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1. Resumen  
 

Introducción: Las alteraciones en la concentración de NAD+ pueden impactar la 

funcionalidad de las células T, ocasionando incluso su muerte. El marcador de 

activación CD38, es una enzima cuyo principal sustrato es NAD+ y tiene una alta 

eficiencia en su degradación, pudiendo hidrolizar hasta 100 moléculas de NAD+ para 

la generación del producto cADPR. La sobreexpresión de CD38 se ha asociado con 

diversas patologías por lo que ha sido el eje de estudio de diversas investigaciones, 

los hallazgos más recientes lo postulan como un importante inmunorregulador.  

Estudios previos de nuestro grupo han evidenciado que los linfocitos TCM CD38+ 

tienen un patrón de expresión de citocinas atípico en células de memoria con una 

disminución en la expresión de IL-2 y aumento en IFN. Así mismo, incremento en el 

arresto de las células TCM en la fase G2/M del ciclo celular que eventualmente 

conduce a la muerte celular. En el presente estudio se detectó aumento considerable 

en la expresión de CD38, sin embargo, se carece de evidencia que vincule a CD38 

como un agente causal en las observaciones previas.  

No obstante, el presente trabajo evaluó la participación de CD38 en la funcionalidad 

de las células TCM a través de la determinación de los parámetros de sobrevida, 

proliferación y diferenciación de las células TCM hacia células TEM. Las 

determinaciones se realizaron en muestras de sujetos VIH- con la finalidad de analizar 

la actividad de CD38 como única variable de estudio. Adicionalmente, se planteó que 

de existir una participación directa de CD38 en la alteración de estos parámetros, sería 

a través de su actividad enzimática y se evaluó la respuesta de las células ante la 

inhibición enzimática de CD38.  

Métodos: Se comparó la expresión de 63 genes mediante ensayos de PCR multiplex, 

así como la expresión de IL-2 e IFN- mediante ensayos de PCR convencional, en 

células TCM CD38+ y CD38- provenientes de sujetos sanos, descartando el aporte 

de la propia infección y trabajando con la expresión de CD38 como única variable de 

estudio. Las determinaciones se realizaron en condiciones basales y bajo estimulación 

vía TCR. Los resultados fueron sometidos a un análisis de enriquecimiento funcional 

empleando IPA seguido de un análisis de las interacciones proteína-proteína mediante 

STRING. 
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Se evaluó la actividad catalítica de las moléculas CD38 expresadas en los linfocitos T 

humanos empleando un análogo fluorescente de NAD+, siguiendo la acumulación del 

producto por ensayos de fluorometría. Adicionalmente, se determinó el papel de CD38 

en la homeostasis de la respuesta inmune de las células TCM mediante el análisis por 

citometría de flujo de los parámetros de sobrevida, proliferación y diferenciación hacia 

células T efectoras de memoria. El análisis se realizó en ambos tipos de células TCM 

CD38+ y CD38- cultivadas por siete días en condiciones basales o bajo estimulación 

vía TCR (a-CD3/CD28 e IL-2). 

Se determinó la concentración inhibitoria del compuesto Ara-2´-F-NAD en condiciones 

basal y estimuladas vía TCR y se evaluó su efecto en los parámetros de sobrevida, 

proliferación y diferenciación posterior a siete días de cultivo in vitro.  

Resultados: Se detectó un total de 20 genes con expresión diferencial entre células 

CD38+ vs., CD38- en condiciones de estimulación. Mientras que nuestro análisis de 

predicción mostró la posible interacción entre 10 de estos genes con la regulación de 

procesos pro-apoptóticos. Nuestros análisis también predicen regulación positiva en 

la expresión de citocinas con la expresión del transcrito para el gen ADORA2A, el cual 

podría estar vinculado a la generación de adenosina, el cual representa un 

inmunoregulador potente asociado con alteraciones en la proliferación celular y 

disminución en la producción de IFN en células T.  

Posteriormente, comprobamos que las moléculas CD38 localizadas en la superficie 

de linfocitos TCM de humano, poseen actividad enzimática y que esta puede ser 

inhibida por la adición de Ara-2-F´-NAD+ a una concentración equivalente a 1,000 Kis. 

La determinación de los parámetros sobrevida, proliferación y diferenciación, 

muestran un escenario donde las células CD38+ muestran tendencia a mayor 

sobrevida, aún en ausencia de estímulo y que la estimulación vía TCR mejora la 

capacidad de sobrevida de ambas poblaciones celulares.  

Conclusión: Se comprobó que la proteína CD38 localizada en linfocitos TCM 

humanos posee actividad catalítica y su expresión no representa un factor que 

contribuya a la disminución en la sobrevida de las células TCM bajo condiciones no-

patológicas. Mientras que ambas poblaciones CD38+ y CD38- aún bajo el mismo 

grado de diferenciación exhiben comportamientos distintos que podrían constituir un 

mecanismo de cooperación donde las células CD38+ tienden a conservar 
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propiedades de células centrales de memoria con alta capacidad proliferativa y de 

sobrevida, por su parte las células CD38- poseen tendencia a diferenciarse y 

eventualmente adquirir características propias de una célula de memoria efectora.  

2. Abstract 
 

Introduction: Alterations in the concentration of NAD+ can change T cell functionality, 

even causing cell death. The activation marker CD38, is an enzyme whose main 

substrate is NAD+ and has a high efficiency in its degradation, being able to hydrolyze 

up to 100 molecules of NAD+ for the generation of the cADPR product. Overexpression 

of CD38 has been associated with different pathologies so it has been the axis of study 

of many investigations, the most recent findings suggest this molecule as an important 

immunoregulator.  

In previous studies we have found evidence that CD38+ TCM lymphocytes have an 

atypical cytokine expression pattern in memory cells with decreased IL-2 expression 

and increased IFN in HIV infected patients and healthy subjects. In addition, we 

previously reported an increase in G2/M cell cycle arrest that eventually leads to cell 

death. A considerable increase in CD38 expression was observed in this study, 

however, there is a lack of evidence linking CD38 as a causative agent in previous 

observations. 

This work evaluated the role of CD38 expression in the activity of TCM cells through 

the determination of the following parameters: survival, proliferation, and differentiation 

of TCM cells to TEM cells. The determinations were made in samples of healthy 

subjects to analyze the activity of CD38 as the only study variable. Additionally, it was 

proposed that if there is a direct role of CD38 in the alteration of these parameters, it 

would be through its enzymatic activity and the response of cells to the enzymatic 

inhibition of CD38 was evaluated. 

Methods: The expression of 63 genes by multiplex PCR and the expression of IL-2 

and IFN- by conventional PCR in CD38+ and CD38- TCM cells of healthy donors were 

compared, working with CD38 expression as the only study variable. The 

determinations were performed at baseline and under stimulation via TCR. The results 

were subjected to a functional enrichment analysis using IPA followed by an analysis 

of protein-protein interactions by STRING. 
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Catalytic activity of the CD38 molecule in T lymphocytes was evaluated using a 

fluorescent analogue of NAD+, following the accumulation of the product by 

fluorometry. Additionally, the role of CD38 in the homeostasis of the immune response 

of TCM cells was determined by flow cytometry analysis of the following parameters: 

survival, proliferation, and differentiation to memory effector T cells in CD38+ and 

CD38- TCM cells cultured for seven days at baseline or under stimulation via TCR (a-

CD3/CD28 and IL-2).  

The inhibitory concentration of the compound Ara-2 ́-F-NAD+ was determined at 

baseline and stimulated via TCR and its effect on survival, proliferation and 

differentiation parameters was evaluated after seven days in culture.  

Results: We found a total of 20 genes with significantly higher expression in CD38+ 

cells compared with CD38 - cells after TCR engagement. Prediction analysis shows 

that the possible interaction between 10 of these genes is associated with the 

regulation of apoptotic processes. The analysis also predicts a positive regulation in 

cytokine expression and transcript expression for ADORA2A, which could be linked to 

the generation of adenosine, an immunoregulator associated with alterations in 

proliferation and decreased production of IFN in T cells.  

Subsequently, it was found that CD38 molecules located on the surface of TCM 

lymphocytes have enzymatic activity and that this can be inhibited by the addition of 

Ara-2-F'-NAD+ at a concentration equivalent to 1,000 Kis.  

The determination of survival, proliferation and differentiation parameters show a 

scenario in which CD38+ cells tend to survive longer, even in the absence of a stimulus 

and that stimulation via TCR improves the survival capacity of both populations.  

Conclusions: This study demonstrates that the CD38 protein located in human TCM 

lymphocytes membrane has catalytic activity, and it was observed that CD38 

expression alone is not a contributing factor to decreased survival of TCM cells under 

non-pathological conditions. CD38+ and CD38- cells, even under the same degree of 

differentiation, exhibit different behaviors that could constitute a cooperation 

mechanism in which CD38+ cells tend to retain properties of central memory cells with 

high proliferative and survival capacity, while CD38 cells would be more likely to 

differentiate and eventually acquire characteristics of an effector memory cell. 
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3. Introducción  
 

La molécula CD38 se encuentra ampliamente distribuida en el organismo del ser 

humano. Está molécula se ha descrito como un receptor cuyo ligando es CD31 y como 

ectoenzima cuyo sustrato es NAD+. Las evidencias muestran que estas dos 

propiedades no son excluyentes una de la otra, pudiendo actuar de forma simultánea 

(Vaisitti et al. 2015). Desde su identificación (Reinherz y Schlossman,1980), CD38 ha 

sido ampliamente empleado como un marcador de activación en el contexto activación 

de células T, sin embargo, poco se sabe respecto a su papel activo en este proceso. 

Más aun a la luz de investigaciones recientes que han puesto de manifiesto que CD38 

desempeña un papel importante como regulador del inmunometabolismo de  linfocitos 

T (Hogan, Chini, y Chini 2019; Chatterjee et al. 2018). 

I.CD38: Estructura y distribución  

 

CD38 es una glicoproteína de superficie tipo II con un peso de ~45 kDa. En 

humanos, el gen que codifica para esta proteína se sitúa en el brazo corto del 

cromosoma 4 (Chr:4p15) dando origen a una proteína de 300 aminoácidos 

conformada por un pequeño dominio intracelular (20 aa), una hélice transmembrana 

(23 aa) y una porción extracelular significativamente más larga (257 aa) (Fabio 

Malavasi et al. 2008) (Morandi et al. 2019). Fue descubierta en 1980 por Reinherz y 

Schlossman. Los investigadores describieron que la molécula que reaccionaba con el 

anticuerpo monoclonal OKT10, ahora conocida como CD38, era expresada por una 

gran porción de timocitos (95%) y en cambio sólo una pequeña fracción de los 

linfocitos localizados en periferia conservaba la expresión de CD38. Además, se 

observó que un gran número de células de médula ósea también expresaban dicho 

marcador, sugiriendo con ello que su expresión no estaba limitada al linaje de linfocitos 

T y podría ser considerado como un antígeno de diferenciación temprana (Reinherz 

et al. 1980).  

Las evidencias actuales muestran que CD38 se distribuye ampliamente entre las 

subpoblaciones del linaje linfoide y mieloide (Fabio Malavasi et al. 2008) (Glaría y 

Valledor 2020) y que el nivel de expresión de CD38 en las distintas subpoblaciones 

celulares dependerá de su estado de maduración y activación (Kar, Mehrotra, y 

Chatterjee 2020). La expresión de CD38 no se restringe al sistema inmunológico y se 

puede hallar en distintos tipos de células y órganos tales como: células epiteliales, 
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próstata, páncreas, pericardio, túbulo renal, cornea, músculo liso y estriado  e incluso 

en neuronas (Fabio Malavasi et al. 2008). Para fines de este trabajo nos enfocaremos 

en el estudio de CD38 en el sistema inmune y específicamente en su estudio en 

células T. 

La expresión de CD38 en linfocitos T ocurre desde las primeras etapas del desarrollo 

de linfocitos T (dobles positivos) y su expresión se mantiene en células naive (Fabio 

Malavasi et al. 2008; Dianzani et al. 1994), en tanto que en células T de memoria la 

expresión de CD38 disminuye e incluso puede ser nula, no obstante, se ha observado 

que las células activadas incrementan la expresión de CD38 (Fabio Malavasi et al. 

2008; F. Malavasi et al. 1994). 

