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ABREVIATURAS

Ac: Linfocitos T CD4" activados

Anti-CD3: Anticuerpo monoclonal que se une a CD3 en la superficie de los

linfocitos T

Anti-CD28: Anticuerpo monoclonal que se une a proteinas de la familia B7

proporcionando una sefial auxiliar durante la activacion del linfocito T
APC: Fluorocromo aloficocianina
APCs: Células presentadoras de antigeno (por sus siglas en inglés)

B7: Familia de glucoproteinas de estructura similar (B7.1 o CD80, y B7.2 o CD86)
que actian como receptores presentes sobre la membrana de las células

presentadoras de antigeno
BSA: Albumina Sérica Bovina (por sus siglas en inglés)
c-Fos, c-Myc, c-Jun, NFAT y NF-kB.

CD11a/CD18: Integrina B2 (denominadas asi porque su cadena beta es el CD18),
cuya cadena a es el CD11a (o daL). Se expresa en todas las células
hematopoyéticas y participa en su adhesion al endotelio por medio de su union a
las moléculas ICAM-1 e ICAM-2. Asimismo participa en las interacciones entre

linfocitos T y B y monocitos. También se denomina LFA-1

CD11b/CD18: Integrina B2, cuya cadena a es el CD11b (o aM). Se trata de una
molécula de adhesion propia de monocitos y neutrdfilos, capaz de interaccionar

con la molécula ICAM-1, induciendo de este modo la adhesion de dichos tipos



celulares al endotelio, con su consiguiente extravasacion. También recibe el

nombre de CRS3, por su capacidad de unir iC3b

Citofluorometria: Tecnologia biofisica basada en la utilizacion de luz laser sobre
células que se emplea en su recuento y clasificacion segun sus caracteristicas

morfologicas, presencia de marcadores, y en la ingenieria de proteinas.

Dynabeads: Microperlas magnéticas acopladas a los anticuerpos anti-CD3 y anti-

CD28 utilizadas para la activacion de linfocitos T

Fas (CD95): Proteina de superficie de 36 kDa con un dominio citoplasmatico de

muerte celular conservado

FasL: Protenina de membrana de 40 kDa, es el ligando de Fas.

FITC: Isotiocianato de fluoresceina (por sus siglas en inglés)

FSC-H: Dispersion frontal de un haz de luz al incidir sobre una particula (tamafio)
ICAM-1: Molécula de Adhesion Intercelular-1 (CD54)

IFM: indice de Fluorescencia Media

IL-2: Es una citocina que estimula la proliferacion y diferenciacion de células Ty B
IL-2Ra: Cadena a del receptor de IL-2

ITAM: Immuno-receptor Tyrosine Activation Motif

MHC: Complejo principal de histocompatibilidad

NA: Linfocitos T CD4" no activados correspondiente al dia 0

PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica (por sus siglas en inglés)



PE: Ficoeritrina (por sus siglas en inglés)
PFA: Paraformaldehido

RPMI: Medio de cultivo celular

SFB;: Suero Fetal Bovino inactivado

SSC-H: Dispersion lateral de un haz de luz al incidir sobre una particula

(granularidad)

TCR-CD3: Es un complejo de membrana requerido para la estable interaccion de
células T con células presentadoras de antigeno, asi como de la comunicacion

intracelular mediada por TCR

Thl: Subpoblacién de linfocitos T cooperadores que regulan la respuesta

inmunitaria contra agentes patdégenos intracelulares

Th2: Subpoblacion de linfocitos T que regulan la respuesta inmunitaria contra

agentes patdgenos extracelulares
TNF: Tumor Necrosis Factor

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana



RESUMEN

Durante la activacion de los linfocitos T mediante la presentacion de
antigeno, el linfocito T virgen sufre cambios en su ciclo celular, en la dinamica y
composicién de la membrana ya que cambia la expresion de los marcadores de
superficie, y ademas en la produccion de citocinas. Con el propdsito de determinar
la respuesta a la activacion de linfocitos T CD4" con anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 acoplados a perlas magnéticas, un estimulo que simula la presentacion de
antigenos, se determinaron algunas caracteristicas como pureza, viabilidad,
morfologia celular y expresiéon de marcadores de superficie. Se dejé el estimulo
por 3y 6 dias y, al término, se determiné la expresion de marcadores inducibles
con la activacién, como CD25 (IL-2Ra) y CD54 (ICAM-1); asi como la expresiéon de
CD3, CD4 y CD184 (CXCR4), a través del uso de citofluorometria. La activacion
provoco la expresion muy alta de CD25 y CD54 al tercer dia, mientras que para
CD3 y CD184 provoco una disminucion muy marcada de su expresion, la cual
continué hasta el sexto dia. Por otra parte, CD4 disminuyd solo al sexto dia de
activacion. En la viabilidad celular, se encontré6 una marcada disminucion (entre
25 a 55%) en todos los casos al tercer dia, debida al efecto de muerte celular
inducida por activacion (AICD). Por lo tanto, en nuestras condiciones
experimentales, la activacion a través de éste modelo fue 6ptima después de 3
dias de activacion, a la vez que generé una disminucion considerable en la

proporcion de células viables.



INTRODUCCION

Los linfocitos son las células del sistema inmunitario encargadas de la
respuesta inmune adaptativa porque son capaces de reconocer diversos
determinantes antigénicos y de distinguirlos especificamente. Esta respuesta de
reaccion frente a una infeccion es lenta ya que se adapta (como lo indica su
nombre) para reconocer, eliminar y memorizar al agente patdogeno invasor. Existen
distintas subpoblaciones de linfocitos, caracterizadas por las funciones que llevan
a cabo y por sus caracteristicas fenotipicas. Tal es el caso de los linfocitos T, que
son los mediadores de la inmunidad celular y que migran de la médula 6sea hacia
el timo para madurar alli. A su vez, las subpoblaciones de linfocitos T se clasifican
gracias a sus proteinas de membrana en linfocitos T cooperadores (CD4) y T
citotoxicos (CD8). Se le denomina “cumulo de diferenciacion” (Cluster of
Differentiation por sus siglas en inglés) a las proteinas que se encuentran en la
superficie celular utilizadas como marcador de diferenciacion linfocitica. Los
linfocitos T maduros que nunca se han expuesto a un antigeno se llaman
virgenes, y los linfocitos T que han sido estimulados por un antigeno y que han
sobrevivido, se diferencian en células de memoria que desencadenaran futuras
respuestas inmunitarias mas rapidas e intensas. Los linfocitos virgenes y de
memoria son denominados conjuntamente como células en reposo Yy
morfologicamente son indistintos y pequefios (8-10 um) con un gran nucleo y
heterocromatina densa, un borde de citoplasma delgado y pocos organelos. Los
linfocitos en reposo se encuentran en la fase Gy del ciclo celular y una vez
estimulados entran en la fase G;. En este momento son denominados linfocitos

activados y morfolégicamente son mas grandes (10-12 ym), aumentan el tamafo
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del citoplasma y de organelos, asi como de RNA citoplasmatico, por lo que son

denominados como linfoblastos (Abbas, A., et al 2008).

En sangre periférica existen aproximadamente 2,000 linfocitos/mm?® para
ser un total de 10™ linfocitos circulantes. Durante la infeccién aguda, el recuento
de linfocitos aumenta cuatro veces 0 mas. La supervivencia de un linfocito
activado depende de la union de los receptores al antigeno, de los propios
antigenos y de las citocinas tales como la IL-2, IL-4, IL-6, IL-9, IL-16 e IL-17 (Owen

et al, 2014).

1. Activacion de los linfocitos T CD4"

El inicio de las respuestas inmunitarias celulares precisa que los linfocitos T
CD4" virgenes y los antigenos que van a reconocer estén en el mismo tejido
linfatico. Estos linfocitos se encuentran en los érganos linfaticos secundarios
(ganglios linfaticos y tejido linfoide asociado a mucosas) y para ser activados
deben reconocer a su antigeno a través de las células presentadoras de antigeno
(APCs) que son un subgrupo de leucocitos caracterizados por expresar en su
membrana el complejo principal de histocompatibilidad (MHC). EI MHC es un
conjunto de glicoproteinas unidas a la membrana celular y son capaces de
presentar antigenos cargados en surcos formando complejos estables con
ligandos peptidicos. Estos complejos son desplegados sobre la superficie celular
para ser reconocidos por las células T a través del receptor de célula T (TCR).
Existen dos tipos principales de MHC: clase | y clase Il. El MHC clase | se

encuentran en todas las células nucleadas del cuerpo y presentan antigenos
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originados a partir del citosol de las células. Estos antigenos son presentados a
células T CD8" encargadas de reconocer y matar a las células que expresan los
antigenos intracelulares. En cambio, el MHC clase 1l se encuentra casi
exclusivamente sobre las APCs, como células dendriticas, y presentan antigenos
provenientes de espacios extracelulares que han sido fagocitados o endocitados
por estas células (Figura 1). El antigeno es procesado por la célula v,
posteriormente el MHC clase Il presenta el péptido antigénico a las células T CD4"
gue guedan activadas y estimulan la inmunidad para destruir a los invasores
extracelulares. Como resultado, se obtiene la expansiéon de linfocitos especificos
para un antigeno y la posterior diferenciacion de linfocitos efectores y de memoria

(Goldsby, R., et al 2005; Abbas, A., et al 2008; Owen et al, 2014).

