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Introduccion

La produccién de citocinas por linfocitos y monocitos se puede medir a nivel de
células individuales en respuesta a estimulos antigénicos debido a diversos
estados fisiopatoldogicos que comprometen al sistema inmune. La citometria de
fluo es una técnica multiparamétrica cuantitativa que permite una evaluacion
objetiva en la expresion de proteinas intracelulares y asi poder determinar la

funcionalidad y viabilidad celular.

Los monocitos son la principal fuente celular de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-
12 y TNF-a) por lo cual su determinacién in vitro es importante y se requiere
establecer una técnica en el laboratorio para su cuantificacion, considerando todas
las variables que influyen en la citometria de flujo desde la obtencion de células, el
uso de diferentes activadores, y los tiempos de incubacién principalmente, estos
factores son lo que actualmente se reportan en la literatura. Tomando lo anterior
como base para la implementacion de una técnica y asi dar apoyo en el
diagnéstico de diversos padecimientos hematolégicos e inmunolégicos como son

Sindrome Hemofagocitico y Artritis Reumatoide.

Objetivos:

Comparar dos técnicas de tincion intracelular de citocinas (IL-6, TNF-a e IL-12) en
células monociticas por citometria de flujo, seleccionando la mejor mediante los
siguientes criterios 1) Produccion de citocinas respecto al tiempo y concentracion
de LPS 2) Viabilidad Celular y 3) Intensidad de Fluorescencia Media.
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Marco Teodrico
3.1 Sistema Inmune

3.1.1 Historia

Las células de sistema inmune son principalmente los glébulos blancos o
leucocitos y las células tisulares relacionadas con ellos. Estas células tienen
origen en una célula progenitora comun llamada célula troncal (célula madre)
hematopoyética pluripotente, de la que también derivan los eritrocitos y las células
llamadas Megacariocitos. Todos estos tipos celulares se denominan en conjunto
células hematopoyéticas. El proceso por el que las células hematopoyéticas

producen esta variedad de células se llama hematopoyesis.!~3

La célula progenitora mieloide origina el linaje mieloide,integrado por un grupo de
células llamados granulocitos debido a que poseen granulos citoplasmaticos
prominentes que contienen sustancias reactivas que destruyen microorganismos y
aumentan la inflamacion. Como los granulocitos tienen nicleos de forma irregular
con dos a cinco lébulos también se llaman polimorfonucleares. EI mas abundante
de los granulocitos y de todos los leucocitos es el neutrofilo, que se especializa en
la captura, fagocitosis y lisis de microorganismos. Las células con estas funciones
se denominan fagocitos y los neutréfilos, son los fagocitos mas numerosos y

letales.t™3

El granulocito que ocupa el segundo Ilugar en orden de abundancia es el
eosindfilo, que actlla como defensa contra helmintos y otros parasitos intestinales,
siendo el basofilo el menos abundante es tan escaso que se sabe poco acerca de

su contribucién a la respuesta inmune.*~3



El segundo grupo de células mieloides esta compuesto por monocitos. Los cuales
son leucocitos que circulan en la sangre. Se diferencian de los granulocitos porque
son méas grandes, nlcleo dentado caracteristico. Los monocitos son progenitores
moviles del macrofago tisular: viajan por la sangre a los tejidos donde maduran
hasta convertirse en macrofagos vy alli permanecen. Son las células depuradoras
generales del cuerpo que fagocitan y eliminan células muertas y los detritos

celulares, asi como microorganismos invasores.* 3

@ |

Monocito Linfocito Neutroéfilo Eosinéfilo Basofilo

O %f," % &
Macrofago Eritrocito Plaquetas

Fgura 1. Representacion de las diferentes células en sangre periférica humana
Recuento de Leucocitos y diferenciales (2014). Obtenida de:
http://leucocitosaltos .blogspot.mx/2013/02/recuento-de-leucocitos-y-diferenciales.html

Los macrofagos presentes en los tejidos infectados generalmente son las primeras
células fagociticas que detectan un microorganismo invasor. Como parte de su
respuesta al patégeno los macréfagos secretan citocinas que atraen leucocitos a

la zona infectada.l=3
3.1.2 Monocitos

El sistema fagocitico mononuclear se define como una red de células mieloides,
no granulocitica, cuya funcion es importante en la remodelacion de tejidos,
homeostasis, asi como los aspectos estimulantes y reguladores del sistema

inmune innato y adaptativo. El sistema fagocitico mononuclear se divide
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actualmente en tres tipos de células, monocitos, macréfagos terminalmente

diferenciadas y células dendriticas.!3

Los monocitos tienen una vida media en circulacion de aproximadamente tres
dias, comparado con los neutrofilos no se cuenta con una reserva de monocitos
en la zona marginal. Una vez en los tejidos, los monocitos no vuelven a entrar a
circulacion, sino que se transforman en macréfagos tisulares generalmente sin la
capacidad de dividirse. Los monocitos representan entre un 3 a 8% de los
leucocitos de sangre periférica, miden de 12 a 15 pum de diametro y poseen un
nicleo en forma de rifibn caracteristico. El citoplasma contiene un aparato de

Golgi bien desarrollado, asi como numerosos granulos

@) lisosomales y microtdbulos de filamentos de actina que
T

estan reticulados por la proteina de union a actina y

e miosina. Los monocitos son lentamente moviles, exhiben
actividad fagocitica y tienen una fuerte tendencia a

adherirse y propagarse en superficies de vidrio.*

Figura 2. Esquema de un Los macrofagos miden entre 20 a 80 um de diametro y
MonocitoyMacréfago

contienen a menudo un gran ndcleo vacuolado con
Travers(2009)

nucléolos prominentes. Su citoplasma contiene un gran
aparato de Golgi bien desarrollado, abundante reticulo endopldsmico rugoso y
ribosomas, mitocondrias, grandes microtibulos, microfilamentos, numerosos

lisosomas ricos en enzimas hidrolticas y un sistema de actina-miosina.*

Los macrofagos también son anaerobios facultativos, con la notable excepcion del
macrofago alveolar pulmonar. Los macréfagos son muy moviles y presentan una
marcada actividad fagocitica. En contraste con los monocitos, los macréfagos se

ha demostrado que proliferan en respuesta a ciertos estimulos in vivo.®

Los macrofagos expresan receptores para el componente Fc de la IgG, tanto los
monocitos y los macréfagos expresan receptores para IgE que es relevante para
la inmunidad del huésped a varios parasitos. Los macréfagos residen en diferentes

tejidos, con propiedades morfolégicas y funcionales diferentes. Se ha postulado
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gue el perfil de los estimulos locales, a los que estan expuestos los macréfagos en

un tejido particular, influye en su composiciony su metabolismo. (Ver Tabla 1) .577

Tejido

Bazo

Importancia de su funcion

La eliminacién de eritrocitos, leucocitos y plaquetas. La

presentacion de antigenos a los linfocitos

Nodos Linfaticos

Presentacion de Antigeno a Linfocitos

Medula Osea

(Células Enfermeras)

Células fagociticas
La sintesis de proteinas de unién a hierro

Importante fuente de hierro para el desarrollo nhormoblastos

Higado
( Células Kupffer)

Eliminacion de microorganismos, endotoxinas, antigenos,
complejos inmunes, suspensiones coloidales, quilomicrones y

eritrocitos envejecidos de la circulacion

Hueso (Osteoclasto)

La resorciéon 6sea durante el remodelado 6seo

Cerebro

(células microgliales)

Funciéon Desconocida

Pulmén alvéolos (alveolar
pulmonar

macrofagos)

Presentacion de antigenos a los linfocitos
Eliminacion de microbios inhalados y particulas inertes

Liguidacién de surfactante en los alvéolos

Pleuray el peritoneo

Poco conocido
Puede funcionar como "rodamientos"” para facilitar los movimientos

de parietal y membranas viscerales

Epidermis

( Células Langerhans)

La presentacion de antigenos a los linfocitos
Papeles importantes en las respuestas inmunes mediadas por
células (por ejemplo, hipersensibilidad tardia) y la sensibilidad de

contacto

Tabla 1. Clasificacion de los diferentes Macrofagos Tisulares
Tortora (2007) Introduccion a la Microbiologia

Los primeros estudios sobre la funcibn de los monocitos se  centraron

principalmente en la actividad fagocitica, la investigacion en las dos dltimas
décadas ha puesto de relieve la importancia de su funcion secretora. LosS
monocitos y los macréfagos liberan una enorme cantidad de sustancias

bioldgicamente activas en su entorno local, incluyendo proteinas, lipidos,

nucleétidos y metabolitos de oxigeno. Estos productos son importantes tanto en el




medio ambiente local como en la mediacién de la inflamacion, la reparacion de
tejidos y en funciones de regulacion: antimicrobiana, tumoricida e inmune,
también en respuestas sistémicas tales como la respuesta de fase aguda. (Ver
Tabla 2).5-7

La activacion de los fagocitos mononucleares se define como los cambios
morfolégicos, bioquimicos y funcionales donde las células se someten en una
mejora de sus funciones. Mas de 50 alteraciones estructurales y funcionales se

producen en los macrofagos activados. (Ver Tabla 3).577

La activacion de los fagocitos mononucleares puede ser inducida por muchos
factores que incluyen citocinas, productos bacterianos, alérgenos, particulas
fagocitadas, complejos inmunes, componentes del complemento, virus, e IgE. Los
fagocitos mononucleares juegan un papel destacado en la defensa del huésped
contra muchos microorganismos mediante el uso de la funcién fagocitica bien
desarrollada para ayudar a los neutréfilos en la ingestion y la muerte de varias
especies de bacterias y hongos. Por otra parte, los fagocitos mononucleares son
la primera linea de defensa contra microorganismos intracelulares obligados,
como Mycobacterium, Legionella, Listeria, Brucella, Chlamydia, Toxoplasma y
Leishmania spp Los fagocitos mononucleares también eliminan los virus y las

células infectadas por estos.>~”

El proceso de fagocitosis consiste en tres fases fijacion, ingestion, y lisis. Durante
la fase inicial de fijacion, el fagocito mononuclear se une al microorganismo por

receptores de superficie no especificos.>~’
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Enzima Inhibidores de enzimas y Metabolitos de Oxigeno
citocinas
Lisosima Anti-proteinasas Anién SuperOxido
Proteinas Peréxido de Hidrogeno
Neutras a-Antitripsina Radical Hidroxilo
a-Antimacroglobulina
Activador a-Antriquimotripsia - =
Plasminogeno Inhibidor activador plasminogeno SOLEIEE AU,
Elastasa Inhibidor Colagenasa Fibronectina
Colagenasa Inhibidor de Tejido o Tromboespodina
Convertasa Metaloproteinasas Transferrina

Angiotensina

Hidrolasas
Acidas
Proteinasas

Inhibidor Plasmina
Inhibidor Fosfolipidos
Lipomodulina
Inhibidor de IL-1

Componentes de Complemento

Esterasas

Lipasas Via Clasica: C1,C4,C2,C3,C5
Ribonucleasas Via Alterna: Factor B, Factor Dy
Fosfatasas Properidin

Glicosidasas Inhibidores

Desaminasa
Arginasa

Inhibidores C3

Transcobolamina i

Lipidos Bioactivos

Leucotrienos B4, C,Dy
E

Prostaglandinas E2y
F2ay Tromboxano

Factores de
Coagulacién

Via Intrinseca:
Protombina, IX, X,V
Via Extrinseca: VI
Activador Plasminogeno
e Inhibidor del Activador
Plasminogeno

