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Resumen de la tesis que presenta Karla Daniela Carballo Zamora como requisito parcial para la 
obtención del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientación en Biomedicina y 
Bionanotecnología. 
 
 

Efecto in vitro de la proteína núcleo del virus de la hepatitis C en las funciones efectoras de 
linfocitos T colaboradores 

 
 
Resumen aprobado por: 

_____________________________ 
Dr. Marco Antonio De León Nava 

Director de tesis 
 
 
Algunos virus son patógenos que, para establecerse y reproducirse en sus hospederos humanos, han 
desarrollado estrategias para evadir, mediante proteínas estructurales y no estructurales, la respuesta 
inmunológica. El virus de la hepatitis C (HCV) perteneciente a la familia Flaviridae y al género 
Hepacivirus, codifica en su genoma una poliproteína que genera diez proteínas virales: núcleo, 
estructural (E) 1, E2, proteína (p) 7, no estructural (NS) 2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B. Algunas 
evidencias indican que la proteína núcleo (PN) participa en la evasión de la respuesta inmunitaria, 
modificando vías de señalización y alterando las poblaciones de linfocitos T, células importantes en 
coordinar y establecer una respuesta antiviral efectiva, pero no está claro si esta proteína actúa 
directamente en los linfocitos T colaboradores (Th) y reguladores (Treg). El objetivo de este trabajo es 
evaluar el efecto in vitro de la PN sobre la activación y función efectora de distintas poblaciones de 
linfocitos T: Th1, Th2, Th17 y Treg. Para cumplir con este objetivo se estableció una estrategia 
experimental, que consistió en obtener muestras de sangre periférica de sujetos sanos, separar las 
células mononucleares por medio de centrifugación en gradiente de densidad, aislar las células 
mononucleares de sangre periférica (PBMC) y, tras un conteo, cultivarlas y tratarlas con la PN. Después 
se evaluaron las subpoblaciones de linfocitos Th, identificadas por la expresión de biomarcadores 
membranales y producción de citocinas. Los resultados indican que la PN tiene un efecto modulador 
de la activación y producción de citocinas, como el IFN-γ y la IL-10 por parte de los linfocitos T, además 
hipotetizamos que esta proteína puede estar involucrada en el agotamiento celular de los linfocitos T 
como lo indica la expresión de los marcadores inhibidores, PD-1 y CTLA-4. La aportación de este trabajo 
fue caracterizar el efecto inmunomodulador de la proteína núcleo, contribuyendo a la comprensión de 
la interacción virus-inmunidad y los mecanismos moduladores del HCV sobre los linfocitos T. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palabras clave: Inmunomodulación, PN, linfocitos T colaboradores.  
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Abstract of the thesis presented by Karla Daniela Carballo Zamora as a partial requirement to obtain 
the Master of Science degree in Life Science with orientation in Biomedicine and Bionanotechnology. 
 
 

In vitro effect of the core protein of the hepatitis C virus on the effector functions of T helper 
lymphocytes 

 
 
Abstract approved by: 
 

_____________________________ 
Dr. Marco Antonio De León Nava 

Thesis Director 
 
 
Some viruses are pathogens that, in order to establish and reproduce in their human hosts, have 
developed strategies to evade, through structural and non-structural proteins, the immune response. 
The Hepatitis C virus (HCV), belonging to the Flaviridae family and the Hepacivirus genus, encodes a 
polyprotein that in turn generates ten viral proteins: core, structural (E) 1, E2, protein (p) 7, non-
structural (NS) 2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A and NS5B. Some evidence indicates that the core protein 
(PN) participates in the evasion of the immune response, modifying signaling pathways and altering 
the populations of T lymphocytes, important cells in coordinating and establishing an effective antiviral 
response, but it is not clear if this protein acts directly on helper (Th) and regulatory T (Treg) 
lymphocytes. The objective of this work is to evaluate the in vitro effect of PN on the activation and 
effector function of different populations of Th lymphocytes: Th1, Th2, Th17 and Treg. To accomplish 
this objective, an experimental strategy was established, wich consisted in obtaining peripheral blood 
samples from healthy subjects, separating the mononuclear by means of density gradient 
centrifugation, isolating the peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and after a count, cultivate 
them and treat them with PN. Th cell subpopulations, identified by the expression of membrane 
biomarkers and cytokine production, were then assessed. The results indicated that the PN has a 
modulatory effect on the activation and production of cytokines, such as IFN-γ and IL-19 by T cells, we 
also hypothesize that this protein may be involved in the cellular exhaustion of T cells as indicated by 
the expression of inhibitory markers, PD-1 and CTLA-4. The contribution of this work is to characterize 
the immunomodulatory effect of the core protein, helping us to understand the virus-host interaction 
and the modulating mechanisms of the HCV protein on T lymphocytes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Immunomodulation, PN, T helper lymphocytes. 
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Capítulo 1.  Introducción 

La incidencia y complicaciones relacionadas al virus de la hepatitis C (HCV) continúa aumentando 

globalmente, aproximadamente 58 millones de personas en el mundo están infectados con HCV crónica 

(Organización Mundial de la Salud, 2021). La persistencia de esta infección viral puede causar carcinoma 

hepatocelular (HCC), el primer padecimiento del hígado y la tercera causa de muerte por cáncer en el 

mundo (Organización Mundial de la Salud, 2020).  

Solo un 15% de los individuos infectados eliminan la infección viral por HCV (Organización Mundial 

de la Salud, 2021). Los individuos que no logran eliminar el virus, desarrollan una infección crónica que 

causa una falla inmunitaria, que se caracteriza por alteración del equilibrio celular. El virus aparentemente 

provoca el agotamiento funcional de las células T especificas al virus, incluyendo supresión mediante el 

aumento de marcadores de muerte, pérdida de co-estimulación positiva y expansión de los linfocitos T 

reguladores (Treg) (Barathan et al., 2015). A pesar de la identificación de estos factores relacionados, la 

causa exacta de la mayoría de los casos de esta persistencia viral se desconoce, sugiriendo la contribución 

de otros factores, en particular el estado inmunitario del hospedero y la inmunomodulación mediante los 

elementos virales del HCV (Zhai et al., 2015; Sghaier et al., 2017).    

En este trabajo nos centramos en la proteína núcleo (PN) del HCV por su efecto inmunosupresivo. 

Los datos obtenidos nos ayudan a comprender mejor el efecto modulador del virus sobre las 

subpoblaciones de linfocitos T humanos. 

 

1.1 Generalidades del sistema inmunitario 

El sistema inmunológico es una red compleja compuesta por una variedad de células, órganos y moléculas 

solubles. Esta red se encarga de la detección y eliminación de agentes extraños al organismo, células 

anómalas y sustancias nocivas mediante mecanismos coordinados entre sus componentes (Abbas et al., 

2015). El sistema inmunológico se divide en dos respuestas principales, inmunidad innata e inmunidad 

adaptativa (Figura 1). La respuesta inmunitaria innata es la primera línea de defensa que reconoce, 

mediante receptores celulares, patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPS), patrones 

moleculares asociados a daño (DAMPS) y antígenos propios y no propios (Herwald y Egesten, 2016). 
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También, cumple un papel importante en la activación y regulación de la inmunidad adaptativa (Riera-

Romo et al., 2016). Por otro lado, la respuesta inmunitaria adaptativa se distingue por presentar mayor 

especificidad y aumentar la capacidad de reacción con cada exposición a un mismo antígeno específico 

(Warrington et al., 2011). 

 

Figura 1. Inmunidad innata y adaptativa.La inmunidad innata se compone de proteínas solubles y células con 
funciones especializadas: mastocitos, células asesinas naturales (NK), macrófagos, eosinófilos, basófilos y neutrófilos. 
La inmunidad adaptativa se compone de linfocitos B, productores de anticuerpos y linfocitos T células productoras 
de moléculas solubles capaces de potenciar la respuesta de sí mismas o de otros tipos celulares. La respuesta 
inmunitaria innata y adaptativa se comunican mediante las células presentadoras de antígeno (APC) que incluyen 
monocitos/macrófagos, linfocitos B y células dendríticas (DC). Tomada y modificada de Dandroff et al., 2004. 

 

1.1.1 Inmunidad innata 

La inmunidad innata es la primera respuesta que previene y elimina infecciones mediante distintos 

mecanismos efectores que, cuando se necesita una respuesta más específica, estimulan a la inmunidad 

adaptativa. Los mecanismos constan de barreras físicas (piel, mucosa, epitelio ciliado bronquial, moco), 

barreras químicas (pH de los fluidos, lípidos, poliaminas), barreras bioquímicas (enzimas, proteínas de fase 

aguda, citocinas), barreras microambientales (como la microbiota intestinal), proteínas solubles como el 

complemento, quimiocinas, citocinas, cascada de coagulación y elementos celulares con funciones 

especializadas: neutrófilos, monocitos/macrófagos y células asesinas naturales (NK) (Delves et al., 2017).  

La inmunidad innata y la inmunidad adaptativa se comunican mediante las células presentadoras 

de antígeno (APC), que pueden ser macrófagos, linfocitos B o células dendríticas (DC), que reconocen 
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antígenos que posteriormente son presentados a elementos de la inmunidad adaptativa (Warrington et 

al., 2011). La presentación de antígeno comienza con la fagocitación de antígenos, procesamiento del 

antígeno y termina con la presentación de los péptidos de origen exógeno o endógeno mediante 

complejos péptido-complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase I o clase II según corresponda. Las 

APC migran de los sitios de adquisición de antígeno hacia los órganos linfáticos secundarios e interactúan 

físicamente con los linfocitos T (Théry y Amigorena, 2001). 

El tipo de respuesta efectora inmunitaria de los linfocitos T depende selectivamente de las APC 

especialmente las DC. Los diversos subtipos de DC en distintas etapas de maduración expresan ciertas 

moléculas de superficie (lectinas) y secretan distintas citocinas (IL-12, IL-1 y TNF-α) que determinan la 

respuesta que se induce (Vázquez et al., 2012). Las DC son las únicas células capaces de activar linfocitos 

T vírgenes y de iniciar una respuesta inmunológica adaptativa (Théry y Amigorena, 2001; Guermonprez et 

al., 2002). 

 

1.1.2 Inmunidad adaptativa 

La inmunidad adaptativa es un mecanismo de respuesta específica, que se estimula después de la 

exposición a antígenos, y cuya habilidad defensiva aumenta después de cada exposición gracias a su 

capacidad de memoria a largo plazo. La respuesta adaptativa se divide en dos tipos: inmunidad humoral y 

celular. La inmunidad humoral tiene como elementos efectores a las citocinas y anticuerpos. La inmunidad 

celular por su parte involucra a los linfocitos B productores de anticuerpos y los linfocitos T, que son los 

principales efectores de la inmunidad celular (Mak y Saunders, 2006; Delves et al., 2017).  

Los linfocitos B se desarrollan en la médula ósea y se caracterizan por sus receptores de linfocitos 

B (BCR). Cuando el BCR entra en contacto con un antígeno, se generan señales intracelulares que 

promueven la diferenciación hacia células plasmáticas y proliferación para el desarrollo de células B de 

memoria. Las células plasmáticas, son las encargadas de producir y secretar anticuerpos (Pieper et al., 

2013; Tobón et al., 2013). 

