y a 

continuación se incubaron 1 h a TA con 50 μl de anticuerpo de detección 1ug/ml anti-kappa 

contra ratón conjugado a biotina (Jackson Lab). Se lavaron las placas 3 veces con veces con 
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200 μl por pocillo de PBS/0.1% Tween 20 y seguidamente se incubó con una solución de 

avidina conjugada a AKP (Sigma). Finalmente, se lavaron las placas de la misma forma y  

finalmente se procedió a su revelado añadiendo 100 μl por pocillo de sustrato de revelado 

BCIP®/NBT (Sigma). 

 

2.6.3 Detección de periferina fusionada a Ag7 mediante ELISA. 

Para detectar la expresión de PRPH8.3 o PRPH23 fusionadas a Ag7 en posición N o C terminal, 

se prepararon placas de 96 pocillos con avidina a 10 μg/ml en PBS y se incubó ON a 4°C 

(triplicados por muestra). Al día siguiente se lavó la placa 3 veces con 200 μl por pocillo de 

PBS/0.1% Tween y se bloqueó con 100 μL de PBS/1mM EDTA/2.5% BSA durante 3 h a 37°C. 

Pasado el tiempo de bloqueo se retiró el tampón, se añadieron las proteínas Ag7/PRPH 

biotiniladas a una concentración final de 10 μg/ml y se incubó 2 h a TA. Los pasos siguientes 

lavados e incubación con el anticuerpo de detección anti-IgG de ratón conjugado a HRP se 

llevaron a cabo como se explica en el apartado 2 de la sección B.1. 

 

2.6.4 Análisis de la especificidad de anticuerpos mediante ELISA de 

competición. 

Para el desarrollo del ELISA de competición, en primer lugar se titularon los sobrenadantes de 

cultivo de las diferentes líneas de hibridomas y suero de ratones NOD, para seleccionar la 

dilución apropiada para el ensayo, utilizando PRPH 473-495 para la detección de anticuerpos. 

Una vez determinadas, 1/10 en el caso de los hibridomas y 1/300 para suero de NOD, se 

incubaron ON a 4°C con concentraciones crecientes de péptido sintético 0 μM, 1 μM, 10 μM, 

100 μM y 1000 μM, tanto con el péptido PRPH 473-495 específico, como con el péptido no 

relevante PRPH 7.13 utilizado como control. A continuación se prosiguió el ELISA según la 

metodología descrita en el apartado 2 de la sección B.1. 
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2.6.5 Análisis de la especificidad de reconocimiento mediante 

inmunofluorescencia con el neuroblastoma N1E-115. 

Con el objetivo de analizar la capacidad de bloqueo del péptido sintético PRPH 473-495, en la 

unión del mAb 228E1 a PRPH nativa, se realizó una inmunofluorescencia con la línea de 

neuroblastoma murino N1E-115, cedida por el laboratorio del Dr. J. Verdaguer.  

Para ello, se sembraron células sobre cubreobjetos con poli-lisina en placas de cultivo de 24 

pocillos en medio RPMI 10 % FCS, 50 U/ml penicilina, 50 μg/ml estreptomicina, 2 mM 

glutamina, 1 mM piruvato sódico, 50 μM 2-β mercaptoetanol y se incubaron ON a 37°C. A 

continuación se lavaron los pocillos con PBS y se fijaron las células incubando 10 min a TA con 

PBS/4% formaldehido. Se lavó, y se permeabilizó con PBS70.01% Tritón durante 5 min a TA. 

Se lavó nuevamente con PBS y se procedió a la incubación con 50 μl del sobrenadante 228E1 

mAb (dilución 1/10 utilizada en el ELISA de competición) bloqueado ON con el péptido 

PRPH23 100 μM. Como control, se incubaron células con el sobrenadante 228E1 mAb 

(dilución 1/10) bloqueado con 100 μM  de un péptido no relevante 2.5mi, y células con el 

sobrenadante 228E1 sin  bloquear. Al día siguiente, se lavaron las células con PBS y se incubó 

3 h a TA con el anticuerpo secundario de detección Alexa 555 anti-IgG contra ratón 

(Invivogen) a una concentración de 10 μg/ml. A continuación se lavaron las células con PBS, y 

se incubaron 10 min con Hoechst 1:1000 para la tinción de núcleos.  Tras un último lavado en 

PBS y H2O, los diferentes cubres se montaron en portaobjetos añadiendo una gota de medio 

de montaje ProLong®Gold antifading (Life Technologies). Las muestras se analizaron en un 

microscopio de fluorescencia DMIRB (Leica).  

 

2.7 ANÁLISIS CELULAR DE LINFOCITOS B ANTI-PERIFERINA. 

2.7.1 Obtención de muestras celulares de bazo, nódulos pancreáticos y 

peritoneo. 

Para la obtención de muestras celulares, los ratones fueron sacrificados mediante dislocación 

cervical. Primeramente se realizó un lavado peritoneal y a continuación se extrajeron los 

nódulos pancreáticos y el bazo de cada ratón. 

Para el lavado peritoneal se inyectaron 10 ml de tampón de FACS, PBS/2%FCS, por vía 

intraperitoneal. Los nódulos pancreáticos y el bazo de cada ratón se extrajeron y se 
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disgregaron de forma mecánica recogiendo la suspensión celular en tampón de FACS. Una vez 

recogidas todas las muestras, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min. Las muestras de 

nódulos pancreáticos y peritoneo se resuspendieron en tampón FACS. 

Las muestras de bazo fueron lisadas para eliminar los eritrocitos mediante resuspensión en 

tampón de lisis (150 Mm NH4Cl/10 mM NaHCO3/0.1 mM EDTA-Na2 a pH 7.38) e incubación 5 

min a TA. Tras la incubación las muestras fueron lavadas dos veces con 5 ml tampón de FACS 

y resuspendidas finalmente en 1 ml de tampón FACS. 

 

2.7.2 Aislamiento de islotes pancreáticos mediante digestión con colagenasa. 

Se utilizó colagenasa tipo IV (Roche) para digerir el páncreas con el fin de poder aislar los 

islotes; la colagenasa se utilizó a una concentración equivalente a 5 U/ml, junto con DNAasa  

(10 μg/ml) en HBSS (Lonza). El protocolo seguido consistió en inyectar 5 ml de la solución 

colagenasa/DNAasa a través del conducto pancreático. A continuación se extrajeron los 

páncreas y se incubaron 30 min a 37°C. La reacción se paró añadiendo HBSS frío y pipeteando 

sucesivas veces provocando la disgregación mecánica del páncreas. Posteriormente se lavó 2 

veces con HBSS para eliminar los restos de colagenasa y enzimas pancreáticas. Finalmente, se 

resuspendió en medio RPMI media 10 % FCS, 50 U/ml penicilina, 50 μg/ml estreptomicina y 2 

mM glutamina, y se procedió al aislamiento de islotes manual bajo lupa microscópica. 

 

2.7.3 Marcaje de antígenos de superficie y BCR mediante anticuerpos y 

octámeros de periferina. 

2.7.3.1  Muestras de ratón. 

Una vez repartidas las diferentes muestras, se llevó a cabo un bloqueo con avidina 0.5 mg/ml, 

incubando las muestras 1 h a TA. A continuación, se realizó la tinción con los diferentes 

octámeros de Ag7/PRPH y Ag7 control a una concentración final de 8.5 μg/ml durante 15 min 

en hielo. Los octámeros se prepararon previamente incubando las proteínas Ag7/PRPH y 

Ag7/GPI con SA-PE o SA-APC (Columbia Biosciencie) a un ratio final de 5:1 en tampón FACS ON 

o 1 h a 37°C. Posteriormente, las células fueron incubadas con los anticuerpos 

correspondientes durante 30 min a 4 °C.  
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Paneles de anticuerpos utilizados: 

Análisis de linfocitos B anti-PRPH convencionales:  

- Tinción simple: CD19/B220 FITC, Ag7/PRPH o Ag7/GPI PE, CD3 PE-Cy5, F4/80 PE-

Cy5, CD11c PE-Cy5. 

- Tinción doble: CD19/B200 FITC, Ag7/ PRPHC o Ag7/GPI PE y APC, CD3 PE-Cy5, 

F4/80 PE-Cy5, CD11c PE-Cy5. 

    

  Figura 5. Estrategia de detección de linfocitos B anti-PRPH mediante el uso de octámeros de 

Ag7/PRPH 467-507C. En la imagen se muestran la jerarquía de análisis aplicada para la detección de 

linfocitos B específicos, tanto por tinción simple como doble. 

 

Análisis de linfocitos B anti-PRPH Marginales/Foliculares: CD23 FITC, Ag7/PRPH 467-507C o 

Ag7/GPI PE y APC, CD3 PE-Cy5, F4/80 PE-Cy5, CD11c PE-Cy5, CD19 APC-Cy7 y CD21 Pacific 

Blue.  

Análisis de linfocitos B anti-PRPH  B1a y B1b: CD5 FITC, Ag7/PRPH 467-507C o Ag7/GPI PE y 

APC, CD3 PE-Cy5, F4/80 PE-Cy5, CD11c PE-Cy5, CD19 APC-Cy7, Mac-1 Pacific Blue.  

Análisis de linfocitos B anti-PRPH B T1/T2: IgM FITC, Ag7/PRPH 467-507C o Ag7/GPI PE y APC, 

CD3 PE-Cy5, F4/80 PE-Cy5, CD11c PE-Cy5, CD19 APC-Cy7 e IgD Pacific Blue.     
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Figura 6. Clasificación de las diferentes poblaciones de linfocitos B en periferia según marcadores de 

expresión en superficie. Linfocitos B tipo B1: B1a (Mac-1+, CD5+), B1b (Mac-1+, CD5-). Linfocitos B 

transicionales y maduros: T1 (IgM+IgDlow/-), T2 (IgM+IgD+) y M (IgM low/-IgD+). Linfocitos B tipo B2: FO 

(CD23+CD21low/-) y MZ (CD23 low/-CD21+). 

Finalmente, se lavaron las células y se resuspendieron en tampón FACS con ioduro de propidio 

(PI, Sigma) 5 μg/ml para teñir y eliminar las células muertas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    

 

2.7.3.2 Tinción de superficie del hibridoma I6. 

Para realizar este experimento se recogieron las células tras alcanzar una confluencia en 

cultivo del 50-60 %, con el objetivo de garantizar la máxima viabilidad celular. En un primer 

paso, para confirmar la expresión de BCR en superficie, se realizó una tinción con un 

anticuerpo anti-IgG FITC de superficie incubando las células 30 min a 4°C. Finalmente, se 

lavaron las células y se resuspendieron en tampón FACS con ioduro de propidio 5 μg/ml para 

teñir las células muertas. 

Al igual que para las muestras de ratón, la tinción con las diferentes construcciones de  

Ag7/PRPH y sus correspondientes controles, se llevó a cabo tras un bloqueo previo con avidina 

0.5 mg/ml incubando las células 1 h a TA. A continuación se realizó la tinción con los 

Tabla 5. Listado de anticuerpos usados para análisis por 
citometría. En la tabla se muestran los clones de los anticuerpos 
utilizados. Todos ellos fueron adquiridos en Biolegend. 

Anticuerpo Clon
IgG FITC  Poly4053
IgM FITC RMM-1
IgD Pacific Blue 11-26c.2a
CD5 FITC  53-7.3
Mac1 Pacific Blue M1/70
CD21/CD35 Pacific Blue 7E9
CD23 FITC B3B4
B220 FITC RA3-6B2
CD19 FITC/APC Cy7 6D5

CD44 Pacific Blue IM7
CD86 Pacific Blue GL-1
CD3 Pe/Cy5 17A2

CD11cPe/Cy5 N418

F4.80Pe/Cy5 BM8
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octámeros a una concentración final de 20.1 μg/ml durante 15 min en hielo. Los octámeros se 

prepararon tal y como se describe en el apartado anterior, a excepción de los preparados 

para los ensayos de competición donde se incubaron previamente con mAb del sobrenadante 

de cultivo del hibridoma 228E1 ON a una concentración de 20.1 μg/ml.  