II.CD38 y activación  

 

Los primeros indicios respecto a la inducción de CD38 en linfocitos T bajo condiciones 

de activación surgieron del trabajo de Schlossman y colaboradores (1981). Los 

investigadores observaron que en humanos, los linfocitos T CD4+ y CD8+ de sangre 

periférica, inicialmente con niveles bajos  de CD38, aumentaban la expresión de CD38 

al ser estimulados con el mitógeno “concavalina A” (Terhorst et al. 1981).  En un 

abordaje posterior, se evaluó la cinética de expresión de CD38 en respuesta a distintos 

estímulos, encontrando que la cinética de expresión era muy similar entre un mitógeno 

(PHA) y estímulo aloantigénico, y que, en cambio, había un retraso en la cinética de 

expresión cuando se trataba de un antígeno soluble (toxoide tetánico). 

Adicionalmente, al comparar las cinéticas de expresión en las células CD4+ y CD8+ 

se observó que sólo células CD4 son capaces de inducir una respuesta en presencia 

de un antígeno soluble (Hercend et al. 1981). Estas observaciones llevaron al 

establecimiento de CD38 como un marcador de activación de linfocitos T. 

Actualmente CD38 es ampliamente aceptado como un marcador de activación de 

linfocitos T, junto con otros marcadores asociados también al estado de activación 

destacando entre otros CD69, CD25,CD71, proliferación, etc. (Reddy et al. 2004). 

Como se ha mencionado con anterioridad, hasta el momento se han descrito dos 

funciones principales para CD38: enzima y receptor.  
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III. CD38 como receptor 

 

Se ha descrito que CD38 puede actuar como receptor mediante la interacción con 

anticuerpos monoclonales agonistas y CD31 descrito como el ligando no sustrato de 

CD38 (Fabio Malavasi et al. 2008). En este sentido la molécula CD31 (PECAM-1) es 

una glicoproteína transmembrana de 130 kDa presente en distintas estirpes celulares 

(células T, NK, monocitos y plaquetas) y se expresa de forma constitutiva en células 

del endotelio. La interacción de CD38 localizado en la superficie de las células y CD31 

en endotelio, media eventos de adhesión celular. La adhesión mediada por CD38 es 

débil, lo que permitiría a las células rodar sobre la monocapa de células endoteliales, 

análogo a la actividad de las selectinas, sin embargo, su actividad se ve sobrepasada 

por la función de las integrinas. La adhesión mediada por CD38 sería efectiva 

únicamente en condiciones en las que las interacciones mediadas por integrinas se 

encuentran disminuidas (Mehta y Malavasi 2000). 

Experimentos realizados con anticuerpos monoclonales agonistas anti-CD38 han 

concluido que la respuesta a la estimulación de CD38 está en función del tipo de célula 

analizada: 

En monocitos se ha observado que la unión del anticuerpo agonista IB4, así como el 

ligando CD31, da lugar a la liberación de las citocinas: IL-1b, IL-6 e IL-10. La respuesta 

a la estimulación de CD38 fue independiente de los receptores Fc gama, FcgRI 

(CD64) y FcgRII (CD32) (Lande et al. 2002). 

En médula ósea CD38 inhibe la hematopoyesis de células B (Kumagai et al. 1995), 

por su parte protege de apoptosis a las células B maduras del centro germinal a través 

de la regulación de Bcl-2 de forma análoga a CD40L, sin embargo, las evidencias 

muestran que CD38 no incrementa la proliferación aún en presencia de otros agentes 

como IL-4 (Zupo et al. 1994). 

En células T se tiene evidencia de que la activación de CD38 a través del anticuerpo 

agonista IB4 da como resultado la generación de las citocinas: IL-6, IL-10, IFN-g y en 

menor medida IL-10 e IL-2, además se ha observado que la generación de citocinas 

se encuentra disociado de la proliferación de las células T (Ausiello et al. 1996).  

Las evidencias muestran que CD38 suele estar asociado a otras moléculas de 

superficie tales como TCR, BCR y CD16 (Funaro et al. 1993), e incluso se ha 
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propuesto que las respuestas a la ligación con anticuerpos monoclonales son 

dependientes de la actividad de estas otras moléculas especializadas en señalizar 

(Morra et al. 1998); se sabe que el tallo intracelular de CD38 es de apenas 20 

aminoacidos. Por su parte el trabajo de Deaglio y colaboradores, en linfocitos T de 

lámina propia, evidencio una nueva propuesta en la que CD38 sería capaz de 

señalizar aún en células que responden de manera deficiente a la señalización vía 

TCR, en este trabajo se pudo evaluar la fosforilación de LCK, LAT y SYK en respuesta 

a la ligación de CD38 (Deaglio et al. 2001), no obstante, aún es necesario realizar más 

ensayos para responder como es que CD38 señaliza en ausencia de otras moléculas.  

A pesar de las evidencias que se tienen sobre CD38 como receptor, aún es necesario 

aclarar cuál es la vía de señalización que emplea CD38 y el grado de dependencia de 

otras moléculas especializadas en señalizar. El hallazgo de que el sitio de unión de 

los anticuerpos agonistas de CD38 albergan el sitio catalítico de CD38 ha llevado a 

proponer una interdependencia entre la actividad de receptor y enzima, esta hipótesis 

es reforzada por los hallazgos de Vaissiti et al, ensayos en células de leucemia 

linfocítica crónica muestran que los procesos de quimiotaxis, adhesión y movilización 

de calcio en respuesta a la estimulación de CD38 son dependientes de la actividad 

enzimática de CD38 dado que estas respuestas se ven alteradas en presencia de un 

inhibidor de la actividad enzimática de CD38. Adicionalmente, se propone que los 

flujos de calcio mediados por la actividad enzimática de CD38 en los receptores 

TRPM2 son críticos para la unión de CD38 con su ligando no sustrato, CD31 (Vaisitti 

et al. 2015). 

Las evidencias antes citadas, nos muestran que CD38 es una molécula compleja con 

la capacidad de asociarse a otras moléculas que por su naturaleza son eficientes en 

señalizar, no obstante, no se descarta la posibilidad de que bajo determinadas 

condiciones CD38 sea capaz de señalizar aún en ausencia de estas moléculas. Las 

dos funciones conocidas para CD38 pueden colaborar, presumiblemente para 

potenciar la actividad de receptor. Sin embargo, es necesario ampliar el estudio 

celular-molecular para dilucidar en qué condiciones se da esta cooperación, bajo una 

relación funcional bidireccional.  
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IV.CD38 como enzima    

 

Respecto a su papel como ectoenzima se sabe que CD38 se encuentra 

filogenéticamente relacionada a la enzima ADP-ribosil ciclasa de Aplysia californica. 

CD38 es una ectoenzima bifuncional: es una ADP ribosil ciclasa (NAD-cADPR) a la 

vez que una NADasa. La porción extracelular de CD38 alberga el sitio catalítico que 

le otorga las características de ADP (adenosina difosfato) ribosil ciclasa, localizado en 

el residuo Glu-226 (Fabio Malavasi et al. 2008). Mediante su actividad de ADP-

ribosiltransferasa sintetiza ADP-ribosa cíclico (cADPR) a partir de dinucleótido 

nicotinamida y adenina (NAD+) e hidroliza cADPR para producir adenosin 

difosforribosa (ADPR). Bajo condiciones ácidas, CD38 cataliza la síntesis de ácido 

nicotinadenin-fosfato-dinucleótido (NAADP) empleando como sustrato nicotinamida 

adenin dinucleótido (NADP+) (Lee 2006). Sin embargo, la actividad de NADasa 

(removedor de NAD+) es cien veces mayor que su actividad de ADP ribosil ciclasa, 

por lo que, se ha considerado una posible implicación de CD38 en patologías 

asociadas con la disminución en las concentraciones de NAD+ como el 

envejecimiento, resistencia a la insulina, enfermedades neurodegenerativas 

asociadas al envejecimiento, alteraciones en el metabolismo hepático (Xie et al. 2020) 

y osteoporosis (C. C. S. Chini et al. 2020a). 

Adicionalmente, CD38 también puede estar presente como una proteína tipo III en la 

que el sitio catalítico (c-terminal) se localiza al interior de la célula. En condiciones 

fisiológicas se ha observado que su distribución en PBMC´s es baja (2.5%) en 

comparación con la expresión de CD38 en su forma de proteína de clase II (Lee,2012). 

El hecho de que ambos tipos se puedan encontrar en una misma célula lleva a la 

consideración de que la forma III podría estar regulando los niveles de NAD+ al interior 

de la célula y a través de sus metabolitos de catálisis mediar la movilización de Ca2+ 

intracelular, en tanto que la conformación II estaría asociada principalmente a la 

regulación de los niveles de NAD+ de forma extracelular. Este escenario fue 

recientemente estudiado por Chini y colaboradores quienes proponen que CD38 tiene 

un papel dual en la homeostasis de NAD+. Por un lado la actividad intracelular de 

CD38 regula la homeóstasis de NAD+ al interior de la célula, en tanto que la actividad 

ecto enzimática regula la disponibilidad del precursores de NAD+, nicotinamin 

mononucleótido “NMN” (C. C. S. Chini et al. 2020a). Cabe cuestionarse sí bajo 
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condiciones patogénicas, la sobreexpresión de CD38, al menos a nivel extracelular, 

podría estar limitando la disponibilidad de NAD+ a células vecinas y los efectos que 

esto tendría en ausencia de un mecanismo de rescate en el resto de las células. 

Adicionalmente, surge la interrogante de si bajo condiciones de activación además de 

inducir un incremento en la expresión de CD38 extracelular, también se logra inducir 

un incremento en la forma intracelular. 

V.CD38 involucrado en la patogénesis 

CD38 en leucemias  

 

La expresión de CD38 ha sido ampliamente estudiada en distintos tipos de leucemias. 

En este sentido, en leucemia linfocítica crónica (LLC), caracterizada por la 

acumulación de linfocitos B CD5+ en médula ósea, sangre y órganos linfoides 

secundarios, la expresión de CD38 resulta un marcador de pobre prognosis donde la 

sobre- expresión está relacionada con el desarrollo clínico más agresivo, baja 

respuesta al tratamiento y menor sobrevida global (Konen, Fradette, y Gibbons 2019) 

(Dürig et al. 2002).  

En mieloma múltiple (MM), enfermedad ocasionada por la acumulación en médula 

ósea de células plasmáticas transformadas que ocasionan lesiones en el tejido óseo, 

se ha observado que las células plasmáticas transformadas sobreexpresan CD38 por 

lo que, en 2015 la FDA (Food and Drug Administration) aprobó el uso de un anticuerpo 

anti-CD38 (daratumumab) como un agente terapéutico para el tratamiento de esta 

enfermedad (Zannetti et al. 2020) (García-Guerrero et al. 2021). 

CD38 en enfermedades autoinmunes 

 

En pacientes con lupus eritromatoso se ha observado un incremento en la expresión 

de CD38 en células T CD4, CD8 o CD25 comparado con los niveles observados en 

controles (Pavón et al. 2013). Además, recientemente se ha reportado un incremento 

en la expresión de CD38 en células T CD8+ de pacientes con lupus, adicionalmente 

estas células muestran una actividad citotóxica defectuosa, lo que, podría suponer 

que bajo estas condiciones los pacientes serían más propensos a desarrollar 

infecciones (Katsuyama et al. 2020). 
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CD38 en obesidad 

 

En fechas recientes se ha investigado el papel de CD38 en la obesidad empleando 

modelos murinos, destacando la participación de CD38 en la modulación de la 

adipogénesis y lipogénesis a través de una vía que involucra a la sirtuina 1(SIRT1) y 

receptores gamma activados por proliferadores peroxisomales ( PPAR) En estos 

estudios, se ha observado que los animales deficientes de CD38 son resistentes a la 

obesidad inducida por una alimentación alta en grasas (Barbosa et al. 2007). De 

acuerdo con estos estudios, la deficiencia de CD38 permitiría que hubiera más NAD+ 

disponible para la SIRT1, que lo emplea como sustrato, a su vez la SIRT1 inhibe la 

actividad de PPAR el cual se considera un regulador maestro en la diferenciación de 

adipocitos (Wang et al. 2018).  

CD38 en envejecimiento 

 

En un primer abordaje respecto al papel de CD38 en el envejecimiento, se observó 

una estrecha relación entre la disminución de NAD+ asociada a la edad y la expresión 

de CD38 siendo que hay una mayor expresión y actividad NADasa de CD38 en los 

tejidos de los animales de mayor edad. En este caso, la actividad NADasa de CD38 

limitaría la concentración de NAD+ disponible para la sirtuina 3 (SIRT3), enzima 

responsable del correcto funcionamiento mitocondrial regulando la producción de 

enzimas reactivas de oxígeno, lo que ocasionaría las disfunciones mitocondriales 

asociadas al envejecimiento (Camacho-Pereira et al. 2016). 