Los linfocitos T son las células encargadas de la respuesta celular adaptativa que participan 

principalmente en la defensa contra patógenos y células malignas. El linaje hematopoyético de los 

linfocitos T es de origen linfoide proveniente de médula ósea, terminando su maduración y selección en 
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el Timo (Martín et al., 2013). Una vez maduros, los linfocitos se trasladan a los nódulos linfáticos mediante 

las vénulas del endotelio alto, tejido que presenta moléculas de adhesión (integrinas) y quimiocinas (CCR7) 

para permitir el alojamiento de ciertas poblaciones de linfocitos (Martín et al., 2013). Esta migración es 

esencial para mantener la homeostasis y proveer una defensa eficiente contra patógenos. Los linfocitos T 

vírgenes se encuentran en los nódulos linfáticos principalmente, aunque también se encuentran en 

circulación, y su nombre se debe a que aún no han sido expuestos a ningún antígeno (Lewis et al., 2008). 

Los linfocitos T vírgenes necesitan de tres señales para ser activados: la primera es la presentación 

del antígeno mediante la unión MHC clase II al receptor de linfocitos T (TCR); la segunda, es la presencia 

de moléculas co-estimuladoras CD80/CD86 para sintetizar la cadena α del receptor de la interleucina (IL) 

2, necesario para la supervivencia de los linfocitos T; y la tercera, la señalización autocrina por medio de 

citocinas, como la IL-2, a los receptores de los linfocitos T activados (Fainboim y Geffner, 2005). 

Los linfocitos T se diferencian en citotóxicos (CD8+) y colaboradores (CD4+). Los linfocitos T CD8+ 

reconocen péptidos presentados por moléculas del MHC clase I, expresado en todas las células nucleadas. 

Una vez activados, los linfocitos CD8+ son capaces de eliminar células infectadas con patógenos 

intracelulares o células tumorales mediante contacto célula-célula por liberación de perforinas y 

granzimas, también pueden producir citocinas pro-inflamatorias y de activación de macrófagos (interferón 

(IFN)-γ e IFN-α) (Chávez-Galán, 2009). 

Por otro lado, los linfocitos T colaboradores (Th) CD4+ reconocen a un complejo formado por un 

antígeno peptídico y moléculas del MHC clase II que es presentado específicamente por las APC. Los 

linfocitos T CD4+, debido a su plasticidad, pueden diferenciarse en varias subpoblaciones, entre las que 

destacan los linfocitos efectores Th1, Th2, Th17 y Treg, dependiendo de la intensidad de la estimulación, 

el microambiente y factores de transcripción que se expresen (Figura 2). Las citocinas específicas de cada 

subpoblación son importantes para la activación de otros tipos celulares como: macrófagos, eosinófilos, 

células B y neutrófilos, y para la coordinación de mecanismos de la respuesta inmunitaria (Zygmunt y 

Veldhoen, 2011). La plasticidad que presentan los linfocitos T colaboradores les da la capacidad de 

compartir algunas características entre subtipos e incluso perder sus cualidades originales para 

diferenciarse en otra subpoblación (Baranovski et al., 2015) lo que le permite al sistema inmunitario 

adaptarse y responder rápidamente frente a agentes infecciosos (Ivanova y Orekhov, 2015).  
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Figura 2. Diferenciación de las células T CD4. Los linfocitos Th, en presencia de estímulos, citocinas y otros factores, 
pueden diferenciarse en subpoblaciones productoras de citocinas específicas de cada subtipo. 

 

 

1.1.2.1 Linfocitos efectores Th1 

Los linfocitos Th1 ayudan a la respuesta inflamatoria mediante la activación de linfocitos B, linfocitos T 

CD8+, células NK y regulan la respuesta de los macrófagos, su diferenciación depende de IL-12 y de la 

expresión de los factores de transcripción T-bet y el transductor de señal y activador de la transcripción 

(STAT) 4 (Fainboim y Geffner, 2005). 

Este subtipo se caracteriza por la producción de IFN-γ que activa macrófagos en tejidos periféricos. 

El IFN-γ facilita la presentación de antígeno mediante el aumento de expresión de moléculas MHC-II y 

moléculas co-estimuladoras de macrófagos (Rich et al., 2019). Además,los linfocitos Th1 producen IL-12, 

involucrada en la generación de linfocitos T citotóxicos de memoria y en la supervivencia de los linfocitos 

T reguladores, así como el TNF-α un factor importante para la regulación de la inflamación, y la IL-10 que 

suele tener capacidad inmunosupresora (Luckheeram, 2012).  

 El factor de transcripción T-bet suprime la diferenciación a Th2 y Th17 mientras que las células 

efectoras Th1 se auto-regulan mediante retroalimentación negativa de la inducción y expresión de IL-10 

(Dobrzanski, 2013). 
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1.1.2.2 Linfocitos efectores Th2 

Los linfocitos Th2 se caracterizan por promover una respuesta antiparasitaria principalmente contra 

helmintos y su diferenciación está dada por la presencia de IL-4 y la expresión del factor de transcripción 

GATA3 dependiente de STAT6 (Fainboim y Geffner, 2005).  

Este subtipo produce IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 y la IL-25 que promueven la quimiotaxis y la activación 

de eosinófilos y mastocitos, favoreciendo la producción de IgE mediante los linfocitos B. La IL-4 activa el 

factor de transcripción STAT6 que, en conjunto con señales del TCR, inducen la expresión de GATA-3,el 

cual actúa como un regulador maestro de la diferenciación de los Th2 y, a su vez, aumenta la expresión de 

genes propios de las citocinas IL-4, IL-5 y la IL-13 (Martín et al., 2013). 

 

1.1.2.3 Linfocitos efectores Th17 

Los linfocitos T CD4+ se diferencian en este subtipo debido a la presencia de IL-6, el factor de crecimiento 

transformador beta (TGF-β), el receptor gamma huérfano relacionado a RAR (RORγt) dependiente de 

STAT3 y RORα, aunque se ha demostrado que TGF-β no es esencial para que ocurra la diferenciación 

(Dobrzanski, 2013). Este subtipo produce IL-17, IL-21 y la IL-22, causando un proceso inflamatorio para 

eliminar bacterias y hongos (Fainboim y Geffner, 2005).  

Los linfocitos Th17 se encuentran especialmente en tejidos mucosos que influyen en la generación 

de este subtipo por la concentración local de citocinas. Además, este tipo de células tienen un papel 

importante en la inducción y el desarrollo de la autoinmunidad (O'shea, 2009).  

Los linfocitos Th17 complementan, en parte, la función de los subtipos Th1 y Th2, pero su 

diferenciación es independiente de las citocinas requeridas para estas dos subpoblaciones (Dobrzanski, 

2013). 
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1.1.2.4 Linfocitos efectores Treg 

Los linfocitos T reguladores se desarrollan en el timo y son un subtipo de células T CD4+ CD25+, que se 

identifican por expresar un factor de transcripción denominado Foxp3, aunque también pueden ser células 

T reguladoras inducidas (iTreg), que no expresan Foxp3 hasta que se diferencian a partir de células T 

activadas en la periferia o en cultivos celulares, en presencia de IL-10 o TGF-β. Expresan altos niveles de la 

cadena α del receptor deIL-2, antígeno 4 del linfocito T citotóxico (CTLA-4) y proteína relacionada con el 

receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) inducida por glucocorticoides (GITR) (Beyer, 2006; 

Dobrzanski, 2013).  

Los linfocitos Treg son los responsables de mediar el efecto supresor sobre la actividad de distintas 

poblaciones de linfocitos T/B, mediante la inhibición de IL-2, y de restablecer la homeostasis inmunológica 

después de la eliminación de un patógeno (Fainboim y Geffner, 2005). 

 

1.1.2.5 Balance de linfocitos Th1/Th2 

Los linfocitos Th tienen la habilidad de adoptar características de otras subpoblaciones de Th de una 

manera reversible debido a la co-expresión de factores de transcripción, quimiocinas y citocinas, capacidad 

conocida como plasticidad celular (Wang et al., 2010).  

 Las células Th1 y Th2 se producen de una población no-comprometida de células T precursoras. La 

diferenciación ocurre con la presentación del antígeno mediante las APCs provocando un estado de pre-

activación en las células, a este proceso se le conoce como polarización. El microambiente de citocinas es 

una clase de señal que interactúa con el receptor de superficie de los linfocitos T para determinar hacia 

qué subpoblación se diferenciará. También, los receptores de quimiocinas que expresan los linfocitos T 

están involucrados en la amplificación de las respuestas de los subtipos Th1 y Th2 (Kidd, 2003). 

Las subpoblaciones Th1 y Th2 son balanceadas mediante retroalimentación positiva, mientras el 

IFN-γ promueve el desarrollo de Th1, la IL-4 favorece la diferenciación a Th2. Y al mismo tiempo, ocurre 

una regulación cruzada entre IFN-γ/T-bet y la IL-4 que suprimen a Th2 y Th1 respectivamente (Dobrzanski, 

2013). 



8 

1.1.2.6 Balance de linfocitos Th17/Treg 

Existe evidencia que indica que las células Treg pueden ser sujetas a una transdiferenciación a Th17. La 

diferenciación de ambas subpoblaciones requiere de TGF-β, pero depende de distintos factores de 

transcripción: RORc para Th17 y Foxp3 para Treg. En bajas concentraciones TGF-β, junto con la IL-6, 

promueven la diferenciación a Th17, mientras que altas concentraciones de TGF-β favorece el desarrollo 

de células T reguladoras. Las células que presentan ambos factores de transcripción (RORc y Foxp3), tienen 

menor tendencia a diferenciarse a Th17 debido a la inhibición de RORc por Foxp3, sin embargo, si se 

expresanIL-6 e IL-21 se mitiga la inhibición de RORc y ocurre la diferenciación a Th17 (Zhou et al., 2008).  

El balance que existe entre cada una de las subpoblaciones de linfocitos T colaboradores y 

reguladores es importante para la homeostasis inmunológica del organismo y puede verse modificado de 

manera no natural mediante inmunomoduladores. 

 

1.1.3 Respuesta inmunitaria antiviral 

Los virus son detectados por medio de receptores de reconocimiento de patrones (PRR) de localización 

intracelular. Los PRR intracelulares se clasifican en tres tipos: receptores tipo RIG (RLR), receptores tipo 

toll (TLR) y receptores para dominios de oligomerización para la unión a nucleótidos (NLR). Los RLR son 

detectores citosólicos de ácido ribonucleico (ARN) vírico que responden induciendo la producción de IFN-

γ (Takeuchi y Akira, 2010). Los TLR son glicoproteínas integrales de membrana del tipo 1. Existen nueve 

tipos funcionales de TLR en los seres humanos, de los cuales cuatro (TLR3, 7, 8 y 9) se encuentran 

localizados dentro de las células y son responsables de la detección de ARN monocatenario o bicatenario. 

Este tipo de receptores se encargan de fomentar el ambiente antivírico dentro de la célula mediante la 

activación de los factores de regulación de interferón (IRF), que permite la secreción de citocinas como el 

IFN-γ, esta citocina inhibe la replicación vírica en las células infectadas e impide que se infecten células no 

infectadas (Fainboim y Geffner, 2005).  