 

2.7.3.3 Análisis mediante citometría de flujo. 

 Para el análisis por  FACS, se utilizaron los citómetros de flujo BD FACScan, BD FACScalibur,  BD 

FACScanto II y BD LSRII Fortessa (BD Biosciences). Los resultados fueron analizados con el 

programa FlowJo versión 8.7.1 (Tree star, Inc. 1997- 2008). 

 

2.7.4  Aislamiento de linfocitos B anti-periferina y detección específica de 

secreción de anticuerpos mediante ELISPOT. 

Para llevar a cabo este experimento, se aislaron esplenocitos y células procedentes de 

peritoneo, y se realizó una tinción doble con los octámeros APC-Ag7/ Ag7/PRPH 467-507C  y PE- 

Ag7/ Ag7/PRPH 467-507C, y el panel de anticuerpos FITC anti-CD19, PE-Cy5 anti-CD3, anti-F4/80 

y anti-CD11c, según se describe en el apartado 3.1.  

A continuación se llevó a cabo una separación celular de linfocitos anti-Ag7/PRPH APC+PE+ 

utilizando el separador celular FACSAria (Becton Dickinson, USA). Por otra parte, se prepararon 

las placas de ELISPOT (nitrocellulose bottomed 96-well Multiscreen HA filtration plates; 

Millipore) mediante preincubación ON a 4°C con 80 μg/ml de proteína recombinante PRPH 

429-507  o GST como control. Al día siguiente se realizaron tres lavados con PBS/0.1% Tween 

20 y se bloqueó con 100% FCS durante 3 h a 37°C. Una vez finalizado el proceso de separación, 

se retiró el FCS de los pocillos y se sembraron 4000 células positivas por Ag7/ Ag7/PRPH 467-

507C -APC y -PE, 4000 células B CD19+ (control negativo) y 1000 células del hibridoma I6 

(control positivo) por pocillo en 200 μl de medio RPMI 10 % FCS, 50 U/ml penicilina, 50 μg/ml 

estreptomicina, 2 mM glutamina, 1 mM piruvato sódico, y 50 μM 2-β mercaptoetanol 

suplementado con 2.5 μg/ml of anti-CD40 Ab (Biolegend), a excepción de los pocillos con el 

hibridoma. Las placas de ELISPOT se incubaron durante 72 h a 37°C. A los 3 días de estímulo, se 

lavó la placa tres veces con PBS/0.1% Tween 20 y se incubo 2 h TA con el anticuerpo anti-Ig 

kappa contra ratón conjugado a biotina (Biolegend). Se continuo con el proceso mediante tres 

lavados con PBS/0.1% Tween 20, y se realizó una última incubación con avidin-HRP 

(Bioscience, USA). Finalmente se llevó a cabo el revelado añadiendo sustrato AEC (Sigma-
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Aldrich, Mo, USA) y se paró la reacción con H2O. La lectura de la placa se realizó lector 

automático de ELISPOT (AID EliSpot Autoimmun Diagnostika GmbH). 

 

3  ANALISIS ESTADÍSTICO. 

Para el análisis estadístico de datos se utilizaron los programas  GraphPad Prism 4.0 y 

Statgraphics Centurion.  Todos los valores mostrados en las gráficas representan la media ± 

desviación estándar (SD). 

La comparativa estadística entre los diferentes grupos experimentales se realizó aplicando 

Student t test y ANOVA con un pos-test comparativo de Bonferroni. Para experimentos con 

tamaños muéstrales pequeños se aplicó el test U Mann-Whitney. Valores de p <0.05 son 

considerados estadísticamente significativos.  
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RESULTADOS  

1 IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DEL EPITOPO 

RECONOCIDO POR LINFOCITOS B ANTI-PERIFERINA 

1.1 Determinación de la secuencia del epítopo reconocido por 

hibridomas de células B anti-periferina infiltrantes de islote. 

Con el objetivo de identificar y caracterizar la región antigénica o epítopo presente en la 

periferina (PRPH), en este estudio se generó una librería completa de proteínas recombinantes 

de fusión a glutatión S-transferasa (GST) con diferentes fragmentos de la isoforma más larga 

de la periferina denominada Per 61. En la figura 1 se muestra la estructura general de las 

proteínas. Las diferentes proteínas presentan una región N-terminal formada por una región 

GST, seguida de una región central correspondiente a la secuencia del péptido de PRPH 

expresado y una región C terminal con una secuencia de 6 histidinas.  

 

Figura 1. Esquema general de la estructura de las proteínas recombinantes de periferina. Los diferentes péptidos 

de periferina utilizados en este estudio, se expresaron en la cepa bacteriana E. coli en forma de proteínas 

recombinantes de fusión a GST (glutatión S-transferasa). Dentro de la estructura, el péptido se localiza entre la 

secuencia de GST del extremo N terminal y una secuencia de 6 histidinas localizada en el extremo C terminal. 

 

La proteína GST, de 211 aa de longitud (26 KDa), se expresa de forma soluble en bacterias E. 

coli y puede ayudar a solubilizar proteínas recombinantes. Por este motivo, su fusión a 

cualquier péptido puede favorecer la expresión de este, además de impedir su degradación y 

facilitar el proceso de purificación, al igual que ocurre con la secuencia de histidinas. 

Para la generación de la librería de proteínas recombinantes, se llevó a cabo la clonación de los 

diferentes fragmentos dentro del vector final de expresión pAK-1 entre la secuencia de la GST 

y la secuencia de histidinas.  A continuación, las proteínas fueron expresadas en E. coli y 

purificadas secuencialmente con glutatión S-sefarosa y Ni-NTA agarosa. 
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Con el objetivo de facilitar la comprensión y seguimiento del estudio se ha asignado una 

nomenclatura a las diferentes proteínas recombinantes generadas. En la tabla 1, se muestra la 

nomenclatura de cada péptido y la región dentro de la periferina donde se localizan. 

 

Tabla 1. Nomenclatura de las proteínas recombinantes de periferina generadas en este estudio. En la columna de 

la izquierda se indica el nombre asignado a cada proteína, y en la columna de la derecha el aminoácido y la posición 

del primer y último residuo de la isoforma Per 61 de la proteína. 

 

El estudio inicial de antigenicidad de los diferentes fragmentos se llevó a cabo mediante 

análisis por Western Blot (WB). Para ello, se utilizó un repertorio de hibridomas de células B 

anti-PRPH procedentes del infiltrado de islotes pancreáticos, cedidos por el Dr. J. Verdaguer. 

En la tabla 4 de la sección de materiales y métodos se listan las diferentes líneas de hibridomas 

de células B utilizados en este estudio. 

En un primer paso se generó una librería de 8 péptidos solapantes desde el extremo N 

terminal al C terminal. Una vez obtenidas las diferentes proteínas, se llevó a cabo un análisis 

Nomenclatura 

Proteínas Recombinantes 

Secuencia  

de aa 

PRPH 1-84 M1-F84 

PRPH85-140 S85-E140 

PRPH129-193 L129-K193 

PRPH182-239 A182-E239 

PRPH230-293 E230-S293 

PRPH282-386 K282-E386 

PRPH375-450 N375-E450 

PRPH429-507 I429-Y507 

PRPH 429-466 I429-Q466 

PRPH 446-485 P446-E485 

PRPH 467-507 D467-Y507 

PRPH 486-507 K486-Y507 

PRPH 478-507 T478-Y507 

PRPH 467-495 T478-Y507 

PRPH 476-490 I476-E490 

PRPH 481-495 T481-Q495 

PRPH 473-495 M473-Q495 

PRPH 475-495 L477-Q495 

PRPH 477-495 L477-Q495 

PRPH 475-493 R475-Q493 

PRPH 475-491 L475-S491 
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mediante SDS-PAGE (figura 2) con el objetivo de verificar su correcta expresión. El tamaño de 

todas las proteínas resultó ser el correcto, a excepción del fragmento PRPH 1-84, donde se 

observó una expresión truncada o parcial de la proteína.  

Una vez expresadas y purificadas todas las proteínas, se llevó a cabo un análisis por WB con el 

mAb del sobrenadante de cultivo del hibridoma I6, uno de los 20 hibridomas generados en el 

laboratorio del Dr. J. Verdaguer que reconocen PRPH. Como se observa en la parte inferior de 

la figura 2, de todas las regiones de la PRPH expresadas únicamente fue reconocida la región 

de los últimos 79 aa de la región C-terminal denominada PRPH 429-507. 

 

 

 

Figura 2. El epítopo de la periferina se localiza en los 

últimos 79 aa de la región C terminal. En la parte 

superior de la figura, se muestra el análisis por SDS-PAGE 

al 12.5% de las diferentes proteínas recombinantes 

expresadas y purificadas. En la parte inferior, se puede 

observar el resultado del WB llevado a cabo con el mAb 

del hibridoma anti-PRPH, I6. 

 

 

 

 

 

En un segundo paso, con el objetivo de delimitar la secuencia del epítopo, se diseñó una 

segunda librería de proteínas recombinantes de la región C terminal. Inicialmente, se 

generaron 3 nuevas proteínas solapantes de aproximadamente 40 aa de longitud, cubriendo la 

secuencia completa de PRPH 429-507 (figura 3A). Estas proteínas recibieron el nombre de 

PRPH 429-466, PRPH 446-485 y PRPH 467-507.  Una vez expresadas y purificadas, se llevó a 

cabo un análisis mediante WB con el mAb del sobrenadante del hibridoma I6. Como se 

muestra en figura 3B, de los tres fragmentos, únicamente PRPH 467-507 fue reconocido por el 

hibridoma I6, delimitando así el epítopo a los últimos 41 aminoácidos de la región C terminal 

de la periferina.  
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Figura 3. El epítopo de la periferina reconocido por el hibridoma I6 se localiza en la región L475-S491 de la 

proteína. A. Esquema orientativo de la localización de los péptidos analizados dentro de la secuencia de PRPH 429-

507. B. En la parte superior de la figura, se muestra el análisis por SDS-PAGE al 12.5% de la expresión de las 

diferentes proteínas recombinantes generadas. En la parte inferior, se puede observar el resultado de WB realizado 

con el mAb del hibridoma anti-PRPH I6. En negrita se señalan las secuencias reconocidas por el hibridoma. 

 

 

Como se puede observar en la figura 3A, a continuación se generaron nuevas proteínas 

recombinantes con péptidos de menor tamaño, que cubrían diferentes regiones de PRPH 467-

507. Estas proteínas recibieron el nombre de PRPH 486-507, PRPH 478-507, PRPH 467-495, 

PRPH 476-490, PRPH 481-495, PRPH 473-495, PRPH 475-495, PRPH 477-495, PRPH 475-493 y 

PRPH 475-491. Una vez expresadas y purificadas, se llevó a cabo un análisis por WB con el mAb 

de I6. El resultado final, mostrado en la figura 3B, reveló la presencia de una secuencia 

consenso de reconocimiento de 17 aa, localizada en la región L475-S491 de la periferina, 

presente en las proteínas PRPH 467-495, PRPH 473-495, PRPH 475-495, PRPH 475-493 y PRPH 

475-491. 

Una vez definida la secuencia del epítopo, y con el objetivo de determinar si la respuesta 

frente a esta región está restringida únicamente al hibridoma I6, o se trata de una respuesta 

generalizada frente a la proteína, se analizó el patrón de reconocimiento del resto de 

hibridomas de células B anti-PRPH (Tabla 4-sección materiales y métodos). Para ello, se llevó a 

cabo un análisis mediante dot blot con las proteínas PRPH 429-507, PRPH 467-507, PRPH 473-

495 y PRPH 475-491, y los mAbs del sobrenadante de cultivo de las diferentes líneas. Como se 

puede observar en la figura 4, los resultados confirmaron que todos los clones de hibridomas 
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reconocen la misma región L475-S491, apuntando así a la presencia de un epítopo dominante 

dentro de la periferina.  

 

Figura 4. Las diferentes líneas de 

hibridomas generados a partir de 

linfocitos B infiltrantes de islotes 

pancreáticos reconocen la secuencia 

L475-S491 localizada en la región C 

terminal de la PRPH. En la imagen se 

muestra el resultado del dot blot llevado 

a cabo con las proteínas PRPH 429-507, 

PRPH 467-507, PRPH 473-495, PRPH 475-

491 y la proteína control GST. Los mAb 

de los clones utilizados, se indican en la 

parte derecha cada imagen. 
 