Aunado a lo anterior, el estado de inflamación sistémica (no asociada a una infección) 

característico del envejecimiento es fuente de citocinas inflamatorias, como SASPs 

(fenotipo secretorio asociado a la senescencia); IL-8, IL-6, IL-1b, IFN-, TNF-, las 

cuales pueden inducir la expresión y actividad de CD38. De manera que en el 

envejecimiento, la inflamación inmune y los SASPs serían los responsables del 

incremento en la actividad y expresión de CD38, vinculada a las disfunciones inmunes 

relacionadas a la edad (C. Chini et al. 2019) (Covarrubias et al. 2019). 

Finalmente, los hallazgos más recientes han añadido evidencia para crear un 

escenario cada vez más completo respecto al papel que desempeña CD38 en la 

disminución de NAD+ en el contexto del envejecimiento. En estos trabajos, se ha 

observado un incremento en la expresión de CD38 en clusters de células inmunes, 
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principalmente localizados en el tejido blanco adiposo e hígado. Dentro de las células 

inmunes, los macrófagos CD38+, con un fenotipo pro-inflamatorio M1, serían los 

mayores contribuyentes para la disminución de NAD+ en tejido (Covarrubias et al. 

2021). La inducción de CD38 en estas células estaría directamente asociada a la 

presencia de SASPs liberados por células senescentes. Adicionalmente, el 

incremento en CD38 en las células inmunes regularía la disponibilidad a dos niveles: 

la actividad intracelular de CD38 regularía la disponibilidad de NAD+ al interior de la 

célula, en tanto que la actividad extracelular podría limitar la disponibilidad de 

mononucleótido de nicotinamida (NMN), un precursor de NAD+, a otras células (C. C. 

S. Chini et al. 2020b).  

Estas observaciones han sentado el precedente para considerar a CD38 como un 

blanco terapéutico. Tarragó y colaboradores (2018) describen el uso de 78c, una 

pequeña molécula que inhibe a CD38, con la finalidad de revertir las alteraciones 

mitocondriales asociadas a la edad, ocasionas por una disminución en la 

concentración de NAD+ mediada por la actividad NADasa de CD38. De acuerdo a sus 

resultados, a través de la inhibición de CD38 se logran mejorar diversos parámetros 

fisiológicos y metabólicos alterados en el envejecimiento (función muscular, función 

cardiaca, tolerancia a la glucosa, etc.) (Tarragó et al. 2018). Estos resultados nos 

hacen cuestionar si la inhibición de CD38 podría ser un blanco terapéutico en 

diferentes eventos patológicos en los que existe asociación entre la sobrexpresión de 

CD38 con un pobre desenlace, como ocurre en los procesos de infección viral como 

es el caso del VIH. 

 

CD38 en infecciones virales  

 

Durante las infecciones virales agudas (citomegalovirus, varicela, influenza, etc.) se 

observa un incremento en la población de células T CD8+ con un fenotipo activado, 

caracterizado por un incremento considerable en los niveles de expresión de CD38, 

así como de otros marcadores de activación tales como HLA-II y CD25. Sin embargo, 

unas semanas después (3-6) de la resolución de la infección, la población de linfocitos 

CD8+CD38+ retorna a los niveles de expresión basales(Bofill y Borthwick 2000).En 
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algunas infecciones como es el caso de influenza, se ha observado que la prevalencia 

del estado de activación de las células TCD8+, determinado por la co-expresión de 

CD38 y HLADR, se asocia con un desenlace poco favorable en el curso de la 

enfermedad(Fox et al. 2012). En estos contextos la evaluación de CD38 se restringe 

a su papel como un marcador del estado de activación de las células, no obstante, y 

dado que se ha reportado que CD38 puede también participar en la regulación de la 

adhesión y migración celular, no se descarta la posibilidad de que CD38 pueda 

también participar en la resolución de la infección. 

En infecciones crónicas como las resultantes por el virus de hepatitis B o de 

hepatitis C no se ha observado que la expresión de CD38 sufra variaciones 

considerables(Bofill y Borthwick 2000). En cambio, en el caso de VIH, CD38 destaca 

como un importante factor predictivo para el curso de la infección (Fabio Malavasi 

et al. 2008).  

V.CD38 y su papel en la patogénesis del VIH   

 

En el contexto de la infección por VIH, la sobreexpresión de la molécula CD38 en 

células T CD4 y CD8 ha destacado por su capacidad para predecir el avance la 

infección e inclusive la sobrevida de los pacientes. A pesar de dichas observaciones, 

pocos estudios han abordado el cuestionamiento de si CD38 participa activamente en 

la patogénesis de la infección por VIH. 

El virus de inmunodeficiencia humana tiene como blanco principal a linfocitos T CD4+. 

Si bien es cierto que parte de la pérdida de estas células ha sido atribuido al efecto 

citopático del virus, existen evidencias de que la muerte de células infectadas por el 

virus no explica completamente el número de células que se pierden en la infección 

crónica, pues se estima que el número de células directamente infectadas por el VIH 

apenas representa entre el 0.1 y el 1% del total de células TCD4+(Douek, Roederer, 

y Koup 2009). En consonancia, evidencias provenientes de la infección por el virus de 

la inmunodeficiencia de simios (por sus siglas en inglés, SIV) han mostrado que a 

pesar de que la carga viral contribuye a la disminución de las células T CD4+, no es 
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suficiente para explicar la progresión de la infección (Chahroudi et al. 2012). Estas 

evidencias ponen de manifiesto la necesidad de estudiar mecanismos indirectos de 

patogénesis y evaluar cómo estos mecanismos podrían estar contribuyendo al avance 

de la infección. Dentro de los mecanismos indirectos de patogénesis que se han 

propuesto, destaca la activación inmune crónica (Paiardini y Müller-Trutwin 2013). 

En el contexto de la infección por VIH, se han empleado diversos indicadores de 

activación, entre los cuales destaca la co-expresión de CD38 y HLA-DR (marcadores 

tardíos de activación) (Reddy et al. 2004), (Motamedi, Xu, y Elahi 2016). En un primer 

tiempo, se observó que los niveles de  linfocitos TCD8+ bajo co-expresión de ambas 

moléculas son considerablemente más elevados en pacientes VIH+ en contraste de 

controles no infectados  (Ho et al. 1993). Giorgi y colaboradores investigaron el valor 

predictivo de estas moléculas sobre el avance de la infección, encontrando que la 

sobreexpresión de CD38 en linfocitos T CD8+ puede predecir el avance de la infección 

a SIDA (Giorgi et al. 1993). Cuatro años más tarde, este grupo encontró que la 

expresión elevada de CD38 en células T CD8+ es el mejor predictor del avance a 

SIDA y muerte, incluso mejor que los bajos niveles de células T CD4+ y otros 

indicadores de activación del sistema inmune (Liu et al. 1997) y que la sola expresión 

de CD38 supera el valor predictivo de la carga viral en cuanto al avance de la infección 

(Liu et al. 1998), puesto que su valor predictivo es independiente de otras variables 

(Würsch et al. 2016). Las evidencias referidas con anterioridad muestran la relevancia 

de CD38 en el contexto de la infección por VIH. Mismo que nos permite cuestionarnos 

si la molécula CD38 está reflejando un proceso de patogénesis del VIH (adicional a la 

replicación viral), o bien si este es un participante activo en la patogénesis de la 

infección.  

VI. Células T centrales de memoria en la infección por VIH 

 

Dentro del total de las células TCD4+ se encuentran las células naive y las células de 

memoria. Las células de memoria se caracterizan por haber tenido un enfrentamiento 

previo al antígeno y montar una respuesta rápida y especifica frente un segundo 

encuentro antigénico. De acuerdo con su fenotipo y función, las células de memoria 

pueden ser divididas en: células centrales de memoria (TCM) y células de efectoras 

de memoria (TEM).  
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Las células TCM se pueden alojar en órganos linfoides secundarios gracias a la 

expresión de CD62L y CCR7, además pueden recircular en sangre periférica (Xu y 

Larbi 2017). Estas células se caracterizan por tener una larga sobrevida y una alta 

capacidad proliferativa (Appay et al. 2008), además se caracterizan por producir 

niveles incrementados de IL-2 e IFN- (Xu y Larbi 2017). 

Por otro lado, las células TEM se alojan principalmente en tejidos periféricos dónde 

rápidamente pueden hacer frente a un segundo reto antigénico, pero tienen una 

limitada capacidad proliferativa y en general son células de vida corta(Appay et al. 

2008). 

En el contexto de la infección por VIH, las células TEM son las más susceptibles a la 

infección y son el blanco principal del virus. Esto debido a que además de expresar el 

receptor CD4 también expresan el correceptor CCR5 y la unión del virus a ambas 

moléculas es necesaria para infectar de manera efectiva a una célula (Grosman et al., 

2006ª). 

El curso natural de la infección de VIH, no controlada por terapia antirretroviral, sigue 

tres etapas: aguda, crónica y SIDA. Durante la fase aguda hay una pérdida rápida de 

las células TEM, durante la fase crónica de la infección hay una recuperación de las 

células TEM y aun cuando nunca alcanza los niveles observados en controles VIH, su 

número se mantiene estable a lo largo de la fase crónica, la cual pude tener una 

duración de 2-10 años. Hacía el final de la fase crónica, se puede observar una 

disminución abrupta de los linfocitos TCD4+ en sangre (<250 células/mL), lo que 

marca el avance a la fase del síndrome de inmunodeficiencia humana (SIDA) 

caracterizado por la aparición de enfermedades oportunistas (Grossman et al. 2006). 

Evidencias provenientes del modelo de SIV han destacado la importancia de las 

células TCM como las encargadas de proliferar y diferenciarse a células de memoria 

efectora (Grossman et al. 2006), sosteniendo un mínimo de células TEM durante la 

fase crónica de la infección.  Se ha observado que las células TCM pierden su 

capacidad proliferativa de forma progresiva (Grossman et al. 2002) que se ve reflejada 

en una pérdida sustancial de las células TEM (que son continuamente depletadas por 

el virus, además de ser intrínsecamente células de vida corta) (Grossman et al. 2006) 

(Appay et al. 2008), ocasionando el avance hacia la fase de SIDA (Picker et al. 2004) 

(Bai et al. 2012) (Okoye et al. 2007). Una de las explicaciones que se ha dado a la 



16 
 

pérdida de las células TCM es la muerte de estas mediada por el efecto citopático del 

virus(Okoye et al. 2007) . Sin embargo, se sabe que la susceptibilidad de estas células 

para ser directamente infectadas por el virus es baja en comparación con las células 

TEM e incluso las células T naive (Douek, Picker, y Koup 2003).  

De manera que las o las causas de la pérdida de las células TCM hacía el final de la 

fase crónica aún no se ha esclarecido. Se han considerado algunas propuestas tales 

como: muerte mediada por el efecto citopático del virus(Chun et al. 1997) (Sun et al. 

2007) (Douek et al. 2002), disminución de su capacidad proliferativa (alteraciones en 

la producción de IL-2)(Sun et al. 2007) (Espinosa et al. 2010)y senescencia como 

consecuencia de la activación inmune crónica (Appay et al. 2007) (Okoye et al. 2007). 

No obstante, aún es necesario esclarecer la causa de las alteraciones observadas en 

las células TCM en pacientes infectados con VIH. 

 

VII. Antecedentes directos  

 

De acuerdo con los antecedentes mostrados con anterioridad, conocer cuáles son las 

causas que ocasionan las alteraciones previamente observadas en las células TCM 

en el contexto de la infección por VIH sería de gran utilidad para desarrollar estrategias 

que en sinergia con la terapia antirretroviral permitan una mejor calidad de vida de los 

pacientes VIH+. En nuestro grupo de investigación se ha estudiado a CD38 no solo 

como un marcador de activación sino como un posible mediador de la disfunción de 

las células T. En los primeros estudios se observó que las células TCM CD38+ de 

pacientes VIH exhiben una disociación en la expresión del marcador CD154(CD40L) 

y la expresión de citocinas, estas observaciones se dieron en respuesta a una 

estimulación policlonal (Espinosa et al. 2010, 154) y antígeno específica(Olvera-

García et al. 2014), lo que podría alterar la interacción de las células de memoria con 

las células presentadoras de antígeno, contribuyendo así a una respuesta inmune 

alterada.  