Los antígenos detectados mediante los diferentes tipos de PPR se presentan a las células efectoras 

de la inmunidad adaptativa mediante el reconocimiento TCR-MHC/antígeno que activa vías apoptóticas y 

puede desencadenar lisis de células dañadas (Muntané et al., 2007). Cuando el sistema inmunitario no 

logra eliminar antígenos, se establece una infección viral persistente, permitiendo a las proteínas virales 
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replicarse indefinidamente (Obaid et al., 2018). Dicha persistencia se atribuye a la capacidad de los virus 

para evadir la respuesta inmunitaria del hospedero (Chigbu et al., 2019). 

Los virus han desarrollado distintos mecanismos para evadir la respuesta inmunológica del 

hospedero, como mutaciones propias o a través de la expresión de proteínas con capacidad 

inmunomoduladora. Tienen la capacidad de alterar sus antígenos, que son reconocidos por los linfocitos 

T, para dejar de ser dianas de las respuestas inmunitarias. Estas alteraciones pueden ser la recombinación 

de genomas entre virus-hospedero o mutaciones puntuales en las proteínas de superficie como la 

mutación HA-E391K del virus A de la influenza subtipo H1N1 (Maurer-Strohet al., 2010). También, inhiben 

la presentación de antígenos proteínicos citosólicos asociados al MHC de clase I produciendo diversas 

proteínas que bloquean pasos en el procesamiento, transporte y presentación del antígeno, por ejemplo, 

el virus del herpes simple (VHS) utiliza este mecanismo para bloquear al transportador de MHC de clase I 

(TAP) (Ahn et al., 1996).  

Otro mecanismo, es la producción de moléculas que pueden actuar como antagonistas 

competitivos de las citocinas, unirse a ellas e inhibir la respuesta inmunitaria, como en el caso de los 

poxvirus que codifican moléculas que secretan las células infectadas que tienen la capacidad de unirse a 

distintas citocinas y quimiocinas (Martín Pontejo, 2012). Los virus como el virus de inmunodeficiencia 

humana (VIH) causan agotamiento de las células inmunológicas, ya que pueden infectar, matar o inactivar 

a los linfocitos T inmunocompetentes (Tasca et al., 2012). 

El agotamiento celular es un estado de disfunción de las células T que surge durante infecciones 

virales crónicas y cáncer. Se define por una función efectora deficiente, expresión continua de receptores 

inhibidores y un estado transcripcional distinto al de los linfocitos T efectores o de memoria funcionales 

(Wherry, 2011). 

En infecciones crónicas causadas por virus, como HCV, se ha reportado que las células T CD4+ se 

encuentran funcionalmente agotadas. La pérdida de la producción de IL-2 es el primer indicador. 

Subsecuentemente, la producción de algunas citocinas, incluyendo TNF-α e IFN-γ, se reduce 

dramáticamente y por lo tanto las actividades citotóxicas son más resilientes a la inactivación. También se 

alteran las habilidades proliferativas y metabólicas, y aumentan los receptores co-inhibitorios de muerte 

programada1 (PD-1) y CTLA-4 (Barathan et al., 2018; Saeidi et al., 2018). 



10 

Los marcadores PD-1 y CTLA-4, son moléculas co-estimuladoras inhibidoras de superficie celular, 

expresadas en linfocitos T activados, que regulan la respuesta inmunitaria adaptativa (Riley, 2009). PD-1 

limita la respuesta de subpoblaciones de linfocitos T efectores para evitar daño como resultado de una 

mayor actividad de la inmunidad. Al interactuar con sus ligandos PD-1 envía señales intracelulares que se 

traducen en la disminución de la producción de citocinas como IFN-γ, TNF-α e IL-2 (Bell et al., 2018). Por 

su parte, la estimulación de CTLA-4 frena la actividad de los linfocitos T disminuyendo su función, frenando 

su proceso de proliferación y provocando su muerte. La activación de CTLA-4 mediante TCR-

MHC/Antígeno causa elevación de calcio intracitosólico activando genes de transcripción de IL-2 e IL-4 

(Bell et al., 2018). 

Otra característica de las células agotadas es que presentan bajos niveles del marcador CD62L (Yi 

et al., 2010). El marcador CD62L media la adhesión de los linfocitos T vírgenes a los nódulos linfáticos y de 

linfocitos T CD8+ a sitios de infección viral. Es comúnmente utilizado como marcador de activación celular 

(Watson et al., 2019) ya que se ha demostrado que las células T que mantienen la expresión de CD62L 

conservan la capacidad de entrar a los nódulos linfáticos y que esta expresión se mantiene después de la 

activación de células T. La señalización a través de CD62L ha demostrado que co-estimula la proliferación 

de TCR, por lo tanto es posible que el nivel de expresión de CD62L también pueda regular la proliferación, 

diferenciación y supervivencia de células T activadas (Richards et al., 2008).  

 

1.1.4 Inmunomodulación 

El sistema inmunitario es capaz de protegernos de una variedad de agentes, virus, bacterias y células 

cancerosas que pueden ser identificados y eliminados rápidamente por células inmunitarias. Sin embargo, 

los patógenos exitosos han desarrollado una amplia variedad de mecanismos para evadir la respuesta 

inmunitaria inhibiendo la fagocitosis, bloqueando la presentación de antígeno, o directamente eliminando 

células de defensa (Feng et al., 2019). La habilidad de estos patógenos para regular la respuesta 

inmunitaria, mediante sus componentes y proteínas, se conoce como inmunomodulación.  

Las proteínas inmunomoduladoras (PI) virales son proteínas que tienen la capacidad de estimular 

o inhibir la respuesta inmunitaria (Diccionario de cáncer del NCI, 2021). Las PI, codificadas en los genomas 

virales, incluidas las proteínas que regulan la expresión del antígeno, funcionan como citocinas o como sus 

antagonistas inhibiendo la apoptosis, regulan la presentación de antígeno y afectan la producción de 
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factores de crecimiento importantes para la activación y diferenciación de las células inmunitarias del 

hospedero (Spriggs, 1996). Aprovechar la ventaja que presentan las PI virales sobre la respuesta 

inmunitaria del hospedero representa una estrategia atractiva para conocer mejor la interacción virus-

inmunidad, así como la posibilidad de utilizarlas como inmunomoduladores. Para este trabajo se utilizó la 

PN del HCV para evaluar su efecto en células del sistema inmunitario humano.  

 

1.1.5 Generalidades del virus de la hepatitis C  

El HCV pertenece a la familia Flaviridae y al género Hepacivirus. Es un virus envuelto, posee una forma 

esférica con un tamaño de aproximadamente 50nm de diámetro y contiene dos proteínas de membrana 

que forman dímeros en su superficie. Su genoma es lineal, posee ARN monocatenario positivo de 

aproximadamente 10 kbp (ICTV, 2020). El genoma es un ARN policistrónico y da origen a diez proteínas 

mediante proteasas de origen viral y del hospedero. En la Figura 3, se observan las diez proteínas 

codificadas: PN, proteínas de envoltura E1 y E2, proteína (p) 7 formadora del canal iónico, las proteasas 

NS2/NS3 y cuatro proteínas no-estructurales necesarias para la replicación: NS4A, NS4B, NS5A y NS5B 

(RdRp) (UniProt, 2020).  

 

Figura 3. Genoma viral del HCV. El genoma ARN policistrónico del HCV da origen a diez proteínas virales: proteína 
núcleo (PN), proteínas estructurales E1 y E2, p7 y proteínas no-estructurales NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B 
(RdRp). Tomada y modificada de Chevaliez y Pawlotsky, 2006. 

 

 

1.1.5.1 Respuesta inmunitaria ante infección del HCV 

Cuando el HCV infecta una célula, el ARN viral se libera y es detectado por la respuesta inmunitaria innata 

mediante los PRR que activan factores de transcripción y desencadenan las cascadas de señalización del 

factor nuclear kappa B (NF-κB) e IRF (Figura 4), lo que ocasiona la liberación de IFN-γ para establecer un 
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estado antiviral en la célula y en células adyacentes. El IFN-γ a su vez, permite la activación de células 

dendríticas maduras (DCm) que reclutan a los elementos celulares de la inmunidad adaptativa.   

El HVC ha desarrollado diversas estrategias de evasión de la respuesta inmunitaria que se 

describen a continuación: 1) la proteína E2 tiene como objetivo bloquear el receptor CD81 de las células 

NK reduciendo la liberación de IFN-γ por estas células; 2) los hepatocitos infectados incrementan la 

expresión de MHC de clase I por efecto de la PN reduciendo la actividad de las células NK contra las células 

infectadas; 3) aumenta la proporción de células T reguladoras en el hígado, afectando la actividad de las 

células NK mediante la secreción deIL-10 y TGF-β, mientras que la respuesta humoral es activada mediante 

los linfocitos T CD4+ que liberan IL-4, IL-6, IL-15 y la IL-21 (Obaid et al., 2018). 

 

Figura 4. Respuesta inmunitaria en presencia de HCV. Las líneas color negro con flechas denotan una acción sobre 
un elemento mientras que las líneas rojas inhibitorias representan una inhibición por un elemento.Tomada y 
modificada de Obaid et al., 2018. 

 

 

1.2 Antecedentes 

1.2.1 Proteína núcleo del HCV 

La PN es una proteína de 191 aminoácidos de longitud y consta de tres dominios (Figura 5): un dominio 

hidrofílico de ≈120 aminoácidos localizado en la región N-terminal (dominio D1), un dominio hidrofóbico 

de ≈50 aminoácidos ubicado en la región C-terminal (dominio D2) y los últimos 20 aminoácidos que sirven 
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como péptido señal de la proteína E1 (dominio D3). El D1 incluye una alta cantidad de aminoácidos 

cargados positivamente y está involucrado en la unión al ARN. La región N-terminal contiene sitios 

antigénicos inmunodominantes y presenta un motivo de hélice-bucle-hélice en sus aminoácidos 17-37. El 

D2 es el encargado de la asociación de la PN con las lipoproteínas de baja densidad (LDL) en las células de 

mamíferos y con las membranas del RE. La proteína núcleo presenta una modificación postraduccional 

que le confiere sus propiedades inmunomoduladoras, la proteína inmadura se genera a partir de la 

escisión de la poliproteína que posteriormente es cortada por una peptidasa celular para producir la PN 

madura (Boulant et al., 2005).  

 

Figura 5. Dominios de la proteína núcleo. La primera escisión de la proteína núcleo (PN) por peptidasas del 
hospedero genera una PN inmadura de 191 aminoácidos de longitud. Una segunda escisión remueve la C-terminal 
de la secuencia señal E1, liberando la PN madura de 177 aminoácidos de longitud y 21 kDa de peso. La PN madura 
está compuesta por dos dominios distintos: dominio 1 (en la región N-terminal) y dominio 2 (en la región C-terminal). 
El dominio 1 es una estructura flexible que se subdivide en tres dominios básicos (BD): BD1, BD2 y BD3. Durante el 
ensamble el dominio 1 está involucrado en la unión a RNA y oligomerización para formar la nucleocápside. El dominio 
2 contiene las regiones de hélice (H) 1 y H2, que están conectadas por un bucle hidrofóbico (HL), que contribuye en 
la interacción con membranas lipídicas. El dominio 3 corresponde al extremo de la región C-terminal que es escindida 
y por lo tanto ausente en la PN madura. Tomado y modificado de Hepatitis C online, 2021. 