Hormonas Polipeptidicas

Interleucina IL-a &IL-B
Interleucina 6

Interleucina 8

Factor de Necrosis Tumoral
Interferon Alfa

Factor Crecimiento derivado de
Plaguetas

Factor-6 crecimiento Transformacion

Factor de activacion de Fibroblasto
Factor de crecimiento Fibroblasto
Actividad Tipo Insulina
Eritropoyetina

Factor Estimulante de la Colonia
Macréfago- Granulocito

Factor Estimulante de la Colonia
Granulocito

Tabla 2. Productos Quimicos producidos durante la activaciéon del Macréfago
Yona S (2010) Monocyte subsets origin fates and funtion
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Incremento:

Tamafo

Adhesividad y Difusién
Granulos Citoplasmaéticos
Formacion Pseudopodo

Incremento:

Estallido Respiratorio

Metabolismo Glucosa

Actividad de Adenilato Ciclasa
“Afluencia” ion calcio

Decremento :

5 nucleotidasa Adenosin Monofosfatasa
en MP

Incremento:

Pinocitosis

Fagocitosis

Actividad microbicida
Quimiotaxis
Presentacion de Antigeno
Actividad Tumoricida

Incremento:

Receptor Fc, CR1y CR3
Antigenos CD11/CD18
Receptores IL-2
Antigenos MHC Clase lI
Decremento:

Antigenos MHC Clase |

Incremento : Fibronectina

Activador de Plasmindgeno Interleucina 1

Elastasa Interleucina 6

Colagenasa Factor de Necrosis Tumoral

Componentes del Complemento Sin cambios: Lisozima

Tabla 3. Principales Cambios que sufre el Macréfago durante su activacion
Yona S (2010) Monocyte subsets origin fates and funtion

Sin embargo, la unién se mejora en gran medida si los microorganismos han sido
opsonizados por inmunoglobulina o por C3b debido a que poseen receptores
especificos para dichas moléculas. Cuando se desencadenan la respuesta por un
estimulo fagocitico o farmacolégico, estos rapidamente consumen una gran
cantidad de oxigeno y metabolizan grandes cantidades de glucosa a través de la
via de la hexosa mono fosfato. El propésito de este estallido respiratorio es
generar un namero de metabolitos reactivos de oxigeno con el potencial para
inhibir el

crecimiento o para matar los microorganismos y las células

neoplasicas.’~”

Una funcion bien definida de los fagocitos mononucleares es su interaccién con
los linfocitos en la respuesta inmune. Esta interaccion es esencial para el

desarrollo de la inmunocompetencia celular y humoral y tiene dos componentes
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principales. El primer componente consiste en la induccion de una respuesta a un
antigeno, y se llama respuesta inmune inductiva. La respuesta inmune efectora
incluye la expresion de la inmunidad mediada por células, y la secrecion de
mediadores con funciones de regulacion inmune tales como la IL-6, TNF-a e IFN-
Y. Para lograr optimizar la inactivacion y/o lisis de microorganismos patégenos,
los macréfagos deben ser activados. Esta activacion es inducida por citocinas que

son liberadas por los linfocitos T activados.*~’

Durante esta etapa efectora, los macréfagos presentan un aumento de la
fagocitosis y destruccién microbiana, secretan una amplia variedad de moléculas
bioldgicamente activas que influyen en las dos respuestas del sistema inmune. Se
cree que la participacion de los fagocitos mononucleares en eventos citotoxicos es
importante en la muerte de las células tumorales y en la inmunidad a los
protozoos. Los fagocitos mononucleares se unen a las células tumorales
recubiertas de anticuerpos y parasitos como Esquistosomas, Leishmania,

Trypanosoma y Plasmodium spp por parte de sus receptores Fc para IgG.*~7

La respuesta de fase aguda es una reaccion inflamatoria sistémica a la infeccién o
lesion. Se caracteriza por fiebre, taquicardia, shock y cambios en la concentracion

de algunas proteinas circulantes, como la proteina C reactiva y el fibrinbgeno.*~7

Al menos tres productos secretados por los monocitos son importantes en esta

respuesta: IL-1, TNF-a e IL-6. De manera general se resume a continuacion:

IL-1 se cree que regula la fiebre mediante la estimulacién de la liberacion de
prostaglandina E en el hipotdlamo que restablece el centro termorregulador de
este, también media el catabolismo acelerado de la proteina muscular y el
balance negativo de nitrégeno que estan asociados con la infeccion aguda y la

inflamacion.—°

El TNF-a regula la sintesis de proteinas de fase aguda y es también un pirégeno

enddégeno. Ademas, se cree que es el responsable, en parte de la coagulacion

13



intravascular diseminada e insuficiencia multisistémica visto en estado de shock

endotdxico.®—°

IL-6 se ha implicado recientemente en la mediacién de la respuesta de fase aguda
ya que las concentraciones séricas de IL-6 se correlacionan con los niveles de
proteina C reactiva y la fiebre en los pacientes con quemaduras graves. Los
monocitos de sangre periférica son la principal fuente de IL-6, que es el principal
inductor de la produccion de proteinas de fase aguda en hepatocitos cultivados.
Ademas de sus efectos sistémicos en la inflamacion, la IL-1 y TNF-a también

inducen efectos locales en los focos inflamatorios incluyendo:

1. Elreclutamiento de leucocitos en los sitios de inflamacion.

2. La modulacion de mudltiples funciones de neutréfilos, tales como la
degranulacion y la generacién de metabolitos reactivos de oxigeno.

3. La proliferacion de los fibroblastos y aumento de la sintesis de colageno por

estas células.8~°

Los fagocitos mononucleares se infiltran en los tumores y son probablemente una
de las principales defensas del huésped contra los tumores que surgen
espontaneamente. Los fagocitos mononucleares utilizan ambos mecanismos de

dependiente/independiente de anticuerpos para destruir las células tumorales.

Un gran nimero de estudios han documentado la naturaleza y el alcance de la
heterogeneidad de monocitos, y han sugerido mecanismos por los que puede
haber surgido esta heterogeneidad. Los monocitos han demostrado ser
heterogéneos con respecto a las propiedades fisicas tales como el tamafio y la
densidad, la expresion de receptores de superficie y diversas propiedades
funcionales. Tales diferencias han sido marcadas para subpoblaciones separadas
de los monocitos de acuerdo a su 1) tamafio y volumen; 2) la densidad; 3)

expresion de la proteina de superficie; 4) funcion, y 5) el contenido de enzima.>~”
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Capilar sanguineo 3. Mediadores
de inflamacion:

Ca : 2. Activacion.

Histamina ‘\/dd complemenito
/ Leucotrieno 8 MAC

Neutréfilos

Monocitos

o~ &, Secrecion: g W Mac-ofago
E o = ¥V activado
7. Produccion de & g —
proteinas de fase ‘—-—’ TNE-u

aguda (ficbre)

& i
. f Vasodilatacion capilar
{ — e incremento de ia
permeabilidad T

Figura 3. Esquema General de la reaccion inflamatoria
Mecanismos Inespecificos (2014) Recuperado de:
http://www.biologiasur.org/apuntes/inmunologia/mecanismos/inespecificos.html

Se pueden distinguir dos subpoblaciones de monocitos humanos pueden ser
identificados por los marcadores antigénicos CD14 y CD16. CD14 es el receptor
mas importante de endotoxina en monocitos humanos. Se sabe que participa en la
activacion de estas células, en especial en estados patofisiologicos a
concentraciones relevantes de lipopolisacarido, este se une a la endotoxina por si
solo, pero la presencia del suero de la proteina de union a lipopolisacarido mejora

esta interaccion 100 a 1000 veces.'®

El nUmero absoluto de moléculas de CD14 es de aproximadamente 3000-5000
sobre los neutréfilos, mientras que 110 000 moléculas de CD14 se expresan en
monocitos en reposo. Existen también diferentes formas solubles de CD14
también existen, las cuales se puede encontrar en suero humano o en el

sobrenadante del cultivo de monocitos y macréfagos.®
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La sintesis, expresion y liberacion de CD14 en monocitos puede ser alterado y
regulada por citocinas, lipopolisacarido y otros mediadores biolégicamente

activos..10

3.2 Citocinas

Las fuentes celulares de las citocinas incluyen principalmente a
monocitos/macrofagos, células dendriticas, ademas de células T, B fibroblastos,
neutrofilos, células endoteliales, células cebadas etc. Los blancos celulares de
diversas citocinas incluyen monocitos y macrofagos, células T, células B,
neutrofilos, células hematopoyéticas de la series linfoide y mieloide, fibroblastos,

células cebadas y eosindfilos.»* 1

Los efectos de las citocinas incluyen la diferenciacion, proliferacion y activacion de
diversas células, la expresién de receptores celulares para un sin nimero de
ligandos y la secrecion de una gran diversidad de otros mediadores que incluyen
prostaglandinas, factores de crecimiento y de diferenciacién, inmunoglobulinas y
otros, asi como la liberacién de los mismos receptores solubles. En conjunto, las
citocinas participan en la induccion, expresion y modulacién de las respuestas
inmunitarias, en el desarrollo y regulacion de las respuestas inflamatorias. En la
tabla se agrupa algunas de las citocinas en funcion de su actividad predominante,
aungue muchas de ellas pueden tener mas de una funcion. Ademas cada dia hay
mas evidencias de su participacion en las funciones de los sistemas nervioso y

endocrino.? 11

En la inmunidad natural, las citocinas efectoras son producidas principalmente por
fagocitos mononucleares, y se denominan citocinas, las cuales son hormonas
solubles con funciones efectoras tanto inmunorreguladoras y en las respuestas
normal y patolégicas. Las citocinas son responsables del reclutamiento de otras
células inflamatorias, y los efectos sistémicos de la inflamacion, como Ila

fiebre. 1> 11

La produccion de factores de crecimiento y su accion sobre el endotelio vascular

indica su participacion en la reparacién tisular. Las citocinas interaccionan con
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receptores especfificos presentes en las membrana celulares, la mayoria

poliméricos, algunos acoplados a proteinas G, donde se generan sefiales que se

transducen al interior de las células, a través de una cascada de protein-tirosin-

cinasa dentro de las cuales se incluye las cinasas Jak (Janus Kinases)cuyos

substratos son los factores de transcripcion STAT(single transducer and activator

transcripton proteins ), que a su vez son reguladores directos de las respuestas

genomicas por citocinas.»% !

Citocina Funcion

IL-6

Activa a las células T e induce su diferenciacion en células citotéxicas
(Tc). Induce la diferenciacion de las células B en células plasmaticas,
favoreciendo la secrecion de anticuerpos IgG1

IL-12

Estimula en las células Thl, la sintesis y a liberacion de IL-2 y de IFN.
Activa a las células NK, incrementando su produccion de IFN y su

actividad citolitica.

TNF-a

Citotéxico para las células tumorales que sobre expresan el receptor
TNFR; la muerte se induce por apoptosis. Estimulan los macrofagos la
produccion de oOxido nitrico. Funciona como un potente
guimioatractantes de neutrofilos. Activa la funcion de los macréfagos,

linfocitos, neutrofilos, eosindfilos, células endoteliales y otras células

Tabla 4. Principales Citocinas producidas por el monocito/macréfago y su funcion

Obtenido de: Rojas E (2008) Inmunologia de Memoria

| Actividad 7

Pro inflamatorias IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-Y, IFN-B
Promotoras  del crecimiento vy IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13
diferenciacion

Factores de crecimiento = IL-3, GM-CSF, IL-9,IL-11
Hematopoyético

Reguladoras de la actividad de los EGF, IFN-Y, TGF-B

linfocitos

Tabla 5. Grupo de citocinas en funcién de su actividad predominante.
Obtenido de: Rojas E (2008) Inmunologia de Memoria
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Aunque esta secuencia de eventos es mas o menos general, cada citocina puede
inducir la activacion de diferentes cascadas de cinasas y diferentes factores de

transcripcion, ocasionando diferentes respuestas celulares.?

