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Dinucledtido de adenina difosforribosa

Célula presentadora de antigenos
Aloficocianina-R-cianina 7
2'-deoxi-2'-fluoroarabinosa-NAD

acido ribonucleico

acido 1,2-bis(o-amino-fenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetraacético
Dinucledtido de adenina difosforribosa ciclico
Dinucledtido de nicotinamida

Dinucledtido de nicotinamida y adenina acido.
Proteina cinasa C

Células T CD4" de memoria centrales

Receptor de células T (por sus siglas en inglés)
Células T CD4" de memoria efectoras

Célula T cooperadora (por sus siglas en inglés)
Receptores tipo Toll (por sus siglas inglés)
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

Virus de la inmunodeficiencia humana
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1 Resumen

Introduccion: La expresion del marcador de activacion CD38 por las células T
CD8 y CD4 es un fuerte predictor el avance de la infeccién por VIH. A pesar de
ello, no se sabe si la pérdida y las alteraciones funcionales de las células T CD4"
de personas con VIH son un producto de la actividad de CD38 y si, del mismo
modo, son las células T expresadoras de CD38 las que presentan disfunciones
inmunes.

Objetivo: Determinar si las células T CD4" de memoria centrales (Tcy) CD38"
muestran funciones que las distinguen de las células T¢y CD38°, después de una
activacion policlonal a través del receptor de células T (RTC).

Método: Purificamos células TcyCD38" y CD38 de 6 donadores sanos
(separacion inmunomagnética a partir de células mononucleares de sangre
periférica seguida de FACS) y las activamos utilizando un anticuerpo monoclonal
agonista anti CD3 unido a una fase sodlida y un agonista anti CD28 soluble
(experimentos 1,2 y 3), o bien antiCD3 y antiCD28 acoplados a microperlas en
presencia de 30U/ml de IL-2 (experimento 4) o 15 U/ml de IL-2 (experimento 5 y
6). Se midié por PCR en tiempo real la induccién de IL-2, IFN-y, IL-17, CCR5 y
CXCR5 alas 6 y 12 h, asi como la induccion del factor de transcripcion Ki67, como
marcador de proliferacion, a las 12 y 48 horas. La expresion se normalizé contra
GAPDH como gen endégeno (delta Ct) y contra el maximo de expresion de cada
experimento (delta-delta Ct). El analisis estadistico se realizd utilizando una
prueba T de un solo grupo donde Ho=100.

Resultados: Las células Tcy CD38" consistentemente inducen en menor medida
la expresion de IL-2 (P= 0.015) CD40L (P= 0.0015) y CXCR5 (P<0.0001)
comparadas con las células T¢yCD38". La induccion de IFN-y, IL-17 y CCRS5 es
consistentemente menor en las células T¢y CD38 (P=0.03, P=0.045 y P=0.001
respectivamente) comparadas con las CD38". Ademas las Unicas células capaces
de entrar a ciclo celular (expresién de Ki67) en las condiciones experimentales
usadas son las células Tcy CD38", mientras que las células TCM CD38
consistentemente no proliferan (P=0.0127).

Conclusiones: Existen diferencias funcionales entre células Ty CD38" y CD38'.
Esta respuesta diferencial es intrinseca de las subpoblaciones que expresan y que
no expresan CD38. Los resultados sugieren que las Tcy CD38" estan
especializadas a funciones propias de células de memoria efectoras. Dentro de
esta especializacion, las células CD38" parecen tener menos requerimientos para
entrar en proliferacion luego de la estimulacion del RCT. Dada la
sobrerrepresentacion de las células CD38" en la infeccion por VIH, se podria
esperar un desbalance de las funciones inmunes.
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2 Introduccion

2.1 Generalidades sobre el virus
La infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) es considerada un

problema de salud publica mundial debido a que es el agente causal del sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Hasta el 2013 se calculaba que alrededor

de 35 millones de personas en el mundo son portadoras de este virus (1)

2.2 Clasificacion y composicion molecular.

La familia Retroviridae agrupa agentes virales que poseen una enzima que rompio
con el dogma central de la biologia molecular, la trasncriptasa inversa. La familia
Retroviridae incluye 7 géneros identificados, en 2 subfamilias: Orthoretrovirinae y
Spumaretrovirinae. Se considera que solo dos de los géneros causan enfermedad
al humano: Lentivirus y Retrovirus BLV-HTLV. El spumavirus se asocia a
infecciones crénicas en diversos animales, entre ellos otros primates, felinos,

caballos, ganado vacuno( Revisado en 2).

El VIH es un virus envuelto con doble capside (una en forma de cono truncado y
otra icosahédrica), tiene como genoma dos copias de RNA de cadena positiva,

posee varias enzimas, entre ellas la transcriptasa reversa y una proteasa (tabla 2).

Tabla 1. Clasificacion de los retrovirus

Familia Género Virus

Lentivirus VIH-1, VIH-2

Retrovirus BLV-  HTLV-1, HTLV-2

HTLV
Retroviridae

Spumavirus Spumavirus humano

Se han identificado dos tipos diferentes del virus de inmunodeficiencia humana

(VIH), el VIH-1 y el VIH-2, los cuales comparten propiedades epidemiolégicas,
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pero desde el punto de vista serolégico y geografico son relativamente diferentes.

Al parecer la patogenicidad del VIH-2 es menor a la del VIH-1.

Su genoma esta compuesto de nueve genes de los cuales tres son estructurales
(gag, pol y env), dos son reguladores (tat y env) y cuatro se consideran accesorios

(vif, vpu, vpry nef )(2).

Tabla 2. Funcién de las proteinas de VIH-1

Gen Funcioén

Env Codifica para las glicoproteinas de envoltura (gp 160, gp 120 y gp 41)
Gag Codifica para las proteinas estructurales (p55, p24 y p17)

Pol Codifica para la transcriptasa reversa, proteasa (p66, p51 y p31), integrasa y

ribonucleasa
Nef Desconocida, al parecer disminuye la expresion viral
Vif  Promotor de la infectividad de virus libre
Tat Activador potente de la transcripcion, regulacién positiva de la replicacion del virus

Rev Regula la expresion de genes estructurales, aumenta la replicacion viral,

regulador negativo de Nef
Vpr Activador débil de la transcripcién

Vpu Requerido para una liberacion eficiente del virion

2.3 Ciclo de infeccion

Una vez que el VIH ha logrado entrar al organismo, la gp 120 de la envoltura viral
se une a la molécula CD4 en la membrana de los linfocitos T CD4+, macrofagos,
células dendriticas, monocitos y en general a cualquier célula que exprese en su
superficie al receptor CD4 (serie linfocitaria). Posteriormente la envoltura viral se
fusiona con la membrana celular permitiendo de esta manera la entrada de la

capside viral. Dentro de la célula las proteinas de la capside permanecen
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asociadas al RNA viral (RNAv) mientras se copia a una cadena de DNA por medio
de la DNA polimerasa dependiente de RNA/DNA y de la transcriptasa reversa.
Después el RNA es degradado por la ribonucleasa H y se sintetiza la cadena
complementaria de DNA para generar DNA de doble cadena (provirus), el cual se
integra al genoma celular mediante una serie compleja de reacciones que son
catalizadas por la enzima integrasa. El provirus integrado puede permanecer
latente por tiempo indefinido o puede forzar a la maquinaria celular para producir
RNAv, el cual puede ser usado para la produccién de proteinas virales, las que
con el genoma del virus ensamblan nuevos viriones. Eventualmente, las células
infectadas se lisan y finalmente los nuevos viriones se liberan. Debido a la
capacidad de mutacion del virus, es posible obtener diversas variantes antigénicas

Revisado en (2)

2.4 Historia natural de la enfermedad por VIH
En pacientes infectados por VIH y sin tratamiento el curso temporal de la infeccidn

por VIH se puede dividir en las siguientes fases:

1) Fase aguda: En ella ocurre un agotamiento masivo de las células T CD4",
principalmente células efectoras CCR5" de las mucosas. La mayoria de las
células T CD4" intraepiteliales y de la lamina propria son agotadas durante esta
primera etapa.(3) este fendmeno podria estar asociado a la alta expresion del
correceptor CCR5 y al estado de activacion de las células T de memoria
efectoras (TEM) que permite la propagaciéon viral (4). La activacion se
manifiesta por un aumento generalizado en la expresion de marcadores de
activaciéon inmune como CD38 y HLA-DR en las células T asi como un
aumento en las concentraciones plasmaticas de citocinas proinflamatorias(s).
Alrededor de 7 dias después de la entrada del virus al organismo el numero de
particulas infecciosas (Pl) asciende hasta 5000 Pl/ml o mas de 100,000 copias
de ARN/mI de plasma. (6). Cerca del 85% de los individuos infectados
manifiesta una serie de sintomas no especificos que suelen ser confundidos

con otras infecciones virales como el sindrome retroviral agudo (SRA). Estos

10
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sintomas son fiebre, linfoadenopatia, faringitis, exantema, mialgia, diarrea y
lesiones mucocutaneas.(7)

2) Fase croénica: Alrededor de 4 a 8 semanas después de la infeccion primaria, la
perdida de células T CD4" circulantes que se produce en la etapa aguda se
recupera, aunque la perdida de esta poblacion continua progresivamente (5). La
respuesta inmune antiviral es mediada principalmente por las células T CD8" y
coincide con la disminucion de la carga viral, las células T CD4" de la mucosa
no se recuperan, mientras que la activacion inmune continua aumentado
aunque a una menor tasa (5,8). Esta etapa suele ser asintomatica, ya que no se
presentan manifestaciones clinicas evidentes. También se le conoce como
latencia clinica, aunque el virus no se encuentra en latencia, ya que continua
replicandose a una menor tasa, particularmente en ganglios linfaticos (9). Esta
etapa puede perdurar por afios (de 8 a10 sin tratamiento), pero eventualmente
en la mayoria de las personas infectadas, progresara a SIDA (6).