Adicionalmente, se halló que las células TCM CD38+ mostraban alteraciones en la 

producción de citocinas, con una disminución en la expresión de IL-2 y un incremento 

en la producción de IFN- comparadas con las células TCM CD38-, tanto en 

condiciones basales como en un contexto de activación. Sorprendentemente, la 

diferencia entre células CD38+ y CD38- si bien se encontraba magnificada en 
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muestras de pacientes VIH+ también estaba presente en las muestras de donadores 

VIH-. Estas observaciones sugieren que las diferencias observadas podrían estar 

estrechamente asociadas a la presencia/ausencia de CD38, sin descartar un aporte 

de la propia infección, quizá debido a que en el contexto de la infección se esperaría 

un aumento en la expresión de CD38 asociado al estado de activación de las células.  

En el trabajo más reciente del grupo, se comparó el transcriptoma de células TCD4+ 

naive, TCM y TEM de pacientes VIH+ y controles VIH-, los resultados llevaron a 

proponer un modelo que podría explicar la pérdida progresiva de las células TCM 

CD4+ en la fase crónica de la infección por VIH. De acuerdo con el modelo, las células 

TCM estarían entrando continuamente a un ciclo de replicación con un subsecuente 

arresto en la fase G2/M que las conduciría a una muerte no apoptótica. En este mismo 

trabajo se observó que las la expresión de CD38 en células TCM de pacientes VIH+ 

fue mayor comparada con la observada en células de controles (Olvera-García et al. 

2016). Estos hallazgos nuevamente nos llevan a cuestionarnos la contribución de la 

presencia (aumentada) de CD38 a las alteraciones observadas en las células TCM. 

Para contestar esta interrogante habría que estudiar el efecto de CD38 en la 

funcionalidad de las células TCM en un contexto independiente de la infección por VIH 

y en un siguiente nivel habría que evaluar cómo es que CD38 podría estar mediando 

las alteraciones previamente observadas en células TCM. 

VIII. Pregunta de investigación 

 

La glicoproteína CD38, es una molécula con más de una función conocida, su amplia 

distribución en el sistema inmune y su estrecha asociación a distintas patologías ha 

sido el eje para diversas investigaciones científicas, en años recientes se ha generado 

evidencia de la participación de CD38 como un relevante inmunomodulador. En este 

sentido, nuestro grupo de trabajo ha investigado por varios años el papel que 

desempeña CD38 en la patogénesis del VIH y ha puesto especial atención en el 

estudio de las células T centrales de memoria y cómo sus funciones se ven alteradas 

en el curso de la infección. El trabajo más reciente ha llevado al planteamiento de que 

las alteraciones observadas en las células de memoria podrían estar estrechamente 

asociadas a la sobreexpresión de CD38 como resultado de un estado de activación 

crónico. 
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Estudios derivados de la investigación en cáncer han evidenciado la importancia de 

NAD+ en la funcionalidad de las células T, resaltando la importancia de CD38 como 

importante inhibidor de la respuesta antitumoral a través de la interferencia de la 

respuesta de células T, así como un elemento clave en la vía alterna para generación 

de adenosina, un compuesto con función inmunosupresora. De manera que es factible 

considerar que en un contexto en el que haya una sobreexpresión prolongada de 

CD38 enzimáticamente activo, las células TCM sufrirán alteraciones como las 

previamente observadas en un contexto de deficiencia de NAD+. 

Con la finalidad de evaluar la validez de esta propuesta, se ha planteado el objetivo 

de estudiar la contribución de CD38 a las alteraciones observadas en las células TCM 

de pacientes VIH+ en un modelo independiente de la infección, de tal forma que los 

hallazgos puedan ser atribuibles principalmente a la expresión de CD38 y si está 

contribución proviene de la actividad enzimática de la misma.   

4. Hipótesis 
 

La proteína CD38 expresada en la superficie de las células TCM será 

enzimáticamente activa y ocasionará diferencias funcionales entre aquellas células 

que lo expresan y las que no. Las células que expresan CD38 serán más propensas 

a morir y exhibir una limitada capacidad proliferativa frente a un estímulo antigénico, 

mostrando una mayor tendencia a diferenciarse a células TEM. La adición del inhibidor 

de CD38, Ara-2´-F´-NAD+, ocasionará que las células CD38+ preserven 

características propias de células de memoria con una mejora en la sobrevida, 

aumento en la capacidad proliferativa y tendencia a permanecer como células TCM 

con pobre diferenciación hacía células TEM.  

5. Objetivos 
 

1. Comparar el perfil transcripcional de las células TCM CD38+ y CD38-, para 91 

genes representativos de la firma transcripcional de las células TCM en el 

contexto de la infección por VIH. 

2. Evaluar la actividad enzimática de CD38 en células mononucleares de sangre 

periférica  

3. Determinar el efecto de Ara-2´-F-NAD+ en la actividad catalítica de CD38 
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4. Comparar la viabilidad, proliferación y diferenciación de las células TCM 

CD38+ y CD38- en condiciones de cultivo basal o bien bajo estimulación vía 

TCR. 

5. Determinar el efecto del compuesto Ara-2´-F-NAD+ en los parámetros de 

sobrevida, proliferación y diferenciación de células TCM CD38+ estimuladas 

vía TCR. 

 

6. Metodología  
 

I. Purificación de las células TCD4+ centrales de memoria CD38+ y CD38- 

 

Las células empleadas en este proyecto se purificaron a partir de concentrados 

leucocitarios provenientes del banco de sangre del Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosío Villegas”, los donadores cumplieron con 

los criterios de inclusión y se identificaron como clínicamente sanos, firmaron un 

consentimiento informado aprobado por el comité de ética del instituto. De acuerdo a 

la NOM-253-SSA1-2012 en su apartado 16.3, el plasma y componentes sanguíneos 

no empleados con fines transfusionales pueden ser utilizados con fines diagnósticos 

o de investigación. 

A partir de un concentrado leucocitario de sangre (100 mL) proveniente del banco de 

sangre del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), se purificó 600 

millones de células mononucleares de sangre periférica mediante gradiente de 

densidad. Posteriormente se realizó la purificación de las células mediante selección 

positiva (Central memory T cell aisolation kit, Miltenyi Biotec). 

Una vez purificada la población se tiñó con anticuerpos acoplados a fluorocromos: anti 

CCR7-PE (Miltenyi Biotec, clona FR 11-11EB), anti CD45 RA-APC (BD Pharmigen, 

clona HI100) y anti CD38 PerCp Cy5.5(BD Pharmigen, clona HIT2) para seleccionar 

y purificar mediante clasificación de células basadas en fluorescencia (FACS) a las 

células TCM (CD45RA-,CCR7+) CD38+ y CD38-.Se emplearon controles específicos 

para la delimitación de la región en la escala de fluorescencia correspondiente a la 

señal positiva para cada anticuerpo (FMO´S). La pureza de las subpoblaciones se 

determinó por citometría de flujo y se emplearon células con una pureza ≥ 90%. 
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Posteriormente el total de células purificadas se dividió en dos y se sembraron en 

medio completo (RPMI-1640 suplementado con SFB al 10%, L-glutamina 540 g/mL 

y 100 U/mL de penicilina y estreptomicina).  

Al día siguiente se estimuló una fracción (la otra fracción de las células se empleó 

como un control de células sin estimular) de las células a través del receptor de células 

T (TCR) por un lapso de 6 horas, adicionando anti CD3/CD28 acoplado a microesferas 

(Miltenyi Biotec)(Considerando una relación de 1 perla/4 células) e IL-2 (Roche) a una 

concentración de 100 U/mL. Al término del estímulo se realizó la extracción de RNA 

mediante RNAsy mini kit (Quiagen). 

Un total de 50 g/mL de RNA se empleó como templado para la síntesis de DNA 

complementario (cDNA) usando kit iScript cDNA Synthesis (BIO-RAD). El cDNA fue 

almaceNAD+o a -20°C hasta su uso. 

II. Ensayo de PCR multiplex  

 

     Se realizó una PCR multiplex para la determinación de 91 genes de interés en 

cuatro subpoblaciones de interés (TCM ´s CD38+ y CD38- con y sin estímulo) para 

seis donadores.  

     En un primer paso, se realizó una amplificación previa de los genes de interés 

empleando primers específicos para cada gen. Tras la pre-amplificación, las muestras 

se sometieron a tratamiento con exonucleasa I, con la finalidad de remover los primers 

no incorporados.  

     Se preparó por separado una mezcla de reacción para las muestras (una mezcla 

de primers específicos) y una mezcla de reacción para los ensayos (incluye el 

templado preamplificado). Las mezclas de ensayo y de reacción se cargaron en un 

Dynamic Array IFC de 96.96 y se realizó la PCR empleando el sistema de detección 

SYBR Green, bajo las siguientes condiciones: 70 °C por 40 min, 90° por 1 min, 30 

ciclos a 96°C por 5 segundos y finalmente 60°C por 3 segundos.  

     Los resultados de PCR fueron analizados con el software Fluidigm Real-Time PCR 

Analysis versión 4.1.3 (Fluidigm, California, USA). 

     El cálculo de ΔCt se realizó empleando el software R. Para cada una de las réplicas 

biológicas se comparó la expresión de 91 genes en células CD38+ y CD38- bajo las 

mismas condiciones experimentales (condiciones basales o bajo estimulación). 
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III.Ensayo qPCR   

 

Además de las determinaciones de los 91 genes provenientes de la firma de expresión 

de las células TCM en la infección por VIH. Se determinó la expresión de tres moléculas 

cuya expresión difiere en células CD38+ y CD38-, de acuerdo con observaciones 

previas de nuestro grupo(Olvera-García et al. 2014) (Espinosa et al. 2010).Se realizó 

la determinación por qPCR para las moléculas: IL-2, CD40-L e IFN-ϒ en las dos 

poblaciones de interés (células   TCM ´s CD38+ y CD38-) en condiciones basales y bajo 

estimulación vía TCR. Para este ensayo se emplearon seis replicas biológicas y para 

cada una de las determinaciones se utilizaron sondas TaqMan específicas. Para este 

ensayo se utilizaron las mismas muestras empleadas para el ensayo de PCR 

múltiplex. 

Al realizar las curvas de eficiencia para cada uno de los genes determinados, se 

observó que a una dilución 1:2 la amplificación era óptima para todos los genes. De 

manera que las muestras fueron diluidas 1:2 empleando agua libre de nucleasas. 

Para cada uno de los genes determinados se preparó una mezcla de reacción (CD38 

y B2M, se determinaron de forma simultánea), la mezcla de reacción se cargó en una 

placa para PCR y se añadió 2 L del templado.  

Se realizó la qPCR bajo las siguientes condiciones: 95°C/10min,95°C/15 s; 60°C/1min 

/ 40 ciclos. 

 El cálculo de ΔCt se realizó empleando beta-2-microglobulina (B2M) como gen de 

referencia para la normalización de los datos de expresión y para el análisis estadístico 

se usó GraphPadPrism. 

IV. Determinación de la concentración inhibitoria de Ara-2´-F-NAD+ en células con morfología de 

linfocitos y expresión de la proteína CD38.  

 

A partir de una fracción de concentrado leucocitario de sangre (30 mL), se purificó 20 

millones de células de sangre periférica mediante gradiente de densidad. 

Posteriormente las células se tiñeron con un anticuerpo anti CD38 acoplado al 

fluorocromo PerCp Cy5.5 (BD Pharmigen, clona HIT2) para seleccionar y purificar a 

las células CD38+ y CD38- mediante FACS, se emplearon células no teñidas como 

control de autofluorescencia. Los niveles de pureza fueron superiores al 90%. 
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Se determinó la actividad enzimática de la porción extracelular de CD38 mediante el 

sustrato -NAD+, descrito previamente por emplearse como reportero, por ensayo 

fluorométrico. La determinación se realizó en células CD38+ y CD38-. 

