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

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

Resumen aprobado por:

Dr. Marco Antonio De Leén Nava
Director de tesis

Algunos virus son patdgenos que, para establecerse y reproducirse en sus hospederos humanos, han
desarrollado estrategias para evadir, mediante proteinas estructurales y no estructurales, la respuesta
inmunoldgica. El virus de la hepatitis C (HCV) perteneciente a la familia Flaviridae y al género
Hepacivirus, codifica en su genoma una poliproteina que genera diez proteinas virales: nucleo,
estructural (E) 1, E2, proteina (p) 7, no estructural (NS) 2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B. Algunas
evidencias indican que la proteina nucleo (PN) participa en la evasién de la respuesta inmunitaria,
modificando vias de sefializacién y alterando las poblaciones de linfocitos T, células importantes en
coordinar y establecer una respuesta antiviral efectiva, pero no esta claro si esta proteina actua
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 activacién y funcién efectora de distintas poblaciones de
linfocitos T: Th1l, Th2, Th17 y Treg. Para cumplir con este objetivo se establecid una estrategia
experimental, que consistid en obtener muestras de sangre periférica de sujetos sanos, separar las
células mononucleares por medio de centrifugacion 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 expresién de biomarcadores
membranales y produccion de citocinas. Los resultados indican que la PN tiene un efecto modulador
de la activacion y produccion de citocinas, como el IFN-y y la IL-10 por parte de los linfocitos T, ademas
hipotetizamos que esta proteina puede estar involucrada en el agotamiento celular de los linfocitos T
como lo indica la expresién de los marcadores inhibidores, PD-1y CTLA-4. La aportacidn de este trabajo
fue caracterizar el efecto inmunomodulador de la proteina nucleo, contribuyendo a la comprension de
la interaccién virus-inmunidad y los mecanismos moduladores del HCV sobre los linfocitos T.

Palabras clave: Inmunomodulacidn, PN, linfocitos T colaboradores.



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 Leén 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-y 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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Lista de figuras

Figura

1.

Inmunidad innata y adaptativa. La inmunidad innata se compone de
proteinas solubles y células con funciones especializadas: mastocitos, células
asesinas naturales (NK), macrdfagos, eosinéfilos, baséfilos y neutréfilos. 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 si mismas o de otros tipos celulares. La respuesta
inmunitaria innata y adaptativa se comunican mediante las células
presentadoras de antigeno (APC) que incluyen monocitos/macréfagos,
linfocitos By células dendriticas (DC). Tomada y modificada de Dandroff et al.,

Diferenciacion de las células T CD4+. Los linfocitos Th, en presencia de
estimulos, citocinas y otros factores, pueden diferenciarse en subpoblaciones
productoras de citocinas especificas de cada subtipo......cccceeeveeiececeeceveeceiciens

Genoma viral del HCV. El genoma ARN policistronico del HCV da origen a diez
proteinas virales: proteina nucleo (PN), proteinas estructurales E1y E2, p7 y
proteinas no-estructurales NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B (RdRp).
Tomada y modificada de Chevaliez y Pawlotsky, 2006..........ccccccoevverrrercerrerecunnene

Respuesta inmunitaria en presencia de HCV. Las lineas color negro con
flechas denotan una accidn sobre un elemento mientras que las lineas rojas
inhibitorias representan una inhibicién por un elemento. Tomada y
modificada de Obaid et al., 2018.......oooeecieiiiireieeeeeee ettt

Dominios de la proteina ntcleo. La primera escision de la proteina nucleo
(PN) por peptidasas del hospedero genera una PN inmadura de 191
aminodcidos de longitud. Una segunda escisién remueve la C-terminal de la
secuencia sefial E1, liberando la PN madura de 177 aminodcidos de longitud
y 21 kDa de peso. La PN madura estd compuesta por dos dominios distintos:
dominio 1 (en la regidon N-terminal) y dominio 2 (en la regidon C-terminal). El
dominio 1 es una estructura flexible que se subdivide en tres dominios basicos
(BD): BD1, BD2 y BD3. Durante el ensamble el dominio 1 esta involucrado en
la unién a RNA y oligomerizacidn para formar la nucleocapside. El dominio 2
contiene las regiones de hélice (H) 1y H2, que estan conectadas por un bucle
hidrofébico (HL), que contribuye en la interaccién con membranas lipidicas.
El dominio 3 corresponde al extremo de la regién C-terminal que es escindida
y por lo tanto ausente en la PN madura. Tomado y modificado de Hepatitis C
(o 01110 V=T 1 TR

Ensayo de proliferacidn celular con resazurina. El contenido final de los pozos
final fue de 15,000 células en 150ul de medio, concanavalina A (ConA)
[1mg/ml], lipopolisacérido (LPS) [1mg/ml], resazurina sddica y la proteina
nucleo (PN) en tres distintas concentraciones: 0.1pg/ml, 1ug/mly 10ug/ml. S,
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10.

