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Abreviaturas

AIC: Activacion inmune cronica

CA: Nucleocapside

CENSIDA: Centro Nacional para la Prevencion y el control del VIH y el SIDA
CMV: Citomegalovirus

DNA: Acido desoxirribonucleico

EtOH: Etanol

LPS: Lipopolisacarido

LTRs: Repeticiones terminales largas
PBMC'S: Células mononucleares de sangre periférica
PBS: Buffer de fosfatos

Pl: Yoduro de propidio

RNA: Acido ribonucleico

MRNA: RNA mensajero

RT: Transcriptasa reversa

RTC: Complejo de transcriptasa revesa

SFB: Suero fetal bovino

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia humana
SIV: Virus de la inmunodeficiencia del simio
TCR: Receptor de células T

TLR: Receptores tipo Toll

Tmc: Células T CD4+ de memoria centrales
Tme: Células T CD4+ de memoria efectora
tRNA: RNA de transferencia

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana



Resumen

Introduccion: Las células T CD4+ de memoria centrales son particularmente importantes en
los pacientes infectados por VIH, pues éstas se encargan de reabastecer a los linfocitos T
CD4+ de memoria efectora durante la fase cronica de la enfermedad, ya que las células de
memoria sufren una pérdida considerable durante la fase aguda. Por mucho tiempo se ha
asociado a la apoptosis, mediada por caspasa 3 activada, como la principal via de muerte
celular asociada a la poblacion de linfocitos T CD4+ en la infeccién por VIH, sin embargo los
resultados de un trabajo previo por nuestro grupo de investigacion indican que, de acuerdo
con la firma de expresién génica, una porcion de las células de memoria centrales mueren
por un mecanismo distinto al de apoptosis. Algunos estudios in vitro en linfocitos T CD4+ han
sugerido que una fraccion de estas células puede estar muriendo por piroptosis, una via de
muerte celular programada mediada por caspasa 1 activada. Por otro lado, la entrada a ciclo
celular de estas células estaria promovida, pero no conllevaria a proliferaciéon debido a un
arresto en el ciclo celular (probablemente en las fases G2/M).

Objetivos: Implementar una tincidn que permita la determinaciéon simultanea de viabilidad,
fases del ciclo celular, en células TCD4+ de memoria centrales, mediante citometria de flujo. A
fin de emplearla posteriormente en pacientes VIH+ y controles.

Método: Se realizaron multiples ensayos para determinar el orden especifico de las tinciones,
de tal forma que se lograra realizar simultdneamente la determinacién de viabilidad, fases de
ciclo celular y caspasas 3 y 1 activadas en la misma célula. Una vez determinado el orden
adecuado, se determiné el método mas eficaz para la purificacion de linfocitos T CD4+ de
memoria centrales (sorting o purificacion por columna). Finalmente se realizé la tincion en la
subpoblacion de interés.

Resultados: El orden que permite la determinacion simultanea de las variables de interés fue:
en primer lugar viabilidad, seguida de caspasas activadas 3 o 1 y finalmente ciclo celular. EIl
método mas eficaz para la purificacion de células T CD4+ de memoria centrales fue la
purificacion por columna, dado que se obtienen porcentajes de pureza superiores al 90% vy el
tiempo requerido para dicho procedimiento es menor respecto al sorting.

Fue posible realizar la determinacién simultdnea de viabilidad, fases del ciclo celular y
caspasas 3 y 1 activadas en linfocitos T CD4+ de memoria centrales.

Conclusiones: Se logré estandarizar una metodologia que permite la determinacion
simultanea de viabilidad, ciclo celular y apoptosis o piroptosis en células T CD4+ de memoria
centrales.

El método desarrollado es confiable, sensible y reproducible, por lo que podra ser empleado
para el analisis de células Tcy de pacientes VIH+ y controles.



1. Introduccion

1.1 Importancia del VIH en México

Actualmente el VIH sigue siendo uno de los principales problemas de salud tanto a nivel
mundial’ como a nivel nacional; de ahi la importancia de su estudio. De acuerdo al centro
Nacional para la Prevencion y el control del VIH y el sida (CENSIDA), en el 2015 se
diagnosticaron 3, 867 casos de infeccion por VIH y 3, 407 casos de SIDA en México, con una
incidencia notablemente mayor en el sexo masculino respecto al sexo femenino; cada afo el

SIDA cobra miles de vidas en nuestro pais (en el 2013 se registraron 4, 971 defunciones)>.

Si bien es cierto que su prevalencia es baja y ha tendido a estabilizarse en los ultimos
diez afos, es necesario intensificar las acciones de deteccién oportuna, pues se ha estimado
que del total de personas infectadas el 50% de las personas no lo saben, lo que implica un
riesgo potencial para sus parejas sexuales, alrededor del 95.1% de los casos se producen por
via sexual, el 2.9% por via sanguinea y el 2% por via perinatal. El grupo de edad que presenta
mas casos de VIH y SIDA comprende de 20 a 24 afos de edad con un total de 946 casos

reportados en 20152,

1.2  VIH como agente etiologico

Se sugiere que la epidemia del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) surgié tras una
infeccién zoonética con el virus de la inmunodeficiencia del simio (SIV) de los simios de Africa.
El VIH-1 fue transmitido por los simios y el VIH-2 por los monos mangabey ahumados®. De
acuerdo a su variacion genética, se ha clasificado al VIH-1 en cuatro grupos: M, N,O y P. De
éstos, la presencia de los grupos N, O y P se limita al oeste de Africa. En lo que al grupo M
respecta, este es el responsable de la pandemia global de VIH y consta de cinco subtipos de
virus genéticamente distintos (A-D, F-H, J y K). La notable diversidad genética del VIH-1 se
atribuye principalmente a los errores cometidos por la transcriptasa reversa, durante el ciclo
de replicacién del virus. El VIH-2 se restringe al oeste de Africa, ocasiona una enfermedad
similar al VIH-1 con la diferencia de que la inmunodeficiencia progresa de forma mas lenta

ademas de que es menos transmisible que el VIH-1%,



Como ya se ha mencionado, el VIH-1 es el principal responsable de la pandemia
mundial; es por ello que en lo subsiguiente nos limitaremos a hacer referencia
exclusivamente a este tipo de VIH. ElI VIH pertenece al género Lentivirus de la familia
Retroviridae. Su genoma esta conformado por dos cadenas sencillas de RNA de polaridad
positiva (+), tiene un tamario total de 9.75 kb® y contiene dos repeticiones terminales largas
(LTRs) en los extremos 5-Cap y 3'-Poly A, respectivamente. Estas regiones tienen gran
importancia en el ciclo de replicacidon viral. El genoma contiene nueve genes estructurales:

gag, gag-pol, env, tat, rev, nef, vif, vpr y vpu>.

El VIH presenta una bicapa lipidica como envoltura y su genoma se encuentra rodeado
por una nucleocapside coénica, la cual esta formada por estructuras hexaméricas ensambladas
entré si, cada una de las cuales esta formada por aproximadamente 1,000-1,500 proteinas de

nucleocapside (CA)°.

1.3 Ciclo de replicacion viral

El blanco principal del virus de la inmunodeficiencia humana son las células TCD4" de
memoria efectoras. La entrada del virus a la célula es mediada por su unién al receptor CD4 y
los receptores de quimiocinas CCR5 o CXCR4, de tal forma que todas las células que
producen el receptor CD4 y uno de los correceptores son susceptibles a la infeccién por el

virus”® incluidos macréfagos y células dendriticas.