3) SIDA: Se caracteriza por la disminucion de las cuentas de células T CD4" a una
concentracion menor de <200 células/uL (1) o cualquiera de una lista de
infecciones oportunistas (Tabla 3) La respuesta inmune generada por estas
infecciones propicia un ambiente inflamatorio (10) que a su vez propicia la
transcripcion de los genes virales y por lo tanto la replicacion viral (11). La carga
viral se ve incrementada drasticamente, la respuesta antiviral de las células T
CD8" se ve disminuida (12).

Tabla 3. Enfermedades que se manifiestan durante la etapa de SIDA.

o Las infecciones bacterianas, multiples o recurrentes

e Candidiasis en bronquios, traquea o los pulmones

o Candidiasis del es6fago

e El cancer cervical

e Coccidioidomicosis, diseminada o extrapulmonar

e Criptococosis extrapulmonar

o La criptosporidiosis, intestinal crénica (> 1 mes de duracion)

« Enfermedad por citomegalovirus (excepto higado, bazo, o nodos), a la edad de inicio> 1

11
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mes

« Retinitis por citomegalovirus (con pérdida de la vision)

o Encefalopatia relacionada con el VIH

e Herpes simple: ulceras crénicas (> 1 mes de duracion) o bronquitis, neumonitis o
esofagitis.

o Histoplasmosis, diseminada o extrapulmonar

« Isosporiasis, intestinal cronica (> 1 mes de duracion)

o El sarcoma de Kaposi

e Neumonia intersticial linfoide o pulmonar complejo hiperplasia linfoide

e Linfoma de Burkitt

e Mycobacterium avium compleja o Mycobacterium kansasii, diseminada o extrapulmonar

e Mpycobacterium tuberculosis de cualquier sitio, pulmonar, diseminada, o extrapulmonar

e Neumonia por Pneumocystis jirovecii

e Laleucoencefalopatia multifocal progresiva

o Septicemia por Salmonella , recurrente

e Toxoplasmosis en cerebro

Muchos mecanismos han sido propuestos para explicar el agotamiento masivo de
las células T CD4" en la enfermedad por VIH. Dentro de los cuales se encuentra
la muerte celular inducida por el efecto citopatico del virus, el efecto citotoxico de
las células T CD8+ sobre células infectadas , muerte celular inducida por el
ambiente inflamatorio, asi como fallas en la proliferacion de células T activadas
(revisado por (11,13). La deplecién masiva de las células T CD4+ es influenciada

por todos estos mecanismos.

2.5 Participacion de la activacion inmune cronica en la
inmunopatogénesis de la infeccion por VIH
Aunque la activacion inmunolégica es esencial para montar una respuesta eficaz

contra agentes patdégenos, paraddjicamente también puede proporcionar un
ambiente inmunoldgico que favorezca la replicacion viral y la progresion de la

infeccion a SIDA.

12
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Se sabe que la patogénesis de la infeccion por VIH esta intimamente relacionada
con un estado de activacion inmune del hospedero.se extiende por un amplio
numero de células y funciones del sistema inmune y esta presente en todos los

estadios de la enfermedad por VIH, incluso bajo el control de la replicacion viral (8).

Esta activacién inmune persistente se manifiesta como una tasa incrementada de
proliferacion y de recambio de células T. También se exhiben altos niveles de
apoptosis de linfocitos T CD4" y CD8" (11), una activacién policlonal de células B
con hipergamaglobulinemia (14), aumento en el numero de células con un fenotipo
de activacion (expresion de CD38 y HLA-DR) (15-17), asi como la presencia de
una amplia gama de biomarcadores asociados con la inflamacién (TNF-a, IL-1,
IL-6, IL-8, IL-15 e IL-10)(18)(19), Esta activacion no esta restringida a células T
especificas para determinantes del VIH y solo una pequefa proporcion de células
T activadas son especificas contra el virus (20). Se ha demostrado que tanto los
mecanismos especificos contra el VIH asi como las respuestas generalizadas no

especificas a la infeccidn contribuyen a la continua activacion del sistema inmune.

El VIH puede provocar la activacion inmune a través de la unién de las proteinas
de envoltura como gp120 a receptores de la célula como CD4 o CCRS5, lo que
desencadena una activacién no mediada por el TCR (21) (22). La activacion
inmune sistémica provocada por el virus inicia con la respuesta inmune innata a
través de los TLR y posteriormente la respuesta adaptativa, tanto humoral como

celular(23).

Otro de los factores que pueden estar contribuyendo al estado de activacion
generalizado es el agotamiento de las células T CD4" de las mucosas, lo que
facilita la translocacion de productos bacterianos como el LPS desde el lumen del
intestino hacia la circulacion sistémica, donde pueden activar de manera
recurrente a células de la inmunidad innata a través de la unién con sus TLR
(23,24). La activacion a través de TLRs y la generacion de citocinas
proinflamatorias, pueden proveer una estimulacion directa a las células T de

memoria independiente del TCR(25). Ademas, la continua estimulacion antigénica

13
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generada por la infeccion de oportunistas, sobre todo en etapas tardias de la

infeccion, también puede estar contribuyendo al estado de activacién(s,26,27)

Al estudiar la relacién existente entre el recambio celular, activacion y carga viral,
se encontré que tanto los niveles de activacién como la disminucion del numero de
células T CD4" se correlacionan. Sin embargo, esto podria sugerir algun tipo de

relacion causal entre la activacion y la destruccion celular (28).

En vista de la muy pequefia proporcién de las células CD4" que estan realmente
infectadas con el VIH-1 en un momento dado (29)(30), el efecto citopatico inducido
por el VIH, asi como la destruccion celular mediada por mecanismos inmunes,
tales como la muerte celular inducida por linfocitos T citotoxicos o la citotoxicidad
dependiente de anticuerpos, no son suficientes para explicar la elevada tasa de
muerte celular que se produce en las personas infectadas por el VIH. La apoptosis
inducida por la activacion representa uno de los mas importantes mecanismos que
conducen al agotamiento de células T CD4" en personas infectadas por el VIH
(18,28). Durante la fase cronica de la infeccion por VIH, la activacion inmune
generalizada esta asociada a una incrementada senalizacion a través de las vias
proapoptoticas de los linfocitos T y una alta proporcion de células que estan
entrando a apoptosis son células activadas con un fenotipo de memoria y alta
expresion de CD38, HLA-DR, CD45R0O y FAS.(28) Notablemente la induccién de
la apoptosis no ocurre unicamente en las células infectadas, sino también en las

células no infectadas (31).
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2.6 Papel de las células T CD4+ de memoria centrales en la respuesta
contra la infeccion por VIH

Existen diferentes subpoblaciones de células T, con distintos grados de
diferenciacion que se pueden distinguir por sus propiedades fenotipicas y
funcionales. Existen células que no han sido experimentadas por el antigeno y por
lo tanto se consideran virgenes o “naive”. Dentro de las subpoblaciones
experimentadas con el antigeno, tenemos tres que han sido identificadas gracias a
los marcadores de superficie y distintas propiedades funcionales que poseen:
células T efectoras (de vida corta), células de memoria efectoras y células de
memoria centrales. Cuando una célula naive es activada por un estimulo
antigénico especifico se diferencia para dar lugar a las células efectoras (Th1,
Th2, Th17, Treg). Al termino del estimulo antigénico estas células efectoras se
mueren pero una porcion de estas células permanece y da lugar las células de
memoria, disponibles para futuras infecciones. Las células de memoria pueden ser
clasificadas como células de memoria efectoras (Tem) y células de memoria
centrales (Tcm), que se distinguen de acuerdo a los receptores de quimiocinas en
las membranas los cuales les permiten alojarse en diferentes compartimentos
inmunes. Las células Tcy que expresan los antigenos CCR7 y CD62L circulan
principalmente por los 6rganos linfoides secundarios (32). Las células Tgy se
encuentran en 6rganos no linfoides como la lamina propia y el epitelio (33) lo que
facilita su recirculacion hacia sitios inflamados, no expresan CCR7 y CD62L y
responden activamente frente a un estimulo antigénico, volviéndose células

efectoras (34).

El principal blanco del VIH son las células Tgy CD4" que se encuentran
principalmente en periferia 0 mucosas. Para mantener la homeostasis (equilibrio
entre células que mueren y que se estan autorrenovando es necesaria la
participacion de una poblacion que abastece a las mucosas de las células que se

estan muriendo
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Las células Tcuw poseen una gran capacidad de autorrenovarse (35) . Estas
células pueden proliferar en respuesta a citocinas homeostaticas (IL-7, IL15),
manteniendo el numero de células de memoria casi constante (36). El
mantenimiento de las células T de memoria también depende de la expresion de
moléculas antiapoptoticas (por ejemplo Bclx.). En vista de que algunas células Tcm
pierden la expresion de CCRY7, adquieren receptores que les permiten alojarse en
tejidos periféricos y funciones efectoras, se ha sugerido que pueden estar
funcionando como células homeostaticas, capaces de autorrenovarse y de
mantener el numero de células Tgy, produciendo células capaces de diferenciarse

a células con funciones efectoras(32).

En un modelo de infeccion del virus de inmunodeficencia simiana, se ha
observado que la proliferacion y diferenciacion de las células TCM provee de
células T EM a las mucosas, y que la poblacidn residual de las células TEM es
suficiente para evitar la aparicion de enfermedades oportunistas durante la fase

cronica de la infeccion, hasta que este equilibrio se pierde (37).