 

La PN contiene propiedades inmunomoduladoras importantes para evadir la respuesta 

inmunitaria innata y adaptativa. 

En hepatocitos infectados se ha observado que la PN tiene la capacidad de bloquear la señalización 

de la producción de IFN-γ debido a la interacción con el dominio SH2 del factor de transcripción STAT1, 

proceso que evita que STAT1 interactúe con las cinasas Jano (JAK) y trasloque al núcleo para activar la 

respuesta antiviral (Lin et al., 2006). Además de interactuar con la proteína supresora de tumores p53, 

aumentando la expresión de TAP1 originando un incremento de la expresión del MHC en la superficie 

celular. Este mecanismo lo utiliza el HCV para evadir mecanismos efectores no asociados a patógenos en 
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las células hepáticas infectadas con el virus y permitir la replicación viral (Herzer et al., 2003). Además, la 

PN inhibe la respuesta antiviral basada en silenciamiento de ARN limitando la función de la proteína Dicer 

(Wang et al., 2006). La PN también interactúa con el inhibidor del factor nuclear de la cinasa kappa beta 

(IKKβ) y así modula la actividad NF-κB (Ray et al., 2002) alterando la respuesta de interferones, así como 

la proliferación y diferenciación de linfocitos T (Moorman et al., 2003; Joo et al., 2005; Krishnadas et al., 

2010). También, los hepatocitos infectados con HCV expresan niveles incrementados de Gal-9 y TGF-β, 

causando un incremento de la expresión de inmunoglobulina de células T dominio mucina 3 (TIM-3) y de 

las citocinas IL-10 y TGF-β en co-cultivos con células T CD4+ (Li et al., 2017). 

En células NK, se ha demostrado que se debilita su actividad citotóxica al disminuir la expresión de 

perforinas e IFN, y aumentando la expresión de CD94/NKG2A, IL-10 y TGF-β.  

En células dendríticas, la PN disminuye la expresión de los receptores HLA-DR, CD86 y la citocina 

IL-12p70 y también aumenta la producción de IL-10 y la expresión de PD-1 y su ligando B7-H1 (Fernández‐

Ponce et al., 2017). En las células dendríticas plasmocitoides actúa como modulador de los PPR y suprime 

la producción de IFN-γ que se ve asociado a niveles bajos de IRF-7 y niveles altos del STAT-1 no fosforilado 

(Fernández‐Ponce et al., 2017) y la disminución de la expresión del MHC-II (Krishnadas et al., 2010; Semmo 

et al., 2007). 

En células CD4+ transfectadas con la PN se disminuye la secreción deIL-2 y aumenta la secreción 

deIL-4, IL-10 y la IL-17, así como el aumento en el calcio intracelular y en la activación-traslocación de NFAT 

(Eckels et al., 1999; Ulsenheimer et al., 2003; Sundström et al., 2005; Krishnadas et al., 2010; Tu et al., 

2012). También, se ha reportado que el HCV induce células supresoras derivadas de mieloides (MDSC) 

mediante las vías de señalización TLR2/PI3K/AKT/STAT3 para entrenar a las células T reguladoras e inhibir 

la activación de CD4+ autólogas (Li et al., 2017).  

En células T CD8+ disminuye la expresión de CD127 y suprime la producción de IFN, TNF-α y 

granzimas B (Fernández‐Ponce et al., 2017). 

En células B, la PN aumenta la expresión del marcador de activación CD69, la producción de 

inmunoglobulina (Ig) M e IgG, la expresión de quimiocinas co-estimuladoras CD86, CD154 y CD195 en 

células B CD20+, y promueve la proliferación de células B (Fernández‐Ponce et al., 2017). 
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Tabla 1. Resumen de antecedentes de inmunomodulación por HCV. 

Inmunomodulador 
viral 

Células 
involucradas 

Citocinas o FT 
involucrados 

Efecto Observaciones Referencias 

Proteína Núcleo Hepatocitos STAT1 Inhibidor - Lin et al., 2006 

Proteína núcleo Hepatocitos NFκB Inhibidor - Ray et al., 2002 

Proteína núcleo Hepatocitos MHC-I Activador 
Interactúa con 

p53 que 
aumenta TAP1 

Herzer et al., 2003 

Proteína núcleo Hepatocitos DICER Inhibidor - Wang et al., 2006 

Proteína núcleo T CD4+ 

IL-4, IL-10, IL-
17 

Activador - Eckels et al., 
1999;Ulsenheimeret 

al., 2003; 
Sundström et al., 

2005; Krishnadas et 
al., 2010; Tu et al., 

2012 

IL-2 Inhibidor - 

NFAT Activador 

Aumenta Ca 
intracelular y 

activa 
traslocación 

Proteína núcleo T CD8+ 

CD127 

Inhibidor 

Inhibe 
activación 
neutrófilos Fernández‐Ponce et 

al., 2017 IFN - 
TNF-α - 

Granzimas - 

Proteína núcleo Th1 IL-12 Inhibidor 
Interactúa con 

gC1qR 

Kittlesen et al., 
2000;Waggoneretal., 

2007; Fernández‐
Ponce et al., 2017 

HCV 
CD4+ 

autólogas 
- Inhibidor Induce MDSC Li et al., 2017 

HCV CD4+ 
TGF-β, IL-10 

Activador 
En co-cultivos 

con hepatocitos 
Li et al., 2017 

Tim-3 

Proteína núcleo NK 

IFN/Perforinas Inhibidor Disminuye 
actividad 
citotóxica 

Fernández‐Ponce et 
al., 2017 

CD94/NKG2A Activador 

IL-10, TGF- β Activador 

Proteína núcleo Dendríticas 

HLA-
DR/CD86/IL-

12/p70 
Inhibidor Supresión de 

presentación de 
antígeno 

Semmo et al., 
2007;Krishnadas et al., 

2010; Fernández‐
Ponce et al., 2017 IL-10 Activador 

PD-1 Activador 

Proteína núcleo 
Dendríticas 

plasmocitoides 

IFN Inhibidor Modulador de 
PPR 

Fernández‐Ponce et 
al., 2017 MHC-II Inhibidor 

Proteína núcleo Células B 
CD96 Activador 

Marcador de 
activación 

Fernández‐Ponce et 
al., 2017 

IgM e IgG Activador - 

Proteína núcleo - Complemento Inhibidor 
Interactúa con 

gC1qR 
Kittlesen et al., 2000 

Proteína núcleo Kupffer 
IFN-α/IFN-

β/TNF 
Inhibidor - Zhai et al., 2015 

Proteína núcleo Dendríticas PD-L1 Activador 
Se inhibe 
diferenciación de 
las DC 

Zhai et al., 2015 

* FT: Factor de transcripción. 
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La PN se ha reportado soluble en plasma en pacientes con infección crónica de HCV y se ha 

asociado a la inhibición de la activación de la vía clásica del complemento mediante la unión de su región 

de aminoácidos 26-124 a la región de aminoácidos 188-259 del receptor de la proteína globular soluble 

C1q (gC1qR), evitando la unión a la membrana celular (Kittlesen et al., 2000). La unión PN-gC1qR también 

inhibe la diferenciación a Th1 de las CD4+ al suprimir la producción de IL-12 en células dendríticas y 

macrófagos (Kittlesen et al., 2000; Waggoner et al., 2007; Fernández‐Ponce et al., 2017). 

La PN se une al TLR2 de las células Kupffer, induciendo citocinas pro y anti-inflamatorias pero 

inhibe la secreción de citocinas anti-virales IFN-α, IFN-β y el ligando asociado al receptor de TNF inductor 

de apoptosis en la superficie celular. También, sesga la diferenciación de DCs elevando la expresión de 

marcadores asociados a macrófagos y el ligando de PD-1 (PD-L1) (Zhai et al., 2015). En la siguiente tabla 

(Tabla 1) se resumen los efectos de la interacción de la PN con diferentes tipos celulares pertenecientes al 

sistema inmunitario y células diana del virus.  

 

1.3 Justificación 

Los virus como el HCV contienen proteínas capaces de modular la respuesta de las subpoblaciones de 

linfocitos T colaboradores CD4+. La proteína núcleo ha demostrado propiedades moduladoras 

importantes, por lo tanto, este trabajo aportará información de la interacción de la proteína viral y su 

posible efecto modulador sobre los linfocitos T colaboradores humanos in vitro. Además de conocer mejor 

la interacción del HVC y los linfocitos T. 

 

1.4 Hipótesis 

La proteína núcleo del HCV incrementa el número y la función efectora de linfocitos T reguladores, 

disminuyendo la proporción y actividad de linfocitosTh1.  
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1.5 Objetivos 

1.5.1 Objetivo general 

Evaluar el efecto in vitro de la proteína núcleo del HCV sobre la proliferación, activación y función efectora 

de los linfocitos T humanos.  

 

1.5.2 Objetivos específicos 

1. Evaluar el efecto de la proteína núcleo del HCV sobre la proliferación de linfocitos T CD4+.  

2. Analizar el efecto de la proteína núcleo del HCV sobre la activación celular de los linfocitos T CD4+.  

3. Determinar los perfiles de expresión de citocinas de las subpoblaciones de linfocitos Th1, Th2, 

Th17 y Treg tratados con la proteína núcleo del HCV. 
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Capítulo 2.  Metodología 

2.1 Muestras biológicas 

Las muestras de sangre periférica fueron recolectadas mediante el método de venopunción de donadores 

según la declaración de Helsinki y las leyes mexicanas, bajo consentimiento informado, a través del puesto 

de sangrado del Hospital General de Zona 8 IMSS Ensenada y del banco de sangre del Hospital general de 

Ensenada con los siguientes criterios de inclusión: individuos de sexo masculino sanos de entre 18-40 años 

de edad. Proceso especificado en la Norma Oficial Mexicana (NOM)-253-SSA1-2012 para la disposición de 

sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos. 

 

2.2 Aislamiento de PBMCs 

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron por gradiente de densidad. Después de 

purificarse, las células se cultivaron las PBMC en placas de 24 pozos o tubos de 5ml con medio RPMI-1640, 

suplementado con 5% de suero bovino fetal, 1mM ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosulfónico 

(HEPES), 2mM L-Glutamina, 100 UI/ml penicilina, 100 µg/ml estreptomicina y 50 µg/ml gentamicina y se 

incubaron durante 24 horas a 37°C en una atmósfera de 5% CO2 (Seeligmüller, 2019).  

 

2.3 Proteína núcleo del HCV 

Se utilizó el genotipo 2a de la proteína núcleo soluble a una concentración de 0.5mg/0.5ml de Prospec 

Bio® (cat#hcv-214-b). 
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2.4 Proliferación celular 

2.4.1 Ensayo de proliferación celular 

La proliferación de los linfocitos se determinó con dos reactivos, resazurina y éster de succinimidil-

carboxifluoresceína (CFSE).  

La resazurina sódica es un compuesto azul no fluorescente que se reduce, mediante la acción del 

metabolismo celular, a resorufina, un compuesto rosa fluorescente (O’Brien et al.,2000). 