El ciclo de replicacidén del HIV comienza cuando gp120, glicoproteina de la envoltura
viral, se une al receptor CD4 localizado en la superficie de las células CD4". Esta union
ocasiona un cambio conformacional en gp120 que origina un segundo punto de unién con
uno de los correceptores de la célula hospedera. Cuando comienza la unién de gp120 con
CCRS5, la union gp120-CD4 se vuelve inestable y se origina un complejo mas fuerte gp120-
CCR5/CD4, la formacion de este complejo desencadena el replegamiento de la proteina
transmembranal gp41 (proteina viral). Después de ser activada, gp41 expone el extremo
amino terminal de la secuencia conocida como péptido de fusion. EI cambio conformacional
de gp41 y la interaccion del péptido de fusién con la membrana celular son cambios que
desencadenan los procesos de aproximacion y fusion de las membranas virica y celular, dicho

acontecimiento culmina con la entrada del virus a la célula®.



Transcripcidn reversa

Para replicar su material genético y traducir sus proteinas, el virus debe integrarse al genoma
de la célula hospedera para poder hacer uso de la maquinaria celular, en un proceso conocido
como integracion. Puesto que el material genético del VIH es una cadena sencilla de RNA, es
necesario que, previo a la integracion, ocurra una transcripcion de RNA a DNA de cadena
doble. Este proceso es conocido como transcripcion reversa y es mediado por la proteina
viral transcriptasa reversa (RT, por sus siglas en inglés), la cual cumple dos funciones
enzimaticas: polimerasa y RNAsa H, ambas funciones cooperan para generar DNA de doble
cadena a partir del RNA viral '°.

Una vez que el virus ha entrado a la célula, los viriones sufren una alteraciéon estructural
que da lugar a una larga estructura de ribonucleoproteina, llamada complejo de transcripcion
inversa (RTC), dicha alteracidén ocurre en el citoplasma de la célula. Para comenzar la sintesis
de cDNA, la transcripcion reversa requiere de un RNA de transferencia unido al sitio de union
del primer (PBS), este tRNA funge como primer (iniciador) para iniciar el proceso de
retrotranscripcion; en el caso del VIH-1 se trata del tRNA (Lys)'". La transcriptasa inversa se
une al tRNA vy elonga una cadena corta de DNA, tomando como templado RNA de cadena
positiva (5°-37), lo que permite copiar el extremo 5" del genoma viral. La sintesis de DNA de
cadena negativa (3°-5") genera un hibrido DNA/RNA que es sustrato de la RNAsa H; la
RNAsa H degrada la cadena de RNA dejando a la cadena de DNA recién sintetizada como
una cadena negativa. El hecho de que las secuencias en los extremos 5y 3" sean idénticas
(LTRs), permite que la cadena de DNA recién sintetizada se hibride con la secuencia LTR en
el extremo 3" de alguna de la dos cadenas de RNA. Este paso es llamado “primer salto”. A
esta hibridacion le sigue la sintesis de la cadena, a lo largo del RNA viral. A medida que

procede la sintesis de DNA, la RNAsa H degrada la cadena de RNA.



En la mayoria de los retrovirus, la RNAsa H remueve totalmente el tRNA, el HIV es la
excepcion; la RNAsa H escinde uno de los nucléotidos de la union RNA/DNA, dejando un ribo-
A en el extremo 3" de la cadena negativa de DNA, este paso antecede al “segundo salto”; la
eliminacién del primer tRNA expone una porcion sencilla de la cadena de DNA positiva, que
justamente es idéntica al sitio de unidn del primer. La exposicidn del extremo 3" de la cadena
positiva de DNA permite que la regién 5°de la cadena negativa sea transferida a la cadena
positiva. Una vez que ocurre la segunda transferencia, ambas cadenas, tanto la positiva como
la negativa, se extienden hasta que todo el DNA es de doble cadena, originando asi un DNA
que tiene las mismas secuencias en ambos extremos (estas regiones son conocidas como
repeticiones terminales largas o LTRs, por sus siglas en inglés). EI DNA originado por
retrotranscripcion es mas largo que el genoma que lo origind, permitiendo que el genoma
proviral, una vez que ha sido integrado, sirva como molde para que las nuevas copias del

genoma viral (y el RNA mensajero), puedan ser copiadas'.

Una vez que la retrotranscripcion se ha completado, el DNA proviral es transportado al
nucleo de la célula, donde la proteina viral integrasa (gp32) cataliza la integracién del genoma
proviral. Las enzimas de la célula hospedera completan el proceso de integracion, mediante
el proceso de reparacion de cadena simple para rellenar los huecos en el extremo del DNA
viral que no se une (extremo -57), lo que resulta en el establecimiento del provirus estable.
Después de la integracion, la transcripcion inicia a partir de la region U3 localizada corriente
arriba de las LTR’s y los mRNA’s virales se producen como una variedad de especies
empalmadas alternativamente y los mMRNA’s sirven como molde para la produccion de

proteinas. Aquellos que poseen una longitud gendmica, son integrados en particulas virales.™
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Figura 1. Esquema del ciclo de replicacion del VIH. La infeccion comienza cuando la
glicoproteina gp120 (Env) se une al receptor CD4 y al correceptor CCR5 (paso 1), lo que da
lugar a la fusion de la membrana viral y celular que a su vez permiten la entrada de la
particula viral a la célula (paso 2). La remocidén de la nucleocapside (paso 3) facilita la
retrotranscripcion (paso 4), lo que a su vez origina el complejo pre-integracion (PIC). Después
de la importacion al nucleo de la célula (paso 5), PIC se asocia con la integrasa para
orquestar la formacion del provirus integrado, con ayuda de las proteinas de unién a
cromatina del hospedero (lens epithelium-derived growth factor; LEDGF) (paso 6). La
trascripcion proviral (paso 7) mediada por la RNA polimerasa Il del hospedero (RNA Pol Il) y la
transcripcion positiva del factor de elongacion b (P-TEFb); los mMRNAs mas grandes requieren
exportacion dependiente de energia para dejar el nucleo, a través de las proteinas CRM1 del
huésped (paso 8). Los mRNAs de polaridad positiva se emplean como templados para la
sintesis de proteinas (paso 9), aquellos que poseen una longitud gendmica y tienen una
polaridad negativa son incorporados en particulas virales con componentes proteicos (paso
10). Finalmente, la gemacion de las particulas virales (paso 11) y la liberacion de las mismas
(paso 12), es mediada por ESCRT ( endosomal sorting complex required for transport, por sus
siglas en inglés), el ciclo del VIH culmina cuando la proteasa madura, para dar origen a una

particula viral infecciosa (paso 13). Tomado de Engelman et al, Nat Reviews, 2012°.
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Hasta aqui se ha hecho una pequefa revision respecto al ciclo de replicacién del VIH,
sin embargo solo una pequefia fraccion de las células que son depletadas durante la infeccidn
se encuentran infectadas, es decir, el ciclo replicativo del VIH no explica, por si mismo, la
pérdida de células T CD4+ . Se ha investigado mecanismos indirectos de la patogénesis por
VIH asociados a la deplecion celular y son precisamente estos mecanismos la base de los
trabajos de investigacion en nuestro grupo de investigacion. A continuacidn se abordan

algunos aspectos de dichos mecanismos y su implicacion en la patogénesis por VIH.

1.4 Mecanismos indirectos de la patogénesis por VIH

Si bien es cierto que una fraccion de las células T CD4+ muere debido al efecto
citopatico mediado por el virus, existe una pérdida considerable de células no
infectadas durante la fase crénica de la infeccion, lo que sugiere una muerte mediada
por un mecanismo distinto al efecto citopatico del virus o la eliminacion de las células
infectadas por linfocitos T CD8+ citotdxicos, pues sbélo una pequefia fraccion de las
células se encuentran infectadas (aproximadamente el 0.1%)'*'®. Se ha observado
que, en macacos infectados con el SIV y en humanos VIH+, la mayoria de las células
CD4+ apoptoticas son células “bystander” en relacion con las células directamente

infectadas’®.