Debido a que la principal poblacién afectada en la infeccién por VIH son las
células Tem, ya que experimentan una dramatica disminucion en sus cuentas
debido a que son mas propensas a la infeccién(38) y dado el papel homeostatico
que juegan las células TCM para reabastecer a la poblacion que se esta
perdiendo, es importante entender cuales son las alteraciones que sufren estas
células durante la infeccion por VIH que interfiere con su capacidad

autorrenovadora.

2.7 Elmarcador de activacion CD38 como predictor del avance a SIDA

El numero de moléculas CD38 expresadas por célula asociadas con un estado de
activacion es claramente un fuerte predictor del avance de la enfermedad por
VIH(39)

El nimero de células T CD4" por microlitro de sangre en individuos con VIH es el

mejor predictor del progreso de la enfermedad aunque en individuos asintomaticos
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con similar recuento de células T CD4", la progresion clinica puede diferir (40). Se
ha observado que en pacientes con incluso el mismo numero de células T CD4+
tienen un mal prondstico cuando tienen aumentada la expresion de CD38 (16).Lo
que sugiere que la activacion inmune tiene un papel importante en la pérdida de
células T CD4+. En este mismo sentido apunta el hecho de que mientras la carga
viral es suprimida con la terapia antiretroviral, la activacién inmune persiste y es un

predictor de una pobre reconstitucion (41).

Hasta ahora, CD38 ha sido usado en forma muy extensa como un marcador de
activacion en estudios sobre patogénesis de la enfermedad por VIH, prediciendo el
riesgo de muerte, de sida, la pérdida de células T CD4, la mala reconstitucion de
ellas durante el tratamiento e incluso complicaciones inflamatorias no definitorias
del SIDA en personas con VIH bajo tratamiento viroldgicamente exitosas
(34,40,41). Sin embargo, se sabe muy poco sobre si CD38 participa en estos

aspectos de la enfermedad por VIH.

2.8 CD38: distribucion y estructura

CD38 es una glicoproteina de superficie tipo I, con un peso molecular aproximado
de 45 kDa. Fue descubierta por Reinherz et al. en 1980 (42). La forma monomérica
de CD38 posee una pequefia region de 23 aminoacidos (23aa) N-terminal
intracelular, una sola regién transmembranal (22aa) y un dominio C-terminal
extracelular (257aa), el cual contiene cuatro sitios potenciales de glicosilacion y

dos motivos de unién a hialuronato (43).

El dominio extracelular de CD38 posee una secuencia de aminoacidos con alta
homologia con CD157 (antigeno expresado en células de mamiferos) y con la
ADP-ribosiltransferasa del molusco Aplysia californica, lo cual las coloca dentro de
una misma familia que muestra una notable conservacion de la actividad

enzimatica responsables de la conversion de NAD. (44)

CD38 es expresada por una amplia gama de células de la sangre periférica, entre
las que se encuentran las células NK, los linfocitos B y los linfocitos T (45). Los

niveles de expresion de CD38 en humanos varian a lo largo del ciclo de vida: La
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expresion de CD38 en los linfocitos de neonatos es mayor que en los adultos).
Durante la vida adulta, CD38 es detectable en altos niveles en timocitos maduros y
en células T activadas, asi como, en bajos niveles, en células no activadas o

células T virgenes (naive) (46).

En células B la expresion de CD38 es un indicador de inmadurez y también es
expresado por células activadas (47). Esta molécula también se expresa en células
del epitelio prostatico, en células de los islotes pancreaticos, astrocitos y sistema
nervioso central. Otras células no hematopoyéticas que expresan CD38 son
células del musculo liso y esquelético, células del tubulo renal y células

ganglionares de la retina (48).

2.9 Propiedades funcionales de CD38 y su participacion en la respuesta
inmune

Debido a la homologia estructural de CD38 con la ADP-ribosil ciclasa de Aplysia,
los primeros estudios realizados in vitro se hicieron para elucidar las propiedades
enzimaticas de CD38 y demostraron que esta molécula cataliza diversas
reacciones. La primera de ellas es la actividad de fosforribosiltransferasa, que le
permite sintetizar adenosindifosforribosa (ADPR) a partir del nucledtido de
nicotinamida y adenina (NAD"). También se ha descrito su actividad de ADP-
ribosil ciclasa, mediante la cual convierte ADPR a cADPR asi como la reaccion
inversa (hidrolizar cADPR a su forma no ciclica ADPR) (45)(49). Estudios in vitro
han demostrado que otro de los sustratos de CD38 es NADP y que CD38 tiene la
capacidad de sintetizar NAADP, a partir de NADP y acido nicotinico (NA) a un pH
acido .

La funcion de CD38 en condiciones in vivo resulta poco clara, hay estudios que
sugieren que la principal funcién enzimatica de CD38 es degradar NAADP en
medios neutros generando ADPR (50). Otros estudios proponen que su principal
actividad es la de produccion de NAADP y ADPR(51). Tampoco es claro qué
condiciones fisioldgicas regulan la actividad de CD38. Debido a que esta enzima

se encuentra anclada en la membrana, es probable que participe en la remocion
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de NAD+ extracelular, se sugiere que participa en mecanismos autocrinos como
paracrinos, al remover NAD+ del medio extracelular para generar nucleétidos que

pueden ser internalizados provocando la liberacion de calcio citoplasmico(52).

Tanto NAADP como cADPR y ADPR son importantes mensajeros para la
liberacidn de calcio intracelular (53). Se sabe que en las células T la senalizacion
mediada por Ca®* es importante para activacion, secrecidon de citocinas y
quimiotaxis (54,55,56).cADPR esta principalmente implicado en el agotamiento
parcial sostenido del Ca®* del reticulo endoplasmico mediante estimulacion de la
liberaciéon de Ca®* a través de los receptores de rianodina (RyR)(57). Asi como en
los canales idnicos TRPM2, los cuales se encuentran en membrana celular. Su
activacion facilita la entrada de Ca?' extracelular (29). Se ha observado que
NAADP también tiene un efecto sobre los receptores de RyR (58). Y también
puede activar a los canales de dos poros (TPC) que se encuentran en depdsitos

acidos intracelulares de Ca2+(59).

Hay evidencias de la participacion de estos segundos mensajeros en la regulacién
de las funciones inmunes. En células T autorreactivas de un modelo animal de
ateroesclerosis, el tratamiento con un inhibidor de NAADP disminuye los niveles
de citocinas proinflamatorias como IL-17 e IFN-y asi como la capacidad invasiva
de las células T autorreactivas. Estos efectos fueron reversibles al quitar el
inhibidor de NAADP, sugiriendo que la sefializacion de calcio mediada por
NAADP esta involucrada en el reclutamiento y activacion de células T

autorreactivas dentro de un 6rgano diana (60).

Otro estudio demuestra que NAADP estimula de manera inmediata la liberacion
de Ca*" de depositos acidos mediante su unién a los canales de dos poros (TPC).
En este estudio también se observd que estos TPC migran hacia la sinapsis
inmunoldgica una vez que se estimularon a través del receptor de células T,

aumentando la secrecion de granzima B en linfocitos T citotdxicos (59)

En otro estudio en el cual utilizan un modelo murino, se observo que la migracion
de neutréfilos estad regulada por el Ca?" liberado en respuesta a cADPR. Los

ratones deficientes de CD38 (principal productor de cADPR) eran mas
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susceptibles a infecciones oportunistas, debido a la incapacidad de migrar a sitios

inflamados(61).

Estas evidencias sobre el efecto de los productos de CD38 en las funciones
inmunes, hacen posible suponer que CD38 mediante su funcidon enzimatica
podria desempefar un papel importante en la regulacién de las funciones de las

células T de memoria.

3 Antecedentes

Aunque CD38 es un fuerte predictor del progreso de la infeccidén por VIH, existen
pocos estudios que demuestren la relacion causal entre la sobreexpresion de
CD38 y disfunciones inmunes. Tampoco se conoce el papel de que CD38
desempenfia en las patologias en las que se observa un alto nivel de expresion de
CD38.

Un estudio demuestra la relacién directa entre la expresion de CD38 y la
funcionalidad de las subpoblaciones de memoria de células T CD4", encontrando
que después de una activacion policlonal a través del TCR existe una produccion
aumentada de IFN-y e IL-2 en ausencia de la expresion de CD40L en las células
T CD4+CD38+, particularmente en las células CD4" provenientes de personas
con VIH, lo que podria implicar interacciones deficientes entre la célula
presentadora de antigeno y las células T CD4°CD38", asi como defectos en la

proliferacion (62).

En otro estudio, se buscaron diferencias funcionales en diversas subpoblaciones
de las células T CD4" de memoria que expresan o no CD38 provenientes de
donadores sanos y pacientes con VIH. Se encontré que las células Tcy CD4"
tienen aumentada la expresion de CD38 en comparacion de las células T gy tanto
en pacientes con VIH como en controles. Ademas, la expresiéon de CD38 estaba
relacionada con un incremento en la produccién de IFN-y y una disminucién en la
produccion de IL-2 como respuesta al estimulo por CMV, en ausencia de CD40L
en una respuesta anamnésica (63). Esto nos permite suponer que CD38 esta

contribuyendo a la alteracidon de la funciones de las células TCM en la
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enfermedad por VIH debido a su representacién en estos pacientes. En dichos
estudios no se evalua a las células TCM CD38+ y CD38 aisladas, por lo que no
se sabe si la expresion de CD38 es inducida una vez que las células se activan.
Del mismo modo, no permiten concluir si esta division de funciones es normal y

solamente esta amplificada por la sobrerrepresentacion de células CD38".