3.2.1 Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a)

El Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citocina producida
principalmente por macréfagos activados. William Coley a inicios del siglo utilizo
extractos bacterianos con cierto éxito en el tratamiento de cancer en pacientes
terminales. Sin embargo, no fue hasta 1975 que la proteina responsable fue
identificada y posteriormente recibié el nombre de factor de necrosis tumoral por
Elizabeth Carswell.12~1*

Ratones y conejos fueron tratados inicialmente con el bacilo de Calmette-Guerin
(BCG) durante un periodo de 10 a 14 dias, seguido por la administracion de
lipopolisacarido con la consiguiente liberacion de TNF- a. Cuando los ratones con
sarcoma inducido por metilcolantreno se trataron con sueros que contenia TNF- a,
sus tumores se sometieron a necrosis hemorragica y un estadio de

regresion.*? 14

Posteriormente cuando el gen humano fue clonado como cDNA, se encontré que
este también se expresaba en Escherichia coli. Por lo tanto, grandes cantidades
de TNF a se hicieron disponible para su uso en investigacion y clinica. El gen se
localiza en el brazo corto del Cromosoma 6 cerca del locus HLA-B en el MHC. La
posicion de TNF-a en el MHC ha conducido a la especulacion sobre el papel del
gen de TNF- a en la etiologia de enfermedades relacionadas con el MHC,
especialmente aquellos con un componente inflamatorio o autoinmune como en el
caso de la Diabetes Mellitus dependiente de Insulina o Lupus Eritematoso

Sistémico.?~ 14

El TNF- a humano es una citocina con un peso molecular de 17 kDa que consiste
en 157 aminoacidos con una pre-secuencia de 76 aminoacidos. EI TNF- a se
produce como una proteina transmembranal de 26 kDa con una cola

transmembranal que se escinde adicionalmente por la enzima de conversion
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metaloproteinasa. Tras la secreciéon como una proteina de 17 kDa soluble que
forma un trimero, interactia con dos receptores diferentes: el receptor de TNF- 1
(p55) y el receptor de TNF- 2 (p75).12~1*

El procesamiento del precursor TNF-a por la metaloproteinasa ha sido
recientemente objeto de intensa investigacion, asi como los inhibidores de
metaloproteinasas ya que estos pueden tener un potencial terapéutico en

enfermedades en las que el TNF-a se sabe que tiene un papel fisiopatoldégico.12~1*

El TNF-a es una citocina producida principalmente por monocitos y macréfagos,
sin embargo, otras células también la pueden producir: linfocitos, mastocitos,
neutréfilos, queratinocitos, astrocitos, células de paneth, células tumorales

etc 12—-14

Muchos estimulos pueden inducir la produccion de TNF-a tales como el
lipopolisacarido, diversas citocinas (incluyendo IL-1. GM-CSF y TNF-a). Asi mismo
es una citocina pleiotropica con numerosos efectos biolégicos incluyendo
citotoxicidad, modulacién del crecimiento y diferenciacion celular. El interés en las
actividades antes mencionadas se ha visto en cierta medida ensombrecido por la
capacidad del TNF- a para incitar una respuesta inflamatoria y actuar como un
agente inmunomodulador, principalmente sus actividades citotoxicas Yy

proinflamatoria son las que han atraido un mayor interés de investigacion.1?-1#

El TNF-a activa a los macréfagos para mejorar tanto la actividad fagocitica y la
produccién de especies reactivas del oxigeno, también puede inducir la apoptosis

y la proliferacion de células T, la pérdida de peso y la resorcién ésea.?~14

La citotoxicidad del TNF-a en una gama de células malignas humanas y murinas
es la propiedad que ha sostenido el mayor potencial terapéutico en la Ultima
década. Sin embargo, el modo de accion celular de la citotoxicidad de TNF-a no

se entiende totalmente.'2-14

Las terapias de anti- TNF-a se han introducido para el tratamiento de artritis

reumatoide moderada a severa, enfermedad de Crohn y otras enfermedades
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inflamatorias crénicas. Las terapias aprobadas son anticuerpos monoclonales o

moléculas inhibidoras que bloquean la actividad de TNF-a.12~14

El fundamento terapéutico detras de su desarrollo es la reduccion de acciones pro-
inflamatorias de la citocina. EI TNF-a, que se encuentra elevada con otras
citocinas en las lesiones autoinmunes. Pero el TNF-a no es sélo una citocina
proinfamatoria. También se ha propuesto para ser una molécula

inmunorreguladora que pueden alterar el equilibrio de las células T reguladoras.

Lo que es normal o incluso a niveles elevados de actividad de TNF-a desempefa
un papel esencial como un regulador inmune que disminuye o previene la
autoinmunidad. Si ese fuera el caso, el bloqueo de los efectos del TNF-a puede
llegar a ser contraproducente en ciertas formas de autoinmunidad o en etapas

seleccionadas de la enfermedad.'?~ 14

Al tener papeles fisiologicos duales, como pro-inflamatoria e imunoregulatoria,
podria explicar por qué en terapias anti-TNF-a se presenta un cuadro complejo:
las terapias son eficaces para la mayoria de los pacientes con artritis reumatoide
autoinmunes con la destruccion final del 6rgano debido a la inflamacion, pero
empeoran o inducen autoinmunidad para una minoria significativa de estos
pacientes. Ese tipo de evento adverso es consistente con numerosos estudios en
animales y humanos que muestran que la reduccién de la actividad de TNF-a

agrava o inicia ciertas formas de autoinmunidad.'?~1*
3.2.2 Interleucina 12 (IL-12)

La interleucina-12 (IL-12) es una citocina que juega un papel esencial en la
interaccion entre los grupos de la inmunidad innata y adaptativa. Es producida
por ceélulas fagociticas, células B, células dendriticas y posiblemente otras células

accesorias siguiendo el encuentro con agentes infecciosos.!>~16

La IL-12 actla sobre células T y NK generando y mejorando su actividad
citotoxica, asi como su proliferacién y la produccion de citocinas, especialmente

IFN-Y. IL-12 es también la principal citocina responsable de la diferenciacion de

20



linfocitos T Helper 1, que son potentes productores de IFN-Y, este a su vez, tiene
un poderoso efecto sobre la mejora de la capacidad de los fagocitos y las células
dendriticas para producir IL-12 actuando por lo tanto como un potente mecanismo
de retroalimentacion positiva que conduce a una respuesta fuerte y defensiva
contra patdégenos intracelulares, y que representa un mecanismo potencialmente
peligroso en una produccion incontrolada de citocinas, como en choque o

induccion de la autoinmunidad.t>~16

IL-12 es una molécula heterodimérica compuesta de una cadena a-(subunidad
p35) y una cadena B (subunidad p40) unidas por un puente disulfuro para formar

el heterodimero biolégicamente activo con un peso molecular de 74 kDa.15~16

Los receptores de IL-12 (IL-12R) se expresa principalmente en células T activadas
y células NK. La expresion de IL-12R en otros tipos de células también se ha
demostrado. El cDNA para dos subunidades de IL-12R se ha clonado a partir de

céluas T humanas y de ratbn y se han designado como IL-12RB1 y IL-
12RB2.15-16

Ambas subunidades pertenecen al subgrupo gpl30 de la superfamilia de los
receptores de citocinas, siendo del tipo | de glicoproteinas transmembrana, con
un peso molecular de aproximadamente 100 kDa (IL-12Rp1) y 130 kDa (IL-
12RB2. En la superficie celular, cada uno de los dos subunidades recombinantes
de IL-12 se produce como dimeros/oligbmeros, su coexpresion de IL-12Rp1 vy IL-
12RB2 es necesaria para la generacion de sitios de unién de alta afinidad

humanos de IL-12.15-16

Tanto en humanos y raton, la subunidad de IL-12RpB2 parece funcionar como el
componente de transduccion de sefiales del complejo receptor de alta afinidad. La
evidencia reciente sugiere que la expresion de proteinas IL-12RB2 tanto en
humano y ratdn pueden estar confinadas a las células Thl y que su expresion se

correlaciona con la capacidad de respuesta de IL-12 en estas células.>~ 16

La IL-12 tiene una potente actividad antitumoral basada en la induccion de IFN-Y

y la activacién de células efectoras tales como células T CD8 + y células NK.
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Juega un papel importante in vivo en la regulacion de respuestas inflamatorias, asi
como en resistencia innata a la infeccion, y la inmunidad adaptativa. Se requiere
para la resistencia eficaz a muchos agentes patdgenos, bacterias y parasitos
intracelulares en particular donde las respuestas Thl inducida por IL-12 son muy

eficaces.1>~16

Los pacientes con deficiencias genéticas en la expresion de la cadena p40 de IL-
12 o IL-12RB1 son susceptibles a las infecciones bacterianas, particularmente por

cepas de Mycobacterium y Salmonella.'>~16,

En los modelos tumorales, el tratamiento con IL-12 tiene a menudo un efecto
considerable en tumores trasplantables, al inhibir el establecimiento del tumor o la
regresion de la induccion de tumores establecidos, principalmente en los tumores
inducidos por carcinogénesis quimica, y en los tumores que surgen

espontaneamente en ratones modificados genéticamente. 1>~ 16

Los mecanismos de la accion anti-tumoral de IL-12 son complejos. La IL-12
puede utilizar los mecanismos efectores tanto de la resistencia innata y la
inmunidad adaptativa para mediar una resistencia anti-tumoral Asi, el
reconocimiento del antigeno especfifico de tumor no siempre puede ser necesario
para los efectos de la IL-12. Las células efectoras requeridas para el efecto anti —
tumoral de la IL-12 incluyen NK, NKT, y células T tanto CD8 +y CD4 +.15-16

Otros tipos de células que pueden ser también objetivo de IL-12, de forma
indirecta, pero posiblemente también directamente, incluyen células dendriticas,
macroéfagos, neutrofilos, y células endoteliales. Los linfocitos citotoxicos (T CD8 +,
NK, las células NKT) estan implicados a menudo en mecanismo de accién de IL-
12, pero su actividad citotoxica en algunos casos no es necesaria para su

funcién.15-16
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En la mayoria de los modelos experimentales, el efecto anti-tumoral de IL-12
requiere de la induccion de IFN-Y. La capacidad de la IL-12 para inducir una
inmunidad especifica de antigeno se basa principalmente en su capacidad de
inducir o aumentar las respuestas de Thl y linfocitos T citotdxicos.'>~16
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Figura 4. Representacion del eje IFN-Y/IL-12/IL-23

Ramirez A (2010) Mutaciones que conducen al desarrollo de infecciones micobacteranas por
susceptibilidad Mendeliana

Debido a esta capacidad, IL-12 tiene una actividad adyuvante, aunque,
especialmente en dosis altas, esta actividad inmunoestimulante puede ser
prevenida por una potente inmunosupresion secundaria a las respuestas
inflamatorias inducidas por IL-12. Ademas del aumento de la respuesta inmune
celular, IL-12 mediante la induccion de las respuestas Thl también aumenta la
produccion de opsonizacion y la fijacién de complemento mediante anticuerpos de
clase IgG que se ha demostrado que tienen actividad anti-tumoral in vivo. Debido
a su capacidad de inducir respuestas inflamatorias, su administracién a animales
produce una considerable toxicidad que recuerda a los sindromes inflamatorios

localizados o sistémicos asociados a la respuesta a infecciones graves.>~16
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Los datos prometedores obtenidos en los modelos pre-clinicos de inmunoterapia
antitumoral han planteado muchas esperanzas de que la IL-12 pudiera ser un
poderoso agente terapéutico contra el cancer. Sin embargo, la excesiva toxicidad
clinica y la respuesta modesta clinica en los ensayos clinicos reportados hasta

ahora han humedecido mucho este entusiasmo.'>~1¢

Los protocolos clinicos que minimizan la toxicidad sin afectar el efecto anti-tumor
de IL-12 necesitan ser planificados. En particular, algunos ensayos clinicos se han
realizado aun para analizar el uso de IL-12 como adyuvante en vacunas contra el
cancer, una utilizacion de esta citocina que todavia parece prometedor y en el que

la toxicidad de la molécula es de menos interés.'>~16
3.2.3 Interleucina 6 (IL-6)

La Interleucina 6 (IL-6) fue originalmente conocida por diversos nombres tales
como: Interferon-Y, factor 26K, factor estimulante de células B, factor crecimiento
de hibridoma, factor estimulante de hepatocitos, factor hematopoyético y factor de
diferenciacion de células T, cada nombre refleja una actividad biol6gica diferente
controlada por la misma proteina. Ahora esta claro que la IL-6 juega un papel
central en diversos mecanismos en la defensa del huésped, tales como la

respuesta inmune, hematopoyesis, y reacciones de fase aguda.'’~°

De acuerdo con su pleiotropia funcional, se ha implicado en la patologia de
muchas enfermedades incluyendo mieloma mdltiple, artritis reumatoide,

enfermedad de Castiman, SIDA, glomerulonefritis proliferativa etc.t”~1?