La fase cronica de la infeccion se caracteriza, entre otras cosas, por una
activacidon masiva y sostenida de las células T CD4+ y CD8+; sin embargo, esta
activacion se reduce durante el tratamiento con terapia antiretroviral, no obstante nunca
llega a niveles normales. Se ha demostrado que existen niveles anormales de células
activadas en pacientes que han experimentado disminucion en la carga viral mediada
por terapia antirretroviral a largo plazo y que el grado de activacion se asocia con un

aumento en las células CD4+ asociado al tratamiento’”8,
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Sorpresivamente el numero de linfocitos T CD4+ activados y los marcadores de
proliferacion correlacionan mejor que la carga viral con el grado de reduccion en el
recuento de células T CD4+ en pacientes VIH+'®. Estos estudios, aunados a los
desarrollados en primates, en los que se ha observado que el SIV es capaz de inducir
una activacion excesiva en los linfocitos T CD4+ de las especies susceptibles a SIDA
(macaco Rherus), no asi en su hospedero natural (mangabey ahumado), sugieren que
la activacién inmune cronica (AIC) juega un papel preponderante en la disminucion

progresiva de los linfocitos T CD4+%°.

Las razones por las que la AlIC ocasiona desregulacion de la homeostasis de los
linfocitos T aun no se comprenden por completo, pero se han propuesto diversos
mecanismos: El incremento en la activacién inmune puede ser un efecto directo de la
interaccion de las células del sistema inmune con el VIH , el VIH no s6lo se une a los
receptores de células T (TCR) o a las inmunoglobulinas localizadas en la superficie de
las células B, también se puede unir a los receptores de patrones de reconocimiento
TLR (Toll Like Receptor) 7 y 92"?2. Estos receptores pueden desencadenar la migracion
de células presentadoras hacia los érganos linfoides secundarios, ademas son capaces
de ocasionar un incremento en la expresion de moléculas coestimuladoras para la
respuesta inmune (CD80/86)%.

Algunos estudios han encontrado que la AIC se debe a un efecto secundario, la
profunda disminucién de células T CD4+ de memoria en mucosas, ocasiona la
translocacién de antigenos inmunogénicos del intestino (LPS) y una respuesta
sistémica®*. En este caso la AIC puede tener efectos en la tasa de division de las
células y en la tasa de mortalidad de las mismas; ocasionando diversas alteraciones
tales como: alteraciéon en el ambiente de citocinas y en los patrones de recirculacion,
promocién de las células en division hacia senescencia a través de la estimulacion
repetida o aumento en la susceptibilidad a sufrir muerte celular inducida por

activacion?®.

Adicionalmente, las infecciones oportunistas en estados avanzados de la

infeccidon pueden contribuir a la AIC, a través de la estimulacion de un gran numero de células;
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sin embargo durante la fase aguda también se pueden presentar infecciones oportunistasze.
Una gran parte de los pacientes infectados por VIH presentan otras infecciones virales
latentes, tal es el caso del citomegalovirus (CMV) y el virus de Epstein-Barr. De esta manera
las infecciones oportunistas pueden contribuir a mantener un estado de activacién inmune

durante el curso de la enfermedad?’?,

En conclusion, son multiples los factores que pueden contribuir a un estado de
activacion inmune cronica, la cual correlaciona con la destrucciéon de las células T CD4+,
incluso mas que la carga viral, lo cual podria estar indicando que la activacion refleja o

participa en un mecanismo indirecto de inmunopatogénesis de la enfermedad por VIH

1.5 Fases de la infeccion por VIH

El avance de la infeccion por VIH consta de tres fases, las cuales se describen a

continuacion. Las tres fases, se ejemplifican en la figura 2.

Infeccién aguda

La infeccion primaria por el VIH-1 es el periodo después de que ha ocurrido la infeccion, pero
antes del desarrollo de anticuerpos detectables contra el VIH-1. Durante esta ventana, el virus
se replica rapidamente. La duracion de este periodo es de unas pocas semanas o meses. La
gravedad de la enfermedad difiere en cada paciente; sin embargo, es sabido que cerca del
50% de los pacientes no presentan sintomas?®. Algunos pacientes pueden presentar una
sintomatologia similar a la gripe (fiebre, dolor de cabeza y erupcion cutanea). Estos sintomas

son caracteristicos del sindrome retroviral agudo™.

La infeccion aguda se caracteriza por una elevada carga viral en la sangre
acompanada de una pérdida dramatica y selectiva de células T CD4+ de memoria,
predominantemente en mucosas. Estudios que emplearon el virus de la inmunodeficiencia del
simio (SVI) como modelo, sugieren que estas células son el principal blanco del virus, debido
a la presencia del correceptor viral CCR5, sin embargo, el mecanismo que ocasiona la

pérdida de células de memoria aun es desconocido®"%.
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Fase crénica o asintomatica

Durante esta fase de la enfermedad la respuesta inmunitaria controla la enfermedad aguda y
restituye parcialmente la cuenta de células T CD4"; a pesar de que persiste una elevada
capacidad replicativa viral, la carga viral muestra una disminucion marcada, debido a la
actividad de las células T CD8" especificas, principalmente. Si bien es cierto que la
disminucion de células T CD4" en esta fase no es tan abrupta como en la fase aguda, existe
una pérdida continua de dicha poblacién durante esta etapa, cuya duracion varia entre 7y 10

afos™®

SIDA
Finalmente se presenta la fase de SIDA, caracterizada por una disminucion acelerada en la

cuenta de linfocitos T CD4" a una cifra critica por abajo de 200 células/ul y un aumento en la
carga viral. En este punto se pierde la inmunidad celular y aparecen infecciones por

microorganismos oportunistas, lo cual caracteriza a esta fase de la infeccion®.

Activacion N
100 %;q : inmune
—— 6
Linfocitos T -5
- CD4+ en sangre ) )
0 Viremia ; J
0 g L2
= 3 e
3 50 Y%—- ! Lg
o * -3 I
[ A =
.2 Linfocitos T CD4+ | -2
s | en mucosas
Agud ; |
guada sl Crénico o SIDA .
Semanas Afios meses

+

Figura 2. Fases de la infeccién por VIH. En la fase aguda de la infeccién, las células T CD4
en mucosas (en morado) de pierden rapidamente, la viremia (verde) se eleva al maximo y el
conteo de células T CD4" en sangre declina abruptamente al inicio, debido a que son

capturados en los tejidos linfoides, pero después los niveles se incrementan hasta un nivel
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moderadamente inferior al normal. Cuando se establece la activacion inmune, mediada por
linfocitos citotdxicos TCD8", la carga viral se estabiliza y la cuenta de células T CD4" en
sangre aumenta, estos eventos marcan el avance a la fase cronica de la infeccion, durante
esta fase, cuya duracion oscila entre 2 y 10 afios, las células T CD4" en mucosas muestran un
comportamiento estable, si bien nunca se recuperan. Hacia el final de la fase croénica, se
observa una disminucién abrupta de linfocitos T CD4" en sangre por debajo de 250 células /uL
y la carga viral aumenta, lo que marca el avance a SIDA que se caracteriza por la presencia

de enfermedades oportunistas. Adaptacion de Grossman et al, Nat Med**.

1.5 Linfocitos TCD,;" de memoria centrales y su implicacién en la infeccién por VIH

De acuerdo a la exposicion que han tenido a un antigeno y a su grado de diferenciacion, los
linfocitos T pueden ser clasificados como células naive, las cuales no han sido expuestas
previamente a un antigeno y células de memoria, que ya se han enfrentado a este. Dentro de
las células de memoria, es posible distinguir dos poblaciones con caracteristicas fenotipicas y
funcionales distintas: las células de memoria centrales (CD45RA", CCR7"; Tyc), las cuales son
células de larga vida que pueden alojarse en organos linfoides secundarios y recircular en la
sangre, y, por otro lado, las células de memoria efectora (CD45RA", CCR7"; Tue), que se
localizan principalmente en tejidos periféricos como epitelios y mucosas. Se caracterizan por
no expresar en su superficie la molécula CCR7, receptor asociado a la habilidad para alojarse
en organos linfoides. Estudios en raton y humanos, han mostrado que las células de memoria
efectoras muestran una limitada capacidad regenerativa; es decir, su progenie producida bajo

estimulacion y reestimulacion es pequefia y se agota rapidamente>.