Por lo tanto en este proyecto buscamos diferencias funcionales intrinsecas (que
no estan siendo ocasionadas por la infeccion por el VIH y que mas bien sean una
especializacion funcional) .de las células T CD4" de memoria centrales que
expresan y que no expresan CD38. Para este fin, aislamos células TCM CD4" de
muestras de donadores sanos. Una vez purificadas las células Tcy CD38" y CD38"
fueron activadas mimetizando la presentacion del antigeno utilizando los
anticuerpos agonistas anti-CD3 y anti-CD28, en presencia de otras senales

importantes para la proliferacion como IL-2.

Ademas de identificar diferencias funcionales proponemos un modelo
experimental para evaluar si estas diferencias pueden ser reguladas por los
productos de la actividad enzimatica de CD38: cADPR y NAADP ~ o antagonistas
especificos de éstos (8-Br-cADPR) e inhibidores de la actividad enzimatica de
CD38 (ara-F-NAD"). Lo cual nos permitira evaluar el papel de CD38 en la

inmunopatogénsis de la infeccion por VIH.
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4 Objetivo general

Determinar si existen diferencias funcionales entre las células Tcy CD38" y CD38"
de donadores sanos en la expresion de citocinas asi como en moléculas de
superficie inducida por una estimulacion policlonal a través del receptor de células
T (TCR). Asi como evaluar si las diferencias funcionales estan siendo reguladas
por los productos de la catalisis de CD38 (cADPR y NAADP) y/o inhibidores de la

actividad enzimatica de CD38 y antagonistas de los productos.

4.1 Objetivos especificos:

Purificar células T ¢y CD38+ y CD38- mediante el sistema de seleccion clasificada

por fluorescencia (FACS).

Obtener las condiciones éptimas de cultivo y activacién de las células TCM CD38"
y CD38'".

Evaluar mediante la técnica de PCR, la expresion de citocinas, receptores de
quimiocinas, marcador de proliferaciéon y moléculas de coestimulacion después de

la activacion via TCR.

Plantear un modelo para evaluar la actividad enzimatica de CD38 como regulador

de funciones de las células Tcw.

5 Hipotesis

Existen diferencias funcionales intrinsecas entre las células T CM que expresan
CD38 y las que no la expresan, estas diferencias funcionales estan siendo

reguladas por la actividad enzimatica de CD38.
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6 Metodologia

6.1 Muestras

Se obtuvieron concentrados leucocitarios de 6 donadores sanos no infectados
por VIH, Hepatitis B, C, o alguna infeccidon por Tripanosoma cruzi, provenientes
del banco de sangre del INER. Las politicas de operacion, normas y lineamentos
para la donacidn de sangre se encuentran en el manual de procedimientos del
banco de sangre del INER. La ausencia de infeccion por VIH se documenta
rutinariamente en el Banco de Sangre del INER de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana NOM-010-SSAS2-1993 (Para la prevencion y control de la infeccion por
virus de la inmunodeficiencia humana. D.0.17-1-1997), mediante ELISA y Western
blot.

6.2 Estrategia experimental

Gradiente de
densidad

Purificacion de células T

CD4+ de memoria

|
-
-

Medicién de la expresién de
CD38, IL-2, IFN-y, IL-17, CCRS5,
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cDNA
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Diagrama 2. Resumen de la estrategia experimental

24



2015
Campos Juarez Ana Belén

6.2.1 Obtencion de células mononucleares de sangre periférica por
gradiente en ficoll

Se obtuvieron las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, por sus

siglas en inglés) a partir de 50-75 ml de un concentrado leucocitario, mediante un

gradiente de densidad en Ficoll (Lymphoprep™, Axis-Shield, Oslo,Noruega),

Para esto primero se realizé una dilucion 2 de la sangre periférica, con PBS
(solucion amortiguadora de fosfatos) (Lonza, Walkersville, EUA) v/v.
Posteriormente, cada 30 ml de esta dilucidon se adicionaron cuidadosamente sobre
15 ml de Ficoll y se centrifugaron a 400 g durante 20 minutos a temperatura
ambiente (20-28°C). Se recupero la fraccion de PBMCs y se realizé un lavado
con PBS seguido de una centrifugacién a 2000 rpm durante 10 minutos. La
fraccion de células recuperadas se sometié a una incubacion de 10 minutos con
solucion de lisis para eritrocitos compuesta por 150mM NH4CI (Meyer, México, D.
F.) 10mM KHCOj3; (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) 0.1mM EDTA (Life technologies,

N.Y, EUA). Por ultimo, se realizé un lavado con PBS a 2000 rpm durante 10 min.

Las células fueron resuspendidas en medio RPMI 1640 (LONZA, Walkersville,
EUA) con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Biowest, Kansas, EUA), 2 mM L-
glutamina (LONZA, Walkersville, EUA), 100 U/mL de penicilina y 0.1 mg/mL de
estreptomicina (LONZA, Walkersville, EUA) y se contaron microscépicamente
excluyendo a las células muertas por su tincion con el colorante vital azul tripano,
diulido (LONZA, Walkersvilles, EUA).
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6.2.2 Obtencion de las células T CD4" de memoria

100 x 10° PBMCs obtenidas en el paso anterior se colocaron en tubos Falcon de
15 ml y se lavaron con una solucion amortiguadora de fosfatos (137 mM NaCl, 2.7
mM KCI, 10mM NaHPOQO4, 2mM KH,PO4 pH 7.4) (LONZA, Walkersville, EUA) con
0.5% de suero fetal bovino (SFB) (Biowest, Kansas, EUA) y 2 mM EDTA (Life
technologies, N.Y, EUA) a 300 g, durante 10 min y temperatura de 4 a 8°C. Se
decanto el sobrenadante y las células se resuspendieron en 100 ul de la solucién

anterior.

La purificacién de la poblacion de células T CD4" de memoria se realiz6 mediante
una seleccion inmunomagnética negativa. Esta consiste en la unidn por atraccion
magnética a una columna de todas las PBMCs, excepto las células T CD4" de
memoria. Para esto, primero se realizé una tincion con 100 pl de un coctel de
anticuerpos biotinilados contra CD45RA, CD8, CD14, CD16, CD19, CD56, CD123,
TCRy/d y CD235a (Miltenyi, Ménchen-Gladbach, Alemania) y se dejo incubar 10
min a 4°C, con agitaciones cada 5 min. Posteriormente se realizé una tincion
secundaria con microperlas magnéticas acopladas a un anticuerpo anti-biotina
(Miltenyi, Monchen-Gladbach, Alemania) y se incubd durante 15 min a 4-8°C con
agitacion cada 5 min. Por ultimo, se realizé un lavado a 300 g durante 10 min y
se resuspendié en 500 ul de PBS, 0.5% SFB, 2mM de EDTA. Se procedi6 a la

separacion magnética.

Se utilizaron columnas LS colocadas sobre un magneto (QuadroMACS, Milteny,
Monchen-Gladbach, Alemania) (Figura 2). El pH de la columna fue equilibrado
con 3 ml de solucion de elucion (PBS, 0.5% SFB y 2mM EDTA) en el reservorio.
Posteriormente, se adicion6 la suspension celular y se recuperé la fraccién que
pasaba libremente por la columna (eluciéon) que corresponde a la poblacion de
células T CD4" de memoria. Se realizaron 3 lavados del reservorio con 3 ml de la
solucién de elucion, la suspension celular obtenida fue centrifugada a 1700 rpm
durante 5 minutos. Por ultimo, se resuspendié el eluado en 10 ml de medio RPMI

completo (10%SFB, 1% antibiotico) y se procedid a realizar el conteo celular.
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Figura 1. Sistema de separacion magnética. La suspension celular se deposita en
el reservorio, las células no tefiidas pasan libremente por la columna, mientras que
las células tefiidas se unen a la columna. La tincion consiste en un anticuerpo
biotinilado contra un marcador especifico de una poblacion celular en particular y

un anticuerpo secundario unido a una microperla magnética.

6.2.3 Tincién celular y estrategia de seleccion de células T CD4" de memoria
centrales CD38" y CD38 por clasificacién de células activada pro

fluorescencia (FACS)

A partir del total de células T CD4" de memoria obtenidas en el paso anterior, se
realizo la purificacion de las células T CD4" Tgy CD38" y CD38  mediante la
clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés),
utilizando un citometro FACS Aria | (Unidad de Citofluorometria del Instituto de

Investigaciones Biomédicas, UNAM).

La siguiente tabla muestra los anticuerpos utilizados y el fluorocromo al que esta

acoplado cada anticuerpo y su clona.
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Tabla 4. Panel de anticuerpos utilizados para la separacién de T CM CD38" y

CD38 por FACS

Anticuerpo Fluorocromo Casa Catalogo Clona
comercial

Anti-CD4 APC-CY7 BD 557871 RPA-T4

Anti-CD45RA APC BD 550855 HI1100

Anti-CCR7 PE Miltenyi 130-093-621 FR11-11E8

Anti-CD38 Biotina Miltenyi 130-092-288 IB6

Estreptavidina PercPCY5.5 BD 405214
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6.2.4 Compensacion

Con la finalidad de eliminar la sefial espuria generada por los empalmes en los
espectros de emision de los fluorocromos, se generd una matriz de compensacion
para la tincion realizada, cuya finalidad es restar las sefiales interferentes. Esta
matriz se obtiene con monotinciones en microeferas de poliestireno
(CompBeads™ de BD, San José, California, EUA) que tienen acoplados
anticuerpos contra la cadena k de las inmunoglobulinas provenientes de raton o

rata. La siguiente tabla muestra las cantidades de anticuerpos utilizadas.