Por otra parte, aunque todos los mAbs de las líneas reconocen la misma región, la longitud de 

la secuencia del epítopo parece ser determinante en la capacidad de unión de los anticuerpos. 

Como se puede observar en la figura 5, el análisis comparativo mediante ELISA de los 

fragmentos PRPH 429-507, PRPH 467-507, PRPH 473-495 y PRPH 475-491, revela como el 

péptido mínimo presente en la proteína PRPH 475-491, es peor reconocido por los mAb de las 

líneas de hibridomas I6, H161 y H259B, comparado con los de mayor longitud. Este resultado 

podría indicar que la secuencia mínima del epítopo es reconocida con menor afinidad, 

probablemente debido a la ausencia de algún residuo importante en el reconocimiento. 

 

Figura 5. La longitud del epítopo presente en la PRPH determina la capacidad de unión de los anticuerpos. Análisis 

por ELISA del reconocimiento de las regiones PRPH 429-507, PRPH 467-507, PRPH 473-495 y PRPH 475-491,  con  los 

mAb de los clones H6, H161 y H259B. Los datos mostrados (media ± SD) proceden de la sustracción previa de los 

valores obtenidos para la proteína control GST, y son representativos de 3 experimentos independientes. El análisis 

estadístico aplicado es el modelo ANOVA de un factor (***P < 0.001, *P < 0.05). 
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1.2 El epítopo presente en la periferina es de tipo lineal y de baja 

afinidad.  

Los análisis por WB llevados a cabo en este estudio con las diferentes proteínas 

recombinantes, se desarrollaron bajo condiciones desnaturalizantes mediante previo 

calentamiento de las muestras. Por lo tanto, y bajo estas condiciones, podríamos decir que la 

naturaleza del epítopo presente en la PRPH sería de tipo no conformacional o lineal. Con el 

objetivo de verificar la linealidad del epítopo, se llevó a cabo un análisis mediante ELISA con la 

proteína PRPH 429-507 en presencia o ausencia de urea 8 mM, agente desnaturalizante 

químico. Para ello se utilizó el sobrenadante del hibridoma I6. Como se puede observar en la 

figura 6, el tratamiento con urea no afecta al reconocimiento de la proteína, por lo que 

podemos decir que se trata de un epítopo lineal.  

 

 

Figura 6. El epítopo presente en la PRPH es lineal. Análisis por ELISA del 

reconocimiento de la proteína PRPH 429-507 por el mAb del hibridoma I6, 

en presencia de urea 8 mM o en estado nativo. Los datos mostrados (media 

± SD) proceden de la sustracción previa de los valores obtenidos para la 

proteína control GST, siendo representativos de 3 experimentos 

independientes. El análisis estadístico aplicando es el modelo ANOVA de un 

factor. 

 

 

Para demostrar la especificidad de unión de los anticuerpos frente a los péptidos de periferina, 

dado que estos podrían reconocer otras regiones de la proteína recombinante, se llevaron a 

cabo diferentes experimentos. Por una parte, se realizaron ensayos de competición mediante 

ELISA con los mAb de los hibridomas I6, 228E1 y 259B. En estos experimentos, se utilizó la 

proteína PRPH 473-495 para la detección. Para ello, se llevó a cabo un bloqueo inicial de los 

mAb, con concentraciones crecientes de péptido sintético soluble PRPH 473-495, utilizando 

como control un péptido irrelevante a las mismas concentraciones. Como se puede ver en la 

figura 7, el péptido sintético PRPH 473-495 fue capaz de inhibir al 100%  la unión de los mAbs 

de las diferentes líneas de hibridoma a la proteína PRPH 473-495, confirmando así que los 

anticuerpos secretados por estos hibridomas anti-PRPH reconocen específicamente el péptido 

y no otras regiones de la proteína.  
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Como se puede observar en la gráfica, la inhibición alcanza valores del 100%  a 

concentraciones de péptido altas (1mM aproximadamente), lo que podría indicar que los 

anticuerpos reconocen el epítopo presente en esta región con baja afinidad. 

 

 
Figura 7. El péptido sintético PRPH 473-495 es capaz de inhibir la unión de los mAb I6, 228E1 y 259B frente a la 

proteína recombinante PRPH 473-495. ELISA de competición llevado a cabo con proteína PRPH 473-495 pegada a 

placa. Los Abs de las líneas I6, 228E1 y 259B utilizados para la detección fueron incubados previamente con 

diferentes concentraciones del péptido sintético PRPH 473-495, y un péptido irrelevante como control. Los valores 

mostrados (media ± SD) son representativos de tres experimentos independientes.  

 

En una segunda aproximación experimental, y con el objetivo de analizar la capacidad de 

bloqueo del péptido PRPH 473-495, en la unión de los anticuerpos a periferina expresada en 

forma nativa, se llevó a cabo un ensayo de competición mediante inmunofluorescencia. Para 

ello, se utilizó la línea de neuroblastoma N1E-115 que expresa periferina en el citoesqueleto. El 

experimento se realizó con el sobrenadante del hibridoma 228E1, bloqueando los mAbs con  

péptido sintético PRPH 473-495 o un péptido irrelevante a 100μM. Como se puede observar en 

la figura 8, el péptido PRPH 473-495 compite de forma específica con la PRPH nativa,  

inhibiendo al 100% la unión del anticuerpo. 

 

Figura 8. El péptido PRPH 473-495 inhibe la 

unión del mAb del hibridoma 228E1 a la 

periferina expresada en la línea celular N1E-115. 

En la imagen se muestra el ensayo de 

competición mediante inmunofluorescencia 

bloqueando la unión del mAb 228 con el péptido 

PRPH 473-495, un péptido irrelevante o PBS. La 

detección se llevó a cabo con un anticuerpo 

secundario anti-IgG de ratón Alexa 555 (color 

rojo). En azul se muestra la tinción de núcleos 

celulares con Hoechst. Las imágenes mostradas          

son representativas de tres experimentos independientes. 



 RESULTADOS 
 

95 
 

Para finalizar, y teniendo en cuenta que en este estudio no se ha podido analizar el 

reconocimiento frente a los primeros 84 aa de la periferina, los resultados obtenidos en este 

apartado confirman que los linfocitos B procedentes del infiltrado de islotes pancreáticos 

reconocen de forma común, un epítopo lineal de 17 aa de longitud localizado en la región 

L475-S491 del extremo C-terminal de la periferina. Estos datos concuerdan con el trabajo 

publicado por la Dr. C. Puertas [167], donde el análisis del reconocimiento de los hibridomas 

anti-PRPH aislados del infiltrado pancreático, revelo que únicamente reconocían las isoformas 

Per58 y Per61. Como se puede observar en la figura 9, los últimos 6 aa del epítopo mínimo 

presente en PRPH 475-491, se encuentran truncados en la isoforma Per 56 de la periferina 

debido a un proceso de procesamiento alternativo, lo que explicaría este resultado. 

 

 

Figura 9. El epítopo L475-S491 de la periferina, se encuentra presente únicamente en las isoformas Per58 y Per61 

de la proteína. Esquema de la estructura de las diferentes isoformas de la PRPH. La isoforma Per56 presenta la 

secuencia del epítopo truncada debido a procesos de splicing alternativo de la proteína. 
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2 ESTUDIO DE LA RESPUESTA HUMORAL ANTI-PERIFERINA EN 

RATONES NOD Y CEPAS RESISTENTES A DT1       

2.1 Determinación del desarrollo e isotipo de la respuesta de 

anticuerpos anti-periferina generada en ratones NOD.  

Una vez determinada la secuencia del epítopo, utilizando como herramienta principal los 

hibridomas procedentes de linfocitos B anti-PRPH infiltrantes de islotes, se llevó a cabo un 

análisis de la respuesta de anticuerpos generada frente a la periferina en ratones. Para ello, se 

analizaron por ELISA sueros de ratones de 24 semanas de edad utilizando las proteínas PRPH 

85-140, PRPH 129-193, PRPH 182-239, PRPH 5 230-293, PRPH 6 282-386, PRPH 375-450 y PRPH 

429-507. La detección se realizó con anticuerpos secundarios anti-IgG y anti-IgM de ratón. 

Como se puede observar en la figura 10, en ratones NOD existe una respuesta predominante 

de anticuerpos con isotipo IgG frente a la proteína PRPH 429-507, reconocida también por los 

hibridomas anti-PRPH. Por el contrario, la respuesta de anticuerpos IgM anti-PRPH es casi 

indetectable tanto a 5 semanas (datos no mostrados) como a 24 semanas.  

 

 

Figura 10. Los ratones NOD desarrollan una respuesta IgG frente a la proteína recombinante PRPH 429-507 de la 

periferina. ELISA de detección de anticuerpos IgG (izquierda) e IgM (derecha) en suero de hembras NOD de 24 

semanas de edad frente a las proteínas PRPH 85-140, PRPH 129-193, PRPH 182-239, PRPH 5 230-293, PRPH 6 282-

386, PRPH 375-450 y PRPH 429-507. Los datos mostrados (media ± SD) son representativos de 3 experimentos 

independientes. Los valores obtenidos para la proteína GST control han sido sustraídos previamente. El análisis 

estadístico aplicado es el modelo de ANOVA de un factor (***P < 0.001, **P < 0.01,  *P < 0.05). 

 

Con el objetivo de confirmar la especificidad anti-PRPH de los anticuerpos IgG detectados en 

suero de ratones NOD, se llevó a cabo un ELISA de competición. Para ello, se bloquearon los 

anticuerpos de suero de ratones de 24 semanas, con concentraciones crecientes de péptido 
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sintético PRPH 473-495, y un péptido no relevante como control. En este experimento, se 

utilizó proteína PRPH 473-495 pegada a placa. Como se puede observar en la figura 11, el 

péptido sintético PRPH 473-495, es capaz de inhibir la unión de los anticuerpos IgG de ratones 

NOD a la proteína PRPH 473-495. Nuevamente la inhibición de la unión, alcanza casi el 100% a 

altas concentraciones de péptido, de forma similar a los resultados obtenidos con los mAb de 

los diferentes hibridomas, indicando que en ratones NOD la respuesta de anticuerpos anti-

periferina tendría un perfil de baja afinidad. 

 

Figura 11. El péptido sintético PRPH 473-495 es capaz de inhibir la unión de 

los anticuerpos IgG presente en suero de ratones NOD. ELISA de competición 

con diferentes concentraciones de péptido sintético PRPH 473-495 y péptido 

irrelevante como control. La detección es llevada a cabo con proteína 

recombinante PRPH 473-495 pegada a placa. Los valores mostrados (media ± 

SD) son representativos de tres experimentos independientes.  

 

 

 

Con el objetivo de estudiar el desarrollo de esta respuesta de anticuerpos, se analizaron los 

niveles de IgG presentes en suero de ratones NOD de diferentes edades. Para ello, se llevó a 

cabo un análisis de suero de hembras y machos de ratones NOD de 5, 7, 14 y 24 semanas de 

edad, mediante ELISA. Para la detección se utilizó proteína PRPH 429-507 pegada a placa. 

 

Figura 12. La respuesta Ig G anti-PRPH detectada en suero de ratones NOD aumenta con la edad. ELISA de 

detección de anticuerpos IgG en suero de machos y hembras NOD de 5, 7, 14 y 24 semanas de edad frente a la 

proteína PRPH 429-507. Los datos mostrados en forma de unidades relativas (UR) en cada punto y edad, son la 

media ± SD de los valores obtenidos para 5 ratones independientes, tras la previa sustracción de los valores 

obtenidos para la proteína control GST.  
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Como se puede observar en la figura 12, la presencia de anticuerpos anti-PRPH es detectable al 

menos a partir de las primeras 5 semanas del desarrollo, y en el caso de las hembras parece 

aumentar con la edad. 

2.2 Análisis de los niveles de anticuerpos anti-periferina en cepas de 

ratones resistentes a diabetes tipo 1. 