Los linfocitos T virgenes
circulan en los ganglios
linfaticos y se encuentran
con sus antigenos

Bl Linfocito T
aNglio e virgen
linfatico S Coluia g
g P 2. dendritica
Linfoeito B e [®) N\
enfoliculo / \
// »
| = 7‘),,.!
’.\ 3
Linfocitos T =
efector o
ei L s Activacion de los
~ Activacion de los 3 linfocitos T efectores
linfocitos T virgen en el en el lugar de la
ganglio linfatico Lugar _ infeccién
de infeccion

Figura 1. Esquema general y topoldgico de la activacion de linfocitos T virgenes y efectores
por un antigeno. Los antigenos son transportados por la célula dendritica a través de su
internalizacion mediante fagocitosis o endocitosis, y después son procesados y presentados por el
MHC clase Il. La célula dendritica llega a los ganglios linfaticos y comienza la presentacion de



antigeno a los linfocitos T virgenes que circulan en estos ganglios. La activacién de estas células
produce la diferenciacion en células efectoras y de memoria que pueden quedarse en el ganglio o
viajar a los tejidos infectados donde las células efectoras se activan de nuevo por el antigeno.
(Imagen tomada y modificada de Abbas 2012).

Existe otra subpoblacion de linfocitos CD4" denominada T cooperadores
(Tw) y son muy importantes porque guian la actividad de otras células inmunitarias
y son esenciales para seleccionar la via que tomara la respuesta inmunitaria. La
activacion de éstos linfocitos es a través de la interaccion complejo TCR-CD3 con
el MHC clase Il en la célula dendritica. Para lograr la completa activacién se
requiere de la participacion del correceptor CD4 (sefial 1) asi como de una sefial
coestimuladora (sefial 2), proveida por la APCs a través de la interaccion de
proteinas de la familia B7 (CD80, CD86) con CD28 en la célula Ty (Abbas, A., et
al 1999; Owen et al, 2014). A este conjunto de moléculas esenciales en la sinapsis

inmunoldgica se le conoce como complejo de activacion supramolecular central

(cCSMAC, por sus siglas en inglés) (Owen, J., et al 2014).

Por otro lado, la afinidad del TCR hacia su péptido es muy baja, lo que
sugiere gue durante la presentacion de antigeno, otras interacciones ligando-
receptor pueden ser necesarias para aumentar la eficiencia de la activacion como
es el caso de la integrina LFA-1 en las células T y su ligando ICAM-1 (CD54) en la
APCs (Dubey, C., et al, 1996) (Figura 2). Estas moléculas se encuentran en la
periferia del cSMAC para estabilizar la sefial 1, por lo que a este conjunto
secundario se le conoce como complejo de activacién supramolecular periférico

(PSMAC, por sus siglas en inglés) (Owen, J., et al 2014).
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Figura 2. Sinapsis inmunoldgica entre célula T CD4" y APCs. La activacion es iniciada a través
del complejo TCR-CD3 y el CD4 en el linfocito Ty con el MHC clase Il en la APCs (sefial 1) y se
completa a través de la interaccion de CD28 (T) con moléculas de la familia B7 (APCs) (sefial 2) y
las moléculas de adhesién (LFA-1 - ICAM-1). cSMAC (complejo de activacion supramolecular
central), pPSMAC (complejo de activacién supramolecular periférico) (Imagen tomada de Owen, J.,
et al 2014).

Diversas observaciones de investigadores han propuesto que el encuentro
entre una célula T virgen y una dendritica se da en tres etapas: 1) un periodo
inicial de 1 a 2 horas cuando las células hacen contactos seriados breves (de 5 a
15 minutos) con las dendriticas, seguido de 2) un periodo de 2 a 14 horas de
uniones mas estables (>6 horas) de la célula T con la dendritica que, a su vez, es
seguido de 3) un periodo durante el cual las células se desunieron y volvieron

unirse unas con otras, mostrando una conducta de “arremolinado” alrededor de las
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dendriticas. Estas tres etapas precedieron a los primeros signos de proliferacion,
gque empezaron 24 a 36 horas después del encuentro inicial con antigeno y
continuaron hasta el cuarto y quinto dia después de la introduccién de antigeno

(Owen, J., et al 2014).

La proliferacion de los linfocitos T como resultado de la activacion, depende
de una combinacion de sefales provenientes del receptor para el antigeno, los
coestimuladores y los factores de crecimiento, principalmente la IL-2. Los linfocitos
T CD4" producen IL-2 y responden preferentemente a ella de manera autdcrina
(secrecion de una citocina por una célula que ella misma recibe en sus
receptores), paracrina (secrecion de una citocina que actla sobre células cerca
de la célula secretora) y enddcrina (secrecion de una citocina que actla sobre
otras células y tiene que viajar a través del torrente sanguineo), asegurando asi
que los linfocitos T antigeno-especificos sean los que proliferen mas. Este proceso
es conocido como expansion clonal. Durante la activacion también ocurre una
cascada de sefalizacion dentro del linfocito T provocando la transcripcion de

genes. Estos genes se clasifican en tres categorias:

e Los genes inmediatos, que se expresan en el transcurso de media hora tras
el reconocimiento de antigeno, y constituyen varios factores de
transcripcion.

e Los genes tempranos, que se expresan en mas de dos dias después del
reconocimiento de antigeno, y constituyen la IL-2, IL-2R, IL-3, IL-6, IFN-y,

entre otros.
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e Los genes tardios, que se expresan mas de dos dias después del
reconocimiento de antigeno, y constituyen varias moléculas de adhesion.

Unas 48 horas después de la activacion, el linfocito T virgen crece y se

convierte en un blastocito que comienza a experimentar ciclos de division celular

dos o tres veces por dia durante cuatro a cinco dias, creando asi una extensa

clona de células progenitoras, que se diferencian en subpoblaciones de células T

de memoria o efectoras (Goldsby, R., et al 2005)

Una vez eliminados los antigenos, aproximadamente 90% de linfocitos T
activados mueren por apoptosis, y el otro 10% sobreviven para diferenciarse en
linfocitos T de memoria y efectores (Abbas, A., et al 2008; Owen et al, 2014). La
muerte celular es un evento normal durante la activacion inmunoldgica y se
conoce como AICD (activation induced cell death). Es un mecanismo
homeostéatico de gran importancia, ya que contribuye en la disminucién del fondo
comun de células T activadas, una vez erradicado el antigeno y elimina células T
autorreactivas solitarias, estimuladas por antigenos propios. Este fenémeno es
inducido por la activacién celular a través del receptor de células T (TCR) e
involucra los receptores de muerte en la membrana, incluyendo a Fas (CD95) y

Fas ligando (FasL) (Owen, J. et al 2014).

2. Activacion in vitro
Los linfocitos T CD4" de sangre periférica en estado de reposo (fase Gy del
ciclo celular) producen bajos niveles de citocinas, por lo que su estimulacion in

vitro se usa para facilitar la expansién y principalmente el estudio de su funcién
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celular. Existen moléculas mitogénicas como lectinas y anticuerpos monoclonales
anti-CD3 y anti-CD28 que promueven la proliferacion policlonal, mientras que el
antigeno especifico produce una expansidon monoclonal u oligoclonal (Munck

Petersen C., et al 1992; Trickett A., et al 2003).

Si la estimulacion es producida con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
acoplados a perlas magnéticas, esto da como resultado una activacion mas
parecida a la fisiologica (figura 3). De esta manera, las células T pueden
expandirse eficientemente usando los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28

inmovilizados (Levine B., et al 1996).

Célula

i 2lul T 3lula T activ
dendritica Celula T en reposo Célula T activada

Perla Anti-CD28 Celula T en reposo Célula T activada

he
o

Anti-CD3

Figura 3. Diagrama de activacion in vitro de los linfocitos T con perlas magnéticas
acopladas a anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. Se hace la comparacion entre la activacién in
vivo (parte superior) y la activacion in vitro (parte inferior). (Imagen tomada y modificada del inserto
de Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28 con permiso de Thermofisher).
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La activacién in vitro es un procedimiento muy usado para diversos
estudios, como la expresiéon de marcadores de superficie (fenotipo), estudios de
funciones de las células como migracion, produccion de citocinas, efectos
citotoxicos y replicacion de virus como el VIH y tiene varias ventajas; entre ellas
destaca la activacion de las células T sin necesidad de APCs, las células
activadas se mantienen in vivo, existe una maxima reproducibilidad sin
contaminacion por anticuerpos solubles y la expansion de células activadas es de
100 a 1000 veces. En cuanto a aplicaciones posteriores, las células T activadas
pueden ser analizadas ya sea para transfecciones de DNA, transduccion de
sefales extracelulares, intracelulares o intercelulares o para el estudio de
sefalizacion del TCR, protedmica, expresion génica, etc. Ademas, las células T
pueden dejarse en cultivo para que puedan diferenciarse en subpoblaciones de
linfocitos T cooperadores o expandirlos policlonalmente o mediante especificidad

de antigeno (Langsdorf, C., et al; Aarvak, T., et al).