Como ya se ha mencionado, CCR5 es correceptor para el VIH y media su entrada a la
célula, por lo que las células de memoria efectoras son el blanco predilecto de este virus;
razon por la cual durante la fase aguda de la infeccidn, las células Tye sufren una abrupta
depleciéon. Estudios en macacos Rhesus infectados con el virus de inmunodeficiencia de
simios (SIV), modelo animal de la infeccién por VIH, han sugerido que la recuperacion parcial
de dicha poblacion, durante la fase cronica de la enfermedad, se debe en gran medida a la
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capacidad que poseen las células Tyc para diferenciarse a un fenotipo efector CCR7" y
proveer a las mucosas de células efectoras que son su progenie”. Al avanzar a la fase
cronica de la enfermedad, las células de memoria son incapaces de sostener esta funcién

homeostatica de la poblacién de memoria efectora.

La pérdida de la capacidad homeostatica de las células T de memoria centrales se ha
atribuido a su muerte® debido a infeccion por viriones; sin embargo, no se pueden descartar
mecanismos indirectos, como ya se menciond. Considerando que solo una pequefia
proporcion de los linfocitos TCD4+ son infectados por el VIH (0.1%) y que el aumento en las
tasas de apoptosis no se limitan a las célula infectadas®®,*" es posible considerar que existen
mecanismos indirectos que afectan la sobrevida de las células T CD4+%®. Se ha propuesto
que la destruccion de los linfocitos T puede estar mediada por mecanismos de activacion
inmune cronica®, pues se ha observado que la expresion de CD38, marcador de activacion

en células T es un fuerte predictor del avance de la infeccién por VIH*.

Un estudio de nuestro grupo45 que compard la expresion del genoma completo de
distintas subpoblaciones de diferenciacién de linfocitos T CD4" (células naive, células de
memoria centrales y de memoria efectoras) de controles sin infeccion por VIH y pacientes
infectados por VIH (células naive, células centrales de memoria ) sugiere que la pérdida de
estas células se debe a que esta promovida la entrada de las células Tyc a ciclo celular,
seguida de un arresto en las fases G2/M del ciclo celular lo que las conduce a muerte*'*%,
Ademas, los resultados sugieren que, de acuerdo con la firma de expresion génica, la muerte
de las células Tyc podria ocurrir por un mecanismo distinto al de apoptosis, via de muerte
celular asociada a las células infectadas por el VIH*®. Este modelo de muerte de las células

Twmc se muestra en la figura 3.
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Figura 3. Modelo de ciclo célular en células Tcy: La firma de expresién génica de los
linfocitos T de memoria centrales de pacientes VIH" predice la promocién del ciclo celular de
la fase GO a S, pero la sobreexpresiones de un conjunto de genes como CHK1 y RBPB8 se
asocian a arresto en las fases G2 y M del ciclo celular. Ademas, la expresion diferencial de los
genes CESTA, ARNSEL y NR4AC predicen una muerte celular por vias diferentes de la

apoptosis candnica . Adaptacion de Olvera et al. CROI 2016*

Doitsh y colaboradores*® han explorado (in vitro), dos vias que ocasionan la muerte
celular de las células TCD4" en la infeccién por VIH, ellos proponen que sélo una pequefia
proporcion de las células CD4+ infectadas (5%), mueren por apoptosis, la cual es mediada por
caspasa 3 activada. La muerte del 95% de células restante, ocurre por un tipo de muerte
celular mediado por Caspasa 1 activada, denominada piroptosis®. Adicionalmente, los
resultados del trabajo previo en nuestro grupo de trabajo mostraron sefalizacién de
respuestas inmunes relacionadas con un medio inflamatorio (sefalizacién por interferén tipo
1, senalizacion por IL-1, sefalizacidon por receptores tipo NOD vy activacion de
NFkB).Partiendo de este hallazgo; se propone que la muerte de las células T CD4" de

memoria centrales puede estar mediada por piroptosis.
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Con el fin de comprobar dicha hipotesis respecto a la muerte celular asociada a la
deplecion de los linfocitos Tyc, por una via distinta a la de apoptosis, se estandarizé una
tincion para determinar de forma simultanea, viabilidad de las células, presencia de las
caspasas activadas 3 6 1, y ciclo celular, para su posterior implementacion en muestras

controles y pacientes VIH", en un estudio comparativo.

2. Objetivo general

Implementar una tincién que permita el analisis simultaneo de la viabilidad, la presencia en
diferentes fases de ciclo celular y la activacion de las Caspasa 3 y 1, en células TCD4" de
memoria centrales, mediante citometria de flujo, para su posterior aplicacion en la busqueda
de evidencias independientes del modelo de muerte por promocion a ciclo, arresto y muerte

no apoptotica usando muestras de pacientes VIH™ y controles.

2.1 Objetivos particulares

> Purificar células T CD4" de memoria centrales a partir de células mononucleares
de sangre periférica (PBMC’S).

> Estimulacion de células T CD4" de memoria centrales via su receptor de células
T (TCR), para inducir su entrada a ciclo con subsequente proliferacion o arresto
y muerte.

» Determinar el método mas adecuado para el analisis de ciclo celular en células T
CD4+ de memoria centrales.

» Probar la eficacia y especificidad de los Kits FAM-DEVD-FMK y FAM-YVAD-
FMK empleados para la determinacién de Caspasa 3 6 1, en las células de
interés, asi como su compatibilidad con las demas determinaciones simultaneas.

» Evaluar el orden especifico en el que deben ser realizadas las distintas
manipulaciones experimentales para poder determinar simultdneamente ciclo

celular, activacion de caspasas 3 y 1y viabilidad.
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3. Hipotesis
El éxito del uso simultaneo de las tinciones para determinar ciclo celular, viabilidad y Caspasa
3 6 1 activadas en células TCD4" de memoria centrales, dependera del orden especifico en

qgue se realicen dichas tinciones.

4. Metodologia

4. 1Muestras

Para la obtencién de células mononucleares de sangre periférica (PBMC’'S) se emplearon
concentrados leucocitarios de donadores sanos, no infectados por VIH, Hepatitis B o
Tripanosoma cruzi, provenientes del Banco de Sangre del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias Ismael Cosio Villegas (INER). La ausencia de infeccion por VIH es verificada
mediante ELISA y Western blot, segun lo estipula la Norma Oficial Mexicana NOM-010-
SSAS2-1993 (Norma para la prevencion y control de la infeccidn por el virus de la

inmunodeficiencia humana).

4.2 Obtencidén de células mononucleares de sangre periférica (PBMC’S).

Se obtuvieron PBMC’S a partir de 30 mL de un concentrado leucocitario, mediante un
gradiente de densidad en ficoll (Lymphoprep marca Axil-Shield). Posteriormente se realizé un
lavado con amortiguador de fosfatos 1X (Hyclone; PBS). Tras el primer lavado, se afadio
solucién amortiguadora de lisis de eritrocitos (NH4Cl 150 nM, KHCO3; 10nM y EDTA 0.1 mM) y
se realizd un segundo lavado. Para determinar el numero de células extraidas, se realiz6 el
conteo microscopico en camara de Neubauer, empleando el colorante vital azul tripano
(Lonza) al 30%.

Tras la extraccion, las células se cultivaron durante 24 horas (37°C, 5% CO, y 85% de
humedad) en medio completo (RPMI 1640 Lonza, suplementado con SFB al 10%,
penicilina/estreptomicina 100 U/mL y L-glutamina 540 ug/mL).
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4.3 Estimulacién de PBMC'S via TCR con un anticuerpo agonista antiCD3 unido a una

fase soélida

Quinientas mil PBMC'S/pozo se sembraron en una placa de 96 pozos previamente
sensibilizada con un anticuerpo monoclonal agonista anti-CD3 (Biolegend, San Diego) a una
concentracion de 5 ug/mL (1,5 horas, 37°C, 5%CO;, Y 85% de humedad). Las células se
cultivaron por un periodo de 4 dias a 37°C, con 5% CO, y 85% de humedad.