La generación de una respuesta IgG de anticuerpos anti-PRPH en ratones NOD de forma 

temprana, y su incremento durante el desarrollo, podría ser reflejo del proceso de infiltración 

y destrucción de los islotes pancreáticos.  Con el objetivo de analizar esta relación, se llevó a 

cabo un análisis de anticuerpos anti-PRPH en suero de diferentes cepas de ratones resistentes 

a la diabetes. En este experimento, se analizó la respuesta en ratones NOR (no desarrollan ni 

insulitis, ni DT1), ratones procedentes del cruce F1 [NODxNOR] (desarrollan insulitis, pero no 

DT1) y ratones C57BL/6. Para ello, se obtuvo suero de ratones entre las 3 y 31 semanas de 

edad, y se analizó la presencia de anticuerpos frente a la proteína recombinante PRPH 429-

507. Estos experimentos fueron realizados en colaboración con el laboratorio del Dr. J. 

Verdaguer. 

Figura 13. La respuesta de anticuerpos anti-PRPH se desarrolla también en cepas de ratones resistentes a 

diabetes. ELISA de detección de anticuerpos IgG frente a la proteína PRPH 429-507, en suero de hembras y machos 

NOD/Ltj, NOR, F1 [NODxNOR] y C57BL/6, de 3, 5, 7, 12, 20 y 31 semanas de edad. Los valores se muestran en forma 

de unidades relativas (RU), y proceden de la sustracción previa de los valores obtenidos para la proteína control GST 

y la estandarización frente a los valores obtenidos con un anticuerpo anti-histidinas. En cada barra se representa la 

media ± SD de 5 ratones. El análisis estadístico aplicado es el modelo de ANOVA de un factor (***P < 0.001, **P < 

0.01,  *P < 0.05).  
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Como se puede observar en la figura 13, las diferentes cepas de ratones resistentes a diabetes 

analizadas en este estudio, desarrollan una respuesta de anticuerpos anti-PRPH. De forma 

similar a la respuesta detectada en ratones NOD, las hembras parecen desarrollar una 

respuesta superior comparado con los machos. Sin embargo, el fondo genético NOD parece 

condicionar la susceptibilidad al desarrollo temprano de esta respuesta, pues en ratones 

C57BL/6 no emparentados genéticamente con estos, los anticuerpos se detectan de forma 

más tardía a partir de las 12 semanas. Por tanto, la respuesta de anticuerpos anti-PRPH parece 

no estar vinculada con el proceso de infiltración destructiva de islotes, lo que indica que podría 

tratarse de una respuesta natural de anticuerpos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que 

en ratones NOD la presencia temprana de anticuerpo anti-PRPH, podría favorecer el proceso 

de destrucción de células β pancreáticas. 

 

2.3 Inducción de anticuerpos anti-periferina en ratones NOD tras 

inmunización con proteína recombinante PRPH 429-507. 

Con el objetivo de analizar la capacidad de respuesta in vivo de los linfocitos B anti-PRPH, se 

llevaron a cabo experimentos de inmunización de ratones NOD de 12 semanas con 2 dosis de 

100 μg de proteína GST-PRPH 429-507 en presencia de CAF (Complete Freund’s Adjuvant) en la 

primera inmunización, y 100 μg de proteína en presencia de IAF (Incomplete Freund’s 

Adjuvant) en la segunda a los 21 días. Como control se utilizaron ratones naive de la misma 

edad.  Los ratones fueron sacrificados a los 6 días, y se analizaron los niveles de anticuerpos 

IgG en suero frente a la proteína recombinante PRPH 467-507, y la proteína control GST 

mediante ELISA. Como se puede observar en la figura 14, la inmunización con proteína PRPH 

467-507 (derecha) induce la producción de anticuerpos anti-PRPH de forma débil comparado 

con la respuesta de anticuerpos  desarrollada frente a GST (izquierda). 
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Figura 14. La inmunización de ratones NOD con proteína PRPH 429-507 induce una débil respuesta de anticuerpos 

IgG anti-periferina en suero. ELISA de detección de anticuerpos Ig G en suero de hembras NOD/Ltj de 12 semanas 

de edad inmunizadas con dos dosis de 100 μg de proteína recombinante PRPH 429-507, a 0 y 21 días, en presencia 

de adyuvante CAF e IAF respectivamente. Para la detección de anticuerpos se utilizó la proteína PRPH 467-507. A la 

izquierda de la figura, se muestra la gráfica de detección de anticuerpos anti-GST y a la izquierda la de anticuerpos 

anti-PRPH. Los datos representados son la media ± SD de los valores obtenidos para un total de 5 ratones por 

grupo; en el caso de los anticuerpos anti-PRPH, se han sustraído previamente los valores obtenidos para la proteína 

GST control. El análisis estadístico aplicado es el modelo de ANOVA de un factor (***P < 0.001).  

2.4 Respuesta de anticuerpos anti-periferina en ratones transgénicos 

NOD TCRα -/- . 

Con el objetivo de analizar la importancia de la contribución de los linfocitos T en la respuesta 

anti-PRPH, se llevó a cabo el análisis de esta respuesta en ratones NOD TCRα-/-. Esta cepa de 

ratones presenta una mutación a nivel de los genes de expresión de la cadena α del TCR que 

impide el correcto desarrollo y la maduración de linfocitos T αβ. Se analizaron mediante ELISA 

los niveles de anticuerpos frente a la proteína PRPH 429-507, en ratones de 9 semanas de 

edad. Como se puede observar en la figura 15, estos ratones presentan una menor respuesta 

de anticuerpos en suero comparado con ratones control NOD de la misma edad, lo que 

pondría de manifiesto la colaboración de los linfocitos T y B en la respuesta. 

Figura 15. Los ratones NOD.TCRα -/- desarrollan una respuesta deficiente de 

anticuerpos anti-PRPH. ELISA de detección de anticuerpos anti-PRPH frente a la 

proteína PRPH 429-507, en suero de machos NOD/LtJ y NOD.TCRα -/- de 9 

semanas. Los datos representados son la media ± SD de los valores obtenidos 

para 5 ratones por grupo. Los valores obtenidos para la proteína GST control 

han sido sustraídos previamente. El valor de p se ha calculado mediante análisis 

estadístico por t de Student.  
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3 ESTUDIO DE LA RESPUESTA CELULAR ANTI-PERIFERINA EN EL 

MODELO DE RATON NOD  

3.1 Desarrollo de moléculas octaméricas para el estudio de linfocitos B 

anti-periferina. 

 

Con el objetivo de analizar el desarrollo de la respuesta de linfocitos B  ex vivo,  en este estudio 

se desarrollaron múltiples estrategias direccionadas a la generación de moléculas de detección 

específica de linfocitos B anti-PRPH. 

En una primera aproximación, se generaron tetrámeros con la proteína recombinante PRPH 

429-507 conjugada a moléculas de estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE). La tinción de linfocitos B 

resultante mostró un elevado ruido de fondo, posiblemente debido a la unión inespecífica de 

linfocitos B a la región GST de la proteína. En un segundo intento, se generó por un lado 

monómero de péptido sintético PRPH 475-491 conjugado directamente a FITC, y por otro, 

tetrámeros de péptido sintético PRPH 475-491 conjugados SA-PE. Ambas estrategias 

fracasaron tiñendo linfocitos B, posiblemente debido a la baja afinidad de los anticuerpos por 

el epítopo. 

Para aumentar la valencia de unión del anticuerpo-péptido y solventar el problema de la baja 

afinidad, se desarrolló una nueva molécula en forma de octámero con los péptidos presentes 

en las proteínas PRPH 467-507 y PRPH 473-495. Para ello y usando las construcciones y 

tecnología utilizadas en la producción de tetrámeros de clase II de nuestro laboratorio, se 

fusionaron estas secuencias de PRPH a la cadena α y β de la molécula Ag7, en posición N y C 

terminal según se explica en el apartado 1.2 de la sección de materiales y métodos. 

Las diferentes estructuras generadas, así como las moléculas control de cada una de ellas se 

muestran en la figura 16. Como se puede observar, esta estructura presenta una región de 

unión a biotina que permite su conjugación a moléculas de estreptavidina fluorescentes. Una 

vez conjugados los dímeros con la estreptavidina, se generan moléculas finales en forma de 

octámero con los péptidos PRPH 473-495 o PRPH 467-507.  
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Figura 16. Esquema de la estructura de los 

octámeros de periferina en posición C terminal y N 

terminal y sus correspondientes moléculas  

control. Los fragmento PRPH 467-507 y PRPH 473-

495, están fusionados a la región C o N terminal de 

la cadena α y β de la molécula de clase II Ag7. La 

cadena α contiene una secuencia de unión a biotina 

con capacidad de unirse a una moléculas 

fluorescentes de estreptavidina (SA-PE) generando 

así estructuras finales en forma de octámero.  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 Validación de los octámeros de periferina para estudios de 

detección de linfocitos B anti-periferina ex vivo en ratones NOD. 

Una vez expresadas y purificadas las diferentes construcciones Ag7/PRPH 467-507 y Ag7/PRPH 

473-495 y sus correspondientes controles, se procedió al análisis de su reconocimiento y 

funcionalidad. En la figura 17, se puede observar un gel con las diferentes proteínas 

purificadas. 

 

Figura 17. SDS-PAGE de las diferentes proteínas fusionadas a Ag7 en posición C y N terminal, y sus 

correspondientes controles. En la tabla de la parte inferior, se muestra la secuencia de la PRPH expresada y en 

negrita se resalta la localización dentro de la secuencia del epítopo L475-S491. 
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En un primer paso se analizó mediante ELISA el reconocimiento de las proteínas por los 

anticuerpos IgG presentes en suero de ratones NOD de 24 semanas de edad. Como se puede 

observar en la gráfica de la figura 17, los anticuerpos presentes en suero reconocen las 

estructuras Ag7/PRPH 467-507 y Ag7/PRPH 473-495 tanto en posición N como C terminal, 

aunque frente a esta última se detecte una menor señal. A la derecha, se muestra el 

reconocimiento de las proteínas por los anticuerpos de suero mediante Dot Blot.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Los péptidos de periferina fusionados a moléculas de Ag7 son reconocidos por el hibridoma anti-PRPH 

I6 y los anticuerpos presentes en suero de ratones NOD.  En la imagen de la izquierda, se muestra el resultado del 

análisis del reconocimiento de las proteínas por el mAb del sobrenadante anti-PRPH I6. En la gráfica de la derecha, 

se muestra mediante ELISA el reconocimiento de anticuerpos IgG de suero de ratones NOD de 24 semanas frente a 

las diferentes proteínas. Las proteínas se unieron a placa mediante interacción avidina-biotina. Los datos 

representados son la media ± SD de los valores obtenidos por pocillo. 

 

Tras comprobar el reconocimiento de las proteínas generadas, a continuación se llevó a cabo 

la tinción de superficie del hibridoma I6 con los diferentes octámeros conjugados a SA-PE. El 

análisis de las células se realizó mediante citometría de flujo. Como se puede observar en la 

figura 19, la molécula Ag7/PRPH 467-507 en posición C terminal es capaz de unirse a la 

superficie del hibridoma, mientras su correspondiente control es negativo. Sin embargo, en el 

caso de la molécula Ag7/ PRPH 467-507 en posición N terminal, a pesar de unirse a la superficie 

del hibridoma, no se puede diferenciar del ruido de fondo de la molécula control, lo que la 

invalida para su uso. Como se puede observar en la figura, las construcciones con el péptido 

PRPH 473-495 no se unen al hibridoma, posiblemente debido a un problema de accesibilidad 

al epítopo dentro de la estructura. 

Para todas las moléculas, se probaron diferentes condiciones de tinción, variando el tiempo, 

temperatura y concentración, con el objetivo de optimizar la tinción.  
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Figura 19. Tinción del hibridoma anti-PRPH I6 con octámeros de periferina. En la parte derecha de la figura, se 

muestra el histograma del análisis de la expresión de IgG de superficie del hibridoma. En la parte izquierda, se 

muestran los histogramas resultantes de la tinción con las diferentes construcciones octaméricas de periferina 

conjugadas a estreptavidina-PE. 

La tinción inicial observada con las moléculas Ag7/PRPH 467-507 C a pesar de ser positiva, es 

poco intensa, probablemente debido a la inestabilidad del hibridoma y a la pérdida de 

expresión de BCR de superficie. Por este motivo, se decidió realizar una selección por 

citometría de las células más positivas. Como se puede observar en la figura 20, tras el proceso 

de separación celular, el hibridoma I6 se tiñe más intensamente con los octámeros Ag7/PRPH 

467-507 C. Por otra parte, y para verificar la unión específica del octámero a la superficie de las 

células, se realizó un experimento de tinción control con la línea de células pre-B E300.19. 