3. Marcadores de superficie que se estudiaron en este trabajo
Como se sabe, los linfocitos en reposo expresan distintos receptores en la
superficie de sus membranas, lo que permite clasificarlos ya sea dentro de una
subpoblacién u otra, dependiendo del repertorio expresado. Sin embargo, se sabe
que la activacion produce un cambio en la expresion génica que regula el cambio
en el fenotipo de una célula, como en el caso de la expresion de la cadena a del
receptor de IL-2 (Owen, J., et al, 2014). En la siguiente tabla se describen

brevemente, los marcadores de superficie que fueron analizados antes y después
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de la activacién in vitro de los linfocitos T CD4" con anticuerpos anti-CD3 y anti-

CD28 acoplados a perlas magnéticas:

Marcador celular Funcidon

Asociado con el TCR es requerido en la
CD3 superficie celular para la transduccion de
sefiales
Es el correceptor para las moléculas del MHC
CD4 clase Il y es el receptor principal de la gp120
del VIH-1y VIH-2
CD25 Es la cadena a del receptor de IL-2
Es una molécula de adhesion intercelular

(ICAM-1) que se une a la integrina

CD54
CD11a/CD18 (LFA-1) y a la integrina
CD11b/CD18 (Mac-1), receptor de rinovirus
También llamado CXCR4, actia como cofactor
para la fusion y entrada del VIH-1 a la linea
CD184

celular T. Es receptor de la quimiocina CXCL12

gue retiene y activa linfocitos T

Tabla 3. Marcadores analizados y su funcién general. (Informaciéon adquirida de Janeway’s
Immunology 2012)

3.1 CD3

Este receptor es un complejo hexamérico formado por las moléculas CD3y,
CD30d y CD3g, y la cadena ¢ con un dominio extracelular corto (figura 3.1). Esta
asociado al TCR en células T y es el encargado de iniciar la transmision

intracelular de las sefiales que se producen por el reconocimiento del ligando por
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el receptor (Owen, J., et al, 2014). Tiene un par de dominios citoplasmaticos largos
con multiples copias de sitios de activacion del inmunorreceptor basados en
tirosina (ITAM, por sus siglas en inglés). La fosforilacion de residuos de ITAM-
tirosina permite el acoplamiento de moléculas adaptadoras, que dan lugar a las

cascadas de sefalizacion para la activacion celular (Murphy, 2012).

1 1
LPATAVAY S A

£

CD80 o [

CD86

b
f
|, ‘Tﬁ
b '\/’

CD28 [ 7
|
1. 1
.- 554
2
2k
|I III_.II

Figura 3.1. Cadenas y, 6, € y { del CD3 asociadas al TCR. En la imagen se muestran los
dimeros &¢, ye y ¢ (dominios extracelulares cortos), las barras en amarillo que componen los
dominios citoplasmaticos de los dimeros son ITAM (motivos de activacion de inmunorreceptor
basados en tirosina). En el esquema estan sefialados el TCR, el CD4 vy la interaccion de éstos con
el MHC clase Il en la APCs. También se muestran el receptor CD28 en la célula T y su ligando
CD80 (B7.1) o CD86 (B7.2) en la APCs. Se sefalan también los puentes disulfuro. (Imagen
tomada y modificada de Owen, J., et al 2014).
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3.2 CD4

Es una glicoproteina monomérica de membrana de 55 kDa que contiene
cuatro dominios extracelulares tipo inmunoglobulina (D1 a D4), una dominio
transmembranal hidrofobico, y un dominio citoplasmatico largo que contiene tres
residuos de serina que pueden ser fosforilados (figura 3.2) (Owen, J., et al, 2014).
Sus dominios extracelulares se unen a regiones conservadas de moléculas del
MHC clase II. Esta interaccion aumenta la avidez de la unién de la célula T a su
blanco. También ayuda al acercamiento de los dominios citoplasmaticos del
TCR/CD3 y su correceptor respectivo, para asi iniciar la cascada de sefializacion
de activacion de la célula.

CD4

\y
5=

Extracelular

CitoplasmaI

Figura 3.2. Receptor CD4. Se ilustran los cuatro dominios (D1-D4) extracelulares de tipo
inmunoglobulina, asi como los puentes disulfuro. (Imagen tomada y modificada de Owen, J., et al
2014).
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Por otra parte, es el principal receptor para que se una el VIH (Levy, J.,
2007) ya que algunos estudios indican que la region D1 del CD4 interactlia con la
glicoproteina gp120 viral (DeRossi et al, 1991). Esta union provoca cambios
conformacionales tanto en CD4 como en gpl20 teniendo como consecuencia la
exposicion del receptor de quimiocina CXCR4 (CD184) que funciona como
correceptor para la union del virus en linfocitos T CD4" (Myszka, D., et al 2000). A
su vez, se expone el dominio de fusién de la proteina viral gp41, que actia como
un arpén (Moore, J., et al 1990) acercando ambas membranas y provocando la
fusién de la bicapa lipidica viral con la bicapa celular y de esta manera pueda
introducirse al citosol de la célula la capside viral quedando infectada la célula

(Chan, D., et al 1998) (figura 3.2.1).

Bucles i
variables &%
= de gpl20

3PN e
o

i

gp41
CCR5

Célula

Figura 3.2.1. Entrada del VIH a la célula. (Fuente: US National Institutes of Health-National
Institute of Allergy and Infectious Diseases).
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3.3 CD25 (IL-2Ra)

Es el receptor de superficie de la IL-2. La cadena a es monomeérica y tiene
baja afinidad, es decir, puede unirse a la IL-2, pero es incapaz de transducir una
sefal desde ella. Al estar presente, contribuye a contactos adicionales con el
ligando de IL-2 (Owen et al, 2014). Por otra parte, el IL-2RBy dimérico es de
afinidad intermedia, es decir, puede transducir una sefial y el IL-2Ray trimérico es

de alta afinidad, del cual depende casi toda la sefializacion fisioldgica (figura 3.3).

Figura 3.3. Comparacion de las tres formas del receptor de IL-2. Estructura tridimensional de la
forma de tres cadenas del receptor de IL-2, con IL-2 unida. (Imagen tomada de Wang, X. et al
2005).
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3.4 CD54 (ICAM-1)

Es una molécula de adhesion que pesa 75 a 115 kDa. Se compone de un
dominio citoplasmatico, uno transmembranal y cinco dominios extracelulres de tipo
inmunoglobulina (figura 3.4). Funciona como ligando para CD11a/CD18 o
CD11b/CD18, asi como también es un receptor para rinovirus y para eritrocitos
infectados con parasitos del paludismo. Promueve el desarrollo, la adhesion
celular y la activacién de células T por presentacion de antigeno (Owen et al,
2014). Ayuda a sostener las sefiales generadas porque permite las interacciones
celulares a largo plazo. Como se encuentra alrededor del cSMAC, forma parte del

complejo de activacion supramolecular periférico. En células T en reposo, se

expresa en un nivel bajo y tiene avidez por LFA-1 (molécula asociada a funcién

leucocitaria) (Buckle, A., et al 1990).
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Figura 3.4. Estructura de ICAM-1. Las asas azuleg_fepresentan los dominios tipo inmunoglobulina
y la letra C quiere decir que son regiones constantes..(Imagen de Owen, J., et al 2014).
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3.5 CD184 (CXCR4)

También llamada CXCR4, es una glicoproteina de ~40 kDa que funciona
como receptor de quimiocina CXCL12, promueve la apoptosis durante la
mielopoyesis Yy es el principal correceptor en las células T para la entrada del VIH
(Owen et al, 2014). Contiene siete dominios transmembranales y sefializa a través
de proteinas G (Berger, E., et al 1999). La regidbn amino terminal en el dominio
extracelular esté involucrada en la unién al VIH (Potempa, S., et al 1997) (figura

3.5).
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Figura 3.5. Receptor CXCR4. (Imagen tomada de De Clercq, E. 2003)
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La quimiocina CXCL12, también llamada factor derivado de células
estromales (SDF1) es expresada constitutivamente por células del estroma de la
meédula 0sea, timo, corazon, pulmén, higado y bazo y uno de sus roles es retener
células precursoras en este microambiente (Murphy, K. 2012). Es una molécula
fuertemente quimiotactica para los linfocitos (Bleul, C., et al, 1996). Los factores
derivados de las células estromales 1-a y 1-B son citocinas pequefias que activan
leucocitos y son inducidos por estimulos proinflamatorios tales como
lipopolisacéaridos, TNF o IL-1. Esta activacion se da cuando un linfocito al ser
extravasado migra y durante el proceso de rodamiento se alenta la célula, lo cual
permite interacciones entre quimiocinas presentadas sobre la superficie del
endotelio y los receptores sobre el leucocito. Los eventos de transduccion de sefial
causados por esas uniones dan cambio a la conformacion y agrupacién de
integrinas (p. ej., LFA-1) sobre el leucocito (Owen et al, 2014). A medida que un
linfocito entra en la fase G; del ciclo celular, deja de expresar CXCR4 para poder

migrar a otras partes del cuerpo (Murphy, K. 2012).
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JUSTIFICACION

Particularmente, la investigacion in vitro sobre los factores que influyen en
la infeccidon por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) debe
considerar las variaciones del fenotipo de las células T CD4", tanto en condiciones
basales como en respuesta a la activacion, dado que la infeccion in vitro por el
VIH-1 es oOptima en células activadas. Es relevante conocer la variabilidad en el
fenotipo de los linfocitos causada por el procedimiento de activacion especifico, en
este caso, el uso de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas

magnéticas.

En este trabajo se caracterizaron los linfocitos T CD4" humanos obtenidos a
partir de paquetes leucocitarios, determinando: rendimiento, pureza, viabilidad y
expresion de marcadores de activacion antes y después de su estimulacion a

través del receptor de células T (TCR) y de una molécula coestimuladora (CD28).

Los marcadores de superficie investigados corresponden a aquellos que
definen al subtipo de células T cooperadoras, a los receptores al VIH-1 y a dos
importantes marcadores de activacion. El conocimiento de la variacién de estos

factores apoya el planteamiento de protocolos experimentales sobre el VIH-1.
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HIPOTESIS
La respuesta a la activacion de los linfocitos T CD4" de paquetes
leucocitarios es diferente entre diferentes individuos y durante distintos tiempos de

activacion.