Adicionalmente se probd un estimulo via TCR mediante perlas magnéticas cubiertas
con anticuerpos anti CD3/CD28, pues este método no requiere una sensibilizacién previa, lo
que representa una ventaja en cuanto al tiempo. La estimulacion con perlas magnéticas se

probd en células de memoria centrales y la metodologia se describe a detalle mas adelante.

4.4 Ciclo celular en PBMC’S con Vibrant DyeCycle

Las células estimuladas se sacaron de cultivo y se lavaron con PBS. Se procedié a realizar la
tincion para la determinacion de ciclo celular mediante el reactivo Vibrant DyeCycle por
contenido de ADN, de acuerdo con las especificaciones del fabricante (Invitrogen). El reactivo
es un colorante selectivo para ADN, emite una sefnal proporcional al contenido de DNA. Se
sabe que la distribuciéon del ADN cambia en cada una de las fases del ciclo celular, en la fase
GO/G1 cada célula contiene un par de cromosomas, en la fase S el contenido de DNA es
variable y en la fase G2/M dos pares de cromosomas, con base en este principio este reactivo

produce un histograma de frecuencias que revela las distintas fases del ciclo.

Las células se leyeron en un citometro FACS Aria Il con un laser para detectar la sefal

del Vibrant DyeCycle.
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4.5 Ciclo celular en células Jurkat con Vibrant DyeCycle
Un millén de células Jurkat se cultivaron en un frasco T25 con medio completo, durante 6
dias, a 37°C, con 5% CO; y 85% de humedad.

A los 6 dias, las células se sacaron de cultivo y se lavaron con PBS, después de lo cual
se hizo la tincidon con Vibran DyeCycle (Invitrogen, California, USA) para la determinacion de
ciclo celular. Ademas de la concentracion recomendada por el fabricante (1 uL), se probaron

dos concentraciones mayores (2 y 5 ulL).
Las células se analizaron en un citbmetro FAC’S ARIA 1.

Debido a que las fases de ciclo celular (observadas con las distintas concentraciones
del reactivo Vibrant DyeCycle, no eran definidas), fue necesario examinar otro reactivo que

permite determinar las fases del ciclo celular, el reactivo que se probd para dicho fin fue PI.

4.6 Ciclo celular en células Jurkat con yoduro de propidio (Pl)

Un millédn de células Jurkat se cultivaron, como se describid con anterioridad. A los 6 dias de
cultivo, las células se lavaron con buffer de fosfatos y se trataron como se describe a

continuacion:

Tincidén con PI, sin permeabilizacion: Las células Jurkat se tifieron con Pl (SIGMA-
ALDRICH, St. Louis Missouri, USA) a una concentracion de 50ug/ml, por un lapso de 30

minutos a temperatura ambiente.

Tincion con Pl previa permeabilizacion con EtOH: Las células Jurkat previamente
lavadas, se fijaron con etanol (SIGMA-ALDRICH) al 70% por un lapso de 2 horas a 4°C. Tras
el periodo de fijacién, las células se lavaron con buffer de fosfatos y tifieron con PI (50ug/ml),

durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Al término de la tincidn, las células se leyeron en un citdmetro FACS CANTO II.
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4.7 Determinacion de viabilidad, ciclo celular y caspasas activadas en PBMC'S

Un millbn de PBMC'S se estimularon segun el método descrito (ver pagina 14), al término
las células se lavaron con buffer de fosfatos y se procedid a realizar las tinciones

correspondientes, como se describe a continuacion:

Viabilidad—> ciclo celular > Caspasa 3 activada: 500,000 células se tifieron con el
reactivo Live/Dead para determinar viabilidad, de acuerdo con las especificaciones del
fabricante (Invitrogen), posteriormente se realizd un lavado con buffer de fosfatos. A
continuacion las células se permeabilizaron con EtOH al 70% por un lapso de 2 horas a 4°C,
al término de este tiempo, las células se lavaron con buffer de fosfatos y se realizo la tincion

con PI (50ug/ml), incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Al finalizar el periodo de incubacion para PI, se realizé un lavado con buffer de fosfatos y se
procedid a realizar la tinciéon con el reactivo FAM-FLICA FAM-DEVD-FMK, siguiendo las
indicaciones del proveedor (InmunoChemistry Technologies, Minessota, USA). Las caspasas
activas 3 y7 tienen una alta afinidad por la secuencia del péptido D-E-V-D, de esta manera el
reactivo FAM-DEVD-FMK permite detectar a las caspasas 3 y 7 activadas. La adicion de
cetona de fluorometilo resulta en un enlace irreversible y la inactivaciéon permanente de la

enzima proteasa de cisteina.

Viabilidad—> ciclo celular> Caspasa 1 activada: Para esta tincion se procedio tal
y como se describié en el apartado anterior, con la excepcion de que se empleo el reactivo
FAM-YVAD-FMK, para la determinacion de Caspasa 1 activada. En este caso la caspasa 1
activada muestra afinidad por la secuencia Y-V-A-D asi el reactivo FAM-YVAD-FMK permite la
deteccion de esta caspasa.

Nota: La determinacién de ambas caspasas no se puede realizar de forma simultanea, debido

a que ambos reactivos estan acoplados al mismo fluorocromo (isotiocianato de fluoresceina).
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4.8 Determinacion del orden de las tinciones: viabilidad, caspasas activadas y ciclo
celular en PBMC’S

Quinientasmil PBMC’'S se estimularon como ya se ha descrito, al término del periodo de
cultivo las células se lavaron con buffer de fosfatos y se procedio a realizar las tinciones

correspondientes.

Viabilidad/ Caspasas activadas/ ciclo celular: Las tinciones se realizaron como se
describidé previamente, sin embargo, en esta ocasion se cambid el orden de las tinciones para
ciclo celular y caspasas, primero se realizé la tincion para caspasas seguida de la tincién para

ciclo celular.

Las tinciones para Caspasa 3 y 1 se realizaron por separado, dada la consideracién
previa.

Una vez que se comprobd la posibilidad de realizar las tinciones de interés de forma
simultanea, se procedio a evaluar el método mas eficaz para la purificacion de células T CD4+

de memoria centrales, para evaluar dicha tincion en estas células.

4.9 Purificacion de células T CD4+ de memoria centrales por sorting.

Previo al sorting, las células se sacaron de cultivo y se lavaron con solucién de fosfatos; se
realizé el conteo microscépico de las mismas. Las células se colocaron en tubos de citometria

y se tiferon segun lo indicado en la tabla 1. Se incubd por un lapso de 30 min, sobre hielo.
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Tabla 1

Tubo Numero de CD4 APC-Cy7 CD38 CD45RA APC CCR?7 Pe
células PercpCy5.5
FMO CCR?7 1X 10° v
FMO 1X 10° v v
CD45RA
FMO CD38 1X 10° v v
Todos los 20X 10° v v v
colores
Sin tefir 1X 10° —_— | -

Para realizar la compensacion, se emplearon perlas de compensacion de raton

(compbeads Ms, BD Biosiences) tal y como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2

Tubo

CD4 APC-Cy7

CD38
PercpCy5.5

CD45RA APC

CCR?7 Pe

Compensacion
CD4 APC-Cy7

Compensacion
CD38 PercpCy5.5

Compensacion
CD45RA APC

Compensacion
CCRY7 Pe

Posteriormente se analizé en un citometro FACS ARIA I, y se procedié a la separacion de la

poblacion de interés (CD4+, CCR7", CD45RA") por sorting.
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4.10 Purificacién de células T CD4* de memoria centrales por columna

Ciento ochenta millones de PBMC'’S se dejaron en cultivo un dia previo a la purificacion. Las
células se sacaron de cultivo, se contaron (para este fin se empleo el colorante vital, azul
tripano). 150 X 10° PBMC'S se lavaron PBS, posteriormente se procedio a la tincion para la
separacion magnética de las células mediante el kit de purificacion de células T CD4" de
memoria centrales, de acuerdo a las instrucciones del fabricante (CD4" Central Memory T cell
isolation kit, Miltenyi Biotec). Este kit se basa en la union inmunomagnética de las células
segun sus receptores de superficie, en un primer paso ocurre una seleccion negativa de las
células T CD4+ naive y aquellas células que carecen del receptor CD4, en el segundo paso
las células T CD4+ de memoria centrales se seleccionan positivamente con base en la

expresion de CCRY7.