Dada la asociaciéon de valores de IL-6 fuera de los rangos Yy trastornos clinicos,
existen teorias de alto interés para la comprension de los mecanismos
bioquimicos controlados por IL-6, y en el desarrollo de agonistas y antagonistas
funcionales como potenciales agentes terapéuticos en el tratamiento

enfermedades relacionadas con IL-6.1771°

En individuos sanos, la concentracion en suero de IL-6 es por lo general menor a

10 pg/mL. Una teoria muy extendida es que la produccion local y la accion de las
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citocinas puede ser una forma econémica para que el cuerpo utilice la misma

citocina para efectuar diferentes actividades biolégicas.”~1°

El hallazgo relativamente reciente de las citocinas distintas que muestran
actividades biologicas superpuestas tienen sistemas de receptores que se
componen de un ligando Unico, con una baja afinidad de unién de la cadena q, la
transduccion de alta afinidad convertir la cadena B ha sido un importante paso

adelante en nuestra comprension de la citocinas accién.t”~1°

Por ejemplo, IL-6, factor inhibidor de la leucemia (LIF), la oncostatina M (OSM),
factor neurotréfico ciliar (CNTF), IL-11 y la cardiotrofina 1-(CT-1) comparten una
cadena P llamada gpl130. De manera similar, IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, e IL-15
comparten la subunidad (p64) del receptor de IL-2 e IL-3, IL-5 Estas subunidades
del receptor compartido en parte, proporcionar una base molecular para la

redundancia funcional de las citocinas.’~1°

El gen IL-6 esta localizado en el cromosoma 7p21 y 5 en los genomas humanos y
de ratdn, respectivamente. Los genes de humano, ratén, rata IL-6 se han clonado

y secuenciado, y todos contienen cuatro intrones y cinco exones.!’~1°

La Interleucina-6 es el principal factor implicado en la respuesta de fase aguda, la
induccién de la sintesis de la proteina C-reactiva (PCR) y otros reactivos de fase
aguda. Teniendo en cuenta el papel de la IL-6 en la regulacion de la PCR, el uso
combinado de los niveles de PCR e IL-6 como indicadores de inflamacion pueden
proporcionar una mejor prediccién de riesgo asociado con la inflamacién que el
uso de cualquiera indicador solo. Mientras que el TNF-a determina la fuerza, la
eficacia, y la duracion de las reacciones inflamatorias al oponerse al papel de la IL-
10. Diferencias interindividuales en la regulacion de TNF-a pueden ser criticos

respecto al resultado final de una respuesta inflamatoria..t”~1°

3.2.4 Técnicas de Medicion
Actualmente existen diversas técnicas para la determinacion de citocinas entre

ellas se encuentra:
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1- LaPCR-TR la cual mide el nivel de expresién a nivel de mRNA?°~%1

2- ELISA** que mide principalmente las citocinas en sobrenadantes de
cultivos celulares.

3- Citometria de fluo la cual realiza la determinacion de  citocinas

intracelulares

La citometria de flujo al ser una técnica multiparamétrica que permite medir la
funcionalidad y cuantificar el numero de células productoras de citocinas; para la
cuantificacion de citocinas se requiere el uso adicional de soluciones CBA
(Cytometric Bead Array) para realizar una curva estandar .2*~%7. A continuacion se

hace un resumen de sus principales componentes

3.3Citometria de Flujo
3.3.1 Introduccién

Los avances en los tratamientos de los pacientes con frecuencia se encuentran
estrechamente relacionados al desarrollo de métodos de andlisis cuantitativos. La
citometria de flujo es una metodologia importante ya que puede ser aplicada a
células individuales permitiendo a los investigadores obtener informacion acerca
de las propiedades funcionales de estas, lo cual permite evaluar las diferencias en

una preparacion celular heterogénea o entre células de muestras separadas.?®

Los avances en la instrumentacion, reactivos y anticuerpos fluorescentes han
contribuido al enorme crecimiento de las aplicaciones clinicas de la citometria de
flujo y la expansion mundial de laboratorios que utilizan esta tecnologia desde sus

inicios a finales de 1960.%8

La disponibilidad de una gran variedad de anticuerpos monoclonales finalmente
conllevo a la vanguardia a la Citometria de Flujo. El brote del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), provoco un aceleramiento en la aceptacion de

citometros de flujo como instrumentos de laboratorio de rutina, debido a la gran
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demanda de pruebas auxiliares: la relacion de células T supresoras como técnica

de deteccion temprana de la epidemia del SIDA.%8

Sin embargo, el citometro de flujop ha sido adoptado rapidamente por los
laboratorios de hematologia y oncologia como una herramienta rutinaria ya que los
anticuerpos monoclonales son mas especfificos del linaje celular o el grado de

desarrollo para las células hematopoyéticas.?®

El mérito principal de la Citometria de Fluo es su capacidad de medir
simultineamente varios parametros (dispersion de luz, dispersion lateral, y
fluorescencia), y los datos asi obtenidos se pueden almacenar para su posterior
analisis. Ademas el Sorting permite el estudio de los grupos celulares separados

sin necesidad de técnicas tediosas de aislamiento.?® 32

Ventajas Desventajas
Andlisis de un nimero estadisticamente Poca informacion morfolégica de la célula
significativo de células (1000 a mas de No proporciona informacion de la
100.000 células). localizacion celular en un tejido
Multiples marcajes de una sola célula. Puede analizar solamente una cantidad
Andlisis de alto nimero de particulas en limitada de material (10 millones de células
corto tiempo (5.000 eventos /seg.). / hora)
Alta sensibilidad y objetividad. Necesita suspension de ceélulas
Medidas separadas de cada célula (no s6lo individuales.
el promedio). Costos de la tecnologia
Medidas cuantitativas: discriminacion de Método destructivo.
las células segun la cantidad de marcador.  Incapacidad de visualizar las células que
Mltiples pardmetros: define se analizan.

subpoblaciones complejas.
Miles de células por segundo.

Tabla 6. Ventajas y desventajas de la técnica citometria de flujo
Citometria de Flujo (2012) Modificado de
http://iwww javeriana.edu.co/Facultades/Ciencias/neurobioquimica/libros/celular/citometria.htm

En la actualidad algunas de sus aplicaciones son

I.  Hematologia: tipificaciony conteo de células, reticulocitos y analisis de
medula Osea.
Il. Farmacologia: estudios de cinética celular

[ll.  Oncologia: Diagnostico y pronostico ,monitores de tratamientos
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IV.  Microbiologia: diagnostico bacteriano y virico ,estudios de sensibilidad a los
antibioticos

V. Genética: Cariotipoy diagnéstico de portador y prenatal.

VI.  Inmunologia: subpoblaciones de linfocitos ,tipaje tisular, Receptores de

Quimiocinas y Determinacion de Citocinas Intracelulares
3.3.2 Instrumentacion

El citometro de flujo posee una capacidad versatil para medir varios paradmetros
simultaneamente, estos incluyen propiedades fisicas de las células (por ejemplo,
tamafo celular y granularidad citoplasmatica), asi como diferentes antigenos en la
superficie de membrana y/o citoplasmaticos de células individuales, las cuales se

encuentran en suspension.?! 24

Los antigenos de superficie y citoplasmaticos se detectan por medio de
anticuerpos conjugados con fluorocromos. Estos antigenos son las propiedades
extrinsecas de la célula, mientras que las propiedades fisicas de la célula son las
propiedades intrinsecas, ya que no se afiaden reactivos exdgenos para Su
deteccion. Estos parametros se miden a través de un sistema Optico, y la sefial de
luz generada se registra en un sistema electronico. El sistema del ordenador es
responsable del almacenamiento de datos, gating y la representacion grafica en
una pantalla.?®~32

Sistema de Transporte Liquido

El fluo en un citometro de flujo comienza en un depdsito con liquido, denominado
liquido envolvente, el cual proporciona el soporte vehicular para dirigir las células
a través del haz de laser. El depdsito de liquido envolvente esta presurizado, para

conducirlo a través de un filtro para eliminar particulas extrafias.?®~32

Esta corriente de liguido envolvente es generalmente wuna disolucion
amortiguadora de una composicion adecuada para los tipos de particulas que se
analizan. Para los leucocitos esta normalmente es una solucion salina de fosfatos,

otras células u otras particulas pueden tener otras preferencias.??~32
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La suspensidon de células se aspira por medio de presion diferencial de aire o
vacio en la tuberia que conduce a la camara de flujo. En la camara de flujo, que es
una boquilla coénica, la muestra estd rodeada por una corriente libre de células con
liqguido envolvente produciendo una configuracion de flujo laminar. El liquido

envolvente exterior fuerza alas células en la muestra alineando una por una.*®~32

Cuando las muestras salen de la camara de flujo a través de un orificio estrecho,
la velocidad de flujo se vuelve notablemente elevada (alrededor de 1 a 10 m / s).
El fluo de células se retne entonces a la fuente de luz en el punto de intercepcion

de la luz en la zona de deteccién, y sefiales eléctricas u 6pticas se generan.?°~32
Sistema Optico

Actualmente, todos los citometros de flujo utilizan el laser éptico como fuente de
luz, y Optica en lugar de sefales eléctricas generadas. Los laseres pueden
entregar luz monocromatica intensa, coherente (ondas de luz que son paralelos y
unidireccional), lo que resulta en baja divergencia y el alto brillo de las sefales
generadas.?? 32

El laser de argon ionizado produce 15 mW con longitud de onda de 488 nm. Este
haz proporciona un campo de visualizacion que es lo suficientemente grande para
que la mayoria de células estén completamente iluminadas dentro del haz,
cuando lo interceptan y a su vez proporciona excitacion relativamente uniforme a
través de la corriente de muestra. A medida que el haz del laser enfocado
interactia con una célula que tiene marcadores fluorescentes, se crean al mismo
tiempo sefiales luminosas dispersas y de fluorescencia.?? 32

Sistema Electrénico

Después de viajar a través de todos los filtros y lentes, los fotones de luz inciden
en los detectores y se convierten en electrones (efecto fotoeléctrico). Los
detectores incluyen tubos fotomultiplicadores, que se utilizan comunmente para el
lado de la dispersion frontal y sefiales de fluorescencia, y de fotodiodos, que se

utilizan para sefiales de absorcion, la extincion, y la dispersion frontal.?® 32
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Sistema informatico