OBJETIVO
Determinar la respuesta a la activacion de los linfocitos T aislados de
paquetes leucocitarios de diferentes individuos y a distintos tiempos de activacion,
analizando la expresion de los marcadores de activacion CD25 (cadena alfa del
receptor para la IL-2) y de la molécula de adhesién CD54 (ICAM-1), asi como de

los receptores CD3, CD4 y CD184.

OBJETIVOS PARTICULARES
e Purificar linfocitos T CD4" provenientes de 6 paquetes leucocitarios
mediante seleccion negativa utilizando el Kit CD4" T Cell Isolation human
MACS® Miltenyi Biotec
e Determinar el rendimiento de la purificacién
e Activar los linfocitos T CD4" durante 3 y 6 dias
e Determinar la viabilidad celular

e Determinar el nivel de expresion de los marcadores CD3, CD4, CD25,

CD54 y CD184
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METODOLOGIA

La activacion de los linfocitos T CD4" de sangre periférica se evaluo
mediante la expresion de los marcadores CD25 (IL-2Ra) y CD54 (ICAM-1), asi
como la viabilidad celular por medio del método de exclusion por azul de tripano
en dos diferentes tiempos de activacion (3 y 6 dias) elegidos con base en el
tiempo que tarda la expresion del IL-2Ra sobre la célula, asi como el tiempo en
que tardan en dividirse los blastocitos (cuatro a cinco dias). Como grupo control se
utilizaron linfocitos T CD4" de sangre periférica no activados que corresponden al
dia 0. Para determinar los niveles de expresion de los marcadores CD3, CD4 y
CD184 (CXCR4) se pusieron en los linfocitos diferentes anticuerpos acoplados a
los fluorocromos APC, FITC y PE dirigidos contra los marcadores mencionados,
mediante el analisis por citometria de flujo. Una vez identificada la poblacién de
linfocitos T CD4", en el software Attune® Cytometric se seleccionaran las células
dobles positivas (CD25"/CD54") y en estas células se evaluaran los niveles de

expresion de los marcadores.

1. Anticuerpos utilizados

Anticuerpo Marca Nq. el ARG Control de isotipo
catalogo acoplado
CcD3 ElD 555342 APC APC Mouse IgG2a, k
Pharmingen
CD4 BD 555349 APC APC Mouse IgG1,
Pharmingen
BD
CD25 Pharmingen 555431 FITC FITC Mouse IgG1, k
BD
CD54 Pharmingen 555511 PE PE Mouse IgG1, k
BD APC Mouse
GBS, Pharmingen SR S (BALB/c) IgG2a, k
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados. Estos anticuerpos se usaron para marcar los linfocitos T
CD4" aislados de los paquetes leucocitarios. Posteriormente, se analizaron éstos linfocitos a través
de un citofluorometro.

2. Paguetes leucocitarios

Seis paquetes leucocitarios fueron proporcionados por el Servicio de Medicina
Transfusional del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricibn Salvador
Zubiran provenientes de donadores sanos. Se determind que los individuos fueran
sanos basado en la serologia proporcionada por el mismo instituto, es decir, que
las pruebas reactivas fueron negativas para agentes patdgenos. El nimero de
experimentos se determiné de acuerdo al tiempo que llevo la realizacion de cada

ensayo (aproximadamente 2 semanas cada uno).

3. Obtencion de PBMCs por gradiente de Ficoll y su cultivo posterior.

En un tubo BD Falcon de 50 ml se colocaron 20 ml de PBS 1X y 10 ml de
sangre previamente atemperada a 37°C resuspendiendo el contenido. En otro
tubo BD Falcén de 50 ml se colocaron 15 ml de Ficoll-Paque™ PLUS (temperatura
ambiente) y posteriormente se le afiadieron 30 ml de la mezcla de PBS/sangre
inclinando el tubo y colocando la pipeta en posicién perpendicular con velocidad
lenta para mantener separadas ambas fases (sangrefficoll). Se centrifug6é este
tubo (centrifuga marca eppendorf mod. 5804 R) a 1000 x g por 30 min, 20°C, sin
freno ni acelerador (0). Una vez formadas las diferentes fases en el tubo (Figura
1), se retiré la mayoria del plasma sanguineo y con una micropipeta de 1000 pl se

extrajo el anillo de PBMCs (aprox. 4 ml) y se coloc6 en 20 ml de PBS 1X en un

27



tubo de 50 ml, para luego llevarlo a un volumen de 45 ml resuspendiendo para
homogenizar. Se centrifugé el tubo a 350 x g por 10 min con freno y acelerador
normal (9) y, posteriormente se decantd el sobrenadante. Se disgregd el boton
celular, se afadieron 45 ml de PBS 1X y se resuspendio para luego centrifugar en
las mismas condiciones, repitiendo estos pasos por cuatro veces mas. Se
disgregd nuevamente el botén celular para luego afiadir 10 ml de PBS 1X y
resuspender para hacer una dilucion 1:50 de células y azul de tripano,
respectivamente y contar las PBMCs obtenidas en un hemocitometro. Se
apartaron 2 x 10° de PBMCs en un tubo eppendorf estéril y se centrifugd a 1500
rpm por 5 min, decantando el sobrenadante y resuspendiendo el botén celular en
1 ml de medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) (Gibco) inactivado durante 30 minutos a 56° C; al medio se le adicioné 100
U/ml de penicilina (Gibco) y 100 pg/ml de estreptomicina (Gibco). Se incubaron
estas PBMCs a 37° C, con 5% de CO, (95% de oxigeno) durante toda la noche y

se fijaron las células con 500 ul de PFA al 4% y 500 ul de PBS 1X al dia siguiente.

4. Obtencion de Linfocitos T CD4" (seleccion negativa)

Se empleé el kit CD4" T Cell Isolation Kit human (descrito en la Tabla 2)
para obtener linfocitos T CD4" mediante seleccion negativa (las células que
presentaron el fenotipo CD3'CD4'CD8 no se marcaron con anticuerpos
acoplados a perlas magnéticas), para lo cual se utilizaron 80 x 10° PBMCs de las
recién obtenidas después de su aislamiento con ficoll centrifugandolas a 300 x g

por 10 min, se decantd el sobrenadante y se resuspendio el botdn celular en 320
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pl de buffer MACS® Rising Solution (PBS, pH 7.2, 0.5% de albumina de suero
bovino (BSA) y EDTA 2 mM por dilucion del Stock BSA MACS® (cat: 130-091-
376) 1:20 con la solucién de lavado autoMACS® (cat: 130-091-222)) mantenido a
2-8°C. Se le afadieron 80 pl de CD4 + T Cell Biotin-Ab Cocktail incubando a 2-8°
C durante 5 minutos. Posteriormente, se afiadieron 240 ul de buffer MACS Rising
Solution y 160 pl de CD4" T Cell Microbead Cocktail, se resuspendid y se incub6 a
2-8° C durante 10 minutos. Se coloc6 una columna magnética LS (marca MACS
Miltenyi Biotec cat: 130-042-401) previamente enfriada en el congelador en un
iman acoplado a una base de metal especial y se humedecié con 3 ml de buffer
MACS Rising Solution desechando los residuos. Después se colocaron las células
para obtener mediante seleccion negativa los linfocitos T CD4" (Figura 2) y se lavo
la columna con 3 ml de buffer MACS Rising Solution para obtener el sobrenadante
enriquecido. Se descarto la columna, se centrifugd el sobrenadante enriquecido
(compuesto por linfocitos T CD4") durante 5 minutos a 1500 rpm y se decanto,
manteniendo el boton celular. Se resuspendié el boton celular en 2 ml de medio
AIM-V (Gibco) y se hizo una dilucion con azul de tripano de 1:10 para contar éstos

linfocitos en el hemocitobmetro.

Nombre del Kit Componentes Descripcion
Coctel de anticuerpos

monoclonales humanos
CD4" T Cell Isolation Kit 1 ml de coctel de

conjugados con biotina contra
human MACS® Miltenyi anticuerpo anti-Biotina de

CD8, CD14, CD15, CD16, CD19,
Biotec cat: 130-096-533 célula T CD4" humana

CD36, CD56, CD123, TCRy/0 y

CD235a (glicoforina A)
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Microperlas conjugadas al

2 ml de coctel de anticuerpo monoclonal antibiotina
microperlas de célula T (isotipo: IgG1 de ratén) y al
CD4" humana anticuerpo monoclonal anti-CD61

(isotipo: 1IgG1 de ratén)

Tabla 2. Kit utilizado para el aislamiento de linfocitos T CD4".

5. Aumento de la pureza

Se ajusto el sobrenadante enriquecido a 2 x 10° células/ml de medio AIM-V
y se adicionaron 10 ml a las botellas adherentes. Se incubaron a 37°C y un
ambiente de 5% de CO, y 95% de aire, durante 2 horas para favorecer la
adherencia de los monocitos contaminantes a la superficie de la botella. Se
recuperd el sobrenadante lavando las paredes de las botellas y se transfirio a
tubos de 15 ml (Corning cat: 430055), se centrifugaron a 1600 rpm por 5 min para
resuspender el boton celular en 2 ml de PBS 1X. Se hizo una dilucién 1:10 con
azul de tripano, se contaron las células en un hemocitbmetro. Se centrifugo
nuevamente el tubo, se decantd el sobrenadante y se ajusté la suspension celular
a 1 x 10° células/ml en medio de cultivo RPMI suplementado con 10% de SFB;, se
transfirieron en botellas de cultivo de 25 cm? (Corning cat: 430168) e incubaron a

37° C con 5% de CO, durante toda la noche.