4.11 Estimulacién de células T con perlas inmunomagnéticas anti CD3/CD28

Una vez purificadas (por columna), las células T CD4+ de memoria centrales se sembraron
500,000 células/ pozo, en una placa de 96 pozos en medio completo. Las células se
estimularon con perlas anti CD3/CD28 (en una relacién de 4 células por perla, por un lapso de
4.5 dias). Tras este periodo, las perlas se retiraron magnéticamente y las células se
mantuvieron en cultivo 1.5 dias mas, en medio completo adicionado con IL-2 a una

concentracion de 100 unidades/mL.

A los 6 dias de cultivo, las células se sacaron de cultivo y se lavaron con buffer de
fosfatos, posteriormente se procedié a realizar la tincidn para determinar viabilidad, ciclo
celular y la presencia de caspasas 3 6 1 activadas, de forma simultanea. Segun la
estandarizacion de dicha tincién, realizada en PBMC'S, el orden que se sigui6 fue: viabilidad,

presencia de caspasas avivadas y finalmente ciclo celular (para esta tincion se empleé PI).
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5. Resultados

5.1 Ciclo celular en PBMC’S con Vibrant DyeCycle (1pl)

Para verificar la eficacia del reactivo Vibrant DyeCycle se emplearon PBMC'S tefiidas con 1yl

de dicho reactivo (fig.4), sin embargo no se logré observar cada una de las fases del ciclo

celular.
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de las fases del ciclo.

Figura 4. Estrategia de andlisis. En las células con morfologia tipica de linfocitos (a) se
determiné ciclo celular, con el reactivo Vibrant DyeCycle, como se puede observar en la

imagen b) las fases del ciclo celular no son definidas.

5.2 Ciclo celular en células Jurkat (Vibrant DyeCycle vs P.l)

Debido a que no se logré observar las fases de ciclo celular empleando 1ul (concentracion
recomendada por el fabricante) del reactivo Vibrant DyeCycle en PBMC'S, se probé dicho

reactivo en células Jurkat, debido a las caracteristicas proliferativas de dicha linea celular.
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Ademas, de acuerdo con el fabricante, el reactivo fue estandarizado empleando este tipo de
células. Adicionalmente se probaron dos concentraciones mas altas de Vibrant DyeCycle (3 y
5 ul). En ninguna de las concentraciones se logré observar cada una de las fases del ciclo

celular, de forma definida.

Por otro lado se empled Pl dadas las caracteristicas que posee como intercalante de
DNA*, para este caso se probaron dos condiciones, en una de ellas las células se fijaron con
etanol al 70% mientras que en el otro caso las células no se fijaron (Fig.5), en las imagenes
para ciclo celular con Pl se puede apreciar cada una de las fases del ciclo celular tanto en las
células fijadas como en aquellas que no lo fueron; sin embargo, las fases son mas definidas

en las células tratadas con etanol.

Dados estos resultados, se optd por usar Pl para la determinacién de ciclo celular,

previa fijacién con etanol al 70%.
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Figura 5. Estrategia de analisis: Las células con morfologia tipica de la linea celular Jurkat
(imagen a,c,e) se seleccionaron para la visualizacién de las fases de ciclo celular, mediante el
reactivo Vibrant DyeCycle, se probaron tres concentraciones de dicho reactivo 1ul (b), 3ul (d)
y 5 ul (f), al igual que lo observado en PBMC'S las fases del ciclo celular carecen de
definicidon, aun en la concentracion mas alta. En la imagen g se muestra la morfologia tipica
de células Jurkat, a partir de ésta se tomaron las células no agrupadas (h y j); en las
imagenes i y k se puede apreciar cada una de las fases de ciclo celular en células fijadas con

etanol (i) y en células sin previa fijacion (k).
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5.3 Efectividad del kit para la determinaciéon de caspasas activadas

Con la finalidad de comprobar la eficacia del kit para la determinacién de caspasas activadas,
se empled nigericina, un inductor de piroptosis (mediada por caspasa 1 activada) como control
positivo®®. 500,00 PBMC’S fueron sometidas a un estimulo con nigericina (10 pM) por un
lapso de 12 horas. Como se aprecia en la figura 6, el reactivo es capaz de detectar la

presencia de caspasa 1 activada, en las células que han muerto por piroptosis.

a) b)

250K —

BODK — 1
200 K =1

1560 K =
400 K =1 1

CHIPAZH - caspasa+
4.79 g5.2

55C-A
v
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Morfologia-linfocitos Control positivo para caspasa 1. PBMC’S

Poblacién de linfocitos, de acuerdo estimuladas con ngerlcma.l

a su tamafio y granularidad Un gran porcentaje de las células tratadas

con nigericina expresa caspasa 1.

Figura 6. En la imagen b se muestra el porcentaje de células con morfologia de linfocitos (a),
que expresan Caspasa 1 activada (95.2%) asi como aquellos que no expresan dicha
proteina (4.79%).

5.4 Prueba de compatibilidad entre la tincion de viabilidad y caspasas activadas
Para implementar la tincion simultanea, de las variables de interés, fue preciso
comprobar la compatibilidad de las tinciones, en la figura 7 se aprecia que la tinciéon de
viabilidad (realizada previo a la tinciéon para caspasas) no interfiere con la tincién para la
determinacién de caspasas activadas y viceversa, lo que denota la compatibilidad de las

tinciones.
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que expresan caspasa 3,7. Sélo una
pequefia proporcidn de las células esta
programada para morir por apoptosis.

Figura 7. Se determind la viabilidad (b) de las células con morfologia tipica de linfocitos (a);
para cada una de las subpoblaciones de la imagen b podemos distinguir la expresion de

caspasa 3 y 7 activadas (imagen cy d respectivamente).
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5.5 Compatibilidad entre las tinciones de viabilidad y ciclo celular

Una vez comprobada la compatibilidad entre la tincion de viabilidad y caspasas activadas, se
prosiguio a la determinacion de la compatibilidad entre la determinacién de ciclo celular y
viabilidad, en la figura 8 se puede apreciar que no hay interferencia entre ambas tinciones, es
decir: la determinacién de ciclo celular asi como la de caspasas activadas, son compatibles

con la tincion para viabilidad celular.
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Células vivas- ciclo celular

Gran parte de las células vivas se
encuentran en la fase GO-G1 del
ciclo celular.

Figura 8: Se determiné la viabilidad (b) de las células con morfologia tipica de linfocitos (a);
para cada una de las subpoblaciones de la imagen b podemos observa el histograma para
ciclo celular (en C células vivas y en d células muertas). Con esta tincion se demuestra la
compatibilidad de la tincion de viabilidad y ciclo celular (empleando PI). A pesar de que sélo

se aprecia la fase G0-G1 del ciclo celular, la imagen es muy definida.

