
OBJETIVOS DE LA JORNADA

• Identificar el procedimiento de solicitud y 
cesión de muestras

• Conocer las condiciones de 
almacenamiento, uso y gestión de las 
muestras con fines de identificación

• Mejorar la accesibilidad a las muestras por 
los investigadores



Of Mice and Not Men: Differences 
between Mouse and Human 
Immunology
Javier Mestas and Christopher C. W. 
Hughes
J Immunol 2004; 172:2731-2738
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• Los estudios que se iniciaron en palomas 
y Drosophila se pueden continuar en 
leucocitos humanos con muestras de 
Biobancos

El ejemplo de la Trained innate immunity



Respuesta inmune innata

• Previene la entrada de microorganismos 
en los tejidos y/o los elimina antes de que 
se desarrolle la enfermedad. 

• Características I
• Presente desde el nacimiento. 
• No es específica puesto que actúa sobre 

muchos microrganismos. 
• No se hace más eficiente en exposiciones 

sucesivas al mismo microorganismo (?)



Características II

• Incluye mecanismos como fagocitosis, 
opsonización y respuesta a patrones 
moleculares. 

• Se asocia a la respuesta inflamatoria 
clásica, aunque ésta pueda ser inaparente



The adaptative response

• IMMUNOLOGICAL RECOGNITION
• SELF/NON-SELF DISCRIMINATION
• IMMUNOLOGICAL SPECIFICITY 
• IMMUNOLOGICAL MEMORY 

La inmunidad adaptativa requiere el desarrollo previo de la respuesta inmune innata



PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns)
Evolutionary conserved molecules on infectious nonself organisms

This notion has been updated by the evidence that Damage-Associated 
Molecular Patterns also activate PRR (Polly Matzinger)

Polly Matzinger

Charlie Parker

Frank Macfarlane Burnet 

Janeway, C.A., Jr (1989) Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 54, 1-13



Los receptores Toll se 
descubrieron en Drosophila

• Lemaitre, B.; Nicolas, E.; Michaut, L.; 
Reichhart, J. M.; Hoffmann, J. A. (1996). 
"The dorsoventral regulatory gene 
cassette spätzle/Toll/cactus controls the 
potent antifungal response in Drosophila 
adults". Cell 86 (6): 973–983 



El ciclo de Krebs se describió en el músculo pectoral de palomas y los 
receptores TLR se identificaron en Drosophila. Ahora se estudian en las 

células dendríticas humanas y de ratón 

FROM: Glycolytic reprogramming by TLRs in dendritic cells
LUKE A J O'NEILL

Nature Immunology 15, 314-315, 2014



La glicolisis aeróbica es la base de la “trained immunity”



¿Se puede entrenar la inmunidad innata?
¿Tiene que ver con la glicolisis?
¿Se puede estudiar en leucocitos humanos?



Netea, Quintin, and van der Meer
Trained Immunity: A Memory for Innate Host Defense
Cell Host & Microbes 9:355-361, 2011

Trained Immunity:
Schematic representation of the potential
changes in innate host mechanisms that
could lead to trained immunity to viruses 
(via NK cells, A) or bacteria or fungi 
(through macrophages, B). NK cells 
can display an increased efficiency to activate
the LY49H receptor (shown in the figure as a 
star next to the receptor). While similar properties
have been suggested for monocytes and 
macrophages, much less is known regarding 
the mechanisms responsible. In macrophages, 
putative mechanisms range from differences 
in the monocyte/macrophage cell subpopulations 
(e.g., CD14+CD16− and CD14dimCD16+), 
to changes of PRR expression on cell 
membrane, functional phenotype
(e.g., cytokines), and molecular mechanisms 
responsible for these effects 
(e.g., epigenetic changes, 
modulation of miRNA transcriptome).

A major change in our understanding of innate and adaptive immune responses 

We now posit that mammalian innate immunity also exhibits 
an immunological memory of past insults, for which we propose
the term "trained immunity." 



Buffy coats

5 x 106 leucocitos/ml

PRP
Buffy coat
PMN y 
eritrocitos

¿Cómo hacemos los estudios en células humanas?