Fluidica

Lentes y prismas

Detectores

Figura 5. Estructura Fundamental de un Citdmetro de Flujo
DiazV (2010) Citometria de Flujo. Obtenido dehttp://biotechspain.com/es/tecnica.cfm?iid=1104
a_tecnica_citometra

Sefnales Fluorescentes

Las sefales de dispersion de luz se utilizan generalmente para el cribado. Sin
embargo, la caracterizacion de las células se basa principalmente en su superficie
y antigenos citoplasméticos, que son detectados a través de una sefial éptica

especial: la sefial fluorescente.33

Las sefiales fluorescentes se generan a través de los anticuerpos marcados con
fluorocromos que reaccionan especificamente con los antigenos de diferentes
células, facilitando asi la identificacion del linaje de células, etapa de desarrollo, y

los grupos especiales de células tumorales.?3
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Un fluorocromo es una molécula que posee en su estructura dobles enlaces
conjugados y que en respuesta a una estimulacion por un foton emite otro foton
de longitud de onda superior a la del fotobn excitador. Cada fluorocromo se
caracteriza por un espectro de excitacion y de emision. Los fluorocromos mas

ampliamente utilizados son los siguientes.®*

Excitacion Emision
Nombre Color
Max ( nm) Max (nm)
loduro de Propidio 488 620 Rojo
Peridin-Clorofila ( Per-CP) 488 670 Rojo
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) 494 517 Verde
Ficoeritrina (PE) 495 576 Naranja
Rodamina 545 575 Naranja
Rojo de Texas 596 615 Rojo
Ficocianina 620 655 Rojo
Aloficocianina (APC) 620 660 Rojo
Cianina 5 633 670 Rojo

Tabla 7. Longitud de onda y color de los principales fluorocromos utilizados en Citometria de Flujo
Nguyen (2007) FlowCytometry in Hematopahology

En un laser, los electrones se excitan por medio de la energia de un voltaje
aplicado. La diferencia entre los niveles de energia de los orbitales de un
fluorocromo estrictamente determinar4 en que color de la luz, en particular puede
absorber. Cuando los electrones caen de vuelta de sus estados excitados a sus
niveles basales, se emite luz de un color que depende de la diferencia en los
niveles de energia entre los dos orbitales. Debido a que la energia no se crea ni se
destruye, siempre se pierde en cierta medida, en forma de calor, el color de la luz
emitida cuando un electrén wvuelve desde un estado excitado a su estado
fundamental es siempre de una energia algo menor (es decir, de una longitud de
onda mas larga) que la energia absorbida en el aumento del electron al orbital

mas alto en el primer lugar.®~33

La luz emitida cuando un electron cae de un estado excitado a su estado

fundamental orbital se llama fluorescencia. El tiempo requerido para que tenga

31



lugar la fluorescencia es de aproximadamente 10 nano segundos después de la

activacion inicial del fluorocromo por el haz de excitacion.2?—33

Para llevar a cabo la separacion de colores, se utilizan espejos dicroicos vy filtros
espectrales, que reflejan o transmiten longitudes de onda especificas. Debido a
gue las longitudes de onda de emisién del fluorocromo pueden ser muy amplias,
también es necesario eliminar la superposicion de fluorescencia no deseada
ajustando apropiadamente circuitos del instrumento de compensacion o mediante

el uso de software de compensacién.?®~33

Sistema Informatico

El citometro de flujo puede ser interconectado con un sistema informético externo
que realiza tres funciones importantes: Almacenamientos, gating y representacion
grafica. El Gating se realiza para aislar electronicamente este grupo especial de
células para el andlisis, evitando la dificil tarea de purificar la poblacién de células
por medios biolégicos. Dependiendo de la capacidad del software, varios “gate”
pueden ajustarse de manera que la informacién puede ser recogida en

poblaciones de células.?°~33

Varios programas informaticos se encuentran disponibles para el andlisis de los
datos de citometria de flujo. Si bien cada uno de ellos es Unico en la forma de

procesar los datos, las estrategias generales son similares.?°~33
3.3.3Analisis de Datos
Scattergram

Esta es una representacion grafica de puntos como se determina por dos
parametros relacionados a lo largo de los ejes X & Y. Por ejemplo, se puede
trazar FSC vs SSC cada punto representa un solo evento. Sobre la base del
tamafio célula y granularidad citoplasmatica, el diagrama de dispersion por lo
general muestra tres grupos distintos de células en muestras de sangre

periférica.*®~33
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Histograma individual

Este grafico se usa normalmente para mostrar el nimero de células (eje y) frente a
la intensidad de fluorescencia (eje x). Cuando las células se tifieron con un
anticuerpo marcado con un fluorocromo, un solo histograma proporciona los

porcentajes de poblaciones positivas y negativas.??~33
Intensidad de Fluorescencia Media

La Intensidad de Fluorescencia Media es un parametro que permite relacionar la
cantidad de moléculas expresadas en cada célula analizada en el citobmetro;
debido a que el brillo de los fluorocromos acoplados a los anticuerpos se capta
como mayoritario, en la medida que dicho anticuerpo se acopla a mas moléculas
en la superficie de la célula interrogada por el laser durante la adquisicion por

citometria.34-38

Este parametro permite conocer el nivel de expresion de los marcadores por
célula, y de esta manera, conocer el comportamiento de la poblacion a través del
cambio en la intensidad de la Fluorescencia de una poblacion de células. En caso
de que las tinciones de toda la poblacién sean con diferentes niveles de
anticuerpo, seria apropiado reportar valores de IFM sobre la base de algun tipo de
control. Para demostrar un aumento o disminucién en la expresion de este

marcador.3*~38

4. Tinciones de citocinas Intracelulares

El uso de mudltiples tinciones analizadas por citometria de fluo permite una
evaluacion objetiva, asi como la identificacion simultinea de diferentes
subconjuntos de células. Con el fin de alcanzar niveles detectables de las células
productoras de citocinas por lo general se necesita un minimo de hasta 4 horas de
incubacion después de la estimulacion con activadores, junto con la presencia de

agentes que bloguean especificamente la secrecion de proteinas.3¢~3°
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En los diferentes trabajos revisados existen dos principales métodos para la
obtencion de células monociticas: el uso de sangre con anticoagulante (citrato de
sodio) el cual representa un sistema in vitro que conserva tanto como sea posible
el medio de interaccion entre el LPS y las células, tal como ocurre in vivo,
empleando una solucién de lisis para eritrocitos y la obtencion de células
monociticas obtenidas por gradiente de densidad en medio de cultivo
suplementado. Se recomienda el uso de diferentes activadores tales como LPS,
PMA, Fito-Hematoaglutinina (PHA), IFN-Y, la toxina de  S.aureus Yy sus
concentraciones oscilan entre los 0.05 ug/mL hasta 1 ug/mL. Asi mismo se
emplean diferentes inhibidores de secrecion de proteinas entre los que destacan

. . 36—39
Brefeldrina A o Monensina.

Actualmente no existe un protocolo estandarizado para medir la producciéon de
citocinas en monocitos, la casa comercial Becton Dickinson proporciona diferentes

alternativas para su cuantificacion en linfocitos.*°

Por lo cual el objetivo de dicho trabajo es comparar dos técnicas de tincidn
intracelular de citocinas en células monociticas por citometria de flujo, para su
implementacion en la rutina de pacientes pediatricos, a continuacién se hace una

resefia de los principales reactivos utilizados y su funcién dentro del procedimiento

4.1 Separacion por Gradiente

Para conseguir separaciones mas eficaces de células se centrifuga la muestra
sobre un medio de densidad intermedia entre los dos tipos de células que se
quieren separar. Utilizando Lymphoprep el cual tiene una densidad de 1.077 g/mL
que es idéntica a la de linfocitos y monocitos es posible recuperar las células

mononucleares de sangre periférica .41 ~*

El Lymphoprep es una combinaciéon de un polimero de sacarosa de alto peso
molecular y un compuesto orgéanico. Los granulocitos y eritrocitos poseen una

mayor densidad y cuando se centrifuga la sangre periférica endicho gradiente,
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pasan a través de este formando un paqueteen el fondo del tubo. Las plaguetas
tienen una densidad menor y permanecen en la fracciéon plasmatica y los

mononucleares se localizan en la interface.*' =42

4.2 Cultivo Celular

El cultivo celular se realiza en medios artificiales preparados mediante la mezcla
de componentes purificados o de soluciones organicas complejas, en el interior de
instrumentos que mantienen las condiciones fisico-quimicas adecuadas y sobre
soportes o recipientes que los contienen y aislan del medio exterior. Los cultivos
en suspension suelen coincidir con los de aquellas células que “in vivo” son
circulantes, en general células sanguineas. El gran interés que tiene el cultivo de
células sanguineas principalmente en linfocitos ha extendido notablemente la

caracterizacion de los cultivos en suspension.*® —3¢

Los componentes mas significativos de la fase gaseosa son el oxigeno y el diéxido
de carbono. Las necesidades de oxigeno para la mayor parte de los cultivos

—364_

. ., ;. 43
celulares son cubiertas con la tension atmosférica.

El dioxido de carbono juega un complejo papel en el medio debido a que influye la
cantidad de CO2 disuelto, el pH y la cantidad de iones HCO3-. Cada medio tiene
una concentracion recomendada de bicarbonato y tension de CO2 para alcanzar
el pH correcto. Sin embargo, se emplean otras sustancias amortiguadoras en la
formulacion de muchos medios en la actualidad, lo que permite una estabilidad
superior del pH en el medio, asi como una mayor capacidad amortiguadora por

ejemplo HEPES, Tricina etc.*3~3¢

El pH 6ptimo de crecimiento para la mayoria de tipos celulares es de 7,4 aunque
existen pequefnas variaciones El indicador de pH que se suele emplear es rojo
fenol, que presenta color rojo a pH 7,4, naranja a pH 7,0, amarillo a pH 6,5, azul-

rojo apH 7,6 y purpura a pH 7,8.43-3¢

La temperatura tiene gran influencia en la tasa de crecimiento de las células, de

ahi la importancia de un buen control de ésta en la incubacion. Influye asimismo
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en el pH del medio, por lo que se recomienda o bien ajustar el pH a 0,2 unidades
por debajo del 6ptimo, a temperatura ambiente, o bien preparar el medio completo,
incluso suero, dejar equilibrar en la estufa y después ajustar el pH, antes de

afiadirlo al cultivo.*3~3¢

La viscosidad del medio viene determinada fundamentalmente por el contenido en
suero y tiene poca influencia sobre el crecimiento. Si es importante para evitar el

dafio celular en la agitacion del cultivo (menor dafio a mas viscosidad.*3~3¢

La principal dificultad para el establecimiento de las lineas celulares es el de
obtener medios nutritivos adecuados que sean capaces de reemplazar al medio

"natural” como extractos embrionarios, hidrolizados de proteina o sueros.*3~3¢

. Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM). Es el medio de uso mas corriente,
contiene mas aminoacidos y en mayor concentracion que el BME. Se usa
para cada casi todo tipo de cultivos y requiere la adicion de suero (10%).