30



6. Activacion de los linfocitos con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
acoplados a perlas magnéticas
Se centrifugé a 1500 rpm por 5 min el sobrenadante enriquecido después
de permanecer en incubacion toda la noche, se decantd el sobrenadante y se
resuspendio el boton celular en 2 ml de medio RPMI, se tomaron 10 ul del botén
celular y se diluyeron en 90 pl de azul de tripano. Se tomoé de esta dilucién 10 pl y
se colocaron en el hemocitdmetro para contar los linfocitos viables. Se ajusté la
suspension celular a 2 x 10° células/ml de PBS 1X. Posteriormente, se reservaron
1.4 * 10° infocitos T CD4" y el resto se colocaron 1 ml en una placa de 24 pozos
de fondo plano en las coordenadas B3 y B4. En el resto de los pozos se colocaron
2 ml de PBS 1X para evitar la evaporacion de los pozos importantes a lo largo del

tiempo de activacion celular.

Posteriormente, se lavaron las Dynabeads acopladas a los anticuerpos anti-
CD3y anti-CD28 (Gibco cat: 11131D) resuspendiendo el vial durante 30 segundos
en el vortex, transfiriendo después 300 ul a un tubo eppendorf de 1 ml para
mantener una relacién 1:3 célula-perla (el volumen total del vial de Dynabeads es
de 2 ml con un total de 80 x 10° Dynabeads). Luego se afiadié un volumen igual
de PBS 1X para mezclarlo en el vortex durante 5 segundos. Se colocé el tubo
dentro de un campo magnético de un iman durante 1 minuto y se descartd el
sobrenadante. Se retird el tubo del iman y se resuspendieron las perlas en el
mismo volumen inicial con medio de cultivo RPMI. A los pozos B3 y B4 se les
afadieron 150 pl, respectivamente, de las perlas lavadas, resuspendiendo para

homogenizar toda la superficie del pozo.
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Se dejo el estimulo por 3 dias (pozo B3) y por 6 dias (B4), para luego
comparar la expresion de los marcadores de interés contra la expresion de los
linfocitos T CD4" no activados (dia 0). En los dias 3, 4 y 5 de activacion, se
afiadieron 250 yl de medio de cultivo RPMI sin mover las células del fondo del

pozo B4.

7. Deteccion de los marcadores de superficie

Se utilizaron los anticuerpos de la Tabla 1 para hacer
inmunofenotipificaciones directas de los marcadores de superficie a través de la
técnica de citometria de flujo, dividiendo en tres categorias celulares (células no
activadas (dia 0), células activadas 3 dias y células activadas 6 dias) como se
describe a continuacion.

Se centrifugaron las células no activadas a 1500 rpm a 4°C por 3 min y se
decanto el sobrenadante, se lavaron con 1 ml de PBS 1X/Azida de sodio (0.1%)
mantenido a 4° C y se resuspendieron en 100 ul de PBS 1X/Azida de sodio (0.1%)
por cada 1 x 10° células. A las células activadas 3 dias y 6 dias se les quitaron las
perlas recolectandolas de los pozos en tubos eppendorf y se colocaron dentro del
campo magnético de un iman durante 2 min; se recuperd el sobrenadante en
nuevos tubos eppendorf y se centrifugaron a 1500 rpm a 4°C por 3 min. Se
decanté el sobrenadante y se lavaron y ajustaron igual que las células no
activadas (ver arriba).

Para las células no activadas se etiquetaron 14 tubos eppendorf. Como
controles: células sin anticuerpo (1), anti-CD3 (1), anti-CD25 (1), anti-CD54 (1);

isotipos: isotipo anti-CD3/CD184, isotipo anti-CD4, isotipo anti-CD25 e isotipo anti-
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CD54; muestras: anti-CD3 + anti-CD25 + anti-CD54 (2), anti-CD4 + anti-CD25 +
anti-CD54 (2), anti-CD184 + anti-CD25 + anti-CD54 (2) y para las células
activadas durante 3 y 6 dias se etiquetaron 14 tubos (controles: células sin
anticuerpo (1), anti-CD4 (1), anti-CD25 (1), anti-CD54 (1); isotipos: isotipo anti-
CD3/CD184, isotipo anti-CD4, isotipo anti-CD25 e isotipo anti-CD54; muestras:
anti-CD3 + anti-CD25 + anti-CD54 (2), anti-CD4 + anti-CD25 + anti-CD54 (2), anti-
CD184 + anti-CD25 + anti-CD54 (2)). Para las tres categorias se les afiadi6 a cada
tubo 10 pl de las células ajustadas. Todos los tubos fueron colocados en una
cama de hielo para afiadirles 2 ul del respectivo anticuerpo e incubarlos a 4°C
durante 30 min en oscuridad.

Acabada la incubacion, se lavaron todas las células con 1 ml de PBS 1X/
Azida de sodio (0.1%) y se resuspendieron las células en 500 ul de PBS 1X con
500 ul de PFA 4% incubandolas durante 20 min en hielo y oscuridad y
resuspendiéndolas cada 5 min. Se lavaron nuevamente y se resuspendieron en un
volumen final de 1 ml de PBS 1X frio. Para evaluar la expresion de los
marcadores, se utilizé el citometro de flujo (marca Attune® Acoustic Focusing

Cytometer Blue/Red) con el software Attune® Cytometric v1.2.5.

En los distintos dot plots obtenidos de tamafio contra granularidad se
delimité la regién de interés R1 y de ésta se obtuvieron otros dot plots hijos que
mostraban en el eje horizontal el marcador CD25 y en el eje vertical el marcador
CD54. Estos dot plots se dividieron en cuatro regiones (R2-R5) y sélo se tomaron
como células activadas aquellas que estuvieran dentro de la region R3, es decir,

gue fueran positivas para ambos marcadores (dobles fluorescentes). De la regién
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R3 se obtuvieron distintos histogramas que muestran la intensidad media de
fluorescencia para cada marcador por dia de activacion y ésta se utilizé para

calcular el indice de fluorescencia media basado en la siguiente férmula:

Intensidad media de fluorescencia del anticuerpo

IFM =
Inensidad media de fluorescencia del control de isotipo

De esta manera se obtuvieron los graficos de los resultados.

8. Pruebas estadisticas
Se realiz6 la prueba t-Student para saber si existian diferencias
significativas entre las medias del porcentaje de expresion de cada marcador para
cada dia de activaciéon, los indices de fluorescencia media, la viabilidad y el

rendimiento.

También se empleé el andlisis de correlacién lineal para saber si el efecto
de la activacion sobre la viabilidad se asocié con el IFM, es decir, si hay alguna
relacion directa o inversa entre las células sobrevivientes frente a la expresion de

los marcadores CD25 y CD54.

9. Cambios morfolégicos celulares
Otra caracteristica importante a evaluar fue si la activacion contribuia al
cambio morfolégico celular, para lo cual se tomaron fotografias de las células en la
placa de cultivo, partiendo de las células en estado basal, luego a las que se les
afadieron las perlas magnéticas a un dia de activacion, a los 3 dias de activacion
y finalmente hasta el dia 6 de activacion, utilizando un microscopio invertido. Se

retiraron las perlas magnéticas del cultivo el cual fue colocado en tubos eppendorf
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estériles de 2 ml y utilizando un magneto durante 2 min. Se recuperd el
sobrenadante y se centrifugaron los tubos para lavar las células en PBS 1X/Azida
de sodio (0.1%). Se tifieron las células con los fluorocromos acoplados a los
anticuerpos anti-CD25 y anti-CD54 durante 30 min. Se lavaron los pellets y se
fijaron las células con PFA al 4% para analizar la morfologia mediante citometria
de flujo. A través de dot plots de tamafio contra granularidad se determind la
morfologia celular partiendo del estado basal o de reposo (dia 0), al dia 3 de
activacion y al dia 6 de activacion (figura 10a). En ellos se dibujo una regién
poligonal (R1, en rojo) que indica la poblacion de interés y se puede observar que
el tamafo y la granularidad aumentan conforme cambian los diferentes tiempos
experimentales, asi como un incremento en los restos celulares (parte inferior
izquierda). Para distinguir que el aumento en el tamafio y granularidad de las
células era debido a la activacion, se hicieron nuevos dot plots basados en la
region R1 de tamafio vs granularidad en donde se evallan los canales de emision
de dos fluorocromos: en el eje horizontal se encuentra el canal BL-1 en donde se
lee el fluorocromo FITC correspondiente a CD25 y en el eje vertical se encuentra
el canal BL-2 donde se lee el fluorocromo PE correspondiente a CD54. Se
dividieron los distintos dot plots en cuatro regiones y se tom6 como células
activadas Unicamente a las que cayeron en la region de dobles positivas (CD25 y
CD54) ubicadas dentro de la region R3 (figura 10b). Las distintas regiones o
cuadrantes se establecieron de acuerdo a las células no activadas (dia 0) y a las

células tefiidas con los respectivos isotipos.
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RESULTADOS

1. Rendimiento y pureza de los linfocitos T CD4" purificados por
seleccion negativa

Se obtuvieron linfocitos T CD4" de sangre periférica mediante la separacion

de PBMCs por gradiente de ficoll y posteriormente se realizd la purificacion

linfocitaria a través del marcaje de células con un coctel de anticuerpos (ver tabla

2) acoplados a perlas magnéticas que no presentaban el fenotipo CD3"CD4'CD8"

(seleccion negativa). Estas células se colocaron dentro de una columna magnética

y de esta forma atravesaron la columna aquellas células que presentaban el

fenotipo CD3'CD4"CD8 .Después se analizaron las PBMCs para distinguir las

distintas poblaciones celulares de acuerdo al tamafio y granularidad (pardmetros

obtenidos del software) y los linfocitos T mediante citometria de flujo (figura 4).