Se añadió -NAD+ a una concentración de 10 M al medio de ensayo (Buffer A, a un 

volumen final de 2 mL) conteniendo a las células CD38+ o CD38-. El seguimiento a la 

hidrólisis de -NAD+ se realizó bajo condiciones de temperatura controlada (37°) y 

agitación constante 

 Posteriormente se realizó la determinación de la concentración inhibitoria del 

compuesto Ara-2´-F-NAD+ (MyBioSource), descrito como un inhibidor competitivo de 

la ectoenzima CD38. A la mezcla descrita previamente (buffer A, células CD38+ O 

CD38- y -NAD+) se le añadieron distintas concentraciones de Ara-2´-F-NAD+ 

(equivalentes a 10 Ki,100Ki y 100Ki; Ki=1.69 nM), se dio seguimiento a la hidrólisis de 

-NAD+. La concentración inhibitoria de Ara-2´-F-NAD+ se realizó por comparación 

de la gráfica de cinética enzimática (tiempo vs fluorescencia asociada a -NAD+) de 

las células CD38- y la gráfica obtenida para las células CD38+ en presencia de 

distintas concentraciones de Ara-2´-F-NAD+). 

V. Purificación de las células TCD4+ centrales de memoria y cultivo bajo las distintas condiciones 

experimentales.  

 

A partir de un concentrado leucocitario de sangre (100 mL) proveniente del banco de 

sangre del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), obtenido de 

sujetos clínicamente sanos, se purificó 600 millones de células mononucleares de 

sangre periférica mediante gradiente de densidad. Posteriormente se realizó la 

purificación de las células mediante selección positiva (Central memory T cell 

aisolation kit, Miltenyi Biotec), se reservó una fracción de PBMC´s para ser empleadas 

como controles en la tinción de pureza y de fenotipo. 

Una vez purificada la población de células TCM, se evaluó la pureza mediante 

citometría de flujo, una porción de células TCM y PBMCs se tiñeron con los siguientes 

anticuerpos acoplados a fluorocromos: anti CD4 APC Cy7(BD, clona RPA-T4), anti 

CCR7-PE (Miltenyi Biotec, clona FR 11-11EB), anti CD45 RA-APC (BD Pharmigen, 

clona HI100) y anti CD38 PerCp Cy5.5(BD Pharmigen, clona HIT2). La delimitación 

de la región correspondiente a la señal positiva en la escala de fluorescencia se realizó 
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mediante controles específicos (FMO´s), se emplearon solo aquellas muestras con 

una pureza ≥ 90%. 

Las células TCM recién purificadas se colocaron en medio completo (RPMI 1640 

suplementado con suero fetal bovino (SFB), se contaron y dividieron en 4 fracciones. 

Cada una de las fracciones se sembró en una placa de fondo redondo. De igual forma, 

las PBMCs reservadas para controles se colocaron en medio completo, se contaron y 

dividieron en 15 fracciones que fueron sembradas en placa de fondo redondo. Las 

células se mantuvieron en condiciones de cultivo (37°C, 5%CO2) hasta el día 

siguiente.  

VI. Tinción para ensayos de proliferación y estimulación de células TCM.  

 

El día posterior a la purificación, se sacaron las células de cultivo y se colocaron en 

tubos de 15 mL divididas en dos grupos: TCM´s y PBMC´s, se realizaron dos lavados 

con PBS frío para eliminar los restos del medio de cultivo. Tras los lavados, las células 

se resuspendieron en PBS y se procedió a realizar la tinción para el rastreador de 

proliferación de acuerdo con las indicaciones del proveedor (CellTrace Violet, cell 

proliferation kit; ThermoFisher). Posteriormente, las células se sembraron 

nuevamente empleando medio completo y se procedió a colocar el estímulo con 

αCD3/CD28 e IL-2. 

Las células TCM se dividieron en 4 fracciones: 2 fracciones se emplearon como control 

sin estímulo y dos de ellas fueron estimuladas a través del receptor de células T (TCR) 

por un lapso de 6 horas mediante la adición de anti CD3/CD28 acoplado a 

microesferas (Miltenyi Biotec)(considerando una relación de 1 perla/4 células) e IL-

2(Roche) a una concentración de 100 U/mL. El mismo estímulo se añadió a 10 

fracciones de PBMC´s (empleadas como controles en la tinción multiparamétrica). 

Adicionalmente, se añadió Ara-2´-F-NAD+ (MyBioSource), inhibidor de CD38, a una 

concentración de 1.69 M (concentración determinada por cinética enzimática) a una 

de las fracciones sin estimular de las células TCM y a una de las fracciones estimulada 

vía TCR, el inhibidor se añadió de forma simultánea al estímulo. Al término de las 6 

horas de estimulación, se retiró el estímulo pasando la fracción de células a través de 

un tubo de poliestireno colocado en un magneto, se realizaron dos lavados a los pozos 

en los que se encontraban dichas células.  
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Las células se lavaron y se resembraron en medio completo adicionado con IL-2 a una 

concentración de 100 U/mL y Ara-2-F´-NAD+ a una concentración de 1.69 M. Las 

células permanecieron en cultivo por un lapso de 6 días y el día 7 se realizó la tinción 

multiparamétrica. Durante este lapso, se realizó un recambio de medio cada 48 horas, 

se añadió IL-2 y Ara-2-F´-NAD+ a los pozos correspondientes. 

VII. Determinación de las variables de interés: Proliferación, sobrevida y diferenciación de las células 

TCM a células TEM  

 

El día 7 las células se sacaron de cultivo, se transfirieron de la placa de cultivo a tubos 

de citometría y se lavaron empleando PBS para retirar el medio de cultivo. Tras el 

proceso de lavado, las células se resuspendieron en el remanente del PBS empleado 

para lavarlas. Se procedió a realizar la tinción para viabilidad (Live/Dead fixable near 

IR,ThermoFisher) de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Al finalizar el 

periodo de incubación se realizó un lavado empleando PBS adicionado con albúmina 

sérica bovina al 1% (PBA). 

Al finalizar el lavado, se procedió a realizar el resto de las tinciones extracelulares de 

acuerdo con la tabla 1 y 2, los anticuerpos se incubaron por un periodo de 20 minutos 

a una temperatura de 4°C protegidos de la luz. Al finalizar el periodo de incubación, 

se realizó un lavado con PBA. 

Finalmente, la suspensión celular se resuspendió en PBA o en una solución de 

paraformaldehído al 1.5% y se realizó la lectura en un citómetro FACS ARIA II (BD). 

Se emplearon células sin teñir como control de autofluorescencia y PBMC´S como 

controles específicos para delimitar la región correspondiente a la señal positiva en la 

escala de fluorescencia (FMO´s). 

Tabla 1: Tinciones en células T centrales de memoria y PBMCs para el análisis de  los 
parámetros: viabilidad, proliferación y diferenciación en células CD38+ y CD38- 
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Anticuerpos empleados 

CD38 CCR7 CD45RA CD28 CD62L Cell trace Viabilidad 

TCM  Sin teñir        
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Tabla 2. Información de los anticuerpos empleados en la tinción para las determinaciones de 
proliferación, sobrevida y diferenciación en células TCM CD38+ y CD38- 

Anticuerpo Fluorocromo  Clona Casa 

comercial  

Catálogo 

CD38 PerCp-Cy5.5 HIT2 BD 551400 

CCR7 Pe 3D12 eBioscience  12-1979-42 

CD45RA APC HI100 eBioscience  17-0458-42 

CD28 Pe-eFluor 610 CD28.2 eBioscience  61-0289-42 

CD62L Pe-Cy7  DREG56 eBioscience  25-0629-42 

Cell trace  BV421  ThermoFisher  C34557 

Viabilidad  APC Cy7   ThermoFisher L10119 
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FMO 

CD38 
 x x x x x x 

FMO 

CCR7 
x  x x x x x 

FMO 

CD45RA 
x x  x x x x 

FMO 

CD28 
x x x  x x x 

 FMO 

CD62L 
x x x x  x x 

 Control 

de 

muerte  

      x 

 Solo cell 

trace  
     x  

TCM  All 

colors  
x x x x x x x 
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7.-Resultados  

I. El perfil transcripcional de las células CD38+ y CD38- tiene alta similitud en condiciones basales; no 

obstante, refleja importantes diferencias en respuesta ante un estímulo antigénico.  

 

A partir del modelo derivado del análisis transcripcional de células TCM provenientes 

de pacientes VIH+ en los que se observó un incremento en la expresión de CD38, se 

comparó la expresión de 91 genes de esa firma entre células TCM CD38+ y CD38- 

aisladas, provenientes de donadores sanos, con la finalidad de evaluar el aporte de 

CD38, como única variable, a los resultados previos. En este ensayo se emplearon 

células en condiciones basales (no estimuladas) y células estimuladas a través del 

TCR empleando un anticuerpo agonista a-CD3/CD28 e IL-2. Se obtuvieron datos de 

amplificación para 63 genes (figura 1) y al comparar el nivel de expresión de los 63 

genes entre ambas poblaciones en condiciones basales se observó que 8 de estos se 

expresan de forma diferencial entre las células TCM CD38+ y CD38- (figura 2a); en 

cambio, en condiciones de estimulación 16 genes se inducen de forma distinta entre 

ambas poblaciones, al ser estimuladas vía TCR (figura 2b). 

Con la finalidad de analizar si el patrón de expresión de estos 63 genes se encontraba 

asociado a determinados procesos biológicos, se realizó un análisis de 

enriquecimiento funcional empleando IPA (ingenuity Pathway análisis). Los resultados 

de este análisis muestran un enriquecimiento en cuatro procesos biológicos: muerte 

celular y sobrevida, crecimiento celular y proliferación, desarrollo y ciclo celulares 

(figura 3a), cuando se realizó un análisis considerando la interacción de las proteínas 

producto de los transcritos los resultados fueron muy similares. El análisis de la 

interacción a nivel de proteína de los genes diferencialmente expresados a nivel basal 

y bajo condiciones de estimulación genero resultados muy similares a los observados 

en el análisis a nivel de mRNA, con enriquecimiento en los procesos de: regulación 

de procesos apoptóticos, regulación de producción de citocinas, regulación positiva 

de producción de citocinas, regulación de procesos de muerte celular programada 

(figura 3b). 

En los resultados del análisis de PCR múltiplex solo se incluyeron los datos para 

aquellos genes con los siguientes criterios de inclusión: valor de Ct <30 y un único 

pico en la curva de disociación (Tajadini, Panjehpour, y Javanmard 2014).La 

normalización de los genes de interés se realizó mediante el cálculo del ∆Ct, en este 
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estudio se emplearon 4 genes de referencia: B2M, POLR2A, TBP y GAPDH, se 

empleó la media geométrica de los tres primeros genes para el cálculo del ∆Ct 

(Vandesompele et al. 2002); sin embargo, GAPDH no fue empleado debido a que se 

observaron diferencias significativas entre los grupos analizados. Esta diferencia es 

atribuible a los cambios metabólicos que experimentan los linfocitos al ser activados, 

se sabe que tras la estimulación en los linfocitos se promueve la glucólisis, estado 

metabólico que les permite proliferar rápidamente.  
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Genes inducidos por estimulación vía TCR en células TCM CD38+ y CD38- 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura1. Mapa de calor para la expresión de 63 genes bajo inducción en células CD38+ y CD38- 

activadas vía TCR. Inducción de 63 genes en células CD38+ y CD38- tras haber sido estimuladas 

con -CD3/CD28 e IL-2 por un lapso de 6 horas. Se realizó el cálculo de 2-ΔΔCtcomo la diferencia del 

valor de ΔCt(Ct gen de interés – Ct genes de referencia) antes y después de la estimulación (ΔΔCt = 

ΔCt bajo estimulación – ΔCt en condiciones basales), para cada uno de los genes. 
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2b) Genes diferencialmente expresados bajo estimulación vía TCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 2. Mapa de calor para genes diferencialmente expresados en condiciones basales o bajo 

condiciones de estimulación a través del TCR. En la imagen (a) se observa la expresión de 8 genes 

diferencialmente expresados en condiciones basales. En (b) se muestran 16 genes diferencialmente 

expresados en células CD38+ y CD38- bajo condiciones de estimulación vía TCR.  