5.6 Viabilidad —> ciclo celular _ caspasas

Una vez que se establecio la compatibilidad entre las tinciones, se optd por hacer la
determinacién simultanea de las tinciones de acuerdo con el siguiente orden: viabilidad
seguida de ciclo celular y finalmente determinacién de caspasas activadas. Cabe mencionar
que dicha determinacion se realizé en PBMC'S; en la figura 9 se observa que la
determinacién de viabilidad y caspasas activadas fueron exitosas, no asi para el caso de ciclo
celular, en el que no se aprecian las fases del ciclo. Las observaciones ya mencionadas
llevaron a la conclusion de una evidente interferencia entre las tinciones, probablemente

asociada al orden en que éstas se realizaron.
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Figura 9.Estrategia de analisis. A partir de células no agrupadas (b) con morfologia de
linfocitos (a), se determiné la viabilidad celular (c) y a partir de cada una de las
subpoblaciones (células vivas y muertas) se observo la presencia de las caspasas 3,7
activadas (d, e) asi como las fases de ciclo celular (f y g). En lo que respecta a las imagenes
de ciclo celular, no se observan las fases del ciclo, lo cual no es atribuible al reactivo

empleado (PI), y por lo tanto se asocia al orden en que se realizaron las tinciones.
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5.7 Resultados sorting

Si bien, aun no se establecia el orden que permitiria la implementacion simultanea de las tres
tinciones, era necesario ademas, determinar la metodologia mas adecuada, en cuanto a
eficacia y pureza, para la separacion de las células de interés (linfocitos TCD4" de memoria
centrales). Uno de los métodos mejor establecidos en el grupo de trabajo, para la separacion
celular, es sorting por citometria de flujo, pues permite la purificacion de poblaciones celulares
con porcentajes de pureza superiores al 90%. En la figura 11 se aprecia la estrategia de

gating empleada para acotar a la poblacion de interés.
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Figura 11. Estrategia de gating. A partir de células no agrupadas (a) se seleccionaron
aquellas que muestran morfologia tipica de linfocitos (b) y a partir de esta poblacion se
seleccionaron aquellas células que expresan el marcador CD4 (c), esta ultima poblacién se
puede clasificar en subpoblacién de memoria, con base en la expresién de los marcadores
CD45RA y CCRY7 (d).

5.8 Resultadaos post- sorting

Después de la purificacion, se evalué la pureza de la poblacion que como se observa en la

figura 12, resulté ser de un 96.2 %.
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Figura 12. Estrategia de gating post-sorting. De las células no agrupadas (a) con
morfologia tipica de linfocitos (b), un 99.7% fueron positivas para el marcador CD4 (c), de
esta subpoblaciéon el 96.2% se clasifican como células de memoria centrales (CD45RA",
CCRT7Y).

5.9 Purificacion por columna

Si bien es cierto que, el sorting representa una gran herramienta para la purificacion de la
poblacién de interés, debido alto porcentaje de pureza de las células, presenta la desventaja
de ser un método tardado. Dada la situacion antes descrita, se optd por implementar una
herramienta distinta para la purificacion. Las células de memoria centrales se purificaron
mediante separacién inmunomagnética con un Kit disefiado especificamente para dicho fin.
En la figura 13 se puede observar que la purificacion fue muy eficiente, obteniendo una
pureza del 96.2 % al igual que en la purificacion por sorting ademas de que

experimentalmente es un método mas rapido.
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Como ya se ha destacado, la purificacion por columna es el método mas eficaz para la
separacion de las células de interés, por lo que se implementd en las purificaciones

subsiguientes
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Figura 13: Estrategia de gating. A partir de células no agrupadas (a) se seleccionaron
aquellas que muestran morfologia tipica de linfocitos (b) y a partir de esta poblacion se
seleccionaron aquellas células que expresan el marcador CD4 (c¢), a partir de ésta poblacion

se puede identificar a las células T de memoria centrales, por la coexpresion de los
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marcadores CD45RA y CCR7. Como se aprecia en la imagen (d) las células de memoria

centrales representan el 96.2% de la poblacion.

5.10 Viabilidad, caspasas, ciclo celular

Una vez establecido el método de purificacion para las células T CD4" de memoria centrales,
se prosiguio a determinar el orden especifico que permitiria el analisis simultaneo de las
variables de interés, en esta ocasion se empled el siguiente orden para las tinciones: en
primer lugar viabilidad, posteriormente la determinacién de caspasas activadas y finalmente

ciclo celular, en esta ocasion se emplearon linfocitos de memoria centrales.

En la figuras 14 y 15 se puede apreciar que, el orden en el que se realizé las tinciones
fue determinante para la compatibilidad de todas ellas, en este caso se logra visualizar cada

una de las fases del ciclo celular, la viabilidad celular y la presencia de caspasas activadas.

El éxito de la tincion permite determinar la presencia de caspasas activadas tanto en
células vivas (que estan destinadas a morir) como en células muertas, ademas de identificar
la fase del ciclo celular en la que se encuentran las células vivas o en la que se encontraban

las células previo a su muerte.
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Figura 14: A partir de células Tcu (@) no agrupadas (b) se determind la viabilidad celular, se
encontré que el porcentaje de viabilidad fue del 96.3 % (c). Se realiz6 la determinacion de
caspasa 1 activada tanto en células muertas (d) como en células vivas (f). De igual forma, se
evaluaron las fases del ciclo celular en células muertas (e) y en células vivas (g).
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Figura 14: A partir de células T¢y (@) no agrupadas (b) se determind la viabilidad celular,
se encontrd que el porcentaje de viabilidad fue del 87.2% (c). Se realiz6 la determinacion
de caspasa 1 activada tanto en células vivas (d) como en células muertas (f). De igual
forma, se evaluaron las fases del ciclo celular en células vivas (e) y en células muertas (g).

6. Discusion de resultados

El interés de realizar de forma simultanea la determinacion de viabilidad, caspasas activadas y
fases del ciclo celular surge de la necesidad de contestar la interrogante: ;Como estan
muriendo las células TCD4+ de memoria centrales de los pacientes VIH'?. La tincion de
viabilidad permite identificar si las células se encontraban vivas o muertas en el momento del
analisis, mientras que la identificacion de las caspasas 3 o 1 proporciona informacion sobre el
tipo de proceso que esta mediando la muerte celular; la presencia de caspasa 3,7 se asocia a
apoptosis en tanto que la piroptosis es mediada por la caspasa 1 activada; un aumento en el
porcentaje de células localizadas en determinada fase del ciclo celular, se puede asociar a
arresto celular en dicha fase; el contenido de DNA determinado por citometria de flujo se
define como ploidia del ADN o indice de ADN (DlI), en células euploides (no tumorales) la fase
GO0/G1 tienen un DI=1, las células en G2/M tienen un DI=2, mientras que las células en fase S

se caracterizan por 1 <DI> 247
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Durante mucho tiempo se ha empleado la uniéon de anexina V junto con la tincién vital
con Pl para distinguir entre células vivas, apoptoticas y muertas, con base en la permeabilidad
de la membrana celular®’. Las células vivas presentan una membrana intacta que impide la
entrada de PIl, mientras que las células apoptdticas y necroticas muestran cambios en la
permeabilidad de la membrana. En células apoptdticas tardias el incremento en la
permeabilidad de los poros nucleares permite que incluso grandes complejos proteicos
ingresen al ntcleo®®. De esta manera el yoduro de propidio puede ingresar en las células
apoptdticas y necroticas e intercalarse en el DNA, en tanto que la anexina V se une
especificamente a fosfatidilserina en una reaccién dependiente de calcio. La fosfatidilserina es
un fosfolipido que se localiza en el interior de la bicapa lipidica, sin embargo cuando se

desencadena el proceso de apoptosis ésta migra a la capa externa de dicha membrana®®.

Recientemente se ha demostrado que este método genera un numero significativo de
falsos positivos®’; ademas es de nuestro particular interés determinar el tipo especifico de
muerte asociado a la muerte de las células TCD4+ de memoria centrales. Estas razones nos
llevaron a buscar un método alternativo para la determinacion diferencial de apoptosis y
piroptosis. Las caspasas se expresan constitutivamente como precursores, mismos que son
activados por procesamientos proteoliticos. El modelo actual toma en cuenta que las
caspasas se activan en una cascada proteolitica que incluye caspasas iniciadoras y efectoras,
activadoras e inhibidoras. Mientras que las caspasas efectoras son especificas para cada via

de muerte celular, las caspasas iniciadoras son compartidas®’.