PBMCs Linfocitos T CD4*
8 GIER
® 7 7]
° b
t:u G 6 E
2 5 5 -
3 3
2
1
0

Tamafio Tamafio

Figura 4. Tamafio contra granularidad de PBMCs y linfocitos T CD4". En la gréfica de la
izquierda se ilustra la distribucién de las distintas subpoblaciones de células mononucleares de
sangre periférica obtenidas mediante separacién por centrifugacién en gradiente de ficoll. En la
gréfica de la derecha dentro de la region poligonal se muestra la subpoblacion de linfocitos T CD4"
obtenidos por seleccion negativa.
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Para saber que la region R1 de la figura 4 efectivamente eran linfocitos T
CD4", se obtuvo un histograma de esa region (figura 5) en el cual se muestra la
intensidad media de fluorescencia del anticuerpo anti-CD4 (azul) comparada con
la intensidad media de fluorescencia del control de isotipo (rosa). En el eje x esta
representado el canal de emision RL1 para el fluorocromo APC al que estan
acoplados ambos anticuerpos y en el eje y esta representado el numero de
células. En la esquina superior derecha esta representado el porcentaje de células

positivas para CD4 y el IFM.

800 4
700 _ CD4

] 97.8%
600 5 IFM 229,09

500
Control

de
isotipo

400 3

300 3

200 3

Numero celular relativo

100 3

D : T "Hm'l R | LR | LA |
102 10° 10t 10 10°
RL1-CD4/APC

Figura 5. Intensidad media de fluorescencia de CDA4.

Para la seleccién negativa se utilizaron un méaximo de 8 x 10’ PBMCs de las
cuales se obtuvieron linfocitos T CD4" purificados en rangos de las 8 x 10° a 18.8
x 10° células (figura 6). El grafico del rendimiento consiste en el nimero de

PBMCs usadas comparado contra el numero de linfocitos promedio obtenido de
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un total de seis experimentos independientes. Posteriormente, se realizé la prueba
t-Student y se encontré una diferencia significativa entre las medias de PBMCs

obtenidas respecto al nimero de linfocitos T CD4".

Rendimiento

N oW R 0 N 0O

Namero de células (x107)

—

PBMCs obtenidas Linfocitos T CD4+ obtenidos

o

Figura 6. Rendimiento celular. En todos los casos, se utiliz6 como niimero base 80 x 10° PBMCs
de los cuales sélo el 30% son linfocitos (T y B) y de estos el 80% son linfocitos T. Datos obtenidos
de seis experimentos. La barra representa la media + desviacion estandar (p<0.0001)

Para saber si las células obtenidas tenian la pureza suficiente (>90%) para
trabajar con ellas, se tomaron en cuenta las células marcadas con los anticuerpos
anti-CD3 y anti-CD4 que cayeron dentro de la zona de células positivas en los dot
plots proporcionados por el software del citbmetro de flujo. Para establecer esa
zona se comparé el histograma del control de isotipo contra el histograma de
células positivas (datos no mostrados). Con los niameros arrojados por los dot
plots se establecid el porcentaje de pureza promedio de los seis experimentos

(figura 7).
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Figura 7. Pureza de linfocitos T CD4". Las células fueron tefiidas con anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD4. Datos obtenidos de seis experimentos. La barra representa la media + desviacion estandar.

2. Activacion de linfocitos T CD4" con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
acoplados a perlas magnéticas
Para saber si la activacion afectd la viabilidad celular se cuantifico el
namero de células vivas por el método de exclusion por azul de tripano en
diluciones de 1:10 durante los diferentes tiempos experimentales y se obtuvo la
media (figura 8). Se realizdé la prueba t-Student para determinar si existian
diferencias estadisticas significativas entre las células no activadas frente a las
células activadas 3 y 6 dias, asi como la comparacion entre las medias de las
células activadas durante 3 y 6 dias. Se encontraron diferencias significativas
entre todas las comparaciones, por lo que se pudo observar que la viabilidad
celular fue alta cuando los linfocitos se encuentran en reposo (NA) comparada con

la viabilidad de las células activadas a los 3 dias (A 3 dias), ya que ésta se ve
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disminuida. Sin embargo, se logra una recuperacion al sexto dia de activacion (A 6

dias).

Viabilidad

100%
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50%
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30%
20%
10%

0%

Células vivas

uNA =m3dias =6 dias

Figura 8. Viabilidad celular. En el eje horizontal estan representados los tiempos de activacion
(NA: No activados (dia 0); A 3 dias: Activados 3 dias; A 6 dias: Activados 6 dias) y en el eje vertical
esta representado el porcentaje de células vivas. Las barras representan la media + desviacion
estandar (p<0.0022)

Las siguientes fotografias muestran el cambio morfolégico que sufrieron los
linfocitos T CD4" al ser activados por los anticuerpos anti-CD3 y antiCD28. La
figura 9a muestra las células en estado basal y luego a las que se les afiadieron
las perlas magnéticas (figura 9b, dia 1 de activacién), a los 3 dias de activacion

(figura 9c) y finalmente hasta el dia 6 de activacion (figura 9d).
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Morfologia de los linfocitos T CD4" no activados

Vo e = o : j e

Figura 9. Cultivos de linfocitos T CD4'con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a
perlas magnéticas. a) linfocitos purificados no activados; b) linfocitos estimulados 1 dia. La
morfologia de las células en estado activado cambia y se vuelven alargadas ya que comienza la
migracion celular. La polarizacion destacada en el circulo rojo estd conformada por el pseudépodo
o frente de migracién (f), el urépodo posterior o cola (u) y los puntos oscuros son las perlas
magnéticas (p); c) linfocitos a los 3 dias. A este tiempo las células han crecido y puede apreciarse
la complejidad citoplasmatica debida a la activacion asi como proyecciones membranales; d)
linfocitos a los 6 dias. La morfologia se mantiene durante el tiempo de activacion. Aumento 400x.
Después de observar el cambio morfolégico en los linfocitos T CD4"
activados, como se menciond en la seccion de metodologia, se determinaron las
distribuciones de las células en dot plots de tamafio y granularidad por dia de
activacion (figura 10a). Se observo el aumento de tamafio y complejidad a través
del tiempo, asi como la expresion de los marcadores CD25 y CD54 mediante

citofluorometria (figura 10b).
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Figura 10. Dot plots de linfocitos T CD4’en estado basal (Dia 0) y activados con los
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas durante 3 y 6 dias. a) se
representa el tamafio contra la granularidad caracteristicos de los linfocitos T CD4" no estimulados
(Dia 0) encerrados en la regién poligonal R1 (en rojo) y después de ser activados durante 3y 6
dias; b) dot plots basados en la region R1 divididos en cuatro regiones (R2-R5) que muestran las
células en estado de reposo en la regiéon R4 (en azul) y las células dobles positivas que expresan
los marcadores de superficie que denotan activacion (CD25-FITC y CD54-PE) en la regiéon R3 (en
rosa). El porcentaje en todos los casos se refiere al nimero de células dentro de cada region.
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2.2 Efecto de la activacion sobre la expresion de CD25 (IL-2Ra) y CD54

(ICAM-1)

Una de las caracteristicas de los linfocitos T CD4 * es que la expresion de

los receptores CD25 y CD54 son inducibles con la activacion celular. Los

resultados de la tincién por cada marcador se graficaron en porcentaje promedio

(figuras 1la y 11c). También se graficaron los indices de fluorescencia media

promedio (figuras 11b y 11d). En ambos casos se realizo la prueba t-Student para

distinguir diferencias significativas entre las medias de células NA frente alos 3y 6

dias de activacion, y con esto, se determind que el nimero de células que

expresaron los marcadores de activacion CD25 y CD54 fue del 80 al 100% a los 3

dias de activacion, mostrando que la activacion se logré de manera eficiente. El

nivel de expresion de los marcadores de activacién, mostrado como la intensidad

media de la fluorescencia respecto al control de isotipo, mostré una variabilidad

considerable y decay® significativamente al sexto dia.
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Figura 11. Expresion de CD25 y CD54. Los linfocitos T CD4" fueron obtenidos por seleccion
negativa y estimulados con los anticuerpos durante 3 y 6 dias. Se detectaron los marcadores de
activacion al retirar el estimulo, mediante la fluorescencia de los fluorocromos. a y c¢) Media del
porcentaje de células que expresan el marcador de activacion CD25 (IL-2R) y CD54 (ICAM-1)
respectivamente; b y d) Media del indice de fluorescencia media por dia de activacién (azul: no
activadas (dia 0); rojo: activadas 3 dias; verde: activadas seis dias) de los marcadores CD25 y
CDb54, respectivamente. Las barras representan la media + desviacién estandar (p<0.0001),

2.3 Efecto de la activacion sobre la expresion de CD3, CD4 y CD184

(CXCR4)

Una vez confirmada la activacion celular, tanto morfolégica como
semicuantitativamente (expresion de marcadores de activacion), el siguiente paso
fue determinar si la activacién influyd en los niveles de expresion de los
marcadores de superficie caracteristicos de los linfocitos T CD4", de sangre
periférica: CD3, CD4 y CD184 (CXCR4), para lo cual se analizaron las células
tanto en estado basal (no activados) correspondientes al dia 0 como activadas con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas durante 3 y 6

dias como esta descrito en la metodologia. Se obtuvieron los resultados mediante
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el uso de citometria de flujo tomando en cuenta el IFM y el porcentaje de células
positivas para el marcador en cuestion (figura 12). En ellos se traslapa la curva de
intensidad media de fluorescencia del control de isotipo (rosa) y la curva de
intensidad media de fluorescencia del marcador evaluado (azul) para observar el

cambio a lo largo del tiempo.