Centrifugación diferencial y gradientes de Ficoll



Obtención de células de rata o ratón 
por lavado peritoneal. 
Principalmente macrófagos

Se pueden hacer timectomías, 
esplenectomías y aislamiento
de ganglios mesentéricos 3-4 x 107 Células

Células intersticiales,
Macrófagos y CD mieloides

Médula ósea de ratón





Protocolo de Diferenciación 
Fagocitos

• Diferenciación macrófagos: Suero humano 
normal al 10%, que contiene M-CSF. El 
Biobanco nos proporciona suero de 
pacientes AB+

• Diferenciación CD: GM-CSF más IL-4 



Ventajas del acceso a BioBanco

• Evita una penosa alternativa: Sangrar al 
personal del laboratorio o a estudiantes

• La disponibilidad de material abundante permite 
técnicas como inmunoprecipitaciones y ChIP 

• Se dispone de muestras con control 
microbiológico. Aunque toda muestra deba 
tratarse como potencialmente infecciosa



¿Qué estudiamos con las muestras 
del BioBanco?

• Las células dendríticas son células 
fagocíticas cuya misión es la captación de 
antígenos por fagocitosis, su 
procesamiento y presentación a linfocitos 
T y la producción de citocinas que 
generan el ambiente adecuado para la 
polarización de la respuesta inmune a los 
tipos Th1, Th2 o Th17



Fagocitosis de hongos por receptores reconocedores de glucanos

CitratePyruvate
Citrate

Krebs
cycle

ATP AMPADP

Mito

Cataplerosis

¿Cúanto pesan las partículas fagocitadas?



Cumpliendo los términos de la
colaboración



¿Para qué estudiamos esto?
La polarización de la respuesta inmune depende 

del patrón de citocinas

Defensa frente a 
Micosis sistémicas



¿Por qué es importante el balance IL-12 
p70/IL-23

IL-23IL-12 IL-4 TGFβ

Th0

Th1

IL-6

IL-1β
TGFβ

Th2 Th17 Treg

T-bet, IFNγ GATA-3, IL-4    RORγT, IL-17  Foxp3, CD25+

Inmunidad protectora, 
Alergia y defensa frente a parásitos
Autoinmunidad y defensa frente a hongos
Regulación y tolerancia inmune

Esclerosis múltiple
Psoriasis
Enfermedad inflamatoria intestinal

Lupus Asma



El bloqueo de IL-23 en clínica

El bloqueo de p19 (gen il23a) es más específico que el uso de ustekinumab
(Stelara), aprobado por la FDA para el tratamiento de la artritis psoriásica 
N Engl J Med . 2010 Jan 14;362(2):118-28. y enfermedad de Chrohn refractaria
N Engl J Med . 2012 Oct 18;367(16):1519-28  



¿Es posible modular farmacológicamente la producción de IL-23
sin usar anticuerpos como Ustekinumab?



Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP): El arte de inmunoprecipitar
las regiones promotoras de los genes

PCR con primers de los promotores

¡La técnica funciona bien con abundante proteína por eso
es importante disponer de los buffy coats humanos!



¿Cómo se bloquea la transcripción
de il12a cuando se estimulan las
células dendríticas con patrones
moleculares de las paredes de 
los hongos?

Yolanda Alvarez , Cristina Municio et al., Notch and Transducin-like 
Enhancer of Split (TLE)-Dependent  Histone Deacetylation Explain 
IL-12 p70 Inhibition by Zymosan. J. Biol. Chem. doi: 
10.1074/jbc.M111.222158 

¿Puede extenderse el modelo a 
la tolerancia al LPS a través del
reclutamiento de sirtuinas y el 
incremento de su actividad por la
presencia de cofactores?



• El acceso a muestras de BioBancos 
(Centros de Hemoterapia y 
Hemodonación) permite la realización de 
estudios en las áreas de Biología 
Leucocitaria/Señalización bioquímica que 
serían muy dificiles de realizar en otras 
condiciones por falta de material suficiente



• Los estudios se realizan con material que se 
deshecha y por lo tanto no se reduce la 
disponibilidad de material para su uso en clínica

• Del resultado de estos estudios es posible 
obtener la base conceptual para el desarrollo de 
tratamientos farmacológicos alternativos al 
empleo de terapias biológicas, que resultan  
extremadamente caras