El ensayo con resazurina se realizó en tres placas de 96 pozos y por triplicado para cada individuo 

de estudio: S1, S2, S3, S4 y S5. El contenido final de los pozos final fue de 15,000 células en 150µl de medio, 

concanavalina A (ConA) [1mg/ml], lipopolisacárido (LPS) [1mg/ml], resazurina y la proteína núcleo en tres 

distintas concentraciones: 0.1µg/ml, 1µg/ml y 10µg/ml. Se realizaron dos lecturas por día a diferentes 

longitudes de onda, en el espectrofotómetro de microplacas Epoch, una a 570nm y otra a 600nm. Se 

consideraron los siguientes controles: un control con células sin proteína, un control con células sin activar, 

un control con medio únicamente y un control para cada individuo sin proteína ni activación. El diseño 

experimental se muestra en la Figura 6 y los cálculos necesarios para obtener las concentraciones de la 

proteína en el Anexo A. 

 

Figura 6. Ensayo de proliferación celular con resazurina. El contenido final de los pozos final fue de 15,000 células 
en 150µl de medio, concanavalina A (ConA) [1mg/ml], lipopolisacárido (LPS) [1mg/ml], resazurina sódica y la proteína 
núcleo (PN) en tres distintas concentraciones: 0.1µg/ml, 1µg/ml y 10µg/ml. S, sujeto. 
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El CFSE por su parte, es un producto capaz de permear la membrana celular y emitir fluorescencia 

al unirse a los grupos amino libres de las proteínas citoplasmáticas. En la división celular, este producto se 

distribuye en las células hijas y disminuye su intensidad de fluorescencia en las generaciones sucesivas. 

Las intensidades de fluorescencia se interpretan mediante un citómetro de flujo (Quah y Parish, 2010).  

Para el ensayo con CFSE, se utilizaron placas de 24 pozos, un ensayo con células sin activar y otro 

ensayo con células activadas. Se consideraron controles de autofluorescencia, control CD4 y control con 

células activadas o no activadas según cada ensayo. El contenido de los pozos fue de 1 millón de células 

en 1ml de medio, forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) para las células activadas y CFSE para todos los 

pozos excepto para el control de autofluorescencia. A los pozos con células se agregó PN en cuatro 

distintas concentraciones: 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml.  

Al transcurrir cuatro días las células se recolectaron de la placa y se transfirieron a tubos de 1.5ml 

y después se tiñeron todas las muestras con anti-CD4. El diseño experimental se muestra en la Figura 7.  

 

Figura 7. Ensayo de proliferación celular con CFSE. El contenido final de los pozos fue de 1 millón de células en 1ml 
de medio, éster de succinimidil-carboxifluoresceína (CFSE) y anti-CD4 para todos los pozos excepto para los controles. 
A los pozos con células activadas con PMA se agregó proteína núcleo (PN) en cuatro distintas concentraciones: 
100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. 

  



21 

2.5 Citometría de flujo 

La citometría de flujo permite la detección de eventos o moléculas dentro y fuera de la célula, mediante 

la adición de anticuerpos fluorescentes específicos para moléculas de interés en los linfocitos T 

colaboradores (anti-CD4) (Liu et al.,2011). Esta técnica se utilizó para identificar las subpoblaciones de 

linfocitos T colaboradores, utilizando los marcadores antes y después del tratamiento con la proteína 

núcleo. Se formaron paneles para la detección de subpoblaciones específicas de linfocitos T colaboradores. 

En la Tabla 2, se muestran los paneles utilizados y su interpretación. Los fluorocromos de cada anticuerpo 

y los canales que se utilizaron para leer en el citómetro se encuentran en la Tabla 3 y los citogramas 

obtenidos de la titulación para cada anticuerpo se observan en el Anexo B. 

Se utilizó el citómetro de enfoque acústico Attune® que utiliza un dispositivo resonante que enfoca 

células o partículas en una sola línea. Esta tecnología permite tiempos de interrogación de células más 

prolongados y un mayor rendimiento, lo que permite simultáneamente una mejor interrogación de células 

así como el análisis de un mayor número de células (Zhang y Bradford, 2011). Este equipo contiene ocho 

lasers detectores:  

1. Tamaño, dispersión frontal (FSC) 

2. Complejidad, dispersión lateral (SSC) 

3. Azul 1 (BL1) 

4. Azul 2 (BL2) 

5. Azul 3 (BL3) 

6. Azul 4 (BL4) 

7. Rojo 1 (RL1) 

8. Rojo 2 (RL2)  

En la Figura 8 se muestra la estrategia de análisis a seguir para eliminar ruido adquirido en la obtención 

de datos y evitar resultados erróneos en el análisis. Los datos se obtienen como eventos singulares o 

“singlets” al analizar FSC contra FSC (Figura 8A). Estos datos singulares se delimitan, excluyendo el ruido, 

y posteriormente se analiza FSC contra SSC para obtener las distintas poblaciones celulares que se 

diferencian por su tamaño y complejidad. En la Figura 8B se observa el área marcada con el recuadro negro 

de la población celular correspondiente a los linfocitos T. Por último, si esta población de linfocitos T fue 

marcada anteriormente con CFSE u otro fluorocromo con longitud de onda adecuada para alguno de los 
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detectores (BL1, BL2, BL3, BL4, RL1 o RL2) se puede observar al analizar el canal del detector 

correspondiente contra SSC.  

 

Figura 8. Estrategia de análisis de datos. A) El citograma muestra los datos singulares o “singlets”, delimitadas por 
el recuadro negro, al analizar el detector de dispersión frontal (FSC) contra FSC. B) El citograma muestra las 
poblaciones celulares detectadas al analizar FSC contra el detector de dispersión lateral (SSC), se muestra la población 
de linfocitos T marcada en el recuadro negro del citograma. 

 

Tabla 2. Paneles para detección de subpoblaciones de linfocitos T. 

Población celular Marcadores Canal de lectura 

Linfocitos T colaboradores 

(Proliferación) 

CFSE BL1 

CD4 BL4 

Y-pro BL3 

Linfocitos T colaboradores 

efectores 

CFSE BL1 

CD4 BL4 

CD25 BL3 

IL-10 BL2 

Linfocitos T vírgenes 
CD4 BL4 

CD62L RL1 

IFN-γ BL2 

Agotamiento celular 

CD8 BL1 

PD-1 BL2 

CD3 BL3 

CD4 BL4 

CTLA-4 RL1 

Apoptosis y muerte celular AnexinaV BL1 

Y-pro BL3 
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2.5.1 Detección de la expresión de citocinas  

También, se evaluó la secreción de las citocinas: IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, 

IL-22, IFN-γ y TNF-α con un panel de perlas de detección LEGENDplex®. 

Esta técnica es un inmunoensayo basado en microesferas que utiliza los mismos principios básicos de 

los inmunoensayos tipo sándwich, en los que un analito soluble es capturado entre dos anticuerpos. Las 

poblaciones de perlas vienen en dos tamaños y diferentes niveles de fluorescencia para un fluorocromo, 

lo que las distingue entre sí. Cada juego de perlas se conjuga con un anticuerpo específico en la superficie 

y sirve como perla de captura para ese analito en particular. Cuando un panel de captura se mezcla e 

incuba con una muestra desconocida que contiene analitos objetivo, cada analito se une a su perla de 

captura específica. Después de lavar, se agregan los anticuerpos de detección biotinilados y cada 

anticuerpo de detección se une a su analito específico unido a las perlas de captura, formando así un 

complejo perla de captura-analito-anticuerpo de detección. Posteriormente se añade la estreptavidina-

ficoeritrina (SA-PE) que se une a los anticuerpos de detección biotinilados, proporcionando una señal 

fluorescente con intensidades proporcionales a la cantidad de analito unido. Para cada población de 

perlas, la intensidad de fluorescencia de la señal de ficoeritrina (PE) se cuantifica mediante el citómetro 

de flujo. La concentración de un analito particular se determina en base a una curva estándar conocida 

utilizando el software de análisis de datos LEGENDplex™ (LEGENDplex, 2022). 

 

2.5.2 Ensayos de agotamiento celular 

Los ensayos de agotamiento se realizaron por triplicado en tubos de ensayo de 5ml con células tratadas 

con PN y sus controles sin PN. Se realizó una cinética de cinco días con una sola concentración de 500ng/ml 

de PN para las células con tratamiento durante 96hrs y sin PN para las células sin tratamiento. Todas las 

células se marcaron con anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-PD1 y anti-CTLA4. Para cada sujeto se leyó un 

tubo por día incluidos los controles de autofluorescencia y controles para los marcadores: CD3, CD4, CD8, 

PD-1 y CTLA-4.  

Se realizó un ensayo de muerte celular, para asegurar que el marcador PD-1 se expresara por 

agotamiento celular. Se utilizó yoduro de propidio (PI), reactivo que atraviesa las membranas celulares 
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que han perdido su integridad, se intercala con el ADN y produce una fluorescencia que se detecta con el 

citómetro de flujo. 

 

2.6 Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico y la elaboración de gráficas se utilizó el software GraphPadPrism 8. Los datos se 

expresaron como media ± la desviación estándar de tres o cinco, dependiendo, experimentos 

independientes. El análisis estadístico se realizó mediante un análisis de varianza (ANOVA) de una o dos 

vías seguido de la prueba de comparación múltiple de Tukey o Sidak dependiendo los datos. Las diferencias 

entre resultados se consideraron estadísticamente significativos por p<0.001, donde un valor de 0.12 es 

considerado no significativo (ns), 0.033 (*), 0.002 (**) y 0.001 (***).   
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Capítulo 3.  Resultados 

3.1 Efecto de la PN en la proliferación celular 

En este trabajo se evaluó el efecto de la PN del HCV sobre la proliferación de linfocitos T colaboradores 

con el objetivo de determinar si es una proteína capaz de modular las funciones de estas células. La 

proliferación se evaluó mediante: resazurina sódica y CFSE.  

El ensayo de resazurina se realizó con el propósito de observar proliferación en presencia de la 

proteína núcleo mediante cambios de coloración de la sal inducidas por reacciones óxido-reducción, 

mientras que para CFSE se utilizaron las diferencias de las intensidades medias de fluorescencia (IMF) que 

indican división celular. 

 

3.1.1 Resazurina sódica 

La Figuras 9 muestra las imágenes observadas en microscopio de los resultados del ensayo de proliferación 

celular en el que se cultivaron 15,000 células por pozo, activadas con ConA y LPS, con tres distintas 

concentraciones de proteína: 0.1µgml, 1µg/ml y 10µg/ml. 

En la Figura 9A-C y 9E se observan aglomeraciones de células, que se interpretan como células 

activadas, a diferencia de la Figura 9D, que es el control de células sin activación, donde no se observó esta 

aglomeración celular. Esta activación celular puede ser resultado de la activación previa con ConA y LPS o 

por la presencia de la PN. Visualmente no hay una diferencia marcada entre el control de células activadas 

y las distintas concentraciones de PN utilizadas.  



26 

 

Figura 9. Efecto de la PN en la proliferación de linfocitos T CD4+. A) Células con 0.1µg/ml de proteína núcleo (PN). 
B) Células con 1µg/ml de PN. C) Células con 10µg/ml de PN. D) Control células sin activación. E) Control células 
activadas. 

 

Para el ensayo con resazurina, se decidió utilizar las células de cinco sujetos de estudio para observar 

la reproducibilidad biológica y se realizaron por triplicado para verificar la reproducibilidad técnica del 

ensayo. La Figura 10 muestra los porcentajes de reducción obtenidos de las lecturas de absorbancia a 

570/600nm de los controles y los distintos sujetos de estudio.  