 

3a) Análisis de enriquecimiento realizado en IPA 

Proceso biológico Valor de P Número de moléculas 

Muerte celular y sobrevida 1.54 x 10-3 – 2.28 x10-12 36 

Crecimiento celular y proliferación 1.45 x 10-3 – 3.86 x10-12 40 

Desarrollo celular 1.49 x 10-3 – 1.70 x10-8 36 

Ciclo celular  1.33 x 10-3 – 4.37 x10-8 23 

2a) Genes diferencialmente expresados en condiciones basales 
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3b) Análisis de la interacción proteína-proteína realizado por STRING 

Proceso biológico Número de moléculas 

Regulación de procesos apoptóticos 12 

Regulación de la producción de citocinas 8 

Regulación positiva de la producción de citocinas 7 

Regulación de procesos de muerte celular programada  11 
 

Figura 3. Resultados de enriquecimiento funcional para 63 genes analizados en células TCM CD38+ y 

CD38-. En la tabla (3a) se muestra la predicción realizada por IPA empleando los resultados del 

transcrito de 63 genes. En (b) se encuentran los resultados de la predicción de STRING para la 

interacción de las proteínas producto de aquellos genes diferencialmente expresados en condiciones 

basales y de estimulación.  

 

II. Las células TCM CD38- responden a la estimulación vía TCR produciendo más IL-2, IFN-g y CD40L 

comparadas con las células CD38+. 

 

Con la finalidad de caracterizar a las células TCM en cuanto a la expresión de citocinas 

y basados en las observaciones previas del grupo en cuanto a una menor producción 

de IL-2 y aumento de expresión de IFN por parte de las células TCM CD38+. Nos 

cuestionamos si, al realizar la determinación de estas citocinas en células TCM 

aisladas se observaría el mismo patrón de expresión; además, debido a que la 

población analizada en los estudios previos era una mezcla de células (PBMCs), este 

nuevo abordaje descarta la influencia de otras poblaciones celulares, logrando con 

ello una mejor caracterización de las células TCM.   

En la figura 4a se puede observar que al evaluar la expresión de IL-2 a nivel de mRNA, 

las células CD38- tienen una significativa mayor expresión (p=0.0313) con respecto a 

las células CD38+. Estos resultados concuerdan con las observaciones previas a nivel 

de proteína (Espinosa et al. 2010; Olvera-García et al. 2014). Adicionalmente, la 

determinación de IFN  (figura 4b) generó resultados opuestos a los estudios previos, 

se observó que son las células CD38- bajo estimulación vía TCR las que inducen en 

mayor medida esta citocina, en comparación con las células CD38+ (p= 0.0313). No 

obstante, la comparación con los estudios previos tiene la limitante que, en este 

estudio se determinó la expresión del mRNA, mientras que en otros estudios se 

determinó la expresión de la proteína, de manera que no es posible descartar 
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mecanismos de modificación postranscripcional o bien no es posible afirmar que los 

cambios a nivel del mRNA correspondan a los cambios a nivel de proteína.  

Finalmente, en la figura 4c se observa la determinación para CD40L, una molécula 

importante en las señales de co-estimulación de sinapsis inmunológica. Las células 

CD38+ expresan en menor medida el ligando de CD40 ya sea en condiciones basales 

o bajo estimulación a través del TCR. 

 

4a) Determinación de la expresión de IL-2 en células TCM CD38+ y CD38- 
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4b) Determinación de la expresión de IFN en células TCM CD38+ y CD38- 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
4c) Determinación de la expresión de CD40L en células TCM CD38+ y CD38- 

 
 

  4c) Determinación de la expresión de CD40Len células TCM CD38+ y CD38- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Comparación de la expresión de IL-2, IFN- y CD40L en células CD38+ y CD38-.  Se observa 

la determinación de expresión de: IL-2 (a), IFN-g (b) y CD40L (c). Las determinaciones se realizaron 

en condiciones basales (izquierda) y bajo estimulación vía TCR (α-CD3/CD28 e IL-2) para ambas 

poblaciones: células CD38+ (rojo) y CD38- (azul). Las pruebas estadísticas se realizaron mediante una 

prueba de rangos signados de Wilcoxon empleando GraphPadPrism(versión 9.4.0)., la estadística se 

realizó con una n=6. 
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III. La proteína CD38 localizada en la superficie de linfocitos TCD4+ posee actividad NADasa, la cual es 

inhibida en presencia del compuesto Ara-2´-F-NAD+ 

 

Una de las primeras interrogantes que surgen respecto a la presencia de CD38 en la 

superficie de las células inmunes es la función que tiene esta proteína. Puesto que la 

función de NADasa ha sido ampliamente estudiada, se evaluó si las moléculas de 

CD38 localizadas en la superficie de los linfocitos TCD4+ poseen actividad NADasa. 

Para estos fines se empleó el reportero -NAD+, como análogo de NAD+ el cual al ser 

hidrolizado da lugar a un compuesto fluorescente (-ADPR) que puede ser detectado 

mediante fluorometría. En la figura 5 se puede observar el incremento en la 

fluorescencia, determinada en unidades relativas de fluorescencia, asociado a la 

degradación de -NAD+ por la presencia de CD38 (línea negra) en la superficie de los 

linfocitos TCD4+. La presencia de otras ectoenzimas con actividad NADasa se 

consideró no significativa a partir de las observaciones en linfocitos TCD4+ que 

carecen de CD38 (línea azul) en su superficie (determinada por citometría de flujo). 

Adicionalmente, se evaluó el efecto de ARA-2´-F-NAD+, un inhibidor del tipo 

competitivo de CD38, en la gráfica se puede apreciar que la adición de una dosis 

equivalente a 100 Kis (Ki = 1.69 nM) resulta en una disminución considerable de la 

capacidad de los linfocitos CD38+ para degradar -NAD+ (línea verde) y gráficamente 

se puede ver que la adición de una dosis equivalente a 1,000 Kis del inhibidor CD38 

(línea roja), emula la cinética exhibida por las células CD38-. 

A partir de estas observaciones, se puede considerar que la adición del inhibidor ARA-

2´-F-NAD+ a una concentración equivalente a 1,000 Kis es suficiente para inhibir la 

actividad NADasa de CD38 expresado en linfocitos TCD4+. 
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Figura 5. Determinación de la concentración inhibitoria de ARA-2´-F-NAD+, inhibidor competitivo de 

CD38. En la gráfica se puede observar la señal fluorescente asociada a la degradación de e-NAD+ por 

la proteína CD38. La línea negra representa la señal asociada a la degradación de e-NAD+ por células 

con morfología de linfocitos y expresión de la proteína CD38, en tanto que en azul observamos la señal 

de aquellos linfocitos que no expresan CD38 (CD38-). Las líneas verde y roja representan el efecto de 

la adición del inhibidor de CD38, ARA-2´-F-NAD+, a una dosis de 100 Kis ( Ki= 1.69 nM) y 1,000 Kis 

respectivamente.  

IV. Determinación de pureza de las células TCM aisladas por selección inmunomagnética 

 

Bajo la consideración de que el objetivo del estudio era el análisis de células TCD4+ 

centrales de memoria, se empleó la separación magnética como método para aislar 

estas células a partir de un concentrado de células mononucleares de sangre 

periférica (PBMCs). En la figura 6 se puede observar que, tras el paso por la columna 

de separación, hay un enriquecimiento en las células no agregadas (6a) con 

morfología de linfocito (6b) y de estos el 98.2% expresan el marcador CD4 (6c) en 

comparación con el 25.9% previo a la purificación. Dentro del total de linfocitos TCD4+ 

podemos definir distintas subpoblaciones con fenotipo y funciones distintas, en función 

de la expresión de CCR7 y CD45RA podemos definir las siguientes subpoblaciones: 

naive (CCR7+ CD45RA+), centrales de memoria (CCR7+CD45RA), efectora de 

memoria (CCR7-CD45RA-) y células de memoria totalmente diferenciadas (CCR7- 

CD45RA-); en la figura 6d se muestra que previo a la purificación, en PBMCS es 

posible hallar estas cuatro subpoblaciones (33.6% naive, 42% TCM, 21.2%  TEM y 

3.19 TMRA) en tanto que después de la purificación las células TCM representaban 

Cinética de la degradación de -NAD por CD38 



35 
 

el 97.1% del total de linfocitos TCD4+ (figura e), de manera que este método de 

purificación fue eficaz para los fines del presente proyecto. Adicionalmente, se 

determinó la expresión de CD38, los resultados muestran que previo a la purificación 

el nivel de expresión correspondía al 30.6% mientras que, tras la purificación sólo el 

22% de las células TCM expresan en su membrana la molécula CD38 (figura f). Se 

emplearon solo aquellas muestras cuya pureza fue superior al 90%. 
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V. Estrategia de análisis para la evaluación del impacto de la expresión de CD38 en células TCM en las 

variables: sobrevida, proliferación y diferenciación a células TEM, cultivadas por 7 días en condiciones 

basales (medio) o bajo estimulación a través del TCR. 

 

Con la finalidad de evaluar la incidencia de la actividad enzimática de CD38 en la 

sobrevida, proliferación y diferenciación de las células TCM, las células seleccionadas 

por columna que cumplieron con una pureza mayor al 90% se cultivaron durante 7 

días bajo distintas condiciones experimentales. En la imagen 7se observan los 

resultados para las células cultivadas en condiciones basales (a) y en (b) las células 

que fueron estimuladas a través del TCR con a-CD3/CD28. En ambos análisis se 

empleó un análisis jerarquizado en el que cada análisis subsecuente proviene de la 

         d) 
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 Figura 6. Análisis de citometría para la determinación del grado de pureza de las células obtenidas por 

selección inmunomagnética. En la figura se compara la expresión de marcadores que identifican a las 

células TCM, antes (izquierda) y después de la purificación (derecha). Se seleccionó a las células no 

agregadas (a) con morfología de linfocitos (b) que expresan el marcador CD4 (c) y que por la expresión 

de los marcadores CCR7 y CD45RA pueden ser clasificadas como células TCM (CCR+CD45RA-) (d). 

Adicionalmente, se determinó la expresión de CD38 (e). Análisis representativo de una n=8 

 

e) 
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población previamente seleccionada. De esta manera se estudió a las células no 

agrupadas con morfología de linfocito y de estas se analizó con base en la expresión 

de CD38 a las células CD38+ y CD38-. Para cada una de estas dos subpoblaciones 

se determinó el grado de viabilidad y solo para las células vivas se determinó la 

capacidad proliferativa de acuerdo con la dilución del colorante Cell trace, en 

condiciones basales más del 95% de las células permanecen sin proliferar, 

independientemente de si expresan o no CD38. Posteriormente se determinó la 

diferenciación a células TEM, las dos subpoblaciones de interés se identificaron de 

acuerdo a la expresión de los parámetros CCR7 y CD45RA: TCM(CCR7+,CD45RA-)  

y TEM( CCR7-,CD45RA)(Appay et al. 2008). En las células estimuladas vía TCR se 

observó la dilución del rastreador de proliferación y se consideró 3 puntos importantes 

para el análisis de este parámetro: una condición definida con R0 donde las células 

no pierden la detección del reactivo, indicando de manera indirecta la falta de rondas 

de proliferación durante el ensayo, la región R1 representa a aquellas muestras que 

tuvieron al menos una ronda de proliferación, detectando máximo 7 rondas, así como 

la fase R8 para aquellas células con más de 7 rondas de proliferación. En las células 

no estimuladas podemos observar que más del 95% de las células se encuentran en 

la región R0. Finalmente, se determinó el porcentaje de células de memoria efectora, 

de acuerdo con expresión de los marcadores CCR7 y CD45RA según lo descrito 

previamente, esta determinación se realizó para las células acumuladas en cada una 

de las rondas de proliferación.  

En la imagen c) se muestra un esquema que resume el análisis de citometría para 

ambas determinaciones.  
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 Estrategia de análisis para la evaluación del impacto de la expresión de CD38 en células TCM 

en las variables: sobrevida, proliferación y diferenciación a células TEM, cultivadas por 7 días 

en condiciones basales (medio) 
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 Determinación de los parámetros: viabilidad, proliferación y diferenciación en células TCM CD38+ y 
CD38-, cultivadas por 7 días en condiciones de estimulación vía TCR (αCD3/CD28 e IL-2). 
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Células CD38+ estimuladas vía TCR con 

αCD3/CD28 e IL-2 (7 días en cultivo) 
Células CD38- estimuladas vía TCR αCD3/CD28 

e IL-2 (7 días en cultivo) 

 
 

 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Linfocitos CD38- Linfocitos CD38+ 

Células vivas  Células vivas  

LIVE/DEAD APC-Cy7 

SS
C

-A
 

Cell trace -BV421  

SS
C

-A
 

Ronda de proliferación R8 Ronda de proliferación R8 

C
D

4
5

R
A

-A
P

C
 

CCR7 - Pe  



41 
 

 

Figura 7. Análisis de citometría de flujo para la determinación de los parámetros viabilidad, proliferación y 

diferenciación en células TCM CD38+ y CD38-. En a) se muestra el análisis para las células en condiciones de cultivo 

y en b) las células que fueron estimuladas a través del TCR. El esquema mostrado en c) resume la estrategia de 

análisis. Imágenes representativas para un sujeto, se empleó una n=8.Los análisis se realizaron en FlowJo versión 

10.8.1 

7c) 
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VI. La estimulación vía TCR promueve la sobrevida de las células TCM en cultivo in vitro  

 

Estudios previos han mostrado que las células T son susceptibles a la disminución en 

las concentraciones de NAD+. Ensayos con un inhibidor de NAMPT, enzima limitante 

en la vía de salvamento de NAD+, mostraron que la disminución en la concentración 

de NAD+ es seguida por una disminución en las concentraciones intracelulares de 

ATP y disminución en la sobrevida de los linfocitos T tratados(Bruzzone et al. 2009). 