Como se puede observar en la figura 20 resultó ser negativa. Por tanto, este resultado 

confirma que la unión del octámero a la superficie del hibridoma I6, no es aleatoria sino que 

está determinada por la especificidad del BCR de superficie. 

Figura 20. Especificidad de Ag7/PRPH 

467-507C por el hibridoma I6. A la 

izquierda, se muestra la tinción de la 

línea pre-B E300.19 con los octámeros 

de Ag7/PRPH 467-507C. A la derecha, 

la tinción obtenida tras realizar un 

sorting del hibridoma I6 con el 

octámero Ag7/PRPH 467-507C. Ag7/GPI 

Ct es la molécula control de la tinción. 



 RESULTADOS 
 

105 
 

Con el objetivo de demostrar la unión específica del octámero al BCR de superficie, se llevó a 

cabo un experimento de bloqueo de la tinción. Para ello, se incubaron previamente los 

octámeros Ag7/PRPH 467-507C y Ag7/GPI, con el mAb del sobrenadante del hibridoma anti-

PRPH 228E1. Como se puede observar en la figura 21, el mAb 228E1 es capaz de bloquear la 

unión de los octámeros Ag7/PRPH 467-507C al BCR de superficie del hibridoma I6, lo que 

demuestra que ambas inmunoglobulinas reconocen el epítopo presente en la molécula 

octamérica. 

Figura 21. El mAb del hibridoma 228E1 bloquea la unión de octámeros 

Ag7/PRPH 467-507C al BCR de superficie del hibridoma I6. En el 

histograma se muestra la unión de las construcciones Ag7/PRPH 467-507C 
y Ag7/GPI sin bloquear (líneas continuas) y bloqueadas con  el 

monoclonal de la línea 228E1 (líneas discontinuas) a la superficie del 

hibridoma anti-PRPH I6. 

 

 

Una vez analizada la especificidad de unión de los octámeros Ag7/PRPH 467-507C a la superficie 

del hibridoma I6, se llevó a cabo un análisis de detección de linfocitos B CD19 en nódulos 

pancreáticos, bazo y peritoneo de hembras de ratones NOD de 7 semanas. Como se puede 

observar en la figura 22, Ag7/PRPH 467-507C es capaz de detectar linfocitos B anti-PRPH que 

varían en porcentaje según el órgano. Así pues, en nódulos pancreáticos se detecta un 0.09%, 

en bazo un 0.07%  y en peritoneo un 0.38%. El porcentaje mostrado está referenciado a la 

población linfocitos B CD19 totales.  

 

Figura 22. Los octámeros Ag7/PRPH 467-507C 
detectan linfocitos anti-PRPH en diferentes órganos 

de los ratones NOD.  Tinción de nódulos pancreáticos, 

bazo y peritoneo de hembras de ratón NOD de 7 

semanas de edad. Análisis por citometría de flujo, 

utilizando el panel de anticuerpos CD19+, CD8-, CD4, 

F4/80-, PI-  y  octámeros  Ag7/PRPH 467-507C o 

Ag7/GPI  control,  conjugados a SA-PE.  
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Por tanto, estos resultados muestran como los octámeros Ag7/PRPH 467-507C son 

herramientas útiles en la detección de poblaciones de linfocitos B anti-PRPH en ratones NOD. 

Como se puede observar en la figura 23, la técnica de tinción no está exenta de ruido de 

fondo. Este ruido puede proceder del reconocimiento del fluorocromo, la estreptavidina u 

otras regiones de la molécula, aunque en principio los análisis por ELISA no detectan en suero 

de ratones anticuerpos frente a la molécula control.  

Con el objetivo de reducir el ruido de fondo introducido por los fluorocromos, se llevó a cabo 

una doble tinción con octámeros Ag7/PRPH 467-507C  y Ag7/GPI, conjugados a PE y APC. 

 

 

Figura 23. La doble tinción con octámeros 

Ag7/PRPH 467-507C conjugados a dos 

fluorocromos diferentes reduce el ruido de fondo 

de la técnica. Tinción de linfocitos  B de peritoneo 

de hembras de ratón NOD de 7 semanas de edad 

utilizando el panel de anticuerpos CD19+, CD8-, 

CD4-, F4/80-  y PI- , y los octámeros Ag7/PRPH 467-

507C o Ag7/GPI control conjugados a PE y APC. 
 

 

Como se puede observar en la figura 23, la tinción específica de linfocitos B con la molécula 

Ag7/PRPH 467-507C, se mantiene mientras el ruido de fondo de la molécula control se reduce. 

 

Por último, con el objetivo de demostrar la especificidad anti-PRPH de los linfocitos B 

marcados con octámeros Ag7/PRPH 467-507C en ratones NOD, se llevó a cabo un ensayo de 

ELISPOT con linfocitos B previamente purificados por separación celular mediante doble 

tinción con octámeros de Ag7/PRPH 467-507C en PE y APC. Para la detección se utilizó la 

proteína recombinante PRPH 429-507. Tras la separación celular, se sembraron por pocillo 

4000 células CD19 anti-PRPH purificadas, 4000 células CD19 totales como control negativo, y 

1000 células del hibridoma I6 como control positivo, estimuladas con anticuerpo anti-CD40. 

Tras 72 horas de cultivo se analizó la secreción de anticuerpos.  

Como se puede observar en la figura 24, solamente el hibridoma anti-PRPH y los linfocitos B 

purificados con los octámeros de Ag7/PRPH 467-507C, secretan anticuerpos capaces de 

reconocer la proteína recombinante PRPH 429-507.  
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Figura 24. ELISPOT de linfocitos B anti-PRPH purificados con octámeros Ag7/PRPH 467-507C. En este experimento, 

se cultivaron linfocitos B CD19 anti-PRPH procedentes de la separación celular mediante doble tinción con 

octámeros Ag7/PRPH 467-507C PE y APC, linfocitos B CD19 totales como control negativo y células de hibridoma I6 

como control positivo. Las células se estimularon durante 72 horas en presencia de anticuerpo anti-CD40, en placas 

con proteína PRPH 429-507 y proteína GST control unida a membrana. La detección de anticuerpos se llevó a cabo 

con anticuerpo anti-kappa. La gráfica superior muestra los valores (media ± SD) representativos de uno de dos 

experimentos.  El análisis estadístico aplicado es el modelo de ANOVA de dos factores (***P < 0.001).  
 

En conjunto, estos experimentos demuestran que la técnica de detección con octámeros 

Ag7/PRPH 467-507C, es válida para el estudio de linfocitos B anti-PRPH. 

 

3.3 Estudio de la distribución de linfocitos B anti-periferina durante el 

desarrollo de la DT1.  
Con el objetivo de analizar el desarrollo de la población de linfocitos B anti-PRPH en ratones 

NOD, se llevó a cabo un análisis de la frecuencia de estos linfocitos a 4, 6, 8 y 15 semanas de 

edad en bazo, nódulos pancreáticos y peritoneo. En paralelo, también se analizó el infiltrado 

celular de islotes pancreáticos de ratones NOD de 5, 10 y 15 semanas de edad. Las muestras 

obtenidas se procesaron por citometría de flujo, utilizando un panel de anticuerpos específico 

para linfocitos B compuesto por CD19+, CD8-, CD4-, F4/80- , PI-  y  octámeros Ag7/PRPH 467-

507C y Ag7/GPI control.  

El análisis de la frecuencia de linfocitos B anti-PRPH muestra la presencia de estos linfocitos en 

todos los órganos analizados en el estudio, a partir de las 4 semanas de edad (figura 25A). Tal 

como se observó anteriormente con la respuesta de anticuerpos, las hembras presentan 
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frecuencias superiores de linfocitos B anti-PRPH, comparado con los machos. Como se puede 

observar en la gráfica de peritoneo, las frecuencias detectadas en esta región son muy 

superiores a las observadas en el resto de compartimentos analizados, alcanzando 

sorprendentemente valores de hasta un 0.5% en hembras de 15 semanas de edad.  

 

 
 

Figura 25. Estudio de la frecuencia de linfocitos B anti-PRPH durante el desarrollo de ratones NOD. A. Análisis por 

citometría de flujo de la frecuencia y evolución de la población de linfocitos B anti-PRPH en nódulos pancreáticos, 

bazo y peritoneo de hembras de ratón NOD de 4, 6, 8 y 15 semanas de edad. Panel de anticuerpos utilizados CD19+, 

CD8-, CD4-, F4/80-  y PI-  y  octámeros  Ag7/PRPH 467-507C o Ag7/GPI control. Los porcentajes se muestran dentro 

de la población total de linfocitos CD19, una vez sustraídos los valores del octámero control Ag7/GPI. El valor de p se 

ha calculado mediante análisis estadístico por t de Student. B. Análisis de la evolución de la población de linfocitos B 

anti-PRPH y de linfocitos B totales, dentro del infiltrado de islotes pancreáticos de ratones NOD de 5, 10 y 15 

semanas, utilizando el mismo panel de anticuerpos. A la derecha, se muestra una tinción de islotes pancreáticos a 

15 semanas de edad. 

 

Por otra parte, se observó un aumento progresivo de la frecuencia de esta población en 

nódulos pancreáticos y peritoneo hasta las 15 semanas de edad. A nivel de islotes pancreáticos 

(figura 25B), en ratones de 5 semanas de edad no se pudieron detectar células anti-PRPH 

presentes en el infiltrado, pero si a partir de las 10 de edad, con una frecuencia del 0.15% que 

se mantiene constante hasta las 15 semanas de edad. En la figura 25C, se muestra un ejemplo 

de tinción de islotes con octámeros Ag7/PRPH 467-507C. 
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3.4 Análisis del fenotipo y estado de activación de la población de 

linfocitos B anti-periferina presente en ratones NOD. 

La elevada frecuencia de linfocitos anti-PRPH en peritoneo comparado con otros órganos 

podría relacionar a esta población con el compartimento de linfocitos B de tipo B1. Con el 

objetivo de caracterizar la naturaleza de esta población, se llevó a cabo un análisis de fenotipo 

en ratones NOD de 7 y 10 semanas. Para ello, se utilizaron 2 paneles de anticuerpos, el panel I 

con los marcadores IgD e IgM, con el objetivo de determinar el estado de maduración de las 

células en fase transicional T1 (IgM+IgD-) o T2 (IgM+IgD+), y el panel II, con los marcadores 

Mac1 y CD5, para detectar poblaciones de células B tipo B1 (Mac+, CD5+ [B1a] o CD5-[B1b]) y 

tipo B2 (Mac1-, CD5-). Ambos paneles comparten un marcaje común con anticuerpos CD19+, 

CD8-, CD4-, F4/80-  y PI-,  y  doble marcaje con octámeros  Ag7/PRPH 467-507C PE y APC. 

Como se puede observar en la la figura 26A, los octámeros Ag7/PRPH 467-507C PE detectan 

linfocitos B anti-PRPH transicionales de tipo 1 (IgM+IgD-) en bazo y peritoneo. Por otra parte, 

en todos los compartimentos se detectan linfocitos B anti-PRPH transicionales de tipo 2 

(IgM+IgD+), y en torno a un 50% en bazo y nódulos pancreáticos, y un 30% en peritoneo, 

parecen haber entrado en el compartimento de linfocitos B maduros. Curiosamente a esta 

edad en peritoneo, se detectan entorno a un 5% de linfocitos negativos para los marcadores 

IgD e IgM, que parecen haber sufrido procesos de cambio de isotipo. En experimentos 

paralelos, se intentó comprobar la presencia de linfocitos B anti-PRPH IgG, dado que es la 

respuesta mayoritaria detectada en suero de ratones, pero debido a la reactividad cruzada con 

otros isotipos, los resultados no fueron concluyentes.  