 
Figura 10. Proliferación de linfocitos T CD4+, evaluado mediante la reducción de resazurina sódica. Efecto sobre la 
proliferación de linfocitos T CD4+ activados con 0.1ug/ml, 1ug/ml y 10ug/ml de proteína núcleo (PN). Las barras 
verticales representan las medias con desviación estándar (n=5, por concentración de PN). Control negativo, células 
sin activar sin PN; Control positivo, células activadas sin PN. Las diferencias entre el control negativo y todas las 
concentraciones de PN se consideraron estadísticamente significativos (***, p<0.001). Las diferencias entre el control 
positivo y todas las concentraciones de PN se consideraron estadísticamente significativos (*, p=0.05 para 0.1ug/ml 
y ***, p<0.001 para 1ug/ml y 10ug/ml). Las diferencias entre la concentración 0.1ug/ml de PN y 1ug/ml se 
consideraron estadísticamente significativas (***, p<0.001). Las diferencias entre la concentración 0.1ug/ml y 
10ug/ml se consideraron estadísticamente significativas (**, p=0.009). 
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Se obtuvieron resultados estadísticamente significativos (Tabla 4 Anexo C) al comparar el control 

negativo contra todas las concentraciones de PN evaluadas (p<0.001), al igual que la comparación del 

control positivo contra todas las concentraciones de PN (p=0.05 para 0.1ug/ml y p<0.001 para 1ug/ml y 

10ug/ml). También, se obtuvieron diferencias significativas al comparar la concentración 0.1ug/ml de PN 

y 1ug/ml con p<0.001 mientras que las diferencias entre la concentración 0.1ug/ml y 10ug/ml se 

consideraron estadísticamente significativas con p=0.009. 

 

3.1.2 Carboxifluoresceína 

El ensayo con carboxifluoresceína se utilizó para evaluar si la PN tiene un efecto sobre el aumento de la 

proliferación de linfocitos T.  

 
Figura 11. Efecto de la PN sobre la proliferación de linfocitos T CD4+ no activados. A) Citogramas correspondientes 
al marcaje con anti-CD4 y éster de succinimidil-carboxifluoresceína (CFSE) en células activadas con cuatro 
concentraciones de proteína núcleo (PN): 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. B) Histogramas 
correspondientes a la representación de las intensidades medias de fluorescencia (IMF) de la CFSE en células 
activadas con cuatro concentraciones de PN: 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. Control, células activadas 
con PMA. Comp, compensación. 

 

 

La Figura 11A muestra los citogramas de la proliferación de células CD4+ con cuatro 

concentraciones distintas de PN y el control, que son células activadas con PMA. En donde se observa que 

en ninguno de los tratamientos hay desplazamiento hacia la izquierda y las células tienen la misma IMF en 
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las cuatro concentraciones en la población positiva a CD4. El control muestra el desplazamiento de la 

población CD4+ hacia IMF menores, que se interpreta como división celular, por lo tanto si hay 

proliferación. La Figura 11B muestra los histogramas respectivos a la Figura 10A que permite observar el 

número de células que presentaron la misma IMF de CFSE. 

Los resultados previamente descritos permiten la interpretación de que no se observó ningún 

efecto positivo sobre la proliferación en presencia de la PN. Por lo que se decidió utilizar un activador 

celular (PMA) para observar si la PN tiene un efecto en el aumento de la proliferación con la inducción de 

un mitógeno.  

La Figura 12A muestra los citogramas de la proliferación de células CD4+ con concentraciones 

distintas de PN en células activadas con PMA y el control con PMA sin estímulo de PN, y la Figura 12B 

muestra los histogramas respectivos a la Figura 12A. En donde se observa que para todos los tratamientos 

hay desplazamiento hacia la izquierda, que se interpreta como división celular, por lo tanto si hay 

proliferación. La Figura 12B muestra los histogramas respectivos a la Figura 12A que permite observar el 

número de células que presentaron la misma IMF de CFSE. 

 

Figura 12. Efecto de la PN sobre la proliferación de linfocitos T CD4+ activados. A) Citogramas correspondientes al 
marcaje con anti-CD4 y éster de succinimidil-carboxifluoresceína (CFSE) en células activadas con cuatro 
concentraciones de proteína núcleo (PN): 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. B) Histogramas 
correspondientes a la representación de las intensidades medias de fluorescencia (IMF) de la CFSE en células 
activadas con cuatro concentraciones de PN: 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. Control, células activadas 
con PMA sin PN. Comp, compensación. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos en las Figuras 11-12 la PN no ejerce ningún efecto sobre la 

proliferación de linfocitos T por sí sola, solo con la inducción de un mitógeno, en las concentraciones 

evaluadas. 

 

3.2 Efecto de la PN en la activación de linfocitos T 

El siguiente ensayo se realizó para observar la activación de linfocitos T CD4+ después de ser tratadas con 

la PN (n=3, por concentración de PN). La Figura 13 muestra los resultados para la proteína de membrana 

CD62L+ que se expresa después de cuatro días de tratamiento con la PN. En los citogramas podemos 

observar dos poblaciones celulares, la que se muestra en la parte posterior es una población que no tiene 

un marcaje positivo con anti-CD4 y la población superior que es CD4 positiva. Dentro de esta población 

CD4+ se observa un desplazamiento de la IMF a la derecha de las células que expresan CD62L.  

 
Figura 13. Efecto de la PN en la activación de linfocitos T mediante citometría de flujo. El análisis indica el efecto de 
la proteína núcleo (PN) en la expresión del marcador CD62L respecto al marcador CD4 con cuatro concentraciones 
de PN: 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. Comp, compensación. 

 

Los recuadros dentro de los citogramas nos indican el porcentaje de CD62L+. Existe 

unadisminución en las células tratadas con distintas concentraciones de la PN, de 35.2% con una 

concentración de 100ng/ml a 32% con una concentración de 1000ng/ml.  

Se realizó una gráfica de barras (Figura 14) para representar los resultados promediados de las células 

provenientes de tres sujetos evaluados y las desviaciones estándar por cada concentración de PN. Los 

citogramas para el ensayo por triplicado, de células con y sin PN, se muestran en el Anexo D.  
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Figura 14. Expresión del marcador CD62L. Efecto sobre la expresión de CD62L en linfocitos T CD4+ con 100ng/ml, 
250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml de proteína núcleo (PN). Las barras verticales representan las medias con 
desviación estándar (n=3, por concentración de PN). Control, células sin PN. Las diferencias entre el control contra 
todas las concentraciones de PN se consideran estadísticamente significativos (***, p<0.001). 

 

Los resultados obtenidos con una comparación múltiple de Tukey (Tabla 5 Anexo C) mostraron 

que había una significancia <0.001 entre todas las concentraciones de PN contra el control. En los 

citogramas como en la gráfica de barras podemos observar que a menor cantidad de proteína núcleo el 

porcentaje de CD62L positivo en células activadas es mayor, por lo que la expresión de CD62L es 

dependiente de la concentración. 

 

3.3 Efecto de la PN en las funciones efectoras de linfocitos T 

Se realizaron ensayos para determinar si las células mantienen su función efectora en presencia de la PN. 

Se utilizaron cuatro concentraciones de PN: 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. En las Figura 15 

y 16 se observa la producción de las citocinas IL-10 e IFN-γ respectivamente.  

En los citogramas de la Figura 15 podemos observar dos poblaciones celulares, la que se muestra en 

la parte posterior es una población que no se marcó con anti-CD4 y la población superior que es CD4 

positiva. Dentro de esta población CD4+ se observa a la derecha las células que expresan IFN-γ.  
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Figura 15. Efecto de la PN en la producción de IFN-γ por los linfocitos T. El análisis indica el efecto de la proteína 
núcleo (PN) en la expresión del marcador IFN-γ respecto al marcador CD4 con cuatro concentraciones de PN: 
100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. Control, células sin PN. Comp, compensación. 

 

Se observa una diminución en la producción de IFN-γ al aumentar la concentración de la PN (Figura 

15), de 11.6% con una concentración de 100ng/ml de PN a 1.63% con una concentración de 1000ng/ml de 

PN.  

En los citogramas de la Figura 16, observamos que dentro de la población CD4+, a la derecha se 

encuentran las células que expresan IL-10.  

 

Figura 16. Efecto de la PN en la producción de IL-10 por los linfocitos T. El análisis indica el efecto de la proteína 
núcleo (PN) en la expresión del marcador IL-10 respecto al marcador CD4 con cuatro concentraciones de PN: 
100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. Control, células sin PN. Comp, compensación. 

 

Para la IL-10 (Figura 16), se observa un aumento al utilizar concentraciones mayores de PN, de 1.53% 

con una concentración de 100ng/ml a 7.86% con una concentración de 1000ng/ml. Por lo que la expresión 

de ambas citocinas, IFN-γ e IL-10, es dependiente de la concentración de PN. 
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3.4 Efecto de la PN en la producción de citocinas solubles 

Se realizó un ensayo para evaluar la secreción de citocinas: IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-

17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IFN-γ y TNF-α con un panel de perlas de detección. La Figura 17 muestra los 

resultados obtenidos (n=3, por concentración de PN) con el tratamiento de cuatro concentraciones 

distintas de PN: 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml, y para el control sin PN.  

Los resultados obtenidos por ANOVA de dos vías (Tabla 6 Anexo C) muestran que existe una 

significancia de p<0.001 en la producción de IL-6 con respecto a la producción de otras citocinas.  

 

Figura 17. Efecto de la PN en la producción de citocinas solubles. Efecto sobre la producción de citocinas solubles 
en linfocitos T CD4+ con 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml de proteína núcleo (PN). Las barras verticales 
representan las medias con desviación estándar (n=3, por concentración de PN). Control, células sin PN. Las 
diferencias entre la producción de IL-6 y las demás citocinas se consideran estadísticamente significativos (***, 
p<0.001). 

 

3.5 Efecto de la PN en el agotamiento celular 

En presencia de la PN, no se observó efecto sobre la proliferación, no hubo producción de citocinas, la 

expresión de CD62L disminuyó al igual que el IFN-γ y la IL-10 aumentó. Por lo tanto, surgió una hipótesis 

alterna: La PN induce agotamiento celular en células T CD4+.  

De acuerdo con los resultados anteriores, las células T mostraban características de agotamiento 

celular en presencia de la PN. El agotamiento celular suele ser una consecuencia de una infección viral 
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crónica, por lo que evaluamos la PN en este proceso mediante la expresión de los marcadores PD-1 y CTLA-

4.  

Se analizó la cinética del efecto de la PN sobre los marcadores PD-1 y CTLA-1 en células tratadas y 

no tratadas con PN. Los citogramas obtenidos de la expresión de estos marcadores en células de tres 

sujetos se muestran en el Anexo D.  

En los citogramas de la Figura 18 se muestra el recuadro que delimita las células positivas para el 

marcador PD-1. En los citogramas superiores se observa el sujeto tratado con 500ng/ml de proteína núcleo 

de 0 hasta 96 horas, observadas cada 24 horas. A las 96 horas se retiró la PN y a las 144 horas (6 días) se 

midió el marcador PD-1. Se puede observar que este marcador disminuyó de 18.7% a las 96 horas en 

presencia de PN a 7.93% a las 144 horas sin presencia de PN. En los citogramas inferiores se muestra el 

control sin PN, que también muestra presencia de PD-1 en valores que van de 12% a las 0hrs hasta 7.87% 

a las 96hrs. Por lo tanto, en presencia de PN, el marcador PD-1 aumenta. 