La proteína CD38 es una de las principales NADasas con una gran capacidad para 

remover NAD+ y en ensayos previos del grupo, en el contexto de la infección por VIH+, 

se ha observado que hay una correlación positiva entre las concentraciones de 

NAMPT en plasma y la cuenta de células TCD4+ (datos no publicados). 

Estos hallazgos nos han llevado a plantearnos que la sobrevida de los linfocitos T 

también se vería en detrimento bajo condiciones en las que haya un aumento en la 

tasa de degradación de NAD+, tal es el caso de un aumento en la actividad de CD38, 

ya sea por un aumento en el número de moléculas o bien por mecanismos que 

modulen su actividad NADasa.  

Se realizó la determinación de sobrevida en linfocitos TCM CD38+ y CD38- en cuatro 

condiciones: basal, basal en presencia del inhibidor Ara-2´-F-NAD+ y estimuladas con 

anti CD3/CD28 e IL-2 y estimuladas en presencia de ARA-2´-NAD+. La determinación 

de sobrevida se evaluó tras siete días de cultivo con recambio de medio e inhibidor 

cada 48 horas, el estímulo anti CD3/CD28 se retiró después de las primeras 6 horas 

del ensayo.  

En la figura 8 se puede observar el resultado para cuatro condiciones distintas: células 

en condiciones basales en presencia y ausencia de Ara-2´-F-NAD+ y células activadas 

vía TCR en presencia y ausencia de Ara-2´-F-NAD+, estas condiciones fueron 

evaluadas en linfocitos TCM CD38+ y CD38-. Los resultados muestran que bajo 

condiciones basales más del 85% de los linfocitos CD38+ y CD38- sobrevive a un 

periodo largo de cultivo (7 días) aún en un medio no adicionado con IL-7. Bajo 

condiciones basales en presencia del inhibidor Ara-2´-F-NAD+, se observa una 

tendencia en la mejora de la sobrevida (una media de 91.7 para las células CD38+ y 

93.25 para las CD38-) para ambas poblaciones, sin embargo, esta diferencia sólo es 

significativa para la población CD38- (p=0.03125). La estimulación vía TCR aumenta 

considerablemente la sobrevida de los linfocitos CD38+ incrementándola un 
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10%(p=0.3906), en tanto que las células CD38- no muestran una mejora sustancial 

en su sobrevida como respuesta a la estimulación. La evaluación del efecto del 

inhibidor en células estimuladas mostró que este no tiene un efecto aditivo al efecto 

del estímulo en la mejora de la sobrevida de las células positivas o negativas.  

 

VII. Las células CD38+ poseen mayor capacidad de proliferación tanto en condiciones basales, como 

bajo estimulación a través del TCR  

 

Ante la evidencia de que la disminución en las concentraciones de NAD+, ocasionada 

por la inhibición de NAMPT, impacta negativamente la sobrevida de los linfocitos 

T(Bruzzone et al. 2009), nos cuestionamos si la muerte de los linfocitos es precedida 

por una disminución de la tasa de proliferación. En este caso, evaluamos el impacto 

de la actividad glicohidrolasa del CD38 localizado en la membrana de los linfocitos 

TCM en la tasa de proliferación en condiciones de reposo y bajo estimulación vía TCR. 

Adicionalmente, se evaluó si la inhibición de la actividad NADasa a través de Ara-2´-

-CD3/CD28 e 

IL-2 
−Ara-2´-F-NAD+ 

 

Figura 8. Determinación de sobrevida en células TCD4+ de memoria central CD38+ y CD38. Comparación 

de la sobrevida entre las células CD38+ (rojo) y CD38- (azul). Las primeras cuatro barras representan la 

condición basal y las otras cuatro las células estimuladas. El sombreado indica la condición experimental en 

presencia del inhibidor Ara-2´-F-NAD. El análisis estadístico se realizó mediante una prueba de rangos 

signados de Wilcoxon empleando GradPadPrsim (versión 9.4.0) con una n=8. 
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F-NAD+ impacta en la tasa de proliferación de los linfocitos TCM tanto en condiciones 

basales (medio) como en condiciones de estimulación.   

Se evaluó la tasa de proliferación en células CD38+ y CD38- a través de la dilución 

del reactivo cell trace violet. Se consideró tres etapas de proliferación, la fase R0 en 

la cual no observamos dilución del colorante, la fase R1 que representa a aquellas 

muestras que tuvieron al menos una ronda de proliferación y máximo 7 rondas y la 

fase R8 para aquellas células con más de 7 rondas de proliferación. En la figura 9a se 

puede observar la tasa de proliferación asociado a las distintas condiciones 

experimentales, agrupadas por condición se puede ver en rojo a las células CD38+ y 

en azul a las células CD38-, las barras con sombreado representan aquellas 

condiciones con adición del inhibidor Ara-2´-F´-NAD+. La imagen muestra la dinámica 

entre los tres estadios de proliferación, a medida que disminuye el porcentaje de 

células en R0 aumenta su distribución en los otros dos estadios.  

En la figura 9b se muestran un acercamiento a la condición basal con o sin el inhibidor 

ARA-2´-F-NAD+. Los resultados indican que en condiciones basales las células 

CD38+ tienden más a proliferar en comparación con las células CD38- (p=0.03906), 

aún en ausencia de algún estímulo externo, ya sea por un antígeno o por la presencia 

de citocinas. El mismo comportamiento se observa en presencia del inhibidor de CD38 

(p=0.01563), con una ligera disminución en la proliferación con respecto a la condición 

basal (p=0.03906). Por su parte el 95% de las células CD38- permanecen sin proliferar 

y el inhibidor no incide en su tasa de proliferación.  

En la imagen 9c se observa la comparación del nivel de proliferación en condiciones 

de estimulación vía TCR, la principal diferencia se puede ver en la distribución de las 

células que tuvieron entre 1 y 7 rondas de proliferación (R1), siendo mayor el 

porcentaje de las células CD38+ que se encuentra en este estadio de proliferación 

con respecto a las células CD38-. El inhibidor no tuvo un efecto significativo en la tasa 

de proliferación de las células CD38+ o CD38- en condiciones de estimulación. 
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Figura 9. Determinación del grado de proliferación en células TCM CD38+ y CD38-. En a se 

observa la distribución de las células TCM en las distintas rondas de proliferación, agrupadas por 

condición se observa en rojo los resultados para las células CD38+ y en azul los resultados para 

las células CD38-, en gris se muestran las condiciones en presencia del inhibidor Ara-2,-F-

NAD+.En b se compara el porcentaje de células que permanecen sin proliferar tras ser cultivadas 

en medio o en medio adicionado con el inhibidor Ara-2´-F-NAD+.En c se compara el porcentaje 

de las células CD38+ y CD38- que tras la estimulación vía TCR tuvieron entre 1 y 7 rondas de 

proliferación (R1), también se evaluó el efecto del inhibidor en esta determinación. El análisis 

estadístico se realizó mediante la prueba de rangos signados de Wilcoxon empleando 

GradPadPrism (versión 9.4.0). En b y c se muestra la media +/- rSD, se empleó una n=8. 
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VIII. Las células CD38- tienden a diferenciarse hacía células TEM tanto en condiciones basales como en 

condiciones de estimulación a través del TCR.   

 

Otra interrogante abordada en el presente estudio fue la incidencia de CD38 en la 

diferenciación de las células TCM a células efectoras de memoria. En este ensayo se 

emplearon condiciones previamente establecidas en el grupo de investigación, en las 

que se había observado la generación de células TEM a partir de células TCM. 

En la imagen 10a) se observa los resultados de diferenciación para aquellas células 

que en condición basal permanecieron sin proliferar. En estas condiciones las células 

TCM CD38- tienden a diferenciarse más hacía células TEM (CCR7-CD45RA-) 

comparadas con las células CD38+, el mismo comportamiento se observa al comparar 

las células cultivadas en presencia del inhibidor Ara-2´-F-NAD. 

La imagen 10b) muestra los resultados de diferenciación para aquellas células que 

tuvieron entre 1 y 7 rondas de proliferación (R1), tras la estimulación vía TCR. Los 

resultados indican que la estimulación incremento el porcentaje de células TCD38+ 

que se diferencian a células TEM, con respecto a las cifras observadas en la condición 

basal. No obstante, son las células CD38- las que se diferencian más hacía células 

de memoria efectora en condiciones de estimulación y esta dinámica se conserva con 

la adición del inhibidor Ara-2´-F-NAD+. 
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Figura 10. Determinación del grado de diferenciación de las células TCM CD38+ y CD38- a 

células efectoras de memoria.  Comparación de la incidencia de CD38 en la diferenciación de 

las células CD38+ (rojo) y CD38- (azul) en condiciones basales y en presencia de Ara-2´-F-NAD 

a una concentración de 1.69 M (figura a). En b se realiza esta comparación en células que han 

sido estimuladas a través del receptor de células T con o sin adición del inhibidor de CD38. . El 

análisis estadístico se realizó mediante la prueba de rangos signados de Wilcoxon empleando 

GradPadPrism (versión 9.4.0). En b y c se muestra la media +/- rSD, se empleó una n=8. 
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8. Discusión  
 

En este trabajo evaluamos el efecto de la actividad enzimática de CD38 en diversos 

parámetros de funcionalidad de las células TCM. En una primera caracterización se 

emplearon células TCM CD38+ y CD38- aisladas, para comparar su perfil 

transcripcional a partir de la determinación de 91 genes de interés. Los resultados de 

este análisis nos condujeron a plantear un diseño experimental que permitiera 

caracterizar in vitro el efecto de la expresión de CD38 en la funcionalidad de las células 

T, especialmente en aquellas que se encuentran activadas. La funcionalidad se evaluó 

a través de la determinación de los parámetros: sobrevida, proliferación y 

diferenciación a células TEM. 

El interés en el estudio de CD38 como un agente que puede contribuir en aspectos 

clave de la funcionalidad de las células TCM proviene principalmente de estudios 

previos del grupo de investigación, en los que se ha observado que en respuesta a un 

estímulo antigénico (SEB, proteína B de estafilococos aureus y CMV; citomegalovirus) 

las células CD38+ producen menos IL-2 y más IFN- comparadas con las células 

CD38-(Espinosa et al. 2010; Olvera-García et al. 2014), característica atípica en las 

células de memoria y que en cambio se asemeja a características propias de células 

efectoras (Sallusto et al. 1999; Willinger et al. 2005; Appay et al. 

2008).Adicionalmente, en la última década se ha acumulado evidencia que vincula la 

expresión de CD38 con niveles disminuidos de NAD+ en tejidos y células inmunes 

como monocitos y células T(Covarrubias et al. 2021; C. C. S. Chini et al. 2020b). En 

este sentido, evidencia derivada de ensayos en células T con inhibidores de NAMPT, 

la enzima limitante de la vía de salvamento para NAD+, muestran que la disminución 

en las concentraciones de NAD+ alteran la proliferación y producción de citocinas y 

culmina en la muerte de las células, siendo las células activadas las más susceptibles 

a la falta de NAD+ en comparación con las células en reposo(Bruzzone et al. 2009).  