La figura 12a ilustra los resultados para el marcador CD3 donde en estado
de reposo el IFM es de 227.3 y el porcentaje de células positivas es de 96.4%,
mientras que para el dia 3 el porcentaje es de 97.8% y el IFM es de 7.96. En el dia
6 de activacion el porcentaje es de 70.3% y su IFM es de 0.6. La figura 12b
muestra el marcador CD4 en reposo con un porcentaje de 96.5% y un IFM de
229.09, al dia 3 de activacién tiene un porcentaje de 97% y un IFM de 298.58 y al
dia 6 de activacion tiene un porcentaje de 70.3% y un IFM de 27.62. La figura 12c
representa la fluorescencia para el marcador CD184 con un porcentaje de 97.8% y
un IFM de 191.44 para el dia 0, mientras que para el dia 3 de activacion el
porcentaje es de 97.8% y el IFM es de 7.6. En el dia 6 de activacion, el IFM para

CD184 fue de 2.21 y el porcentaje fue de 71.9%.

Para cada marcador de superficie se hicieron graficas, en las cuales se
determind la media del porcentaje de células positivas (figuras 13a, cy e) y la
media del IFM (figuras 13b, d y f). Se realiz6 la prueba t-Student para comparar las
medias de células NA frente a las activadas durante 3 y 6 dias, asi como la
comparacion entre las medias de las células activadas durante 3 y 6 dias. Los
casos en donde hubo diferencias significativas (p<0.0001) fueron: porcentaje de

CD3 (Na vs A 6 dias; A 3 dias vs A 6 dias), IFM de CD3 (Na vs A 3 dias; Na vs A
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6 dias; A 3 dias vs A 6 dias); porcentaje de CD4 (Na vs A 6 dias; A 3diasvs A 6
dias), IFM de CD4 (Na vs A 6 dias); porcentaje de CD184 (Na vs A 6 dias; A 3
dias vs A 6 dias), IFM de CD184 (Na vs A 3 dias; Na vs A 6 dias; A 3 diasvs A6
dias). Basado en lo anterior, se pudo apreciar una clara disminucion a lo largo del
tiempo solo en el nivel de expresion en CD184 y en CD3. En los casos restantes,

la disminucion en ambos parametros soélo se aprecié al sexto dia de activacion.
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Figura 12. Efecto de la activacion de los linfocitos T CD4" sobre la expresion de marcadores
de superficie. Se representan los histogramas de los linfocitos no activados (Dia 0) y los linfocitos
activados durante 3 y 6 dias. La curva azul representa las células marcadas con el anticuerpo
correspondiente acoplado a un fluorocromo (APC) y la curva rosa representa el control de isotipo.
En la parte superior derecha se encuentran los porcentajes de células positivas y el indice de
fluorescencia media para cada curva. Los histogramas son representativos.
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Figura 13. Efecto de la activacion de los linfocitos T CD4" sobre la expresion de CD3, CD4 y
CD184 en los diferentes donadores. Los linfocitos T CD4" fueron obtenidos por seleccion
negativa y estimulados con las perlas durante 3 y 6 dias durante los cuales se mantuvieron en
incubacion con medio RPMI suplementado con 10% de SFB; a 37°C con 5% de CO,. Se retir6 el
estimulo y se detectaron los marcadores por citometria de flujo. Las graficas muestran los
porcentajes de células positivas y su media (a, b, e, f, i, j) y el indice de Fluorescencia media y su
media (c, d, g, h, k, I). La barra representa la media + desviacion estandar. NA (No activados, en
azul), A 3 dias (activados 3 dias, en rojo) y A 6 dias (activados 6 dias, en verde).
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DISCUSION
Los paquetes leucocitarios de banco de sangre son productos
secundarios que se desechan por las instituciones de salud, por lo cual son una
fuente excelente de leucocitos para fines experimentales, debido a que se puede

obtener un alto niumero de células humanas primarias y funcionales.

Este trabajo muestra el establecimiento de las técnicas para purificar,
activar y fenotipificar los linfocitos T CD4" humanos, obtenidos a partir de dichos
paquetes en donde se determind: rendimiento, pureza, viabilidad y expresion de
marcadores de superficie, en condiciones activadas y no activadas. Los resultados
pueden apoyar el planteamiento de protocolos experimentales con el conocimiento
de la variacion de estos factores, ya que en nuestro laboratorio el modelo celular
basico para realizar investigaciones son los linfocitos T CD4", y la activacion
celular influye en los resultados que se esperaria obtener si los marcadores de

superficie aqui estudiados fueren el blanco de investigacion.

Estas observaciones son relevantes para nuestro grupo de investigacion, en
el cual actualmente se estudia el efecto de la activaciéon de linfocitos T por medio
de citocinas y no por medio del TCR. La activacion por citocinas se conoce como
activacién colateral (“bystander”), y una de sus caracteristicas distintivas es que la
regulacion negativa de CD3 no se lleva a cabo. Asi, junto con otros andlisis, el
mantenimiento de la expresion de CD3 servira como criterio de activacion

colateral.
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Se ha demostrado que la activacién de los linfocitos con anticuerpos anti-
CD3 y anti-CD28 es mas parecida a la producida in vivo, por lo que se decidié
usar este modelo, acoplandolos a perlas magnéticas, de modo que los anticuerpos
pudieron ser retirados después de pasado el tiempo de activacion. La activacion

con los anticuerpos se efectu6 durante 3y 6 dias.

La purificacion con el CD4" T Cell Isolation Kit human MACS (Miltenyi)
produjo una obtencidon muy eficiente de estas células, con porcentajes mayores a
94% de células T CD4" en 5 de 6 casos, lo cual fue coincidente con lo reportado
por la empresa que elabor6 el kit, asegurando una pureza 290%, estandar minimo

utilizado para realizar investigacion con células purificadas.

Un requisito importante durante la purificacion, fue comprobar el
rendimiento celular, por lo cual se compard el numero de células obtenido por pl
de sangre con parametros normales en sangre. La media de linfocitos en sangre
periférica es de 2500/ul y en proporcion son 2:1 de CD4":CD8" (Owen et al.,
2013). Se encontré también, que el rendimiento de linfocitos T CD4" fue en
promedio de 14 x 10° células con una viabilidad del 100%, a partir de 10 ml de
suspension leucocitaria original. De acuerdo a los valores de referencia de la tabla
4, se comprob6 que los valores linfocitarios obtenidos estuvieron dentro de los

rangos normales encontrados en individuos sanos (Abbas, A., et al 2012).
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Cifras normales de células sanguineas
Namero medio por microlitro Limites normales

Leucocitos 7.400 4.500-11.000
Neutrofilos 4.400 1.800-7.700
Eosindfilos 200 0-450
Basofilos 40 0-200
Linfocitos 2.500 1.000-4.800
Monocitos 300 0-800

Tabla 4. Hemograma normal. Valores de cifras de células sanguineas normales para humanos
adultos. (Tomado y modificado de Inmunologia celular y molecular, Abbas 2012).

Los linfocitos T CD4" de sangre periférica se mantienen como células en
reposo, es decir, en fase del ciclo celular Gy, y una vez que se da el encuentro con
su antigeno especifico, cambian de fase en el ciclo celular y se denominan
linfocitos T CD4" activados. En este estado cambian de tamafio, complejidad y
producen citocinas, asi como se ve afectada su supervivencia. La activacion de las
células con los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas
produjo el cambio morfoldgico esperado en las células, con aumento de tamafio y

signos de polarizacion (Alberts, B. 2010).

La activacion produjo siempre una disminucién de la viabilidad celular,
aunque de manera muy variable, reduciéndola a valores de entre el 90 y el 40%,
con un promedio general del 61.2% al tercer dia de activacion, mientras que, para
el sexto dia, el promedio fue de 74.3%. La reduccion en la viabilidad podria
explicarse por apoptosis producida por AICD, la cual es muy comun cuando se

involucra la activacion por TCR (Owen, J. et al 2014).
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La estimulacién de las células T CD4" con los anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 indujo expresion de los marcadores de activacion CD25 y CD54 en la
mayoria de las células, después de 3 y 6 dias de activacion, mostrando la
efectividad de las condiciones experimentales utilizadas. Sin embargo, es
interesante notar que las células de los distintos individuos tuvieron niveles
distintos de intensidad de la fluorescencia para estos marcadores, es decir, su
nivel de expresion fue variable en las mismas condiciones experimentales. Esto
indica que las células de diferentes individuos pueden tener distinta susceptibilidad
a la activacion, pero posiblemente ligadas a susceptibilidad a enfermedades
autoinmunes, por ejemplo, debido a que los individuos con mayor resistencia a
AICD podrian mantener un niumero mayor de células activadas por mas tiempo

(Zhang, J. et al 2004).

La activacion, medida como la expresiéon de CD25 y CD54 fue mayor a los 3
dias de la incubacién con los anticuerpos, y decayo a los 6 dias. La vialidad celular
en cambio, fue mejor en el dia 6 que en el dia 3, lo cual es congruente con AICD

(figura 14).
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Figura 14. Viabilidad vs IFM. Los marcadores mostrados son: a) CD25 y; b) CD54, ambos al dia 0
(NA), dia 3 y 6 de activacion. Las lineas continuas y punteadas representan la relacion entre la
viabilidad y la activacion de las células.