 

Figura 18. Efecto de la PN en la expresión de PD-1 por los linfocitos T mediante citometría de flujo. El análisis indica 
el efecto de la proteína núcleo (PN) sobre la expresión del marcador PD-1 en células T CD4+ desde 0 hasta 144 horas, 
leídas cada 24 horas. Control, células sin PN. Comp, compensación. 

 

Los resultados obtenidos por ANOVA de dos vías (Tabla 7 Anexo C) muestran que existe una diferencia 

significativa de p=0.003 en la expresión del marcador PD-1 con respecto al control (Figura 19).   
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Figura 19. Efecto de la PN en la expresión del marcador PD-1. Efecto sobre la expresión de PD-1 en linfocitos T CD4+ 
a una concentración de 500ng/ml de proteína núcleo (PN). Las barras verticales representan las medias con 
desviación estándar (n=3, por cada tratamiento). Control, células sin PN. Las diferencias entre el tratamiento y el 
control se consideran estadísticamente significativos (**, p=0.003). 

 

Los citogramas de la Figura 20 muestran el recuadro que delimita las células positivas para el marcador 

CTLA-4. Se puede observar que en el sujeto tratado con 500ng/ml a las 96 horas, que están en presencia 

de PN, el marcador CTLA-4 se expresa en un 1.21%, en comparación a la hora 144 que ya no está en 

presencia de PN, expresado en un 1.05%. También, en comparación con el control sin PN, con un 0% desde 

las 0 hasta las 96 horas. Por lo tanto, en presencia de PN el marcador CTLA-4 se expresa. 

 

Figura 20. Efecto de la PN en la expresión de CTLA-4 por los linfocitos T mediante citometría de flujo. El análisis 
indica el efecto de la proteína núcleo (PN) sobre la expresión del marcador CTLA-4 en células T CD4+ desde 0 hasta 
144 horas, leídas cada 24 horas. Control, células sin PN. Comp, compensación. 
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Los resultados obtenidos por ANOVA de dos vías (Tabla 8 Anexo C) muestran que existe una 

significancia de p<0.001 en la expresión del marcador CTLA-4 con respecto al control (Figura 21).   

 
Figura 21. Expresión del marcador CTLA-4. Efecto sobre la expresión de CTLA-4 en linfocitos T CD4+ con 500ng/ml 
de proteína núcleo (PN). Las barras verticales representan las medias con desviación estándar (n=3, por cada 
tratamiento). Control, células sin PN. Las diferencias entre el tratamiento y el control se consideran estadísticamente 
significativos (***, p<0.001). 

 

 

Por último, se observó muerte celular para descartar que las células no presenten agotamiento 

celular, sino muerte celular, ya que PD-1 también es un marcador de muerte celular programada (Figura 

22).  

 

Figura 22. Efecto de la PN sobre la muerte celular de linfocitos T mediante citometría de flujo. El análisis indica el 
efecto de la proteína núcleo (PN) sobre la expresión de yoduro de propidio (PI) en células T CD4+. Control, células sin 
PN. Comp, compensación. 

 

Se puede observar que el porcentaje de células positivas a PI, delimitadas por el recuadro, es 

únicamente de 7.50% para la concentración de 1000ng/ml. Por lo tanto, las células presentan el marcador 

PD-1, sin embargo, las células no están muriendo.   
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Capítulo 4.  Discusión 

En este trabajo se evaluó el efecto de la proteína núcleo del HCV sobre la proliferación, activación y función 

de linfocitos T colaboradores. Los resultados obtenidos revelan efectos significativos en la modulación de 

los procesos de activación y secreción de citocinas de los linfocitos T pero no hubo ningún efecto en la 

proliferación celular.  

En la primera fase del trabajo se evaluó el efecto de la PN sobre la proliferación de linfocitos T 

CD4+ a través del ensayo colorimétrico de resazurina sódica (Figura 10) y la tinción con carboxifluoresceína 

(Figuras 11-12). La resazurina es un indicador de crecimiento fluorométrico-colorimétrico que se basa en 

la detección de la actividad metabólica mediante un indicador óxido-reducción, y sirve para medir 

cuantitativamente la proliferación celular. Al evaluar el porcentaje de reducción, se puede medir la 

proliferación celular. Los resultados obtenidos mediante resazurina sódica mostraron una diferencia 

estadística entre el control negativo contra todas las concentraciones de PN evaluadas. Estos resultados 

concuerdan con los datos de Eckels et al., 1999; Ulsenheimer et al., 2003; Sundström et al., 2005; 

Krishnadas et al., 2010; Tu et al., 2012 y Li et al., 2017, trabajos en los que se demuestra que la PN, con la 

inducción de un mitógeno, afecta de manera significativa la proliferación de linfocitos T. Mediante CFSE, 

un reactivo que es capaz de permear la membrana celular y emitir diferencias en las intensidades medias 

de fluorescencia que indican división celular, se obtuvieron los mismos resultados, la PN afecta la 

proliferación de linfocitos T únicamente con la inducción de un mitógeno.  

 Los resultados indican que la proteína núcleo (PN) no afecta la proliferación de linfocitos T CD4+, 

evaluada con ambas metodologías; sin embargo, en presencia de PMA o ConA con LPS, proliferan 

significativamente. Lo anterior puede deberse a los distintos blancos moleculares. La PMA, es un mitógeno 

utilizado para inducir la proliferación de linfocitos T, que activa la proteína cinasa C (PKC) y promueve la 

transducción de señales implicadas en la activación y la proliferación de linfocitos T (Lisbona, 2002; Hyogo 

et al., 2010). Así mismo, la ConA al unirse a a-D-manosilo resulta en la transducción de señales desde la 

membrana hasta el núcleo de los linfocitos, activándolos (Norian et al., 2015). El LPS, por su parte, se une 

al TLR4, que al ser activado da lugar a la vía de señalización NFκB y a la producción de citocinas pro-

inflamatorias que se encargan de activar el sistema inmunitario innato (Aldapa-Vega et al., 2016). Por otro 

lado, la PN presenta especificidad por el TLR2 que está involucrado en la activación de respuestas anti y 

pro-inflamatorias (Zhai et al., 2015). Según Zhai et al., 2015 la PN como ligando de TLR2, desencadena la 

activación y expansión de Treg CD4+CD25+ para inhibir las respuestas inmunitarias del hospedero. Estos 
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resultados sugieren que la PN puede desempeñar un papel en la activación de la proliferación de Treg e 

inducir su función supresora sobre los linfocitos T CD4+.    

 En la segunda fase del trabajo se evaluó el efecto de la PN sobre la activación celular de linfocitos 

T CD4+ mediante de citometría de flujo (Figuras 13-14).  

 Los resultados obtenidos muestran que en presencia de PN existe un aumento en la expresión 

de CD62L, marcador que se expresa en la superficie celular de linfocitos T activados (Yang et al., 2011), y 

es dependiente de la concentración. Se obtuvieron resultados estadísticamente significativos al comparar 

las diferencias entre el control y todas las concentraciones utilizadas de PN. Este resultado podría significar 

que los linfocitos T se activan en presencia de la PN, sin embargo, no proliferan. 

 Otro de los objetivos fue evaluar el efecto de la PN sobre la producción de citocinas, IL-10 e IFN-

γ, de los linfocitos T CD4+. Este ensayo se realizó mediante la tinción intracelular con anticuerpos que 

reconocen específicamente a cada citocina.  

 Los resultados obtenidos muestran que la PN tiene un efecto inhibitorio de la producción de IFN-

γ (Figura 15), ya que al aumentar la concentración de proteína la producción de esta citocina disminuyó 

de 11.6% a un 1.63%. Caso contrario a la IL-10 (Figura 16), que aumentaba su producción de 1.53% a 7.86% 

al incrementar la concentración de proteína viral. Estos resultados concuerdan con Bolacchiet al., 2006, Li 

et al., 2018 y con la hipótesis de este trabajo, la función efectora de los T reguladores aumenta y la función 

de los Th1 disminuye. Por lo tanto, la PN afecta la producción de IFN-y e IL-10, y es dependiente de la 

concentración. 

 También, se analizó el efecto de la PN en la producción de citocinas solubles: IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IFN-γ y TNF-α. Se observaron diferencias significativas en la 

producción de IL-6, en comparación con las demás citocinas (Figura 17). La IL-6, a pesar de ser una citocina 

pro-inflamatoria puede tener efecto anti-inflamatorio (Sghaier et al., 2017). Se especula que para este caso 

la IL-6 tiene efecto anti-inflamatorio, ya que según lo reportado puede inhibir la producción de IFN-γ por 

las células T CD4+ y evitar la diferenciación al subtipo celular Th1 (Diehl y Rincón, 2002). 

 Otra citocina que se encontró en los sobrenadantes fue la IL-10. Una citocina anti-inflamatoria 

que es producida principalmente por linfocitos T reguladores y que suprime a los demás subtipos de T 
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colaboradores. En presencia de la PN, no hubo presencia de otras citocinas, y esto puede estar relacionado 

con la producción elevada de IL-6 e IL-10 y su capacidad supresora.  

 Los resultados obtenidos de los objetivos específicos fueron que la PN no tiene efecto sobre la 

proliferación de linfocitos T colaboradores o sobre la producción de citocinas, con excepción de la IL-6 y la 

IL-10, y que tiene un efecto sobre la expresión del marcador de activación celular CD62L, dependiente de 

la concentración de la proteína núcleo viral.   

 Con los resultados obtenidos mediante los objetivos específicos surgió la nueva hipótesis: los 

linfocitos T colaboradores presentan agotamiento celular en presencia de la proteína núcleo ya que 

algunas de las características de agotamiento celular son principalmente disminución de la proliferación, 

disminución en la producción de citocinas, disminución del marcador de activación CD62L, aumento de IL-

10 y aumento en los marcadores co-estimuladores inhibidores PD-1 y CTLA-4, entre otras características. 

Según Yi et al., 2010 y Barathan et al., 2018, el HCV causa agotamiento celular en linfocitos T CD8+ y 

posiblemente también en linfocitos T CD4+.  

 Debido a estos antecedentes, se decidió analizar los marcadores inhibidores PD-1 y CTLA-4 

(Figuras 18-21).  