Previamente se ha mencionado que en un primer acercamiento se realizó una 

comparación del transcriptoma de las células CD38+ y CD38- para 91 genes de 

interés y de este análisis se obtuvieron 20 genes diferencialmente expresados entre 

ambas poblaciones (figura 2a y 2b) cuyo análisis de enriquecimiento mostró que estos 

genes podían relacionarse entre sí en tres procesos biológicos generales: Muerte 

celular y sobrevida, proliferación y producción de citocinas (figura 3a y 3b).Debido a 
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que los genes fueron preseleccionados es altamente probable que haya un sesgo en 

los resultados, además las diferencias en el nivel de expresión de los distintos genes 

no fue lo suficientemente amplia para que el análisis predijera si la regulación de los 

procesos era positiva o negativa. De manera que habría que evaluar directamente 

cada uno de estos parámetros en las poblaciones: TCM CD38+y CD38-, para 

averiguar si CD38 puede regularlos.  

Con la finalidad de poder comprobar si las moléculas de CD38 expresadas en la 

superficie de los linfocitos T humanos poseen actividad enzimática, se llevó a cabo un 

ensayo fluorométrico para dar seguimiento a la degradación de e-NAD un análogo del 

sustrato de CD38 cuyo producto de degradación es fluorescente. En la figura 5 se 

muestran que efectivamente CD38 posee actividad NADasa y esta puede ser inhibida 

por el compuesto Ara-2´-F-NAD+ a una concentración de 1.69 M. Una vez 

demostrada la prueba de principio, procedimos a realizar las distintas determinaciones 

empleando cuatro condiciones experimentales para ambas poblaciones de estudio: 

Células control cultivadas en condiciones basales (medio), células cultivadas en 

condiciones de estimulación vía TCR (-CD3/CD28) y estas condiciones se replicaron 

con la adición del inhibidor de CD38, Ara-2´-F-NAD+. 

El primer parámetro que se evaluó fue la sobrevida de las células. Se sabe que la 

sobrevida de las células T es controlada por un balance entre la expresión de 

moléculas pro apoptóticas y anti apoptóticas y la combinación de estas moléculas da 

lugar a distintos programas que sostienen la sobrevida de las células. Se han descrito 

dos mecanismos principales asociados a la sobrevida de linfocitos T: el primero es 

mediado por IL-7 y su receptor y es el encargado de sostener la sobrevida de células 

naive y células de memoria en reposo a través de Bcl-2; mientras que en condiciones 

de estimulación antigénica vía TCR, un segundo mecanismo mediado por las 

proteínas anti apoptóticas Bcl-2, Bcl-xL, A1 y Mcl-1 y  la proteína proapoptótica Bim, 

sustituye al primero y será el encargado de sostener la sobrevida de las células 

activadas(Boyman et al. 2009; Tuzlak et al. 2017).  

En primer lugar, es necesario destacar que la sobrevida de las células en reposo fue 

superior al 80% tanto para células CD38+ como para CD38- aún en ausencia de IL-7 

o IL-15 exógena(Schluns y Lefrançois 2003), la mejora en la sobrevida de las células 

activadas puede estar asociada a la expresión de las proteínas anti apoptóticas Bcl-



51 
 

XL y A1, esto es consistente con el tiempo del experimento, pues se ha observado 

que su expresión aumenta considerablemente a partir de las 6 horas tras la 

estimulación antigénica. Los resultados indicarían que las células CD38+ responden 

más rápido a las señales generadas a partir de la estimulación vía TCR.  

Un aspecto destacable es que en condiciones basales, el inhibidor Ara-2´-F-NAD 

mejoró la sobrevida de las células CD38, a pesar de que el ensayo de cinética enzima 

sugiere que bajo nuestras condiciones experimentales la principal enzima 

degradadora de NAD+ en los linfocitos TCM es CD38, sería necesario realizar otros 

ensayos para evaluar la presencia de otras enzimas que pudieran estar contribuyendo 

a estos resultados; además, es posible que haya una contribución del efecto del 

inhibidor en las células CD38+ que se encuentran en el mismo cultivo. . En estudios 

previos se ha resaltado que la ectoenzima CD38 puede alterar el medio para las 

células vecinas, a través del consumo de precursores de NAD+ tales como 

mononucleótido de nicotinamida, NMN(C. C. S. Chini et al. 2020b). 

Los resultados muestran que las células CD38+ no son más propensas a morir con 

respecto a las células CD38-, por el contrario, muestran altos niveles de sobrevida en 

condiciones basales, aún después de un periodo prologado en cultivo y responden 

más rápido a las señales generadas tras la estimulación vía TCR (figura 8), lo que 

refuta nuestra hipótesis. Debido a que emplearon muestras provenientes de sujetos 

sanos y a pesar de inducir la expresión de CD38 por estimulación antigénica de las 

células consideramos que el incremento en la expresión no se asemeja al nivel de 

expresión observado en condiciones patológicas(Liu et al. 1997), por lo que seria 

importante realizar estas pruebas en presencia de otros estímulos que asemejen la 

expresión de CD38 en una condición patológica, además sería necesario determinar 

las fluctuaciones en las concentraciones de NAD+ en presencia de CD38. Se sabe 

que en respuesta a la estimulación antigénica los linfocitos sobreexpresan NAMPT, 

enzima clave en la vía de salvamento para la generación de NAD+, de manera que es 

factible considerar que aún en condiciones de incremento en la expresión de CD38, 

los niveles de NAD+ pueden ser regulados evitando que estos disminuyan a niveles 

que resulten mortales para las células.  

Los resultados de la determinación del estado proliferativo de las células TCM CD38+ 

y CD38- muestran que en estado basal (medio) una pequeña fracción de las células 
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CD38+ puede estar proliferando, lo que sería consistente con un estado en el que las 

células habrían sido activadas in vivo, previo al estudio. Por su parte las células CD38- 

permanecen sin proliferar. La estimulación a través del receptor de células T 

promueve la proliferación en ambas poblaciones, siendo las células CD38+ las que 

proliferan más. La determinación del grado de expresión de IL-2 a nivel de mRNA 

indicó que las células CD38+ producen menos IL-2 (figura 4a) consistente con 

observaciones previas a nivel de proteína (Espinosa et al. 2010; Olvera-García et al. 

2014), sin embargo no se observó incidencia de esta diferencia en alterar la 

proliferación de las células CD38+, esto se puede deber a que como parte de la 

estrategia experimental las células fueron suplementadas con IL-2 exógena, además 

se ha descrito que si bien la expresión de IL-2 aumenta durante la activación de los 

linfocitos, disminuye durante la fase de memoria y en cambio la IL-15 mantiene sus 

nivel de expresión desde la activación de los linfocitos y durante el estadio de 

memoria(Schluns y Lefrançois 2003). En otros estudios se ha reportado que la 

proliferación de los linfocitos activados es reducida drásticamente en presencia del 

compuesto FK866, el cual inhibe la enzima NAMPT, enzima clave en la síntesis de 

NAD(Bruzzone et al. 2009; Cantó, Menzies, y Auwerx 2015). Nuevamente se hace 

necesario evaluar los niveles de NAD en presencia de CD38 y determinar si es 

comparable con los niveles observados con el compuesto FK866. Un hallazgo 

destacable es que NAMPT se encuentra en la lista de los genes diferencialmente 

expresados en entre ambas poblaciones, en la figura 2b se observa que de hecho son 

las células CD38- las que expresan más NAMPT por lo que dar seguimiento a esta 

proteína en los futuros experimentos sería muy informativo, pues aunque se 

desconoce si hay mecanismos postranscripcionales involucrados en la regulación de 

la expresión de NAMP implicaría que las células CD38 tienen niveles de NAD 

considerablemente más altos debido a una mayor concentración de NAMPT y sin el 

aporte de CD38 a la degradación de NAD.  

La evaluación de la tasa de proliferación entre ambas poblaciones mostró que, de 

manera consistente, las células TCM CD38- se diferencian más hacía células de 

memoria efectora tanto en condiciones basales como bajo estimulación vía TCR 

(figura 10). Este hallazgo es consistente con los resultados para la determinación del 

nivel de expresión del transcrito de IFN- (figura 4), se determinó una mayor 

producción por parte de las células CD38. 
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 La actividad de CD38 a través de la regulación de los niveles de NAD+ puede incidir 

en la regulación de la diferenciación de las células TCM a células TEM. Previamente 

se ha reportado que CD38 limita la disponibilidad de NAD+ para otras enzimas 

importantes en la regulación inmune, tal es el caso de la sirtuina 2 (SIRT 2), una 

desacetilasa dependiente de NAD+. En el contexto de la investigación en cáncer de 

mama se ha observado que la SIRT 2 correlaciona de forma positiva con la 

diferenciación de células TCD8 a células TEM y en cambio en los escenarios en los 

que se estudiaron células sin esta proteína (linfocitos T CD8+ Sirt2 -/-) hubo una 

disminución considerable en el número de células TEM(Jiang et al. 2020). La 

regulación de las sirtuinas se puede dar por cambios en el nivel de expresión de la 

proteína o bien a través de la modulación de su sustrato, NAD+. De manera que la 

expresión de CD38 puede estar limitando la disponibilidad del sustrato para SIRT2, 

ocasionando una disminución en la generación de células TEM a partir de células TCM 

CD38+(figura 10). Sin embargo, sería necesario realizar ensayos para determinar la 

actividad de la sirtuina 2 en nuestras condiciones experimentales y realizar pruebas 

con inhibidores para SIRT2 con la finalidad de comprobar si la regulación de su 

actividad ocasiona alteraciones en la diferenciación de células TCM CD4+ a células 

TEM. 

La regulación en el estado de diferenciación de las células T CD4+ mediada por SIRT2 

podría estar estrechamente vinculada a la disminución de la proteína Opa1, pues la 

proteína SIRT2 regula su actividad desacetilando esta proteína. La proteína Opa1 

controla el proceso de fusión de la membrana interna mitocondrial, un evento clave en 

la generación de células de memoria. Estudios previos han reportado una 

considerable reducción en la generación de células de memoria en condiciones en las 

que la expresión de Opa1 se encuentra disminuida(Buck et al. 2016).Adicionalmente, 

las sirtuina1 también pueden incidir en la generación de células de memoria mediante 

la acetilación del factor Foxo1 y CD38 puede regular esta vía limitando la 

disponibilidad de NAD+ para la SIRT1 (Chatterjee et al. 2018). 

Los resultados de las determinaciones de proliferación y diferenciación de las células 

CD38+ y CD38-, muestran que en general las células CD38+ activadas tienden a 

acumularse más en las primeras rondas de proliferación(R1) con respecto a las 

células CD38-, por el contrario, las células CD38- son más propensas a diferenciarse 

a células TEM. Esta dinámica podría constituir un mecanismo de cooperación en el 
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que las células CD38+ son tendientes a conservar propiedades de células centrales 

de memoria con alta capacidad proliferativa y de sobrevida, en cambio las células 

CD38- serían más propensas a diferenciarse y eventualmente adquirir características 

propias de una célula de memoria efectora 

 

 

 

 

  



55 
 

9. Conclusiones 
 

1. En este trabajo demostramos que el CD38 expresado en la superficie de 

linfocitos T posee actividad NAD+ glicohidrolasa. Adicionalmente se determinó 

que su actividad puede ser inhibida por Ara-2,-F-NAD a una concentración de 

1.69 M, 

2. Los ensayos demostraron que, bajo condiciones no patogénicas, CD38 no 

altera la sobrevida de las células y las señales derivadas de la estimulación 

antigénica vía TCR promueven la sobrevida de las células TCM.  

3. Las células CD38+ y CD38- exhiben comportamientos distintos que podrían 

constituir un mecanismo de cooperación en el que las células CD38+ son 

tendientes a conservar propiedades de células centrales de memoria con alta 

capacidad proliferativa y de sobrevida, en cambio las células CD38- serían más 

propensas a diferenciarse y eventualmente adquirir características propias de 

una célula de memoria efectora.  

4. Los resultados de este trabajo representan un avance en el conocimiento que 

se tiene sobre la función de CD38, sin embargo, será necesario que en futuros 

experimentos se añadan condiciones experimentales que incrementen la 

expresión de CD38 a niveles cercanos a los observados en condiciones 

patogénicas. La evaluación de la concentración de NAD+ se hace necesaria 

para tener evidencia directa del efecto de CD38 en la regulación de su 

concentración, de igual forma determinar los productos de catálisis de CD38 

permitirá dar seguimiento a la actividad catalítica de CD38.  

5. La creciente evidencia que vincula a CD38 con la regulación de diversos 

procesos metabólicos, hace necesario extender el abordaje que se ha hecho 

en este trabajo y resalta la necesidad de investigar la participación de CD38 en 

el inmunometabolismo de las células TCM.  
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