Dado lo anterior, cabria suponer que las diferencias en la viabilidad celular
pueden ser producidas por diferentes niveles de activacibn en diferentes

experimentos. La figura 14a muestra que el nivel de expresion de CD25 tuvo una
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relacion inversa con la viabilidad celular después de 3 dias de activacion, de modo
gue a mayor nivel de activacion se observdé una menor viabilidad (p<0.0018),
congruente nuevamente con AICD. La viabilidad de estas células increment6 al
dia seis de activacion (p<0.0001) y el IFM disminuyd, lo que podria ser resultado
de la expansion de las células sobrevivientes aunado a la produccion y el
consecuente aumento en la concentracion de IL-2, aunque para corroborar esto,
hacen falta experimentos para medir las concentraciones de IL-2. Budd menciona
que las células T en reposo, una vez que encuentran a su antigeno via TCR
comienzan a expandirse clonalmente y es en este momento que son parcialmente
dependientes de IL-2 y si en estas condiciones la citocina es una limitante, las
células comenzaran a morir. Por otro lado, si la citocina esta presente, las células
seran sensibles a AICD via Fas (Algeciras-Schimnich, et al1999; Van Parijs, et al
1999). La relacion inversa entre la viabilidad y la activacion también se observo
para el marcador ICAM-1 (CD54) durante los 3 y 6 dias de activacion, solamente
cuando se realiz6 la prueba t-Student comparando la media entre viabilidad y el
IFM (p<0.0019). Esta relacién posiblemente se puede explicar porque la funcién
de CD54, es mantener la sinapsis inmunologica durante la presentaciéon de
antigeno entre el linfocito T y las perlas magnéticas acopladas a anti-CD3 y anti-
CD28, y, entre mas moléculas de CD54 se expresen en la célula, mayor sera el
tiempo de unién a la perla, asegurando asi la activacion completa del linfocito T

CD4", llevandose a cabo las tres etapas de uniones transitorias y estables.

El aumento en la viabilidad pudo deberse a la proliferacién de las células

activadas y a la aparicion de las células T de memoria que reposan en la etapa Gy
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del ciclo celular (Owen, J., et al 2014) con el consecuente cambio en la proporcién

perlas:célula.

El porcentaje de células que expresaron CD3, CD4 Y CXCR4 (CD184) fue
mayor al 90%, antes de la activacion, en todos los individuos. Sin embargo, para
CD4" no se observaron cambios significativos en el porcentaje de células y en el
IFM después de 3 dias de activacion, pero si para 6 dias de activacion. Por otra
parte, el porcentaje de células CD3" y CD184" decay6 en 2 de los 6 individuos a
los 6 dias de activacion. Aunque el porcentaje de células positivas para estos
altimos marcadores fue alto, la intensidad media de fluorescencia mostré una
variacion considerable entre los individuos, y decay6 drasticamente con el tiempo
de activacion, lo cual hace pensar que la activacion afecta la expresion de CD3 y

CD184 disminuyéndolos al producirse la activacion.

La intensidad de la fluorescencia para CD3 mostr6 que la expresion de este
marcador decayé con el tiempo de activacion. Este evento es tipico de la
activacion mediada por el receptor de las células T (TCR) durante la presentacion
de antigenos. Tal como en el estudio realizado por Diehn, M., et al los productos
de los genes implicados en el reconocimiento del TCR fueron reprimidos por
efecto de la activaciéon de las células T. Los genes involucrados fueron PLC, LAT,
LCK, TRIM y CD3¢, al igual que los genes que codifican para las subunidades del
TCR. Minami, Y., et al también concuerdan con la répida internalizacion y
degradacion del TCR. Algunos estudios sugieren que el complejo TCR:CD3 se
recicla (Krangel, M., 1987; Minami et al, 1987), mientras que otros han encontrado

evidencia de su internalizacion, pero no de su reciclaje (Tax, W., et al, 1987).
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La inhibicibn en la expresion de CD3 y CD4 es congruente con un
mecanismo regulador de las células, después de la activacion mediada por el
TCR, como se describe en el parrafo anterior (Cai, Z., et al 1997). La inhibicion y la
degradacion de receptores de membrana es comun en los receptores que estan
asociados a la actividad de proteinas tirosina cinasas (PTK) y en muchos casos,
se ha demostrado que estos procesos estan controlados por la actividad de

tirosina cinasa (Dumont, C., et al 2002).

Por otro lado, el decremento del nivel de expresion de CXCR4 debido a la
activacion por el TCR coincide con el trabajo de con Murphy (2012), en el que éste
decremento se dio debido al cambio de fase en el ciclo celular, aunado a la
activacion de linfocitos debida al rodamiento durante la extravasacion para dar por
resultado la liberacion de las células activadas a la circulacion (Owen, J., et al
2014). En un estudio realizado por Secchiero et al., se demostré que la activacion
de linfocitos T CD4" de sangre periférica via CD3 disminuye la expresion de
CXCR4 y que muy por el contrario, cuando se utiliza CD28 para activar las células,
la expresion de CXCR4 aumenta. Por otro lado, al utilizar ambos anticuerpos
acoplados a perlas magnéticas, se observdé una expresion del marcador

intermedia entre ambos anticuerpos por separado.

La disminucion de la expresion de CD4 al dia 6 de activacion reportada aqui
contrasta con un estudio previo efectuado en nuestro grupo, en el cual se observo
que la expresion de CD4 aumento después de la activacion con el mismo tipo de
estimulo (Cortés, C., 2013). Esta diferencia pudo deberse a que en el trabajo

previo, el indice de fluorescencia media (IFM) se calculé con base en la union del
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control de isotipo a las células no activadas. En cambio, en el presente estudio el
IFM se calcul6 respecto a la unién del control de isotipo determinada en paralelo
en las células activadas. Como se observa en la figura 10, la union del control de
isotipo aumento en las células activadas durante 6 dias, por lo cual es necesario
corregir la lectura de unién del anticuerpo anti-CD4 respecto a este control. Si esta
correccion se realiza, entonces se obtiene que la expresion de CD4 no aumenta.
El incremento en la union de ambos anticuerpos (isotipo y anti-CD4) a las células
activadas puede ser producto del incremento del volumen celular y a cambios en

la composicion de la membrana plasmatica (Harder, T., 2012).
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PERSPECTIVAS
Para experimentos futuros de infeccion de linfocitos T CD4" con el VIH-1 se
puede considerar que los linfocitos T CD4" purificados de banco de sangre con los

procedimientos descritos aqui, se encuentran en reposo.

Se recomienda infectar los linfocitos antes de los 3 dias de activacion, ya
que a ése tiempo se detectd un nivel optimo de expresion de marcadores de
activacion y un nivel alto (aunque muy variable) de expresion de CD4, con un nivel

moderado de expresion de CD184.

Se debe considerar que la presencia de una cantidad considerable de
células no viables podria interferir en los procedimientos experimentales, por
ejemplo, causando la unién inespecifica de virus o de citocinas, reduciendo su

disponibilidad neta en el cultivo.

Para caracterizar adicionalmente el efecto de la activacion de los linfocitos
con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, es preciso determinar el perfil de citocinas

gue producen.

El procedimiento de activacion utilizado aqui se puede complementar con la
adicion de citocinas especificas que inducir la polarizacién de las células hacia

diferentes subtipos (Thl, Th2, Th1l7, y otros).
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CONCLUSIONES

Los linfocitos T CD4" purificados presentaron ausencia de expresion de

CD25 y CD54, asi como un perfil de tamafio y granularidad compatible con células

en estado de reposo.

La purificacion con el CD4" T Cell Isolation Kit human MACS (Miltenyi)

permiti6 obtener linfocitos T CD4" con alta pureza, asi como un rendimiento

promedio de 14 x 10° con 100% de viabilidad a partir de 10 ml de suspension

leucocitaria original.

La activacion:

indujo el cambio morfologico esperado en las células

indujo la expresién de los marcadores CD25 e ICAM-1 en la mayoria de
las células después de 3 dias de activacion.

produjo la disminucién de la viabilidad celular, y el aumento del nivel de
expresion de CD25 y CD54, a partir de 3 dias de activacion.

provocé cantidades variables de células no viables (25-55% y 10-40%,
después de 3 y 6 dias de activacion, respectivamente).

no produjo cambios en el nivel de expresion de CD4 después de 3 dias,
pero si después de 6 dias.

produjo el decaimiento de la expresién de CD3 y CD184 a lo largo del

tiempo de activacion.
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APENDICE

IL-1 Los efectos in vivo son inducciéon de
inflamacion local y efectos sistémicos,
como fiebre, la respuesta de la fase
aguda, y estimulacion de la produccion
de neutrofilos

IL-2 Estimula la proliferacion y
diferenciacion de células T

IL-3 Factor de crecimiento para células
hematopoyéticas
IL-4 Promueve la diferenciacion de células T

virgenes hacia células Th2. Promueve
respuestas alérgicas

IL-5 Induce la formacion y diferenciacion de
eosinofilos. Estimula el crecimiento y la
diferenciacion de células B

IL-6 Regula funciones de células B y T.
Induce inflamacién y la respuesta de
fase aguda

IL-9 Estimula la proliferacion de linfocitos T

y precursores hematopoyéticos

IL-12 Induce la diferenciaciéon a células Thl

IL-13 Esta implicada en respuestas Th2;
suprime respuestas inflamatorias

IL-16 Quimioatrayente para células T CD4",
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IL-17

INFy

CXCL12

TNF

monocitos y eosinofilos. La union de IL-
16 por CD4 inhibe la infeccion de
células CD4" por VIH

Promueve la inflamacion al aumentar la
produccion por células epiteliales,
endoteliales y fibroblastos de citocinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6, TNF y
quimiocinas que atraen monocitos Yy
neutrofilos

Induce diferenciacion de Thl, activa
macrofagos, incrementa la expresion de
moléculas del MHC | y Il; aumenta la
presentacion de antigeno

Quimiocina derivada de células del
estroma

Factor de necrosis tumoral. Interviene
en la inflamacién y la apoptosis
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