Tabla 5. Disefio de los tubos de compensacion

Tubo | Perlas de | Perlas de | AntiCD4 | Anti Anti Anti
compensacion | Compensacion CD197 | CD38 | CD45RA
negativas Positivas

1 1 gota - - - - -

2 1 gota 1 gota 1l - - -

3 1 gota 1 gota - 2ul - -

4 1 gota 1 gota - - 3ul -

5 1 gota 1 gota - - - 4ul
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6.2.5 Controles FMOs
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Para aquellos marcadores en los que no fue posible eliminar la sefial espuria con

la compensacion, se utilizaron tinciones controles FMO (Fluorescence Minus One),

estos controles permiten delimitar el area que corresponde a una sefal negativa

por parte de otros anticuerpos, debido a que contienen todos los anticuerpos

excepto el que se quiere evaluar.

Se realizaron controles FMO para CD45RA,

CCR7 y CD38 empleando 1x10° de PBMCs como muestra la siguiente tabla.

Tabla 6. Diseio de los controles FMO

Tubo Células Anti  CD4 | Anti CD197 | Anti CD38 | Anti CD45
Mononucleare | APC/ CY7 | PE o RA APC
Biotina
S
1(Sin tefir) | 1 X10% 50 pl | - - - -
2(FMO 1 X10%/50 pl - | 1 l - 10ul 15 ul
CCR?7)
3 FMO | 1 X10%50 pl | 1 pl 5 ul - 15 ul
CD38
4 FMO | 1x10% 50 pl |1 pl 5 ul 10 uL -
CD45RA
5(PBMC’s) | 1 X10%50 pl |1l 5 ul 10ul 15 ul
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6.2.6 Tincion de las células T CD4* de memoria

Las células T CD4" de memoria (previamente purificadas), fueron lavadas con
PBS con 2% de SFB a 1700 rpm, durante 5 minutos. Por cada 10x10° de células
se resuspendieron en 100 yl de PBS/ SFB 2% y se adicionaron 10ul del
anticuerpo anti-CD38 biotinilado (volumen recomendado por el fabricante), se
incub6 durante 20 minutos a una temperatura 4-8°C, posteriormente se lavaron
con PBS/SFB %. Las células se resuspendieron en 50 ul de PBS/SFB 2% y se
adicionaron 50 pL de estreptavidina acoplada a PerCP-Cy5.5 en una dilucion
(1:100) con PBS y se completd el volumen a 100ul con PBS/SFB 2%, se incub6
durante 20 min, a una temperatura 4-8°C en la obscuridad y por ultimo se realizé

otro lavado.

Una vez realizada la tincion indirecta, se adicionaron simultdneamente el resto de
los anticuerpos, anti-CD4 (1 uL/10x10° células), anti-CCR7 (5ul/10x10° células) y
anti-CD45RA (15u1/10x10° células) completando el volumen a 100 pl. Se incubd

en la obscuridad durante 20 minutos a 4-8°C.

6.2.7 Estrategia de seleccion

Utilizando el programa FACS DIVA (Becton Dickinson, San José, Cal, EUA), a
partir de la poblacién de células Unicas no agregadas (“singlets”), se delined la
poblacién de linfocitos de acuerdo a sus propiedades de dispersion de la luz. En el
eje de las abscisas se grafica la dispersién frontal o “forward scatter” FSC y en el
eje de las ordenadas se grafica la dispersion lateral o “side scatter” (SSC). Estos
parametros reflejan las propiedades morfolégicas de las células, como tamafo
relativo y complejidad. De acuerdo a estas propiedades fue posible delimitar la
poblacion de linfocitos. A partir de la poblacidn con expresion alta de CD4
(CD4"9"). Entre éstas se delined la subpoblacién Tey como CD45RA” CCR7*. Una
vez seleccionada esta poblacion se utilizé la sefal positiva para el anticuerpo anti-

CD38 para delinear y separar las células Tcy CD38" de las CD38™ (Fig.1).
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6.2.8 Cultivo y Activacion policlonal a través del receptor de células T

Para observar las diferencias en las funciones de las células Tcy CD38" y CD38"
ante una estimulacion policlonal a través del receptor de células T (TCR por sus
siglas en inglés), se realizé la induccion de la expresion de los genes de las
citocinas IL-2, IFN-y, IL-17, .de la molécula coestimuladora CD154 (CD40L), el
marcador de activacion CD38, los receptores de quimiocinas CCR5, CXCRS5,
CXCR4, CXCR3, CXCL9 y el marcador de ciclo celular Ki67, el cual es un

marcador aceptable de proliferacion (64).

En los experimentos 1,2 y 3, la activacion se realizé en placas sensibilizadas con
un anticuerpo agonista anti CD3. Se sensibilizd la placa con 100 ng de anti-CD3
(BD, San José, California, EUA) en 100 pl, y se dejo incubando 1 hora a 37 °C.
Posteriormente se retird el sobrenadante y se agregaron 100 000 células por
pozo, en un volumen de 100 pl de medio RPMI completo. Por ultimo se
adicionaron con 100 ng de anti-CD28 (BD, San José, California, EUA). Y se dejo
incubando a 37°C y 5% de CO, durante 12 horas.

En el experimento 4, se usaron anti-CD3 y anti-CD28 acopladas a microesferas
(Dynabeads, Life Technologies, Oslo, Noruega) en una proporcidon perla/célula
1/1, mas 30 U/mL de IL-2 (Biolegend, San Diego, California, EUA) mientras que en
experimento 5 y 6 se usaron 15 U/ml de IL-2 (Tabla 7).

La induccién se realizé durante 48 horas para medir la induccion del marcador de
entrada a ciclo celular Ki67 y durante 6 horas para el resto de los genes. Estos
tiempos de cultivo se decidieron con base en cinéticas previas (no se muestran).
El cultivo se realizé con 100 mil células en un volumen de 100 pl de medio RPMI
1640 completo (10%SFB, 1% antibiético) a 37°C y 5% de CO, como se muestra a

continuacion:
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Tabla 7. Condiciones experimentales

Experimento | Condicion

1,2y 3 Anti-CD3 unido a una fase sdlida (100ng), anti-CD28 soluble
(100ng), 12 horas de cultivo.

4 Anti-CD3, anti-CD28 acoplados a microesferas (1:1), IL-2 (30U/ml)
6 y 48 horas de cultivo para evaluar Ki67.

5y6 Anti-CD3, anti-CD28 acoplados a microesferas (1:1), IL-2 (15U/ml),
6 y 48 horas de cultivo para evaluar Ki67.

6.2.9 Estimulaciéon en presencia de productos de la catalisis de CD38, de un

inhibidor de CD38 y un antagonista de un segundo mensajero de CD38

En el ultimo experimento, ademas de la activacion a través del TCR, las células
Tcm CD38 fueron cultivadas con uno de dos de los productos conocidos de las
reacciones catalizadas por CD38: 100 uM de adenindifosforribosa ciclica (CADPR)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) o 100uM del dinucleétido de adenina y acido
nicotinico fosfatado (NAADP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Ademas se
hicieron cultivos en presencia de estos segundos mensajeros mas acido 1,2-bis(o-
amino-fenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetraacetico (BAPTA) 20uM (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA), un complejante de Ca?*.

Las células Tcy CD38" fueron cultivadas en presencia de 2'-deoxi-2-
fluoroarabinosa-NAD (B-araF-NAD) 6uM, inhibidor competitivo de CD38, o en
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presencia del antagonista de cADPR 8-Br-cADPR 100uM y el quelante de calcio
BAPTA 20uM.

Posteriormente las células fueron activadas con anti-CD3 y anti-CD28 unido a
microperlas, en presencia de 15U/ml de IL-2 Durante 6 horas y 48 horas (para la

medicién de la expresion de Ki67).

6.3 Extraccion de RNA, sintesis de cDNA y qPCR

La extraccion de RNA se realizé utilizando un sistema de afinidad por columna de
gel de silice “RNeasy Micro Kit” (Qiagen, Hilden, Alemania) en tratamiento con
DNAsa (Qiagen, Hilden Alemania). Una vez obtenido el RNA se procedié a
sintetizar el cDNA mediante una reaccion de retrotranscripcion, utilizando el
estuche comercial “Iscript™ Reverse Transcription Supermix” (Biorad, California,
EUA). Las condiciones de la reaccion se muestran en la tabla 8, el cDNA obtenido
se cuantific6 mediante espectroscopia UV a 260 nm y se ajustd a una

concentracion a 40 ng/uL.

Tabla 8. Condiciones de la Reaccion de retrotrasncripcion

Unidén de los cebadores 5 minutos a 25 °C

Transcripcion Reversa 30 minutos a 42 °C

Inactivacion de la enzima Transcriptasa | 5 minutos a 85 °C
(RT)

Para evaluar la expresién de genes, se utilizaron sondas TagMan® (Tabla 10)
(Applied biosystems, Warrington, Inglaterra) mediante una reaccion en cadena de
la polimerasa cuantitativa (QPCR por sus siglas en Inglés). Se utilizaron 200 ng de
cDNA en un volumen final de 15 pL. Las condiciones de la reaccion se muestran a

continuacion:
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Tabla 9. Condiciones de la reaccién en cadena de la polimerasa

Campos Juarez Ana Belén

1 ciclo 40 ciclos

Preincubacion Desnaturalizacion | Desnaturalizacion | Hibridacion y
inicial extension

50°C, 2 min 95°C, 10 min 95°C 15 seg 60°C 1 min

Tabla 10. Fluorocromos y secuencia especifica de cada sonda.