ll.  RPMI 1640. Medio disefiado para el crecimiento de linfoblastos y lineas
celulares leucémicas en suspension. Tiene un amplio rango de aplicaciones

con suplementos adecuados

Es necesario suplementar el medio basal con los aminoacidos esenciales.
Asimismo se suplementa con otros aminoacidos, pues los requerimientos pueden
variar de una célula a otra. Un suplemento comun es el de glutamina, a 2 mM final,
aunque hay algunas lineas celulares pueden usar el glutamato. La glucosa es la
fuente de energia en muchos medios. Metabolizada preferentemente via glucdlisis
hacia piruvato que puede ser convertido en lactato o acetoacetato que entra el

ciclo de Krebs, y genera C02.43-3¢

Las hormonas y factores de crecimiento en los medios no definidos suele
aportarlos el suero. Los tipos de suero empleados son suero de ternera, suero
bovino fetal, suero de caballo y suero humano. El mas usado es el suero de
ternera, mientras que el suero bovino fetal es usado en lineas mas exigentes, y el
suero humano en lineas humanas. La utilizacién de suero es problemética pues a

pesar de que la composicion del suero es conocida, existen gran cantidad de
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componentes presentes en cantidades variables en éste que pueden influir

notablemente en el cultivo.*3~3¢
4.3 Brefeldrina A (BFA)

La BFA es una lactona macrociclica sintetizado a partir de palmitato (C6) por una
variedad de hongos. Aunque inicialmente se aislé y caracterizo como un
antibiético y antiviral, la utiidad de BFA para los bidlogos celulares comenzd con
el reconocimiento de que las células tratadas con BFA, inhibian la secrecion de la
proteina en una primera etapa en la via secretoria .Es cominmente utilizado para
mejorar las sefales de tincion intracelular de citocinas mediante el bloqueo de los
procesos de transporte durante la activacion celular. BFA conduce a la
acumulaciéon de la mayoria de las citocinas en el Reticulo E/Complejo Golgi. Las
condiciones 6ptimas para la utilizacion dependen del tipo de célula y del tiempo.
Por lo general, los inhibidores de la proteina de transportes se incluyen en los
medios de activacion de células in vitro durante 4-24 horas antes de su

cultivo.*3—3¢
4.4 Activadores

El lipopolisacarido es el componente principal de la membrana externa de las
bacterias Gram-negativa, se localiza en la capa externa de la membrana y en
cepas no capsuladas, expuesta en la superficie celular. Dentro de las bacterias
Gram-negativas, los lipopolisacaridos de membrana protegen a la bacteria contra

la accion de las sales biliares y antibidticos lip6filos.*~51

Los lipopolisacaridos son endotoxinas estables al calor y han sido reconocidos
como un factor clave en el shock séptico (septicemia) en los seres humanos y en
la induccién de una fuerte respuesta inmune en células normales de mamiferos. El
resto del lipido A se ha identificado como critico para la actividad de endotoxina de

lipopolisacarido.*9~51

Los Lipopolisacaridos estan compuestos de un lipido hidrofébico (un lipido, que es

responsable de las propiedades téxicas de la molécula), una cadena de
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polisacarido nucleo hidréfilo, y una cadena antigénica O hidrofilica. En la mayoria
de los casos, las cadenas O especificas estan construidos de unidades repetitivas
de oligosacaridos que presentan una diversidad estructural especifica de

cepa 49-51

La endotoxina purificada se denomina generalmente como lipopolisacarido o LPS,
para distinguirla de la forma natural de la membrana celular. La porcién de nucleo
de la cadena de polisacarido es comun a LPS a partir de cepas bacterianas

silvestres y mutantes.*9~51

El receptor para el lipopolisacarido activo ha sido identificado como el complejo
receptor de CD14/TLR4/MD2, que promueve la secrecion de citocinas
proinflamatorias incluyendo factor de necrosis tumoral-a y la Interleucina-1.
Mientras que el componente lipido A es principalmente responsable de la

activacion de la respuesta inmune.*?~51
4.5 Viabilidad Celular

La determinacion de la viabilidad celular es importante en el cultivo de tejidos y
estudios de citotoxicidad, y hay varios ensayos de viabilidad que utilizan la
exclusion de ciertos colorantes por las membranas celulares en vivo. Hay varios
problemas con estos procedimientos de tincion de rutina, que limitan su utilidad.
Por ejemplo la exclusién de azul tripan es la prueba mas comun para la viabilidad
celular, es algo impreciso en la identificacion de las células muertas. Las células
deben ser contadas dentro de 3 a 5 minutos debido a que el nUmero de células
con tincion azul aumenta con el tiempo después de la adicién del colorante. El
tiempo es menos critica cuando se utiliza eosina, pero la identificacion de células
muertas es mas subjetiva. Nigrosina es menos toxica, pero la realizar la tincion de
manera correcta requiere por lo menos 10 minutos Yy por lo tanto lleva méas

tiempo.5?

Ciertos tintes fluorescentes son indicadores mas fiables de la viabilidad de las
células que son los tintes de colores mas tradicionales. Los tintes intercalante

bromuro de etidio y yoduro de propidio se sabe que solo pasan a través de las
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membranas de células muertas. Existen tinciones dobles con Naranja de Acridina
y bromuro de etidio se realiza habitualmente en las suspensiones de células y

pueden ser evaluadas por citometria de flujo o microscopia de fluorescencia.>?

El 7-amino-actinomicina D (7-AAD), se utiliza como un fluorocromo especifico
para la citometria de flup de ADN. Se ha demostrado anteriormente que este
compuesto se une especificamente al ADN in vitro, asi como in situ en
preparaciones citolégicas. EI maximo de absorcion estd situada en la region
espectral verde y por lo tanto es adecuado para la excitacion del laser de argon de

su fluorescencia.>?

El 7-amino-actinomicina D (7-AAD) que se puede utilizar en lugar de yoduro de
propidio (PI) para la exclusion de células no viables en ensayos de citometria de
flujo. La ventaja de 7-AAD sobre Pl es la capacidad de ser utilizado en conjuncion
con ficoeritrina (PE) - e isotiocianato de fluoresceina (FITC)-anticuerpos
monoclonales marcados en un analisis de doble color, con un minimo
solapamiento espectral entre la fluorescencia de emisiéon de 7-AAD, PE y FITC. El
Via-Probe ™ se detecta la fluorescencia en el rango rojo lejano del espectro (650

nm de longitud de filtro de paso).3~5*
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Materiales y Métodos

4.1 Material

N o ok~ wbde

Pipeta automética de 1-10 pL
Pipeta automatica de 40-200 uL
Pipeta automética de 100-1000 pL
Pipetas graduadas de 5 mL

Tubos Falcon®

Tubos Vacutainer® (Heparina)

Puntas para pipeta automatica de 100 y 1000 mL

4.2 Equipo e Instrumentos

ok 0 DbdRE

Agitador Vortex Shelton S
Campana de Flujo Laminar VECO
Congelador REVCO

Centrifuga

Citometro FACS Calibur®

4.3 Reactivos y Material Bioldgico

N N N N N N N RN

BD FACS Lysing Solution

Solucioén fijadora (p-formaldehido 1%)

Lymphoprep™

RPMI 1640 con L-Glutamina ( Lanza BioWhittaker)

Soluciéon Permeabilizadora / Fijadora Citofix — Citoperm
Mem-Non-Essential AminoAcid(GIBCO)

Sodium Pyruvate 100 mM ( GIBCO)

Brefeldrina A Solution 100X

Anticuerpo monoclonal CD14- PerCp

Anti-human IL12-FITC, anti humanTNF-a-PE, anti human IL-6-FITC

40



Lipopolisacéarido Sigma
Via probe (7-AAD)
FACS Flow

Suero Fetal Bovino
Perlas Calibrite 3

I N N N R

Sangre heparinizada por puncion venosa

5. Metodologia
. Preparacion de LPS

Se realiz6 una disolucion stock de 0.5 pg/uL de LPS en solucion de buffer de
fosfatos (PBS). Se realizaron alicuotas de 20 uL, a estas se les afiadié 180 uL de

PBS con una concentracion final de 0.05 pg/pL

ll.  Preparacion de Medio de Cultivo Suplementado

Se prepar6 un medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino al 10 %,
piruvato de sodio al 1 %, MEM al 1 %, 1ug /ml de Brefeldrina en medio RMPI
1640.

lll.  Conteo celular

. En un Tubo TruCont se colocaron 30 uL de la suspension de células
mononucleares.

II. Se realizd una tincion de las células con 5 uL de Anticuerpo Monoclonal anti
(CD14-PerCp) incubando durante 30 minutos en la obscuridad.

lll.  Se agregaron 250 uL de Solucién fijadora y se homogenizan las células

IV. Se calibro el citbmetro de flujo con perlas calibrate 3.

V. Se adquirieron 150 000 eventos en el Citbmetro de flujo y analizo en el

software Infinicyt®
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VI.

VII.
VIIL.

Técnica |. Tincidn Intracelular de células mononucleares obtenidas

por un gradiente de densidad

En la campana de flujo laminar y en condiciones estériles, se separaron las
células mononucleares mediante un gradiente de densidad con
Lymphoprep en una relacién 1: 2 (1 parte de Lymphoprep con 2 Partes de
Sangre).

A un tubo falcon se agregé Lymphoprep y se colocé a 45° para agregar
lentamente la sangre por las paredes deltubo con una pipeta graduada.
Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Las células mononucleares se separaron con una pipeta transfer, y se
colocaron en un tubo falcon, se realizaron dos lavados con 3 mL de PBS
estéril centrifugando a 1500 rpm durante 5 minutos.

Las células mononucleares se cultivaron en una concentracion final de
1x10°células aproximadamente por mL en condiciones estandar (37°C) en
medio RPMI suplementado.

La activacion de las células se realiz6 incubandolas con LPScon las
siguientes concentraciones y tiempos (VerTabla 8), a una temperatura
(37°C).

Al término de la incubacion se concentraron las células.

Se realizd la tincidon de superficie de (CD14)

4 0O(basal) 0.05 0.1 1.0 2.0
6 O(basal) 0.05 0.1 1.0 2.0
16 O(basal) 0.05 0.1 1.0 2.0
24 0O(basal) 0.05 0.1 1.0 2.0

Tabla 8. Activacion de células mononucleares a diferentes tiempos y

concentraciones
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XI.

XII.

XIll.

XIV.

XV.
XVI.

Se agregd 250 uL de Solucion Permeabilizante BD y se incubaron durante
20 minutos a 4°C.

Se realizaron dos lavados con el buffer de lavado 1X agregando 1 mL por
tubo, centrifugando a 1500 rpm durante 5 minutos.

Se separd una alicuota de 50 uL de las células sin tefir como control de
auto fluorescencia

Se realiz6 una doble tincion de las células con 5 uL de Anticuerpo
Monoclonal (IL-6, TNF-a) incubando durante 45 minutos en la obscuridad.
Se realizé un dltimo lavado con PBS, centrifugandolas a 1500 rpm durante
5 minutos.

Se agregaron 250 uL de Solucién fijadora y se homogenizaron las células.
Se calibro el citobmetro de flujo con perlas calibrate 3.

Se adquirieron 150 000 eventos totales en el Citometro de flujo y analizo

en el software Infinicyt®.
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5. Técnica Il. Tincién Intracelular de monocitos en sangre total obtenidas por

Lisis

En la campana de flujo laminar y en condiciones estériles, se colocaron 70
uL de Sangre Total y 140 uL de Medio de Cultivo Suplementado.
La activacion de las células se realiz6 incubandolas con LPS con las

siguientes concentraciones y tiempos (Ver Tabla 9), a una temperatura
(37°C).

Concentracion(ug/ml)

4 O(basal) 2.0 4.0 6.0

6 O(basal) 0.05 0.1 1.0 2.0
16 O(basal) 0.05 0.1 1.0 2.0
24 0(basal) 0.05 0.1 1.0 2.0

V1.

VII.

VIII.