La via de apoptosis es iniciada por la escision de la caspasa 8 0 9 °2. En el caso de la
piroptosis, ésta es dependiente de la caspasa efectora 1 que es capaz de transformar a la
pro IL-18 y pro IL-18 en sus formas maduras (IL-1B e IL-18, potentes mediadores de
inflamacion)®®°*>°,  ocasiona lisis celular y con ello la liberacién del contenido intracelular
originando un ambiente inflamatorio.>® Es preciso aclarar que la caspasa 1 no esta involucrada
en el proceso de apoptosis, y ninguna de las caspasas apoptéticas estan involucradas en la
via de la piroptosis®®. Las consideraciones antes descritas nos permiten aseverar que, ésta
determinacién es una alternativa al método convencional (Anexina V y PIl) que evitara

resultados falsos positivos.
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Una duda razonable que surge al instante es, los reactivos empleados para la
determinacién de caspasas activadas son realmente especificos para cada cada una de ellas.
Esta duda se ha aclarado en otros trabajos en los que se emplearon estaurosporina como
inductor de apoptosis y nigericina para inducir piroptosis, posteriormente determinaron la
presencia de ambas caspasas activadas, encontraron que la caspasa 3 activada se observa
en mayor proporcidén en las células tratadas con estaurosporina. De forma analoga, en las
células tratadas con nigericina se observo una mayor proporcidn en la expresion de caspasa 1

activada respecto a la caspasa 3*.

En lo que respecta a Vibrant DyeCycle (reactivo empleado para determinar ciclo
celular), desconocemos las causas de su ineficacia para la visualizacion de las fases de ciclo
celular en nuestro modelo experimental; sin embargo, Pl resulté ser una excelente opcidn
para este fin. Como se observa en la figura 5i y 5k este reactivo permite la visualizacion clara
de cada una de las fases del ciclo celular. Cabe aclarar que en la tincion para la determinacién
de ciclo celular con PI, se emplea RNasa pues el yoduro de propidio es capaz de intercalarse
también en el RNA®". El uso de células Jurkat para la estandarizacion de Pl se justifica por el
hecho de que al ser una linea celular, poseen una alta capacidad proliferativa. Ademas se han
reportado estudios en los que se emplea esta linea celular en ensayos de arresto en ciclo
celular, rastreandolo con PI°®. Como ya se ha mencionado, la membrana de las células vivas
impide el paso de Pl hacia el interior de la célula, por lo que es necesario realizar un
tratamiento a las células previo a la tincion de PIl. Dentro de los reactivos empleados
comunmente para fijar células se encuentran el metanol (0.5-1 %), el paraformaldehido
(0.25%) y etanol (70-80%)°.

Nosotros empleamos metanol y etanol al 70% y encontramos que la mejor opcién para
los fines de este estudio, era emplear etanol al 70%. Una vez estandarizada la tincion de Pl en
Jurkat, fue necesario estandarizar dicha tincion en PBMC'S, debido a que las células Jurkat

presentan una ploidia heterogénea®.

El orden adecuado para cada una de las tinciones resultdé ser critico y se determind
bajo la siguientes consideraciones: el principio del reactivo empleado para determinar
viabilidad (Live/dead) es su unién a grupos amino libres, en la superficie de células vivas y en
el interior de las células cuya membrana ha sido dafiada. El reactivo empleado para la
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determinacién de apoptosis (caspasa 3) o piroptosis (caspasa 1), se une especificamente al
sitio activo de cada una de las caspasas activadas al interior de la célula. EI Pl se une al DNA

localizado en el interior de la célula.

Una vez aclarado el principio de cada uno de los reactivos, se puede notar que el
orden efectivo para las tinciones es realizar en primer lugar la tincion extracelular (viabilidad),
seguida de las tinciones intracelulares (caspasas activadas y ciclo celular). En el primer
ensayo que se realizd6 se empleo el siguiente orden: tincion de viabilidad, seguida de ciclo
celular y finalmente la determinacion para caspasas (Fig.9), se observd que esta secuencia
impedia la visualizacion de las fases de ciclo celular, una probable explicacion de ello es que
la incubacion para caspasas se realizé a 37°C, lo que pudo ocasionar la degradacion del

yoduro de propidio.

Se optd por invertir el orden de las tinciones para caspasas activadas y ciclo celular
(Fig. 14 y 15), este cambio soluciono el inconveniente presentado con anterioridad. Esto
comprueba la hipétesis planteada, pues se demostré que en efecto, el orden de las tinciones

es determinante para el éxito de la tincion multiple.

7. Conclusion

Se logré estandarizar una metodologia que permite la determinacién simultanea de viabilidad,
ciclo celular y apoptosis o piroptosis en células T CD4+ de memoria centrales. El método
desarrollado es confiable, sensible y reproducible, por lo que podra ser empleado para el
analisis de células T¢ym de pacientes VIH+, en un estudio que pretende abordar una via de
muerte celular distinta a la apoptosis y su implicacion en la pérdida de las células Tcy en la

infeccion por VIH.

A continuacion se muestra un esquema general de la metodologia desarrollada.
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Tinclén para determinar: viabllldad, clclo
celular y caspasas 3 actlvadas en células
TCD4+ de memorla centrales

\_+

Extraer 180 x 106 PBMC'S_a
partlr de 30 mL de un
concentrado leucocltarlo.

Conservar 6 X 10°
PBMC'S para la tinclén
de pureza y los controles
de compensaclén
correspondlentes. l

Dejar en cultlvo las células, durante 24
horas. (Emplear medlo completo e
Incubar bajo las slgulentes condlclones:
37°C, 5% CO; y 80 % de humedad).

l

Purlflcar por columna 150 x 10° Emplear 1X 10°

——» células TCD4* para

células. ;
. tinclén de pureza.
m 1 Estimular a las células con
- s eh Sembrar las células purlflcadas, perlas antl CD3/CD28 a una
fg"SC“T 5;? I e, en placa de 96 pozos de fondo ¢ relaclon de 4 células/perla,
e rgr 5 ESHInUD C:’" redondo, empleando para ello por un lapso de 6 horas.
QA AE U TARNEND. medlo completo.
‘\ Conslderar un
= volumen final de
2 " Afiadlr IL-2 a una 250 microllros
concentraclon de por pozo.
100 U/mL.

Mantener las células en
cultivo por un lapso de 6 dias
cambiando el medio cada
tercer dia.

El dia 6 las células se sacan de \ Se debe reallzar un lavado
prevlo, empleando buffer de

cultivo y se colocan en tubos de
fosfatos

citometria, para realizar las
tinciones correspondientes.
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Tinclén de

_ viabllidad
Adlclonar 1 microlltro de Al térmlino de la Incubaclén lavar
liveldead a las células. Incubar con buffer de fosfatos, ellminar el
sobre hlelo durante 30 minutos, ™ sobrenadante y resuspender el
proteglendo de la luz. botén en el remanente,

Adiclonar 10 microlltros de

FLICA 30X y 290 microlitros Condiclonas de
de buffer de fosfatos (relaclén <+ Incubaclon: 3700' 85% de
1:30). Incubar por 30 minutos. humedad y 5% de CO2

'

Al flnallzar la Incubaclén, reallzar dos
lavados con buffer de apoptosls 1X.

l

Incubar sobre
Resuspender el pellet en 500 mL

Ellmlnar por
completo el
remanente

hlelo por un lapso
de 2 horas. \ de buffer de fosfatos y adiclonar
3.5 mL de EtOH al 70%.
Transcurrldas las 2 horas, lavar las
células con buffer de fosfatos. Ellmlnar

el sobrenadante y resuspender el
botén en el remanente.

Incubar a temperatura
Adlclonar 20.0 microlltros amblente por 30 minutos
de buffer : PI/Triton =~ «+— s
X/RNAsa A (Pl 50 proteg
mlcrogramos/mL)

Leer Inmedlatamente en
el cltémetro
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