GEN FLUOROCROMO | ID ASSAY
IL-2 FAM Hs00174114_m1
IL-17 FAM Hs00174383_m1
IFN-y FAM Hs00989291_m1
CD40L | FAM Hs00163934_m1
KI67 FAM Hs0103244_m1
CD38 | FAM Hs01120071_m1
CXCR5 | FAM Hs00173527_m1
CCR5 |FAM Hs99999149 s1
GAPDH | VIC Num. de parte
4326317E
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6.4 Normalizacién de datos

El porcentaje de expresion relativa se obtuvo calculando el ACT, definido como la
diferencia entre el CT (ciclo umbral por sus siglas en inglés) del gen de interés y
el CT del gen de GAPDH (gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, control
enddgeno) (65) y, después calculando el porcentaje de expresién relativa a la
muestra que hubiera tenido la expresion maxima (Ct) encontrada en cada

experimento, de acuerdo a las siguientes formulas:

ACT = CT gen problema — CTgappu

AACT = AC"FMuestra de interes — ACTMuestra de expresion max
% Expresion relativa = 2724T x 100

De este modo, la expresion de cada gen en cada condicion y experimento se
expresdé como un porcentaje del nivel maximo alcanzado en cada experimento.
Esta normalizacion arroja un dato normalizado con correccién para los cambios de

condiciones.

6.5 Analisis estadistico

Dado que los diferentes experimentos tenian condiciones variadas, no era posible
hacer pruebas inferenciales de dos grupos para comparar la media de expresion
relativa de los genes en las células Tcy CD38" y Tew CD38%en condiciones de
estimulacion. Sin embargo, fue posible normalizar los resultados contra el maximo
de expresion obtenido en cada experimento. Dado que para todo experimento
hubo una poblacion en alguna condicién con el 100% de expresion y dado que las
subpoblaciones celulares estudiadas mostraban consistentemente el valor maximo
o consistentemente un valor abajo del maximo (segun el gen estudiado), es
justificable entonces determinar si esta proporcién del maximo, para cada
subpoblacion (siempre normalizado al 100%), fue significativamente diferente a él.
Esto es posible haciendo una prueba t de una sola muestra en la que la hipdtesis
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nula (HO) es: media (de los resultados de todos los experimentos para cada gen

en cada subpoblacién en condiciones de activaciéon) p > 100.

Realizamos una prueba t de una sola muestra en las células CD38" y CD38" sin
estimulo, para determinar si hay expresidén basal, donde la hipétesis nula es Ho:
M<0 lo que significa que no hay expresion basal, si p<0.05 se rechaza la hipétesis

nula, esto quiere decir que la expresion es mayor a 0.

Las condiciones basales fueron las unicas constantes en todos los experimentos,
por lo que fue posible realizar una prueba de Wilcoxon de rangos signados para
comparar la expresion basal de las células CD38+ y CD38-, y asi determinar cual
de las dos poblaciones tienen la mayor expresion de los genes que se expresan

de forma constitutiva.
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7 Resultados

7.1 Pureza de las células separadas
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La siguiente tabla muestra el promedio de pureza promedio de los 6 experimentos.

El porcentaje minimo de pureza en las células CD38 fue de 95.21% y en el caso

de las células CD38" fue de 90.95%. La pureza fue determinada al término del

sorting,

Tabla 11. Promedio de pureza de los 6 experimentos

Pureza CD38"

Pureza CD38"

96.92 + 1.79%

94.44 + 3.59%

SSC-A

cD38-
94,8% CD38+

4
0 10:3 10

CD38 PercpCy5.5

SSC-A

250K 4

200K+

150K+

100K 4

50K A

CD38 PercpCy5.5

Figura 3. Gating de pureza, la figura corresponde a un experimento

representativo.
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La siguiente tabla muestra las condiciones usadas para activar a las células TCM
CD38+ y CD38- . Cada donador tiene una figura diferente, mientras que las

condiciones usadas se muestran de un solo color.

Tabla 12. Condiciones usadas en los experimentos

Rojo 100 ng anti-CD3, sensibilizacién de placa durante 1 ha 37°C + 100ng 3

anti-CD28 soluble, cultivo durante 12 hrs.

Azul Anti-CD3 y anti-CD28 acoplado a microperlas (1 :1 perla/célula) +30 1
IU/mL IL-2, 6 h y 48 h para Ki67.

Verde anti-CD3 y anti-CD28 acoplado a microperlas (1:1 perla/célula) + 15 2
IU/mL IL-2, 6 h 'y 48 h para Ki67.

El grafico 1 muestra la expresién relativa de CD38 en condiciones basales
después de la separacion por citometria (sin activar). Las células Ty CD38"
muestran expresion basal, pero no las células Tcy CD38°,0 cual confirma la pureza
con que se obtuvieron dichas células en los 6 experimentos y que el gen no fue
inducido durante el proceso de purificacion. Después de la activacion, las células
CD38" no indujeron la expresién de CD38.
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Grafico 1. Porcentaje de expresion relativa de CD38, en condiciones de
estimulacion y no estimulaciéon. (P=0.032, prueba de Wilcoxon de rangos

signados)

7.2 Diferencias en la expresioén de citocinas (IL-2, IFN-y e IL-17)

IL-2 no se expreso basalmente en las células CD38™ ni en las células CD38". En
condiciones de activacion la mayor expresion de |IL-2 se observo consistentemente
en las células CD38". La expresién promedio en las células CD38" estimuladas

fue significativamente menor al 100% (p=0.0151)
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Grafico 2. Porcentaje de expresion relativa de IL-2 en condiciones basales y de
estimulacion. Los valores corresponden al % del maximo valor (delta Ct) de
expresion obtenido en el experimento (P=0.0151 prueba T de una sola muestra,
Ho: media 2100).Cada figura representa un donador y cada color representa una

condicién experimental.
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Los promedios de los valores basales de 284CT de IFN-y en cada tipo de célula no
fueron significativamente diferentes de cero, lo que indica que no se expresa
basalmente en las células CD38™ ni en las CD38". La expresion inducida en las
células CD38" estimuladas fue significativamente menor a 100 (P=0.0301). La

expresion de IFN-y consistentemente fue la maxima en las células CD38".
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Grafico 3. Porcentaje de expresion relativa de IFN-y en condiciones de
estimulacion y no estimulaciéon. Los valores corresponden al % del maximo valor
(delta Ct) de expresion obtenido en el experimento (P=0.0301 prueba T de una
sola muestra, Ho: media 2100).Cada figura representa un donador y cada color
una condicion experimental.
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IL-17 no se expresa basalmente en las células CD38 ni en las CD38". La
expresion de IL-17 en las células CD38 en condiciones de activacion es
significativamente menor del 100% (p=0.0455), mientras que la expresién de IL-
17 las células CD38+ en condiciones es consistentemente el mayor de cada

experimento.
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Grafico 4.Porcentaje de expresion relativa de IL-17  en condiciones de
estimulacion y no estimulacion, los valores corresponden al % del maximo valor
obtenido en el experimento (P=0.0455, prueba T de una sola muestra donde Ho:
mediaz100). Cada figura representa un donador y cada color una condicion

experimental.
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7.3 Diferencias en la expresion de CD40L y los receptores de quimiocinas
(CCR5 y CXCR5)

Las células CD38" expresan constitutivamente CCR5 (P=0.0384). Hay una
tendencia en la expresién basal de CCR5 en las células CD38" (P=0.056). Existe
diferencia significativa entre la expresion basal de CCR5 en las células CD38" y
CD38 (P=0.042, Wilcoxon). Las células que mas frecuentemente tienen la maxima
expresion en condiciones de estimulacion son las células CD38" y la expresion
promedio de CCR5 en las células CD38 es significativamente menor al 100%
(P=0.0010).

P=0.042
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O
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= .f
@ 204 - de
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W o g et - —
o~ cD3g cD38 cD38 cD38

Sin estimulo Estimuladas

Grafico 4. % Expresion relativa de CCR5 en condiciones basales y de
estimulacion. (P=0.0561, prueba T de una sola muestra, Ho: media<0). (P=0.0384,
prueba T de una sola muestra, Ho: media<0). (P=0.001, prueba T de una sola

muestra, Ho:media=100) (P=0.119, prueba de Wilcoxon de rangos signados).
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La expresion del ligando de CD40 (CD40L o CD154) en las células CD38" es
constitutiva (P=0.0046) al igual que en las células CD38" (P=0.0063). No hay
diferencia significativa entre las células CD38" y CD38  en condiciones basales
(P= 0.1563). La expresion relativa promedio en condiciones de estimulacion es
significativamente menor de 100% (P=0.0015) en las Tcy CD38", una disminucion

en la expresion de CD40L en respuesta a la estimulacion a través del RCT.
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Grafico 5. Expresion relativa de CD40L en condiciones basales y de estimulacion.
(P=0.0046, prueba T de una sola muestra, Ho: media<0). (P=0.0063, prueba T de
una sola muestra, Ho: media<0). (p=0.0015, prueba T de una sola muestra,

Ho:media=100) (P=0.1563, prueba Wilcoxon de rangos signados).