Tabla 9. Activacién de monocitos en sangre total a diferentes tiempos y concentraciones

Al término de la incubacién se concentraron las células se agregaron 750 uL
de BD FACS Lysing Solution a cada tubo, incubandolas durante 15 minutos a
Temperatura ambiente.

Se realiz6 un lavado con 3 mL PBS, centrifugandolas a 1500 rpm durante 5
minutos.

Se realizd la tincion de superficie de (CD14)

Se agregd 250 uL de Solucién Permeabilizante BD y se incubaron durante 20
minutos a 4°C.

Se realizaron dos lavados con el buffer de lavado 1X agregando 1 mL por
tubo, centrifugando a 1500 rpm durante 5 minutos.

Se separ6 una alicuota de 50 uL de las células sin tefir como control de auto
fluorescencia

Se realiz6 una doble tincion de las células con 5 uL de Anticuerpo Monoclonal

(IL-6, TNF-a) incubando durante 45 minutos en la obscuridad.



X.  Se realizé un Ultimo lavado con PBS, centrifugandolas a 1500 rpm durante 5
minutos.
Xl.  Se agregaron 250 uL de Solucién fijadora y se homogenizan las células
XIl. Se adquiri6 en el citometro de flujo y analizo en el software Infinicyt®.

V. Viabilidad Celular
. Se realiz6 la determinacion de la viabilidad celular con una doble tincion de
las células con 5 uL de Anticuerpo Monoclonal (CD14) y 5 uL de Via-

Probe, a la concentracion, tiempo Yy técnica estandarizada obtenidos al

final del andlisis.

Tiempo Concentracioén Alicuota
LPS(ug/mL)
Control - 50 yL Sangre Total + 50 50 pL Sangre Total( 7 dias)
0 0 50 pL Sangre Total
8 0 50 pL Sangre Total
0 0 50 uL células mononucleares
4 1 50 yuL células mononucleares
16 1 50 yuL células mononucleares
24 1 50 uL células mononucleares

Tabla 10. Determinacién de Viabilidad Celular en monocitos en sangre total y

células mononucleares separadas a diferentes tiempos y concentraciones
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Tubo de 1 mL Se'parar
Heparina Lymphoprep Células

Asregar ' 30 min, 3000 rpm Realizar Lavados
2ZmLS=angre Activar con LPE L Con 10 mL PBS @\

Homogenizar

Resuspender

Tincidn de Superficie . .
Viabilidad Medio Cultivo o

Permeabilizacidn

@ 5 min, 1530 rpm

A mi |i Decant
—:r::_r' S min, 1500 rgm Incubara 37°Ca sne=r
o \ 4.6, 16y 24 horss
Solucion Tincion e
Fijacion e
Lavado Intracelular Lavado 1 Adguiriry
— . AntiHumsn IL-EFITC ; Analizar
Anti Human THF FE
Anti Human IL-12 FITC* |
smogeniz 3 mL PES -
5 min, 1500 rpm Homagenizar _'IE”j*_"
2olucion

Fijadors

Figura 7. Diagrama General de la tecnica de tincion intracelularde monocitos obtenidos por
gradiente de densidad
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Figura 8 .Diagrama General de la tecnica de tincion intracelularde monocitos de sangre total
obtenidos por solucionde lisis
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Resultados
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Figura 9. Histograma de las tres fluorocromos utilizados en Monocitos, usando
células sin tefiir e Isotipo respectivamente a diferentes tiempos: A,B) 4 horas
C, D) 6 horas y E,F) 16 horas
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Conteo Celular

Formula:

# Eventos en la Region que contiene Celulas  # Perlas por Test
= Conteo Absoluto de Celulas

# Eventos en la Region de Perlas * Volumen de Prueba
Calculo:
1072 CD14+ 48809 Monaocitos )
x = 6——— 500 uL = 1.048 = 10® monocitos CD14 +
832 Perlas 30 uL
Ay By c) B
-3 I F - > 81 :
3 E: ' ! ' E e 2 §
u = -
» 5 = ? 5.
D o g @
§§ 5 o~ 28
w_ o T
E (TR
- 2 = . —E
1 ] =y -
@ o L~ I
7]
@0 : - - E = e
[I' I ﬂiﬂ I “Im I Billﬂ I n[l'n I ‘Iﬂll.'ll.'l 1 1E1 1E2 1E3 1E4 1 1E1 1E2 1E3 1E4
FSC-H LINEAR FL1-H LOGARITHMIC Anti CD14

Figura 10. Determinacién del nimero de monocitos obtenidos por gradiente de densidad

A) DotPlotde Complejidadvs Tamafio
B) DotPlot para la visualizacién de laregidn de perlas restantes
C) DotPlotpara al determinacion de células CD14+
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Expresiéon de IL-6 en Monocitos con LPS (4 horas)
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Figura. 11a.DotPlot de Células Mononucleares incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante 4 horas para la
produccion de IL-6 .A) Control de AFB) 0.0 ug/mL C) 0.05 ug/m LD) 0.1 ug/mL E) 1 ug/mL F) 2 ug/mL
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Figura. 11b. DotPlot de Leucocitos en Sangre Periférica incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante 4 horas
para la produccion de IL-6. A) Control de AFB) 0.0 pg/mL C) 2 pg/mL D) 4ug/mL E) 6 pug/mL
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Expresiéon de IL-6 en Monocitos con LPS (6 horas)
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Figura. 12a.DotPlot de Células Mononucleares incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante 6 horas para la
produccién de IL-6 .A) Auto Fluorescencia B) Basal Sin activar C) 0.05 pg/mL D) 0.1 pg/mL E) 1 pg/mL F) 2 pg/mL
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Figura. 12b. DotPlot de Leucocitos en Sangre Periférica incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante 6 horas
para la produccion de IL-6. A) Control de Auto Fluorescencia B) 0.0 pg/mL C) 0.05 pg/mL D) 0.1 pg/mL E)1 pg/mL
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Expresién de IL-6 en Monocitos con LPS (16 horas)
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Figura. 13a.DotPlot de Células Mononucleares incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante 16 horas para la
produccion de IL-6 .A) Auto Fluorescencia B) 0.0 ug/mL C) 0.05 pg/mL D) 0.1 pg/mL E) 1 pg/mL
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Fig 13b. DotPlot de Leucocitos en Sangre Periférica incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante 16 horas para
la produccion de IL-6. A) Control de Auto Fluorescencia B) 0.0 pg/mL C) 0.05 pg/mL D) 0.1 pg/mL E) 1 pg/mL F) 2 pg/mL
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Expresion de TNF- a en Monocitos con LPS (4 horas)
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Figura. 14a.DotPlot de Células Mononucleares incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante 4 horas para la
produccion de TNF- a. A) Control de AFB) 0.0 pg/mL C) 0.05 pg/mL D) 0.1 pg/mL E) 1 pg/mL F) 2 pg/mL
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Figura. 14b. DotPlot de Leucocitos en Sangre Periférica incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante 4 horas
para la produccion de TNF- aA) Control de AFB) 0.0 pg/mL C) 0.05 pg/mL D) 0.1 pg/mL E) 1 pg/mL F) 2 pg/mL
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Expresion de TNF- a en Monocitos con LPS (6 horas)
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Figura. 15a.DotPlot de Células Mononucleares incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante 6 horas para la
produccion de TNF- a. A) Control de AFB) 0.0 pg/mL C) 0.05 pg/mL D) 0.1 pg/mL E) 1 pg/mL F) 2 pg/mL
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Figura. 15b. DotPlot de Leucocitos en Sangre Periférica incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante 6 horas
para la produccion de TNF- a. A) Control de AFB) 0.0 pg/mL C) 0.05 pg/mL D) 0.1 pg/mL E) 1 pg/m LF) 2 pg/mL

53



1E2 1E3 1E4

1 1E1  1EZX 1E3

Anti CD14

Figura. 16a.DotPlot de Células Mononucleares incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante

Expresion de TNF-a en Monocitos con LPS (16 horas)
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Figura. 16b. DotPlot de Leucocitos en Sangre Periférica incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante 16 horas
para la produccion de TNF- a. A) Control de AFB) 0.0 pg/mL C) 0.05 pg/mL D) 0.1 pg/mL E) 1 pg/mL F) 2 pg/mL
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Expresion de IL-6 Y TNF-a en Monocitos con LPS (24 horas)
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Figura. 17a.DotPlot de Células Mononucleares incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante 24 horas
para la produccion de IL-6 y TNF- a. A)JAFB,C) 0y 1 ug/mL de IL-6 D,E) O y 1 pg/mL para TNF
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Figura. 17b. DotPlot de Leucocitos en Sangre Periférica incubadas a 37°C con diferentes concentraciones de LPS, durante
16 horas para la produccion de IL-6 y TNF- a. A) Auto Fluorescencia B, Cy D) 0 ug/m E,F) 1 pg/mL
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Expresion de CD14 en Monocitos
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Figura. 18 y 19. Histograma con su correspondiente DotPlot para la expresion de CD14 en monocitos

obtenidos por gradiente de densidad y en sangre total respectivamente

A) Control de AF, B) Células sin activar 0 horas C) Células Sin Activar a 4 horas D) Células Activadas con
LPS 4 horas E) Células Activadas con LPS 6 horas
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Figura. 20 Identificacion de Monocitos usando un segundo anticuerpo monoclonal Anti
CD45/ FITC. A) Histograma de Leucocitos CD45+ comparados con células negativas B)
DotPlot de células mononucleares para la expresion de CD14 C) DotPlot de células

mononucleares para la expresiéon de CD45+

Determinacion de Viabilidad en Celulas Mononucleares

Titulaciéon de IL-12

Figura. 21 .Dotplot para la determinacion de
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Titulacion de Ac-Monoclonal Anti IL-12
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Figura. 22. Titulacion de
IL 12 con diferentes
concentraciones de
Anticuerpo Monoclonal
anti IL-12/FITC para un
millén de células

monociticas por mL

A) Control AF
B) 1ug

C) 0.5 ug
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E) 0.1 pg
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Obtencién de IFN-Y parala produccion de IL-12
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Figura. 23 Produccion de IFN-Y en linfocitos CD3+ activados con PMA+ lonomicina de un testigo sano, utilizando
como marcador de activaciéon CD69
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Figura. 24. Produccion de IL-12 utilizando LPS e IFN-Y producido por activacion de linfocitos de un Sujeto Sano
A) Control de AFB) 1 1 pg/mL LPS + Suero sin activar C) 1 pg/mL + IFN-Y D) 11 pg/mL LPS 59



Reproducibilidad Intralaboratorio:

Se evalué una muestra de sangre periférica con recuentos de leucocitos normales
obteniendo las células monociticas por gradiente de densidad, en diferentes dias.
En la siguiente tabla se muestra el porcentaje medio de expresién de IL-6 y TNF —

a respecto al total de monocitos, la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion obtenidos:

Nivel de Numero Citocina Porcentaje Desviacion Coeficiente
Leucocitos de Medio de Estandar de
Muestras Monocitos (SD) Variacion
(CV%)
Normal 5 TNF- a 72.38 2.65 3.66
Normal 5 IL-6 49.39 2.84 5.77

Tabla 11. Resultados de la reproducibilidad de la técnica de tincion intracelular

obteniendo células monociticas por gradiente de densidad

Obtencion de un “Valor de Referencia”

Se evaluaron diez muestras de sangre periférica con recuentos de leucocitos
normales obteniendo las células monociticas por gradiente de densidad, En las

graficas se muestra el valor promedio y la DE
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Figura 25. Valores promedios de la produccién de IL-6, TNF-a e IFM en ambos grupos(Grupo 1: 22-28

afos y Grupo 2: 45-55 afios)



Analisis de Resultados

Debido a la inexistencia de controles de calidad comerciales tanto para muestras
positivas y negativas, se implementaron dos controles internos negativosel primero
un control isotipo y el segundo fue células sin tefir para determinar la
fluorescencia basal de cada muestra. Comparando ambos histogramas, se
observa que el comportamiento de estos es el mismo con ambos controles (Ver
Figura 9), el control isotipo nos permite deducir que no existen uniones
inespecificas de los diferentes anticuerpos utilizados hacia los monocitos por
medio de receptores IgG o Fc y el aumento de la fluoresencia es exclusivo de la
unién del anticuerpo con su antigeno, lo cual respalda la especificidad de la
prueba, la autofluorescencia de las células vivas sin tefiir sirve como blanco de

referencia.