 

Por otra parte, el análisis del infiltrado de islotes pancreáticos de ratones NOD de 10 semanas 

de edad (figura 26C), reveló la presencia de aproximadamente un 68% de linfocitos B anti-

PRPH en estado transicional tipo 2 y un 19% en estado de linfocito maduro.  No se detectó la 

presencia de linfocitos B con signos de activación y cambio de isotipo en este compartimento, 

al menos a esta edad. Es importante destacar que el estudio mediante la detección con 

octámeros, se restringe a linfocitos B que presentan inmunoglobulinas de superficie, por lo 

que si estas células con perfil IgG estuvieran en fase terminal de célula plasmática, no 

podríamos detectar la respuesta. 
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Por otra parte, como se muestra en la parte inferior de la figura 26A, la población de linfocitos 

B anti-PRPH detectados con octámeros de Ag7/PRPH 467-507C se distribuye de forma 

heterogénea entre poblaciones de tipo B2 y tipo B1. En el caso de peritoneo nicho natural de 

poblaciones B1, en torno a un 50% presentan fenotipo B2, mientras un 35% presenta 

marcadores de linfocitos B1. Las poblaciones de linfocitos B1 se caracterizan por su capacidad 

de auto-renovación y como ya se ha explicado anteriormente por la secreción de anticuerpos 

naturales y autoanticuerpos. Este resultado reforzaría la idea de que el peritoneo podría ser un 

nicho de linfocitos B anti-PRPH secretores de anticuerpos autoreactivos de isotipo IgG o de 

linfocitos B anti-PRPH de memoria tipo B2. 

Por otra parte, a nivel del infiltrado de islotes pancreáticos de ratones NOD de 10 semanas 

(figura 26C), pese a detectar la presencia linfocitos B tipo B1, únicamente se han podido 

Figura 26. Fenotipo de los linfocitos B anti-PRPH detectados en ratones NOD. A y B. Análisis por citometría de 

flujo, de células anti-PRPH presentes en nódulos pancreáticos, bazo y peritoneo de hembras de ratón NOD de 7 

semanas de edad. Panel de la parte inferior IgD+ e IgM+, panel de la parte superior Mac1+ y CD5+. Panel de 

anticuerpos común CD19+, CD8-, CD4-, F4/80-  y PI-  y  doble marcaje de octámeros  Ag7/PRPH 467-507C PE y APC. 

C. Análisis por citometría de flujo del  infiltrado de islotes pancreáticos de ratones NOD de 10 semanas de edad. 

Panel de la parte superior IgD+ e IgM+, panel de la parte inferior Mac1+ y CD5+. Panel de anticuerpos común 

CD19+, CD8-, CD4-, F4/80-  y PI- , y doble marcaje de octámeros Ag7/PRPH 467-507C PE y APC. 
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detectar linfocitos anti-PRPH de tipo B2. Por tanto, este resultado indica que pese a la 

heterogeneidad de esta población, únicamente la respuesta de linfocitos B2 estaría 

relacionada con el proceso de infiltración de los islotes. 

 

Por otra parte, se llevó a cabo el análisis de la distribución de los linfocitos anti-PRPH dentro 

del compartimento de linfocitos B foliculares (CD23+CD21-) y linfocitos B marginales (CD23-

CD21+). Para ello, se analizaron muestras de bazo de ratones NOD de 7 semanas con el panel 

de anticuerpos CD23+, CD21+ CD19+, CD8-, CD4-, F4/80-  y PI-,  y doble marcaje con octámeros  

Ag7/PRPH 467-507C  PE y APC. Como se puede observar en la figura 27, la población de 

linfocitos B anti-PRPH presenta una distribución heterogénea entre ambos compartimentos. 

 

 

 

Figura 27. Distribución de los linfocitos B anti-PRPH dentro del compartimento de linfocitos B foliculares y 

marginales.  Análisis de la población de linfocitos B foliculares y marginales anti-PRPH en bazo de hembras de ratón 

NOD de 7 semanas. Panel de anticuerpos utilizados para el análisis CD23+, CD21+ CD19+, CD8-, CD4-, F4/80-  y PI-,  

y  doble marcaje con octámeros Ag7/PRPH 467-507C PE y APC. A la izquierda de la imagen, se muestra un ejemplo 

de tinción, y a la derecha una gráfica comparativa de la frecuencia de distribución de los linfocitos B anti-PRPH y la 

población de linfocitos B CD19 total. La gráfica muestra los valores (media ± SD) de un grupo de 5 ratones.  El 

análisis estadístico aplicado es el modelo de ANOVA de 1 factor (***P < 0.001).  
 

 

Por último, se analizó el estado de activación de los linfocitos anti-PRPH en bazo, nódulos 

pancreáticos y peritoneo. Para ello, se analizó la expresión de la molécula CD86 (B7.2) 

implicada en señales de activación,  y la expresión de CD44 molécula de adhesión implicada en 

procesos de migración. Para este experimento, se utilizaron hembras NOD de 7 semanas de 

edad. Como se puede observar en la figura 28, la expresión de CD86 es similar en todos los 

compartimentos. A nivel de CD44, los linfocitos anti-PRPH de peritoneo presentan una mayor 

expresión comparado con el resto de órganos y la población general de linfocitos CD19, lo que 

podría indicar que los linfocitos B anti-PRPH son células con una elevada capacidad de 

recirculación y migración hacia otros tejidos. 
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Figura 28. Expresión de CD86 y CD44 en linfocitos B anti-PRPH Análisis de la expresión de CD44 y CD86 en células 

anti-PRPH por citometría de flujo, en nódulos pancreáticos, bazo y peritoneo de hembras de ratón NOD de 7 

semanas de edad. El panel de anticuerpos utilizado comprende CD44+, CD86+ CD19+, CD8-, CD4-, F4/80-, PI-, y 

doble marcaje con octámeros  Ag7/PRPH 467-507C PE y APC. Los valores representados proceden del análisis de 3 

ratones. El experimento mostrado, es representativo de 2 experimentos independientes. 

  

 

3.5 Detección de linfocitos anti-periferina en ratones resistentes a 

diabetes  C57BL/6. 

En este apartado, se llevó a cabo el análisis de la frecuencia de la población de linfocitos anti-

PRPH, en el modelo de ratón C57BL/6. Los ratones C57BL/6, tal y como observamos 

previamente, presentan una respuesta de anticuerpos anti-PRPH más tardía que los NOD. 

Como se puede observar en la figura 29, el análisis en paralelo de los compartimentos de bazo 

y peritoneo de ratones C57BL/6 de 7 semanas de edad, revelo la presencia de una frecuencia 

de linfocitos B anti-PRPH significativamente menor, de casi la mitad, en ratones C57BL/6 con 

respecto a NOD.  

Por lo tanto, pese a que la respuesta anti-PRPH se desarrolla en ambas cepas de forma 

independiente al proceso de la DT1, se encuentra incrementada tanto a nivel celular como 

humoral en ratones NOD, lo que podría contribuir al desarrollo del proceso autoinmunitario. 
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Figura 29. La frecuencia de linfocitos B anti-PRPH es significativamente menor en ratones C57BL/6 comparado 

con ratones NOD.  Detección de células anti-PRPH en bazo y peritoneo de hembras de ratón NOD y C57BL/6  de 7 

semanas de edad. Panel de anticuerpos CD19+, CD8-, CD4-, F4/80-  y PI-  y  octámeros  Ag7/PRPH 467-507C o Ag7 

/GPI control. Los porcentajes se muestran dentro de la población total de linfocitos CD19, tras haber sustraído 

previamente los valores del octámero control.  La gráfica muestra los valores (media ± SD) de un grupo de 5 ratones 

por cepa. El valor de p se ha calculado mediante análisis estadístico por t de Student.  
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4 IMPLICACIÓN DE LA POBLACIÓN DE LINFOCITOS B ANTI-PERIFERINA 

EN DT1 

4.1 Aumento de linfocitos B anti-periferina en peritoneo de ratones 

NOD diabéticos. 

Mediante el análisis de la frecuencia de la población anti-PRPH en peritoneo de ratones NOD, 

se observó la presencia de una elevada dispersión en la frecuencia de esta población en 

ratones de 15 semanas, edad a la cual muchas hembras debutan como diabéticas.  

Por este motivo, y con el objetivo de confirmar la relación de estas variaciones con el estado 

de la enfermedad, se analizaron los niveles de glucosa en orina de ratones de 15 semanas y se 

establecieron dos grupos, uno diabético y otro pre-diabético. Posteriormente, se analizó la 

frecuencia y el número total de linfocitos anti-PRPH presentes en peritoneo. Como muestra la 

figura 30, el grupo de ratones diabéticos presentaba un mayor número de linfocitos anti-PRPH 

en peritoneo, comparado con el grupo control de ratones pre-diabéticos. Estos resultados 

podrían indicar una implicación del compartimento peritoneal en el desarrollo de la 

enfermedad. 

 

 

Figura 30.  Los linfocitos B anti-PRPH se acumulan preferencialmente en el peritoneo de ratones diabéticos. 

Análisis por citometría del lavado peritoneal de hembras de ratón NOD de 15 semanas de edad pre-diabéticas y 

diabéticas. Panel de anticuerpos CD19+, CD8-, CD4-, F4/80-  y PI-, y  octámeros  Ag7/PRPH 467-507C o Ag7 /GPI 

control. Los porcentajes se muestran dentro de la población total de linfocitos CD19, tras haber sustraído 

previamente los valores del octámero control. La gráfica muestra los valores (media ± SD) de un grupo de 5 ratones 

por grupo experimental.  El valor de p se ha calculado mediante análisis estadístico por t de Student.
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DISCUSIÓN 

Los linfocitos B intervienen de forma activa en el desarrollo de diversos procesos 

autoinmunitarios como artritis, lupus y diabetes tipo 1 (DT1). En el caso de la DT1, se han 

descrito múltiples autoantígenos implicados en el desarrollo de la enfermedad como la 

insulina, GAD-65 o IA-2 [163]. La presencia de autoanticuerpos frente a estas proteínas se 

considera como un importante marcador de predicción y diagnóstico de la DT1 en humanos. La 

secuencia y naturaleza de los epítopos reconocidos por linfocitos B presentes en estas 

proteínas ha sido descrita en numerosos trabajos [209, 212] .  

La periferina (PRPH) es una proteína perteneciente al grupo de filamentos intermedios, con 

expresión en neuronas del sistema nervioso periférico como células de Schwann y en células 

del sistema endocrino como las células β-pancreáticas.  La presencia de anticuerpos frente a 

PRPH, fue descrita por primera vez a principios de los años 90 en ratones diabéticos NOD [204,  

213], y más recientemente en pacientes diabéticos afectados por diferentes neuropatías [134]. 

Aunque hasta el momento se desconoce su papel dentro de la DT1, un estudio reciente llevado 

a cabo por el equipo del Dr. J. Verdaguer [167], ha revelado la presencia de linfocitos B anti-

PRPH en el infiltrado de islotes pancreáticos de ratones NOD, susceptibles al desarrollo de 

diabetes, y en ratones F1 [NOD × NOR] y F1 [NOD × NOR]-8.3, que a pesar de no desarrollar 

diabetes presentan insulitis. La presencia de linfocitos B anti-PRPH en ratones resistentes a 

diabetes, apuntaría a la posible implicación de esta población en los pasos iniciales de 

destrucción de las células β pancreáticas. Estos resultados junto con trabajos que apuntan al 

desarrollo de una respuesta temprana en islote frente a elementos nerviosos [156], refuerzan 

la idea de que la periferina podría ser un autoantígeno con un papel importante en el inicio de 

la respuesta autoinmunitaria.  

Dada la importancia del estudio de esta población, en este trabajo se ha llevado a cabo un 

análisis para determinar y caracterizar la secuencia de epítopos presentes en la periferina, para 

posteriormente mediante el desarrollo de una innovadora técnica de marcaje específico de 

linfocitos B anti-PRPH, analizar la evolución y fenotipo de esta población durante el desarrollo 

de ratones NOD. 

Estudios previos sobre la especificidad de los linfocitos B infiltrantes de islote [167], muestra 

como la mayoría de linfocitos B anti-PRPH reconocen únicamente dos de las tres isoformas 

generadas por procesamiento alternativo, Per 58 y Per61.  Dado que la diferencia existente 

con la tercera isoforma más corta Per56, son los últimos 21 aa del extremo C terminal, este 

trabajo postuló la presencia de un epitopo dentro de esta región. En concordancia con estos 
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resultados, el análisis de antigenicidad de la isoforma Per61 llevado a cabo en este trabajo, 

revela que la mayoría de los mAbs secretados por los diferentes hibridomas de linfocitos B 

anti-PRPH infiltrantes de islote analizados, reconocen un epítopo lineal mínimo de 17 aa de 

longitud localizado en la región L475-S491 del extremo C terminal de la periferina.  