La expresion de CXCRS5 es constitutiva tanto en las células CD38" como en las
células CD38 * (expresion promedio significativamente mayor a 0 con P=0.0048 y
P=0.0111 respectivamente). No hay diferencia significativa en la expresion basal
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de CXCRS5 en las células CD38  y CD38" (P=0.923).La expresion en las células
CD38" estimuladas es significativa menor al 100% (P<0.001), lo que indica que la
expresion de CXCRS en condiciones de activacion es consistentemente mayor en

las células CD38" .
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Grafico 6. Porcentaje de expresion relativa de CXCR5 en condiciones de
estimulacion y no estimulacion. (P=0.0048, prueba T de una sola muestra, Ho:
media<0). (P=0.0111, prueba T de una sola muestra, Ho: media<0). (p<0.0001,
prueba T de una sola muestra, Ho:media=100).(P=0.923, prueba de Wilcoxon de

rangos signados).

47



2015
Campos Juarez Ana Belén

7.4 Diferencias en la expresiéon del marcador de proliferacion Ki67

Ki67 no se expreso significativamente sin estimulacion (basalmente) en las
células CD38™ ni en las células CD38". La expresion relativa promedio de Ki67 en
condiciones de estimulacion fue significativamente menor a 100% en las células
CD38 (p=0.013), mientras que las CD38" presentaron consistentemente los
mayores niveles de expresion de este gen en respuesta a la estimulacion in vitro.
Adicionalmente, en 3 de cinco casos no se pudo observar ninguna expresion de
Ki67 en las células CD38 estimuladas, algo que se observd sélo en un

experimento en las células CD38".
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Grafico 7. Porcentaje de expresion relativa de Ki67 en condiciones de estimulacion

y no estimulacion. (P=0.0127, prueba T de una sola muestra, Ho: media=100.
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7.5 Regulacion de las funciones inmunes por la actividad enzimatica de
CD38
Realizamos un unico experimento para evaluar si es factible estudiar la funcion
enzimatica de CD38 como regulador de ciertas funciones inmunes. A las células
CD38" les adicionamos los productos de la catalisis de CD38 (cADPR y NAADP,
conocidos como segundos mensajeros de CD38), esperando que éstas se
comportaran como las células CD38", y que esto fuera revertido en presencia de
un quelante de Ca?, pues los segundos mensajeros de CD38 desencadenan un

aumento en la concentracion citoplasmica del ion Ca?*.

Al mismo tiempo, a las células CD38" les adicionamos un inhibidor de la actividad
enzimatica de CD38 (ara-F-NAD), asi como un antagonista de uno de sus
productos (8-Br-cADPR) y un quelante de Ca®* (BAPTA). A ambos tipos de células
las activamos con anti-CD3, anti-CD28 e IL-2, durante 6 horas (condiciones

idénticas al experimento 5).

Al evaluar la expresion de CD38, observamos que no hay expresién de CD38 en
las células CD38" después de la activacion a través del TCR incluso después de
la adicion de los productos de catalisis de CD38 (cCADPR y NAADP). En las células
CD38" la expresién de CD38 parece disminuir al adicionar 8-Br-cADPR pero se
recupera en presencia de ara-F-NAD y el maximo de la expresion esta en las
células CD38" tratadas con BAPTA.
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Gréfico 8. Efecto de cADPR, NAADP, 8-Br-cADPR, ara-FNAD* y BAPTA en la

expresion de CD38, en condiciones de estimulacion a través del TCR.

Regulacion de la expresion de IL-2

La expresion de IL-2 en las células CD38 comparadas con la maxima respuesta
en el experimento, en aproximadamente un 50% con la adicién de cADPR y
alcanzé la maxima expresion cuando se adicion6 NAADP. Este incremento se
pierde al adicionar BAPTA a las células tratadas con cADPR. De la misma forma,
las células que fueron tratadas con NAADP en presencia de BAPTA, disminuyen
su expresion alcanzando aproximadamente el 60% de la expresion maxima,
también se observé una disminucion de la expresidn hasta menos del 40% en
presencia de BAPTA.
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Las células CD38" expresan menos IL-2 que las células CD38-. La expresion
disminuyo en las células CD38" con la adicion del antagonista de cADPR, y se

observa otra disminucién con la adicion de ara-F-NAD o BAPTA.
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Gréfico 9. Efecto de cADPR, NAADP, 8-Br-cADPR, ara-FNAD* y BAPTA en la

expresion de IL-2, en condiciones de estimulacion a través del TCR.

Regulacion de la expresion de IFN-y

La adicion de cADPR no aumenté la induccion de IFN-y en las células CD38",
mientras que NAADP aumenta la expresién en las células Tcy CD4+CD38-, a
mas del doble, alcanzando la mas alta expresién. Con la adicion de BAPTA a las
células cultivadas con NAADP este efecto se pierde y la expresion aumenta solo
hasta un 60% del maximo del experimento, (observada en las células CD38"
estimuladas través del TCR en presencia de NAADP. La expresion de IFN-y en
las células Tcy CD4" CD38" no parece verse afectada con la adicién de 8-Br-
cADPR, ARA-F-NAD y BAPTA. (Grafico 9)
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Gréfica 10. Efecto de cADPR, NAADP, 8-Br-cADPR, ara-FNAD" y BAPTA en la

expresion de IFN-y, en condiciones de estimulacion a través del TCR.

Regulacion de la expresion de Ki67

Las células CD38  no expresaron este marcador de proliferacion aun después de
la adicién de los productos de la catalisis de CD38. Por el contrario, en las células
CD38", la adicion del antagonista de cADPR 8-Br-cADPR parece haber disminuido
su expresiéon, mientras que la inhibicién de la actividad enzimatica de CD38 (con
ara-F-NAD), y mas aun con la adicién del quelante de calcio BAPTA parece
disminuir en proporciones importantes la expresion de Ki67 en condiciones de

estimulacién a través del receptor de células T.
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Gréfica 11. Efecto cADPR, NAADP, 8-Br-cADPR, ara-F NAD" y BAPTA en la

expresion de Ki67.
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8 Discusion

Se sabe que CD38 es un fuerte predictor del avance de la infeccion por VIH a
SIDA (39) y que existen deficiencias funcionales en las células Tem y Tcw CD4"
CD38" de pacientes VIH" (62,63). Sin embargo, en estos estudios previos, las
células no habian sido purificadas y por lo tanto, las disfunciones observadas
podrian haber sido favorecidas por las interacciones con otras células, como .
Para evaluar si existen diferencias funcionales relacionadas con la expresion de
CD38 que no estan siendo ocasionadas por la infeccion de VIH, y contestarnos si
las alteraciones funcionales previamente descritas, se tratan en realidad de
propiedades normales de las células CD38", aislamos de donadores sanos células
Tcw CD4™ que expresan y que no expresan CD38 y las activamos con un estimulo
policlonal a través del TCR, con un anticuerpo agonista anti-CD3 y en presencia

de coestimulacion con anti-CD28, ademas del estimulo adicionales de IL-2.

En este trabajo se encontré que las células Ty CD4"CD38" consistentemente y a
a pesar de las condiciones de estimulacion, tienen aumentada la respuesta de
IFN-y una vez que son estimuladas, en comparaciéon con las células CD38". IFN-y
es una citocina efectora tipica de la respuesta inmune de tipo Th1(66). Aunque la
expresion de esta citocina en la poblacion de células T de memoria centrales es
escasa, (ya que las células principalmente de memoria efectoras son las
responsables de la secrecion de IFN-y, mientras que las células de memoria
centrales se caracterizan por su capacidad autoregenerativa(32)) la secrecidn
aumentada puede estar participando en el ambiente inflamatorio tipico de la

activacion inmune.

También encontramos que las células que expresan CD38 tienen aumentada la
expresion de IL-17 en condiciones de estimulacion, comparadas con las células
que no expresan CD38. IL-17 es una citocina proinflamatoria, involucrada en
funciones efectoras de tipo Th17 (67), que modula la inflamacién y el desarrollo de
enfermedades autoinmunes como el lupus )(68). Las células Th17 estan

enriquecidas en la mucosa y en la lamina propia del tracto gastrointestinal y
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juegan un papel importante en la defensa contra microorganismos (69). Estas
células ademas son susceptibles a ser infectadas por el VIH, ya que expresan
CCRS5 correceptor del VIH(26)(70),. En este contexto, una perturbacion en el papel
de las células Th17 en la infeccién por VIH podria comprometer la defensa de las
mucosas contra microorganismos patdgenos o residentes y esto adicionalmente
podria desencadenar un estado de activacion, lo que favoreceria la replicaciéon
viral (10). De estas dos formas, el aumento en la respuesta de las citocinas
efectoras IFN-g e IL-17, en un contexto en el que las células CD38 estén
sobrerrepresentadas (como la infeccion por VIH) contribuiria a la

inmunosupresion.

CD40L (CD154) es una proteina principalmente expresada en células T activadas
y se une a CD40 presente en la superficie de células presentadoras de antigeno,
induciendo. la activacion en las APC en asociacion con la estimulacion del TCR y
las moléculas del MHC (62). Las células CD38" en condiciones de activacion
tienen disminuida la expresién de CD40L comparadas con las células CD38,
esto concuerda con los estudios previos de nuestro grupo de investigacion, en
donde observaron que las células CD38+ de pacientes VIH+ presentaban una
disociacion con la expresion de CD40L e IFN-y. Lo cual podria repercutir en la
incapacidad de activar adecuadamente a las células presentadoras, ya sea

macrofagos, células dendriticas o células B.