 Se observaron diferencias significativas al comparar la expresión de PD-1 (Figura 19) y CTLA-4 

(Figura 21) en células tratadas con PN. Los marcadores inhibidores PD-1 y CTLA-4 se expresan en células 

activadas (Manzoor, 2015), al igual que CD62L. El marcador PD-1 interactúa con sus ligandos enviando 

señales intracelulares que se traducen en la disminución de la producción de citocinas como IFN-y, TNFα 

e IL-2, afectando la diferenciación y el balance de linfocitos T (Manzoor, 2015). El marcador CTLA-4 de 

manera similar a PD-1, cuando se expresa, frena la actividad de los linfocitos T disminuyendo su función, 

evitando la proliferación (Manzoor, 2015). Hipotetizamos que la PN del HCV por sí sola puede tener un 

papel importante en el agotamiento celular que se ha observado en la infección crónica (Yi et al., 2010)  

 Por último, se decidió realizar un ensayo para evaluar la posible muerte celular y descartar que 

las células estuvieran muriendo en presencia de la PN en lugar de presentar agotamiento celular, ya que 

PD-1 también es un marcador de muerte celular programada (Manzoor, 2015). Con este fin, se marcaron 

las células con PI y se observó únicamente un 10.3% de expresión con la concentración de 1000ng/ml de 

PN (Figura 22). Estos resultados indican que las células presentan el marcador PD-1, sin embargo, las 

células no están muriendo.   
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 Se puede deducir que la PN tiene un efecto sobre la activación celular y la producción de 

citocinas. Este efecto puede ser causado por el agotamiento celular de linfocitos T colaboradores inducido 

por la proteína viral. En presencia de la PN se expresa el marcador de activación y migración a nódulos 

linfáticos CD62L y los marcadores inhibidores PD-1 y CTLA-4, regulando negativamente a los linfocitos 

evitando la proliferación celular sin provocar muerte celular, y la producción de citocinas pro-inflamatorias 

como IFN-γ. La producción de IL-6 e IL-10 aumenta, por lo que se hipotetiza que estas citocinas podrían 

inhibir la producción de otros procesos inmunológicos.  
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Capítulo 5.  Conclusiones 

A continuación, se presentan las principales conclusiones del trabajo.  

• La PN inhibe la proliferación de linfocitos T colaboradores. 

• La PN tiene un efecto en la activación de linfocitos T, indicado por la expresión del marcador 

CD62L. 

• La PN tiene un efecto sobre la producción de citocinas, IL-10 e IFN-γ, y es dependiente de la 

concentración de la proteína viral.  

• La PN tiene un efecto sobre la secreción de IL-6.  

• La PN tiene un efecto sobre el aumento en la expresión de los marcadores PD-1 y CTLA-4.  

• La PN puede estar causando agotamiento celular de los linfocitos T colaboradores. 
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Anexos 

Anexo A. Estandarización 

Estandarización de número de células en placa de 96 pozos 

Se realizó el ensayo en placas de 96 pozos para estandarizar el número de células adecuado. En cada pozo 

se cultivaron tres cantidades de células distintas: 15,000; 150,000 y 200,000; todas en 150µl de medio. Las 

células se activaron con ConA [1mg/ml] y LPS [1mg/ml] que son mitógenos capaces de inducir proliferación 

en linfocitos T, y se adicionó 0.15mg/ml de resazurina por pozo. También, se consideraron dos controles, 

uno con células sin activar y otro con medio únicamente.  

Las células se purificaron un día antes de sembrarse por triplicado en la placa y se conservaron a -

4°C. Se utilizaron dos placas de 96 pozos, una placa estéril para incubar las células y otra no estéril para 

leerlas en el espectrofotómetro por cada día (tres días en total). El diseño experimental se presenta en la 

Figura 23.  

 
Figura 23. Estandarización de número de células cultivadas en placa de 96 pozos. El contenido final de los pozos 
final fue de células en 150µl de medio, concanavalina A (ConA) [1mg/ml], lipopolisacárido (LPS) [1mg/ml] y resazurina 
sódica. 
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Se obtuvo que la concentración adecuada fue de 15,000 células por pozo, debido a que se 

mantiene la proliferación sin agotar los nutrientes del medio y causar muerte celular. Los linfocitos 

activados se dividen cada 6-8 horas y el experimento se cuantificó cada 24 horas por tres días. Los 

resultados se muestran en la Figura 24. 

 
 
Figura 24. Estandarización de número de células. El contenido final de los pozos final fue de 15,000, 150,000 y 
200,000 células en 150µl de medio, concanavalina A (ConA) [1mg/ml], lipopolisacárido (LPS) [1mg/ml] y resazurina 
sódica. 

 

Estandarización concentraciones de proteína  

Cálculos para obtener las concentraciones de proteína: [0.1µg/ml] (2), [1µg/ml] (3) y [10µg/ml] (4) de un 

stock de [1µg/µl]. Se preparó stock de 10µg/ml con400 PBS y 4µl de stock de [1µg/µl] para concentraciones 

de [0.1µg/ml] (3) y [1µg/ml]. 

 𝟒𝟎𝟎µ𝒍
𝟏𝟎µ𝒈
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𝟏𝟎𝟎𝟎µ𝒍
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𝟏𝟎𝟎𝟎µ𝒍

𝟏µ𝒍

𝟏µ𝒈
= 𝟐µ𝒍 (4) 

Estandarización de activación celular 

Se realizó la estandarización de la activación celular de linfocitos T con PMA/ionomicina. El PMA es un 

compuesto que sirve para estimular la división celular de linfocitos T, mientras que la ionomicina es un 

ionóforo que aumenta el nivel intracelular de calcio causando la producción de citocinas como IL-2 (Ai et 

al., 2013).  

Para este ensayo se utilizaron placas de 24 pozos con un millón de células, tres concentraciones 

distintas de PMA: 10ng/ml, 20ng/ml y 25ng/ml, ionomicina 1µg/ml y tres controles: control de 

autofluorescencia, control de muerte y control de proliferación. Para el control de autofluorescencia se 

utilizaron células activadas sin teñir, para el control de muerte se utilizaron células pre-calentadas a 60°C 

durante 30 minutos y se tiñeron posteriormente con yoduro TO-PRO-3 y finalmente, para el control de 

proliferación se utilizaron células teñidas con CFSE sin activar. El diseño experimental se muestra en la 

Figura 25. 
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Figura 25. Ensayo de estandarización de la activación de linfocitos con PMA. El contenido final de los pozos final fue 
de 1 millón de células en 1ml de medio, forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) en tres distintas concentraciones: 
10ng/ml, 20ng/ml y 25ng/ml y éster de succinimidil-carboxifluoresceína (CFSE). Control autofluorescencia, 
únicamente células. Control de muerte, células teñidas con yoduro de propidio (PI). Control de proliferación, 
únicamente células con CFSE. 

 

Los citogramas obtenidos se observan en la Figura 26.  

 

Figura 26. Estandarización de la activación celular con PMA. El análisis muestra la proliferación de linfocitos T con 
tres concentraciones distintas de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA): 10ng/ml, 20ng/ml y 25ng/ml. Comp, 
compensación. 
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Anexo B. Titulación de anticuerpos 

La titulación de anticuerpos por citometría de flujo se realizó para optimizar el consumo del reactivo y 

aumentar la sensibilidad de los ensayos. Se realizaron diluciones 1-20, 1-50, 1-100 y 1-200 para anti-CD4 

(Figura 27); 1-50, 1-100, 1-200 y 1-400 para anti-CD25 (Figura 28), anti-CD45RA (Figura 29) y anti-CD62L 

(Figura 30); y 1-4, 1-8, 1-10 y 1-20 para anti-IFN-γ (Figura 31), anti-IL-4 (Figura 32), anti-IL-10 (Figura 33), 

anti-IL-17A (Figura 34) y anti-Foxp3 (Figura 35). Se analizaron 50,000 eventos para cada anticuerpo 

tomando en cuenta un control de autofluorescencia.  

Tabla3. Panel de anticuerpos. 

Anticuerpo Tipo Fluorocromo Canal Población celular 

Anti-CD4 Extracelular PE-Cy7 BL4 Linfocitos T colaboradores 

Anti-CD25 Extracelular PE-Cy5 BL3 Linfocitos T reguladores 

Anti-CD62L Extracelular APC RL1 Linfocitos T vírgenes 

Anti-IFN-γ Intracelular PE BL2 Linfocitos Th1 

Anti-Foxp3 Intracelular APC RL1 Linfocitos T reguladores 

Anti-IL-4 Intracelular APC-Cy7 BL4 Linfocitos Th2 

Anti-IL-10 Intracelular PE BL2 Linfocitos T reguladores 

Anti-IL-17A Intracelular APC RL1 Linfocitos Th17 

 

 

 

 
 

Figura 27. Titulación de anti-CD4. Expresión de CD4 en células marcadas con anti-CD4. 
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Figura 28. Titulación de anti-CD25. Expresión de CD25 en células marcadas con anti-CD25. 

 

 

Figura 29. Titulación de anti-CD45RA. Expresión de CD45RA en células marcadas con anti-CD45RA. 

 

 

Figura 30. Titulación de anti-CD62L. Expresión de CD62L en células marcadas con anti-CD62L. 
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Figura 31. Titulación de anti-IFN-γ. Expresión de IFN-γ en células marcadas con anti-IFN-γ. 

 

 

Figura 32. Titulación de anti-IL-4. Expresión de IL-4 en células marcadas con anti-IL-4. 

 

 

Figura 33. Titulación de anti-IL-10. Expresión de IL-10 en células marcadas con anti-IL-10. 
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Figura 34. Titulación de anti-IL-17A. Expresión de IL-17A en células marcadas con anti-IL-17A. 

 

 

Figura 35. Titulación de anti-Foxp3. Expresión de Foxp3 en células marcadas con anti-Foxp3. 
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Anexo C. Análisis estadísticos 

Tabla 4.Análisis estadísticos de proliferación celular con resazurina. 

 

Tabla 5. Análisis estadísticos de la expresión del marcador CD62L. 
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Tabla 6. Análisis estadísticos producción de citocinas solubles. 
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Tabla 7. Análisis estadísticos de la expresión del marcador PD-1. 

 

Tabla 8. Análisis estadísticos de la expresión del marcador CTLA-4. 
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Anexo D. Citogramas 

 

Figura 36. Efecto de la PN sobre la expresión del marcador CD62L en linfocitos T. El análisis indica el efecto de la 
proteína núcleo (PN) en la expresión del marcador CD62L respecto al marcador CD4 de tres sujetos con cuatro 
concentraciones de PN: 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. A) Sujeto 1. B) Sujeto 2. C) Sujeto 3. Comp, 
compensación. 

 

 

Figura 37.Expresión del marcador CD62L en células sin PN. El análisis indica el efecto de la proteína núcleo (PN) en 
la expresión del marcador CD62L de tres sujetos sin PN. 
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Figura 38. Expresión de PD-1 en linfocitos T con PN. El análisis indica el efecto de la proteína núcleo (PN) en la 
expresión del marcador PD-1 de tres sujetos con 500ng/ml de PN. A) Sujeto 1. B) Sujeto 2. C) Sujeto 3. Comp, 
compensación. 

 

 

Figura 39. Expresión de PD-1 en linfocitos T sin PN. El análisis indica el efecto de la proteína núcleo (PN) en la 
expresión del marcador PD-1 de tres sujetos sin PN. A) Sujeto 1. B) Sujeto 2. C) Sujeto 3. Comp, compensación. 
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Figura 40. Expresión de CTLA-4 en linfocitos T con PN. El análisis indica el efecto de la proteína núcleo (PN) en la 
expresión del marcador CTLA-4 de tres sujetos con 500ng/ml de PN. A) Sujeto 1. B) Sujeto 2. C) Sujeto 3. Comp, 
compensación. 

 

 

Figura 41. Expresión de CTLA-4 en linfocitos T sin PN. El análisis indica el efecto de la proteína núcleo (PN) en la 
expresión del marcador CTLA-4 de tres sujetos sin PN. A) Sujeto 1. B) Sujeto 2. C) Sujeto 3. Comp, compensación. 