Posteriormente, mediante el análisis de anticuerpos en suero de ratones NOD de diferentes 

edades, hemos comprobado que la respuesta frente a este epítopo es detectable también en 

periferia. Sin embargo, y a pesar de que estos resultados muestran la presencia de un epítopo 

dominante dentro de esta región, es necesario tener presente que este análisis no tiene en 

cuenta los posibles epítopos conformacionales presentes en la proteína en estado nativo, ni en 

los primeros 84 aa de la región N-terminal, debido a su expresión truncada en el sistema 

bacteriano utilizado. Por tanto,  podemos descartar el desarrollo de una repuesta de linfocitos 

B anti-periferina frente otros epítopos de origen conformacional o localizados en la región N 

terminal de la proteína.  

El análisis de la respuesta de anticuerpos anti-PRPH en ratones NOD a diferentes edades, 

muestra el desarrollo de una respuesta mayoritaria en suero de tipo IgG, detectable a partir de 

las 3 semanas de edad, que aumenta de forma progresiva con la edad del animal. Por el 

contrario, la presencia de anticuerpos IgM anti-PRPH en estos ratones es casi indetectable.  

Por otra parte, se ha observado que durante el desarrollo de la respuesta anti-PRPH las 

hembras presentan un mayor título de anticuerpos comparado con machos. En este sentido, 

estudios llevados a cabo por el grupo de la Dra. B. Diamond muestran la importancia de los 

receptores de estrógenos en la regulación del desarrollo y supervivencia de los linfocitos B 

autoreactivos, de manera que los estrógenos podrían aumentar los niveles de Bcl2 

favoreciendo la supervivencia de linfocitos B autoreactivos [214]. 

La presencia de linfocitos B anti-PRPH infiltrantes en cepas de ratones resistentes a diabetes 

con insulitis, F1 [NOD × NOR] y F1 [NOD × NOR]-8.3, pone de manifiesto la importancia de la 

respuesta frente a esta proteína durante las primeras etapas de inflamación de los islotes. Con 

el objetivo de analizar la relación entre el proceso de insulitis y la respuesta de linfocitos B 

anti-PRPH, en este trabajo hemos llevado a cabo un análisis comparativo de la respuesta de 

anticuerpos detectada en suero de ratones NOD, que desarrollan insulitis y diabetes, ratones 

NOR resistentes a diabetes, sin desarrollo de insulitis, ratones F1 [NODxNOR] resistentes a 

diabetes, pero con desarrollo de insulitis, y ratones C57BL/6 que no desarrollan ni diabetes ni 

insulitis. Los resultados obtenidos, muestran la presencia de una respuesta anti-PRPH de tipo 

IgG en todas las cepas analizadas, aunque hay que señalar que en el caso de la cepa C57BL/6, 

los anticuerpos anti-PRPH se detectan de forma más tardía, a partir de las 12 semanas de 

edad. Un estudio reciente corrobora nuestros resultados, al describir la presencia de 
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anticuerpos anti-PRPH en otras cepas de ratones resistentes a la diabetes, conejos y humanos 

[215].  

Por tanto, a pesar de que la respuesta autoreactiva de linfocitos B anti-PRPH parece no estar 

relacionada exclusivamente con el proceso de infiltración de islotes, podría estar aumentada 

en ratones con susceptibilidad a procesos autoinmunitarios. En este sentido, se ha descrito el 

desarrollo de otros procesos autoinmunes como sialitis en las cepas de ratones NOD y NOR. 

Los niveles de expresión de periferina pueden aumentar en situaciones de inflamación 

mediadas por citocinas pro-inflamatorias como la IL-6 [216], así como en situaciones de 

regeneración postraumática [217]. Estos datos junto con estudios que demuestran la 

presencia de una remodelación del sistema nervioso simpático del páncreas en ratones de 3 

semanas de edad [153], nos llevan a pensar que el aumento de expresión de periferina 

durante este proceso podría ser una fuente de autoantígeno, favoreciendo la captación de 

periferina por parte de los linfocitos B y la presentación a linfocitos T CD4 autoreactivos que 

podrían colaborar y activar a los linfocitos B anti-PRPH, induciendo procesos de cambio de 

isotipo en estas células. Esta hipótesis se basa en estudios recientes, donde se ha descrito la 

presencia de linfocitos anti-PRPH en islotes pancreáticos con signos de hipermutación 

somática o maduración de afinidad [208]. Hay que señalar que tras la captación del antígeno, 

el proceso de presentación podría darse in situ o tener lugar en otras regiones. Se ha descrito 

que los nódulos pancreáticos son la principal región implicada en la presentación de antígenos 

β-pancreáticos y en la activación de linfocitos T CD4 autoreactivos [181], y además se ha 

demostrado que la presencia de linfocitos B en esta región es necesaria para el desarrollo de 

esta respuesta [182]. No obstante, a pesar de los indicios que apuntan a una colaboración 

estrecha con los linfocitos T CD4, hay que tener en cuenta que el cambio de isotipo de 

linfocitos B, podría ser mediado también por la interacción con células dendríticas del entorno, 

a través de un mecanismo independiente de la interacción CD40-CD40L [218].  

El análisis de la respuesta de anticuerpos de suero de ratones NOD.TCRα-/- deficientes en 

linfocitos T CD4, muestra la presencia de una respuesta de anticuerpos anti-PRPH disminuida 

comparada con ratones NOD, lo que reforzaría la idea de estar ante una respuesta de tipo T-

dependiente.  

A pesar de ello, con los resultados obtenidos hasta el momento no podemos descartar que la 

respuesta anti-PRPH, pueda tratarse también de una respuesta T-independiente mediada por 

autoanticuerpos naturales de tipo IgG. Los autoanticuerpos naturales son producidos 

principalmente por linfocitos de tipo B1, y se sabe que participan en el mantenimiento de la 

homeostasis de tejidos y el aclaramiento de proteínas liberadas al entorno extracelular 

durante procesos de senescencia y apoptosis [219]. Se ha descrito la presencia de anticuerpos 
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naturales frente a otras proteínas del citoesqueleto, como actina o tubulina [220]. Un posible 

indicio de que los anticuerpos anti-PRPH forman parte del repertorio de anticuerpos naturales, 

es el resultado obtenido en los experimentos de competición con el péptido PRPH 473-495, 

donde se observa la baja afinidad de los anticuerpos detectados en suero de ratones NOD y 

secretados por los hibridomas I6, 228E1 y H259B, una característica común con los anticuerpos 

naturales. 

Posiblemente la población natural de linfocitos B autoreactivos anti-PRPH en condiciones 

normales o de no autoinmunidad, contribuye al mantenimiento natural de la homeostasis de 

diferentes tejidos. En situaciones de apoptosis inducida por procesos de inflamación 

acompañada de defectos a nivel inmunitario, podría convertirse en una población con un 

papel potencialmente patogénico que podría contribuir al proceso de destrucción del tejido. 

En ratones NOD, se ha descrito un defecto en la capacidad de fagocitosis de los macrófagos 

[221], lo que implicaría una deficiencia en el proceso de aclaramiento de proteínas liberadas al 

entorno extracelular.  

Uno de los objetivos planteados en este trabajo de tesis, ha sido el desarrollo de una estrategia 

de marcaje y detección específica de linfocitos B, que nos permitiese analizar en detalle la 

población de linfocitos B anti-PRPH, para comprender mejor su naturaleza y su 

comportamiento durante el desarrollo de la DT1 en ratones NOD.  

Para ello, se generaron múltiples construcciones y se analizó su capacidad de unión mediante 

citometría, usando como herramienta de análisis el hibridomas I6, uno de los clones de 

linfocitos B anti-PRPH aislados del infiltrado de islote con expresión de BCR en superficie.  

Tras múltiples intentos, conseguimos obtener una molécula con capacidad de unión a la 

superficie del hibridoma I6. Esta molécula que recibe el nombre de Ag7/PRPH 467-507C, se 

compone fundamentalmente de dos copias del péptido 467-507, fusionadas en posición C 

terminal a las cadenas α y β del complejo mayor de histocompatibilidad I-Ag7. Tras la 

biotinilación de la cadena α y la conjugación a moléculas fluorescentes de SA, se generan 

estructuras octaméricas fluorescentes.  

Paralelamente al desarrollo de la molécula Ag7/PRPH 467-507C, se generó también una 

segunda molécula con la secuencia 473-495 de la periferina en posición C terminal que recibió 

el nombre de Ag7/PRPH 473-495C. A pesar de ser reconocida por los anticuerpos presentes en 

suero de ratones NOD mediante ELISA, a nivel de detección por citometría el resultado fue 

negativo. Una posible explicación a la no funcionalidad de esta molécula, podría residir en las 

diferencias de afinidad observadas por ELISA entre las proteínas PRPH 467-507 y PRPH 473-

495. En paralelo a estas construcciones, se generaron dos moléculas homólogas donde las 

secuencias de los péptidos se localizan en posición N terminal, Ag7/PRPH 467-507N y Ag7/PRPH 
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473-495N. En este caso, pese a presentar un patrón similar de reconocimiento mediante ELISA, 

la unión inespecífica de la molécula control desarrollada Ag7Nt descartó su posterior uso para 

estudios de detección. 

El diseño de esta estrategia aparentemente más compleja a las utilizadas por otros 

investigadores hasta el momento [193,196,197],  se llevó a cabo tras comprobar en una serie 

de experimentos paralelos, que la tinción directa con péptidos de periferina o proteínas 

recombinantes conjugadas a fluorocromos no funcionaba, bien debido a la baja afinidad de los 

receptores de superficie en el caso de los péptidos, o al elevado ruido de fondo introducido 

por la proteína GST en el caso de las proteínas recombinantes.  

Apoyándonos en los datos que muestran la baja afinidad de los anticuerpos, esta técnica 

proporciona una ventaja añadida puesto que el aumento de valencia de los octámeros, 

favorecería la unión estos linfocitos B autoreactivos de baja afinidad. La dirección de esta 

estrategia es similar a la aplicada en la generación de tetrámeros de MHC de clase I y clase II, 

para el estudio de linfocitos T CD8 y CD4 autoreactivos respectivamente, en el contexto de 

enfermedades autoinmunes [222]. El desarrollo de una técnica similar con estructuras 

tetraméricas de péptido, ha demostrado ser eficaz en la detección y caracterización de la 

respuesta de linfocitos B anti–dsDNA desarrollada en pacientes afectados por lupus [198] .  

Con el objetivo de comprobar la especificidad de unión de las moléculas de Ag7/PRPH 467-507C 

al receptor de los linfocitos B anti-PRPH, se ha llevado a cabo un proceso de análisis meticuloso 

demostrando la capacidad de estas moléculas, para detectar frecuencias de linfocitos B 

discretas pero específicas en ratones naive NOD. Uno de los experimentos más determinantes 

de la especificidad de las moléculas, ha sido la comprobación mediante ELISPOT de la 

especificidad de reconocimiento de los anticuerpos secretados por linfocitos B purificados con 

octámeros de Ag7/PRPH 467-507C, frente a la proteína recombinante PRPH 429-507. Por otra 

parte, hemos demostrado como la unión de los octámeros de Ag7/PRPH 467-507C al hibridoma 

I6 puede ser bloqueada por los anticuerpos del hibridoma 228E1, y de forma más importante 

aún, como el péptido sintético PRPH 473-495 es capaz de bloquear la unión de los anticuerpos 

secretados por el hibridoma 228E1 a la proteína periferina nativa expresada en la línea de 

neuroblastoma N1E-115. 

Tras la validación de los octámeros de Ag7/PRPH 467-507C, realizamos un análisis previo de 

detección en diferentes compartimentos del ratón NOD. La frecuencia de linfocitos B anti-

PRPH detectable en bazo, nódulos pancreáticos y peritoneo de ratones NOD, a pesar de ser 

discreta era superior a los valores detectados con la molécula control Ag7/GPI. 