Si bien lo que distingue a las células T de memoria centrales es la capacidad de
autorregeneracion, en el presente trabajo encontramos que entre ellas, las que
expresan CD38 poseen propiedades funcionales tipicamente efectoras (alta
expresion de IFN-y e IL-17 y baja expresion de IL-2) y ademas una disminucion en
la expresion de CD40L (71). Por lo tanto nuestros datos indican que la expresion
de CD38 no solo esta relacionada con el estado de activacion sino también con
una especializacion funcional. En nuestro modelo, debido a que utilizamos células
purificadas de donadores sanos, las funciones evaluadas no estan siendo
favorecidas por interacciones con otras células y tampoco son disfunciones
ocasionadas por la infeccion del VIH. Mas bien, son propiedades intrinsecas de las

células Tcy CD38. Por lo tanto, las disfunciones reportadas previamente (62,63)
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podrian deberse principalmente o exclusivamente a la sobrerrepresentacion de

las células que expresan CD38.

También observamos que las células Tcy que expresan CD38 tienen disminuida la
expresién de CXCR5. Este es un receptor de CXCL13 (72) y su expresion esta
relacionada con la capacidad de autorregeneracion (proliferar sin diferenciarse), se
dice que las células de memoria CXCR5+ no estan comprometidas a diferenciarse
y que podrian estar manteniendo las reservas de Tcm (73). Estas células pueden
diferenciarse a células Th1 o Th2 en respuesta a citocinas polarizantes y un
estimulo antigénico determinado. Mientras que una célula comprometida a

diferenciase (CXCR5") puede hacerlo en ausencia de citocinas polarizantes(74).

Otro hallazgo de nuestra investigacion es que la expresion de CCR5 en
condiciones basales estd aumentada en las células CD38" comparadas con las
células CD38 asi como en condiciones de activacion. CCR5 ademas de ser un
correceptor del VIH y por lo tanto hacer a una célula un blanco mas susceptible a
la infeccion (30), su expresion en células T CD4" de memoria esta relacionada con
una tendencia a diferenciarse a células efectoras de tipo Th1 con capacidad de
migrar a sitios inflamados (75). Dada la sobrerrepresentacion de las células CD38"
en la infeccion por VIH, el agotamiento de las células T CD4" podria ser debido,
ademas del efecto citopatico del VIH en células infectadas, a una mayor
diferenciacion a células efectoras , que son de vida corta, con limitados ciclos

replicativos y mas susceptibles a experimentar procesos apoptoticos(71).

Dentro de las diferencias funcionales que encontramos, las células Tcy CD4"
CD38" tienen disminuida la respuesta de IL-2 y aumentada la induccion de Ki67
en respuesta a la estimulacion, mientras que las células Tcy CD4'CD38
activadas consistentemente tuvieron la maxima expresion de IL-2 pero poca o nula
expresion de Ki67 en las condiciones restrictivas de nuestro sistema, (en
ausencia de APCs, citocinas homeostaticas, ni estimulo antigénico). IL-2 esta
relacionada con la capacidad de autorregeneracion y mantenimiento de la
memoria inmunolégica, ya que estimula el crecimiento, diferenciacién vy

supervivencia de células Tcy CD4" y CD8+ antigeno-especificas (76). El

56



2015
Campos Juarez Ana Belén

mantenimiento de las células T de memoria requiere de la expresion de moléculas
antiapoptoticas como BCLyx_ y de su capacidad para responder a citocinas
homeostaticas. En humanos las células Tcu Y Tem pueden proliferar en respuesta
a IL-7 e IL-15 y esta respuesta puede ser aumentada por citocinas producidas por
células dendriticas. Nuestros hallazgos sugieren que las células Tcy CD4" CD38"
pueden proliferar en respuesta a un estimulo mediado por el TCR, aun cuando su
expresion de IL-2 es baja, lo cual podria sugerir que son células con baja
capacidad regenerativa de la poblacion de memoria central. En un contexto de la
infecciéon por VIH podrian contribuir a la pérdida progresiva de las células T CD4"
por un compromiso a diferenciarse a células con funciones efectoras y por lo tanto
de un periodo de vida corto. Esta interpretacion es apoyada también por la alta
expresion de CCRS5 (relacionado con la migracion a sitios inflamados caracteristica
de células efectoras) y baja expresion de CXCR5 (baja capacidad de

autorrenovacion) de las T¢gy CD38+ estimuladas. .

Las células Tcy CD47CD38  mostraron poca o nula induccion de la expresiéon de
Ki67 en todas las condiciones probadas, a pesar de tener una expresion sustancial
de IL-2 y otras moléculas. La falta de Ki67 indica que las células no entraron a
ciclo y por lo tanto no estan proliferando (64) Estas células podrian necesitar
estimulos adicionales para proliferar, como sefales homeostaticas (IL-7 o IL-15),
senales coestimuladoras inducidas por APCs o un antigeno especifico. Debido a
su alta expresion de CXCRS podrian ser células que no estan comprometidas a
diferenciarse, por lo tanto seria interesante inducir su diferenciacion con citocinas
polarizantes y evaluar su perfil de diferenciacion. En cualquier caso, es necesario
realizar mas investigacién para conocer los requerimientos de estas células para
proliferar. Estos requerimientos diferentes demuestran nuevamente la

especializacion funcional de las TCM asociada a la expresion de CD38.

Las células que expresan CD38, poseen caracteristicas funcionales diferentes a
las de las células CD38’, entonces la expresion de CD38 no solamente esta
asociada con un fenotipo de activacion, sino que también, dada la
sobrerrepresentacion de estas células en la patogénesis de la infeccion por VIH,

pueden estar contribuyendo con alteraciones funcionales, favoreciendo, un
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ambiente proinflamatorio, el agotamiento de las células T CD4", ya sea por el
efecto citopatico directo del virus ya que pueden ser mas susceptibles a la
infeccidn, o bien por su predisposicion a diferenciarse, lo que las haria células con

un tiempo de vida corto (71).

En este contexto, es importante evaluar si la molécula CD38 misma esta
regulando estas funciones inmunes especializadas. Dado que se conocen
funciones de las células T reguladas por los segundos mensajeros de CD38 como
enzima (45,50,52), es posible que la actividad enzimatica de CD38 esté
involucrada. De ser asi, al inhibir las sefales generadas por sus segundos
mensajeros, se podrian revertir dichas funciones que caracterizan a las Tcum
CD38", lo cual tendria potencial terapéutico. Para este fin realizamos un
experimento piloto, en el cual cultivamos a las células CD38" con un antagonista
especifico de cADPR (8-Br-cADPR), un inhibidor de CD38 (ara-F-NAD"), y un
quelante de calcio intracelular (BAPTA) y activamos estas células a través del
TCR, como se indica en el experimento 5. Las células CD38" fueron cultivadas con
los productos de catalisis de CD38 (NAADP y cADPR) en presencia y ausencia de
BAPTA, tratando de imitar la presencia de CD38. Observamos que NAADP regula
de .manera positiva la expresion de IL-2 e IFN-y, aumentando su expresion en las
células Tcy CD4" CD38. Es probable que la principal regulacion de estas
citocinas sea mediada por el Ca2+ liberado por principalmente por NAADP.
Sorprendentemente observamos que la expresion de Ki67 fue regulada
negativamente en las células CD38", al bloquear a cADPR, al inhibir la actividad
enzimatica de CD38 y al complejar el Ca?". Esto muestra en principio la posibilidad
de que las células CD38- podrian ser reguladas paracrinamente por las CD38+ y
que los segundos mensajeros de CD38 podrian tener funciones diferentes en

distintas poblaciones celulares y en distintos genes.
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9 Perspectivas

Para evaluar si existe alguna regulacién paracrina por parte de las células CD38"
sobre las células CD38" se utilizara el sistema de Transwells (Cornig, Life scinces,
California, EUA) cultivado células TCM CD38" sobre células CD38 en un mismo
pozo, pero separadas por una membrana, de tal manera que solo estén en
contacto los sobrenadantes. A las células CD38" le adicionaremos NAD+ y NADP
y activaremos a las células a través del TCR (condiciones del experimento 5).
Después se buscara en los sobrenadantes la presencia de los productos de CD38
cADPR y NAADP. Las células seran recolectadas y se evaluara todo un perfil de
expresion de citocinas y receptores de quimiocinas como IL-2, IFN-y, IL-17,
CD40L, CXCRS5, CCRS.

Realizaremos experimentos adicionales para evaluar la capacidad proliferativa de

las células CD38 frente a estimulos homeostaticos.

Hay muchos estudios que comprueban la funcion de los segundos mensajeros
cADPR y NAADP como buenos movilizadores de calcio (52,53,58,77,78), y
también hay evidencia de que estan involucrados en muchas funciones celulares.
Por lo tanto, es factible pensar que la sobreexpresion de CD38 en la
inmunopatogénesis de la infeccion por VIH esta favoreciendo la liberaciéon de Ca?*
intracitoplasmico via estos segundos mensajeros, y por lo tanto un desequilibrio
en las funciones inmunes. Para comprobar esta hipotesis, es necesario realizar

una serie de réplicas del experimento anteriormente mencionado.

59



2015
Campos Juarez Ana Belén

10 Conclusiones

Nuestros resultados sugieren las células Tcy CD4+ que expresan CD38 son

células especializadas en realizar funciones efectoras.

Las células Tcuw CD4'CD38  no responden al estimulo a través del TCR, por lo

que pensamos que necesitan otros requerimientos para su proliferacion.

CD38 podria no solo indicar un estado de activaciéon en la inmunopatogénesis de
la infeccion por VIH. Dada la sobrerrepresentacion de las células TCM CD38+ en
la infeccion por VIH, se podria esperar un desequilibrio en las funciones inmunes

normales de las células Ty CD4" en favor de funciones efectoras. .

Estos hallazgos nos sugieren evaluar el potencial de CD38 como ectoenzima para
regular las funciones inmunes en las células Tcu. Por lo tanto el modelo

experimental disefiado es util para evaluar esta posibilidad.
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