El andlisis de las curvas de cinética que se muestran a continuacion, indican que
el mayor nUmero de células productoras de citocinas se observa entre las 4 horas

de incubacién con una concentracion de 1 ug/mL de LPS para ambas técnicas.

90 70
80 ¢
B 4 | = &0
70 ¢+
3 | w 5g +
d 60 = +
£ 5o | = a4p
= t T | a2 +
2 40 8 m
Fi ! g 0 i n
£ 30 A k
a X, # 20
S X X
10" 10 ! & x
0® : -
0 005 01 10 20 40 60 )
0 005 01 10 20 40 60
Concentacion LPS (ug/mL} Concentracién LPS {ug/mL)
#4 hrs FBMC W & hrs FBMC 16 hrzPBMC
4 hrsiangreTotal & hrsSangreTotal 16 hrs3angre Total * : T:SZ&:‘SETMN Tg:rrizg:‘frehtal . ig :;:E:‘MLEE Total
MhrsPBMC  mValorss Basales ) 24hrsPEMC  WValorss Basales

Figura 26. Cinética de IL-6 y TNF-a en monocitos incubados a 37°C a diferentes

concentraciones de LPS e intervalos de tiempo
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Sin embargo la gran diferencia observada entre estas dos técnicas se debe a un
efecto sinérgico entre el LPS y los polisacaridos procedentes del Lymphoprep,
dicha hipétesis se respalda con los resultados obtenidos en los controles basados,
donde al no haber LPS en las células PBMC se observa una produccion
significativa, dicho efecto no se ve en las muestras de células utilizadas por sangre
total.

Que exista una mayor produccion de citocinas en las células monociticas
obtenidas por gradiente de densidad lo que le confiere una mayor sensibilidad a la
técnica comparado con las células obtenidas por lisis y es uno de los principales

factores para seleccionarla.

Una de las principales dificultades al realizar el analisis en los software es la
identificacion de los monocitos mediante un marcador especifico, actualmente
diferentes autores recomiendan su identificacion mediante CD14, sin embargo
nosotros observamos que una vez las células monociticas pasan a un estado de
activacion, el marcador de superficie CD14 disminuye considerablemente en los
monocitos en ambas técnicas (Ver Figura 4). Se reporta una disminucion de su
expresion con diferentes activadores debido a un sumergimiento de este o su
liberacion como CD14s (49) sin embargo en muestras de sangre total se observa
una ausencia total de CD14 después de la incubacién lo cual se pudiera atribuir a
la liberacion de Proteasas principalmente a la elastasa, producidas por los
neutréfilos tal como reportan (50). En el caso de la técnica de PBMC al realizar el
andlisis solo tenemos dos poblaciones y la presencia de CD14 permite diferenciar
entre estos dos linajes, sin embargo en las muestras de sangre total, la presencia
de neutrofilos dificulta el andlisis por lo cual sugerimos una tincién alternativa con
anti-CD45 para mejorar la especificad y hacerla una opcion viable que permita

mejorar el analisis para identificacion de las células. (Ver Figura 5).

Los andlisis de viabilidad son importante pues se requieren células vivas para ver
su funcionalidad, nuestros resultados (Ver figura 6) muestran que el 99% de las
células son viables desde el momento de la toma de muestra hasta 8 horas

después, conservando la muestra a 4°C. El Lymphoprep no resulta toxico para las
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células durante el tiempo de separacion, ya que no se observa un cambio
significativo en el porciento de células muertas. Después de 4 horas de incubacion
con el LPS existe un 31.75 % de células no viables del cual solo un 6 % se
atribuye a monocitos. A 16 horas existe un 76.5% de células no viables sin
embargo la gran mayoria conserva aun sus propiedades estructurales, por lo cual
pudiera dar falsos positivos de aqui la importancia de dicha tincion, a 24 horas la
gran mayoria ha perdido su estructura  dificultando su identificacion por

complejidad y tamafio.

Para la produccion de IL-12 se encontraron diferentes dificultades, la estimulacién
con LPS no es suficiente para obtener una cantidad apreciable de dicha citocina,
por lo cual la titulacién del anticuerpo se realizd a 4 horas, para establecer la
cantidad de anticuerpo optima se realizé mediante dos parametros, las células IL-
12 (-) tuvieran la misma IFM que los monocitos del control de autofluorescencia
y la visualizacion de células IL-12(+) ( Ver Figura 22) encontrando como

concentracion optima 0.1 pg de Anticuerpo monoclonal anti IL-12/FITC ,

La IL-12 juega un rol importante dentro del eje IFN-Y/IL-12/IL-23, por lo cual
diversos autores reportan un efecto sinérgico en la producciéon de IL-12 cuando se
activa con IFN-Y y LPS, este fue colocado de manera exdgeno mediante la
produccion por la activacion de Linfocitos de un Testigo Sano usando como
mitogenos PMA + lonomicina. En la Figura 23 se observa que un 10.94% de los
linfocitos son productores a las 18 horas. La produccion de IL-12 aumenta
moderadamente a un 9%( Ver Figura 24), por lo cual se sugiere probar el uso de
IFN-Y biotecnoldgico para poder determinar la concentracion optima y ver si existe
un aumento, debido a que se desconoce el valor de referencia en la produccion de
IL-12.

Comparando con otros estudios internacionales ellos reportan como mejor tiempo
a 6 y 8 horas respectivamente comparando sus valores porcentuales se observa
una mayor produccion de IL-6 e IL-12, esta diferencia se la atribuimos
principalmente a la edad promedio de los individuos sanos analizados, su edad

promedio del grupo de C.Bueno et-al fue de 35 afios mientras que la nuestra
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fueron dos grupos de 25 y 55 afios respectivamente encontrandose para el TNF-
a una diferencia significativa entre ellos .Los valores obtenidos de expresion de
TNF-a por grupos de edad son los siguientes valores: 69.04% + 5.56% y 40.88%
+ 6% respectivamente. Estos resultados respaldan la importancia de obtener
valores de referencia en nifios en la siguiente etapa del proyecto, pues no
esperabamos un cambio significativo en adultos, debido a la maduracion de la
respuesta inmune y un valor constante durante este transcurso. Actualmente no

existen trabajos realizados en pacientes pediatricos.

Experimental C.Bueno et-al Schuerwegh et-al

(INP, México) (Salamanca, Espafa) (Alemania)

Sujetos Sanos n=10 Sujetos Sanos n=10 Sujetos Enfermos n=10

IL-6 15.76% + 3.66% 84% + 18%
96.1% + 3.7%
IEM: 55 +5 IEM: 324 +217
TNF-a 69.04% + 5.56% 79 %+ 20%
97.3% + 20.4%
IEM: 150 + 20 IEM: 777 +371
IL-12 4.14% 9.34% 52.12% 71.0 %
IFM:71.34 IFM:57.10 IFM:121.15 IFM:352 No determinado
(LPS) (LPS+IFN) (LPS) (LPS+ IFN)

Tabla 12. Comparacion con de resultados con dos estudios internacionales para la produccion de

citocinas por citometria de flujo

El valor promedio de TNF es similar al nuestro, siendo esta la principal citocina
gque se mantiene constante hasta los 40 afios, sin embargo nosotros observamos
un decremento significativo en el grupo de 55 afos, probablemente a un

decaimiento de la respuesta inmune a esta edad.

En el caso de la Interleucina 12, nuestros porcentajes de células producto esta por
debajo del valor obtenido de C.Bueno et-al, una caracteristica comun es el

aumento de su produccion al utilizar IFN-Y como co-activador.



Los resultados de Schuerweghtet-al no son similares a los nuestros, se observa
una tendencia a elevarse casi al 100%. Esto se debe a que su determinacion se
realiz6 en pacientes adultos diagnosticados con Artritis Reumatoide, esto da un

ejemplo d su aplicacién dentro del laboratorio clinico.

Los valores de Intensidad de Fluorescencia Media no son similares en ambos
estudios, esto se debe a la diferencia entre las marcas comerciales y distintas
clonas de los anticuerpos monoclonales utilizados, asi como al fluorocromo
conjugado en cada caso, por lo cual este valor es de utiidad como control interno

dentro del laboratorio.

La determinacion de citocinas por citometria de flujo presenta dos cualidades
importantes: la primera la cuantificacibn como método analitico al obtener el
porciento de células que producen dicha citocina y la segunda: la obtencién del
parametro de Intensidad de Fluorescencia Media que nos proporciona de manera
relativa el nimero de moléculas producida por célula. Pudimos observar una
alteracion en este parametro en uno de los testigos sanos donde sus datos de
biometria hematica mostraban una ligera leucositosis y un aumento en el nUmero
de monocitos absolutos, el valor promedio del porciento de produccién entraba
dentro del valor de referencia obtenido, pero no asi su intensidad de fluorescencia
media la cual resulto tres veces mayor comparado con el grupo 1 de testigos

sanos.

Por ultimo debido a que no se cuenta con parametros de calidad reportados en la
literatura para la técnica, se establecié que los CV fueran menores a un 6% en la

reproducibilidad intralaboratorio.

La obtencién de un valor de referencia en adultos tiene como objetivo, establecer

un control positivo interno para cada corrida.
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Conclusiones

1)

2)

3)

Se seleccion0 la técnica de tincidon intracelular en células monociticas
obtenidas por gradiente de densidad, debido a 1) su mayor produccién de
ambas citocinas 2) el menor nimero de células muertas para observar una
mayor funcionalidad de estas y 3) una IFM que permite discriminar entre
células productoras de las no productoras, siendo las condiciones optimas
para la determinacion de IL-6 y TNF-a una incubacioén de 4 horas a 37°C
con una concentracion de 1 pg/mL de LPS

La tincion con un anticuerpo monoclonal Anti-CD14 no permite identificar a
los monocitos una vez activados, se recomienda el uso de otro marcador de
superficie por ejemplo CDA45.

La determinacion de IL-12 requiere que se complemente su estudio con la
estimulacion de diferentes concentraciones de IFN-y biotecnolégico

comercial.
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Apéndices

6. Apéndice

l. Cuestionario para la Inclusion y Particion de Individuos de

Referencia

NOMBRE: Telefono

Ciomicilio:

| Edad: Sexo: (M) (F)

Contestar el siguiente cuestionario.

¢ Considera que su hijo se encuentra sano 1] No
;Actualmente esta bajo el cuidado de algun medico? i No
;Ha sido hospitalizado recientemente? (En caso confirmatorio) ;Cual fue la i Mo
razon?

¢Ha sido vacunado recientemente? 1] No
;Es alergico a algin medicamento o Alimento? En caso Afirmativo mencione a i No
cual: ?

;Existen ftrastornos hereditarios en su familia? (En caso confirmatorio) S No
Mencione cual

;Ha tenido algun resfriado o alergia recients? 1] No
;Ha presentado fiebre en los ultimos 7 dias? i No
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