A continuación se analizó el desarrollo de esta población en estos compartimentos, utilizando 

para ello grupos de ratones NOD, de entre 4 y 15 semanas de edad. Los resultados revelaron, 
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al igual que ocurre con el desarrollo de la respuesta de anticuerpos, una frecuencia superior de 

linfocitos anti-PRPH en hembras con respecto a machos, y un aumento progresivo de esta 

población en nódulos pancreáticos y peritoneo. La frecuencia de linfocitos B anti-PRPH 

detectada en peritoneo, fue muy superior a la presente en el resto de compartimentos, 

alcanzando valores de hasta un 0.6% en ratones de 15 semanas de edad. Estos resultados 

inicialmente no esperados, nos trasladaron nuevamente a la idea de que la naturaleza de esta 

población de linfocitos B podría ser de tipo B1, puesto que el peritoneo es la región donde se 

localizan de forma preferencial estas poblaciones. 

Con el objetivo de caracterizar la naturaleza de esta población, se llevó a cabo un análisis del 

fenotipo. Los resultados obtenidos tras el análisis de la expresión de moléculas específicas de 

estas poblaciones, CD5 y Mac1, revelaron la presencia de una población de linfocitos B anti-

PRPH heterogénea dentro de este compartimento. Mientras en peritoneo se detecta un 35% 

de linfocitos B1 (CD5+/-Mac1+) y un 65% de linfocitos B2 (CD5-Mac1-), en el resto de 

compartimentos analizados como bazo, nódulos pancreáticos e islotes las poblaciones 

mayoritarias detectadas son de tipo B2.  Por tanto, pese a las evidencias que apuntarían a la 

posible naturaleza B1 de esta población, parece que, al menos en ratones NOD se desarrollan 

ambas repuestas. Esta dualidad poblacional, podría explicarse con el modelo de selección, que 

propone el origen común de ambas poblaciones. Según este, señales de fuerte intensidad 

estarían relacionadas con la diferenciación a linfocitos B1, mientras que señales de intensidad 

intermedia o débil dirigirían los linfocitos hacia el compartimento B2 [72]. Por tanto, los 

octámeros Ag7/PRPH 467-507C, serían una herramienta de gran utilidad a la hora de 

comprender los mecanismos que subyacen a la diferenciación poblaciones autoreactivas en 

ratones NOD. 

A pesar de que la respuesta anti-PRPH de tipo B1 está minoritariamente representada en los 

ratones NOD, hay que tener presente que podrían desarrollar una función importante dentro 

de la DT1. Estudios llevados a cabo por el equipo del Dr. JW Thomas han demostrado la 

importancia de los linfocitos B1 peritoneales en el desarrollo de la DT1, de forma que la 

eliminación de esta población mediante lisis hipotónica se traduce en una disminución del 

infiltrado pancreático y de la DT1 en ratones NOD [179]. 

Con el objetivo de analizar la distribución de esta población dentro del compartimento B2, en 

este trabajo, se llevó a cabo un análisis de la distribución de los linfocitos B anti-PRPH dentro 

de las subpoblaciones de linfocitos FO CD23+CD21- y MZ CD23-CD21+ presentes en bazo. Los 

resultados obtenidos, revelaron la presencia de linfocitos B anti-PRPH esplénicos en ambos 

compartimentos. Aproximadamente un 15% de los linfocitos anti-PRPH presentan un fenotipo 

marginal, mientras que el porcentaje mayoritario presente en bazo es de tipo folicular, lo que 
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nuevamente indicaría la importancia de la señalización a través del BCR en la maduración y 

diferenciación de esta población autoreactiva. 

Investigaciones recientes han descrito la presencia de linfocitos B MZ en islotes pancreáticos, 

capaces de procesar y presentar antígenos de insulina activando linfocitos T CD4 in vitro [178]. 

Actualmente, en este estudio no hemos podido confirmar la presencia de linfocitos B anti-

PRPH con fenotipo MZ en esta región, pese a que ha sido descrita la presencia de poblaciones 

MZ en islotes. Sin embargo, si se ha podido detectar la presencia de linfocitos anti-PRPH de 

tipo B2 (Mac1-CD5-), dentro del infiltrado de islotes, lo que indica la importancia este fenotipo 

poblacional dentro de la respuesta anti-islote.  

Por otra parte, con el objetivo de analizar los compartimentos involucrados en la activación y 

cambio de isotipo de esta población en ratones NOD, se llevó a cabo un análisis de la expresión 

de IgM e IgD de superficie. Los resultados obtenidos, revelaron la presencia de linfocitos B 

anti-PRPH en bazo, nódulos pancreáticos e islotes pancreáticos sin signos aparentes de cambio 

de isotipo. Sin embargo, es necesario señalar que el análisis llevado a cabo con los octámeros 

de Ag7/PRPH 467-507C, detecta solamente linfocitos B naive o de memoria con expresión de 

BCR de superficie, por lo que linfocitos en etapas posteriores de diferenciación a célula 

plasmática, donde hay una internalización del receptor, escaparían a la detección mediante 

esta técnica. Sin embargo, los resultados del análisis de expresión de IgM e IgD en la superficie 

de linfocitos B anti-PRPH localizados en la región peritoneal ratones NOD, muestran como 

alrededor de un 5 % de estos linfocitos parece haber sufrido procesos de cambio de isotipo. 

Estos resultados nos llevan a pensar, que los linfocitos B anti-PRPH con isotipo IgG2b 

detectados en islotes de ratones NOD en trabajos previos [208] probablemente han sido 

activados previamente en una región diferente a islote, como por ejemplo peritoneo, 

pudiendo migrar posteriormente a páncreas donde se encontrarían en forma de células 

plasmáticas.  

Los fenómenos de hipermutación somática y cambio de isotipo de los linfocitos B, tienen lugar 

a nivel de los centros germinales de los órganos linfoides secundarios. Recientemente se ha 

descrito, que los órganos linfoides omentales o cuerpos reticulares de peritoneo son capaces 

de dar soporte a la activación de linfocitos T y B [223]. Por tanto, y teniendo en cuenta esto, 

sería factible pensar, que estas regiones podrían estar implicadas en la activación y cambio de 

isotipo de los linfocitos B anti-PRPH, y en la consecuente activación de linfocitos T CD4 

autoreactivos, que posteriormente migrarían a islote. Este proceso por tanto, podría ocurrir en 

paralelo al descrito en nódulos pancreáticos para otros autoantígenos β-pancreáticos. 

Como ya se ha comentado anteriormente, durante el desarrollo del ratón NOD, la frecuencia 

de linfocitos B anti-PRPH en peritoneo alcanza valores de hasta un 0.6%, muy superiores al 
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resto de compartimentos analizados. Este resultado indicaría que la región peritoneal podría 

tener un papel fundamental en el mantenimiento esta respuesta, generando un ambiente 

idóneo para la acumulación o incluso proliferación de esta población durante el desarrollo de 

la enfermedad. En este sentido, el análisis del compartimento peritoneal de ratones C57BL/6 

de 7 semanas de edad, revelo la presencia de una frecuencia de linfocitos B anti-PRPH inferior 

al detectado en ratones NOD de la misma edad. Por otra parte hemos observado cómo tras el 

debut diabético, los ratones NOD presentan un aumento significativo de linfocitos anti-PRPH 

en peritoneo comparado con los pre-diabéticos, lo que pone de manifiesto la relación 

existente entre esta población de linfocitos anti-PRPH y el peritoneo durante el desarrollo de la 

enfermedad.  

Para finalizar y a modo de resumen en este trabajo hemos determinado y caracterizado por 

primera vez la secuencia de un epítopo reconocido por linfocitos B autoreactivos dentro de la 

periferina. Además y mediante el desarrollo de una innovadora técnica de marcaje con 

octámeros de Ag7/PRPH 467-507C, hemos podido analizar y caracterizar la población de 

linfocitos B anti-PRPH en ratones NOD, revelando un posible rol del peritoneo en la dinámica 

de esta población y la DT1. Estudios posteriores serán necesarios para analizar cuál es la 

función estos linfocitos B anti-PRPH peritoneales dentro de la enfermedad. 
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CONCLUSIONES 

1. Los anticuerpos secretados por los hibridomas anti-periferina (PRPH) procedentes de 

islotes pancreáticos de ratones F1 [NOD × NOR], F1 [NOD × NOR] 8.3 y NOD 8.3, 

reconocen un epítopo mínimo localizado en la región L475-S491 de la proteína. 

 

2. Los ratones NOD desarrollan una respuesta mayoritaria de anticuerpos de tipo IgG de baja 

afinidad temprana frente a la periferina. Sin embargo otras cepas de ratones diabeto-

resistentes NOR, F1 [NODxNOR] y C57BL/6 desarrollan también anticuerpos anti-PRPH, 

por lo que podría tratarse de una respuesta de anticuerpos naturales. A pesar de ello el 

fondo genético autoinmune NOD parece estar relacionado con el desarrollo acelerado de 

la respuesta. 

 

3. Las moléculas octaméricas Ag7/PRPH 467-507C son reconocidas de forma específica por el 

hibridoma I6 y los linfocitos B anti-PRPH de ratón, por lo que los octámeros Ag7/PRPH 467-

507C son una herramienta potencialmente útil para el estudio de la respuesta de 

linfocitos B anti-PRPH en ratones NOD.  

 

4. En ratones NOD se desarrolla una respuesta de linfocitos B temprana detectable a partir 

de las 4 semanas que aumenta de forma progresiva en nódulos pancreáticos y peritoneo 

siendo este último el compartimento donde se registran las frecuencias más elevadas de 

la población. 

 

5. Los linfocitos B anti-PRPH en ratones NOD presentan un perfil de fenotipo poblacional 

heterogéneo. En bazo, nódulos pancreáticos e islotes se detectan linfocitos de tipo B2, 

mientras en peritoneo se localizan en el compartimento B2 y el B1. Así mismo el análisis 

dentro del compartimento B2 revela la presencia de linfocitos B anti-PRPH  de tipo 

folicular y marginal. 

 

6. El análisis del compartimento peritoneal de ratones NOD revela la presencia de linfocitos 

B anti-PRPH con signos de cambio de clase, lo que indica la importancia de esta región en 

el proceso de activación y maduración de esta población. Por otra parte hemos observado 

cómo estas células se acumulan preferencialmente en el compartimento peritoneal de 
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ratones diabéticos NOD, lo que pone de manifiesto la relación existente entre los 

linfocitos B anti-PRPH y el curso de la T1D. 
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ABREVIATURAS
aa: aminoácidos 

AEC: 3-amino-9-etilcarbazol 

Ag7: MHC II expresado en ratón NOD 

Ag7/PRPH8.3Ct: octámeros de PRPH8.3 

APC: Allophycocyanin 

APC-Cy7 : Allophycocyanin Cyanine 7 

BCA: Bicinchoninic acid 

BCR: Receptor de antígeno de células B 

BSA: albúmina sérica bovina 

cDNA: DNA complementario a la cadena de 

RNA mensajero 

DNA: Ácido desoxiribonucleico 

dNTPs: Deoxinucleótido trifosfato 

DTT: Ditiotreitol 

ECL: enhanced luminol-based chemiluminescent 

substrate 

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

ELISPOT: Enzyme-Linked Immunosorbent SPOT 

FCS: Suero fetal bovino 

FITC: Fluorescein 

FO: Linfocitos B foliculares 

GST: Glutation S-transferasa 

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution 

HRP: Horseradish peroxidase 

Ig: Inmunoglobulina 

IPTG: isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

LPS: Lipopolisacárido 

mAb: monoclonal antibody 

MHC II: Major Histocompatibility Complex class 

II 

 

 

 

 

 

 

MCS: Multiple Cloning Site 

MZ: Linfocitos B marginales  

NOD/LtJ: Non-obese diabetic mouse 

NOR: Non-obese resistant mouse 

ON: Overnight  

OPD: o-phenylenediamine 

PBS: Tampón fosfato salino 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

PE: Phycoerithrin 

PE-Cy5: Phycoerithrin Cyanine 5 

PI: Propidium Iodide 

PRPH: Periferina 

TA: Temperatura ambiente 

SA: estreptoavidina 

SDS: Dodecil sulfato sódico 

SDS-PAGE: electroforesis en gel de 

poliacrilamida con dodecil sulfato sódico 

SPF: Specific Pathogen Free 

T1: Linfocitos B transicionales tipo1 

T2: Linfocitos B transicionales tipo2 

DT1: Diabetes tipo 1 

Tampón FACs: PBS 2% FCS 

Tampón TBS: Tris-HCl 10 mM, NaCl 100 mM 

WB: Western blot
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