11.

12.

Ensayo de proliferacion celular con CFSE. El contenido final de los pozos fue
de 1 millon de células en 1ml de medio, éster de succinimidil-
carboxifluoresceina (CFSE) y anti-CD4 para todos los pozos excepto para los
controles. A los pozos con células activadas con PMA se agregd proteina
nicleo (PN) en cuatro distintas concentraciones: 100ng/ml, 250ng/ml,
500N/ MIY 1000NG/Ml...coririiitiiierieceeete ettt vt r e b et s aens

Estrategia de analisis de datos. A) El citograma muestra los datos singulares
o “singlets”, delimitadas por el recuadro negro en el citograma, al analizar el
detector de dispersiéon frontal (FSC) contra FSC. B) El citograma muestra las
poblaciones celulares detectadas al analizar FSC contra el detector de
dispersidn lateral (SSC), se muestra la poblacidn de linfocitos T marcada en el
recuadro Negro del CItOZrama.......vcueeeueieire e ettt et e e neas

Efecto de la PN en la proliferacion de linfocitos T CD4+. A) Células con
0.1ug/ml de proteina nucleo (PN). B,) Células con 1ug/ml de PN. C) Células
con 10ug/ml de PN. D) Control células sin activacién. E) Control células
ACTIVAAAS ettt ettt et ete et eeb e b e b et e et e ebesheebesreereesaeraesaenaenenn

Proliferacion de linfocitos T CD4+, evaluado mediante reduccién de
resazurina sodica. Efecto sobre la proliferacion de linfocitos T CD4+ activados
con 0.1ug/ml, 1ug/mly 10ug/ml de proteina nucleo (PN). Las barras verticales
representan las medias con desviacion estandar (n=5, por concentracién de
PN). Control negativo, células sin activar sin PN; control positivo, células
activadas. Las diferencias entre el control negativo y todas las
concentraciones de PN se consideraron estadisticamente significativos (***,
p<0.001). Las diferencias entre el control positivo y todas las concentraciones
de PN se consideraron estadisticamente significativos (*, p=0.05 para
0.1ug/ml y *** p<0.001 para 1ug/ml y 10ug/ml). Las diferencias entre la
concentracidon 0.1ug/ml de PN y 1ug/ml se consideraron estadisticamente
significativas (***, p<0.001). Las diferencias entre la concentracion 0.1ug/ml
y 10ug/ml se consideraron estadisticamente significativas  (**,

Efecto de la PN sobre la proliferacion de linfocitos T CD4+ no activados. A)
Citogramas correspondientes al marcaje con anti-CD4 y éster de succinimidil-
carboxifluoresceina (CFSE) en células activadas con cuatro concentraciones
de proteina nucleo (PN): 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. B)
Histogramas correspondientes a la representacion de las intensidades medias
de fluorescencia (IMF) de la CFSE en células activadas con cuatro
concentraciones de PN: 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/mly 1000ng/ml. Control,
células activadas con PMA. Comp, COMPENSACION.......cuevirrereereeecesiereereseiervaennes

Efecto de la PN sobre la proliferacion de linfocitos T CD4+ activados. A)
Citogramas correspondientes al marcaje con anti-CD4 y éster de succinimidil-
carboxifluoresceina (CFSE) en células activadas con cuatro concentraciones
de proteina nudcleo (PN): 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. B)
Histogramas correspondientes a la representacion de las intensidades medias
de fluorescencia (IMF) de la CFSE en células activadas con cuatro
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concentraciones de PN: 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/mly 1000ng/ml. Control,
células activadas con PMA sin PN.Comp, compensacion..........cccceeceeeeeeecierveeannns

Efecto de la PN en la activacidn de linfocitos T mediante citometria de flujo.
El analisis indica el efecto de la proteina nucleo (PN) en la expresion del
marcador CD62L respecto al marcador CD4 con cuatro concentraciones de
PN: 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml vy 1000ng/ml. Comp,
COMPENSACION ...t cteee e ettt se e e e eteste st e e e s et e st e st e s sasasesteseseesensanbaseesarsasaneas

Expresion del marcador CD62L. Efecto sobre la expresién de CD62L en
linfocitos T CD4+ con 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/mly 1000ng/ml de proteina
nucleo (PN). Las barras verticales representan las media con desviacion
estandar (n=3, por concentracién de PN). Control, células sin PN. Las
diferencias entre el control contra todas las concentraciones de PN se
consideran estadisticamente significativos (***, p<0.001)......ccccecvveverrrereeenne.

Efecto de la PN en la produccién de IFN-y por los linfocitos T. El andlisis indica
el efecto de la proteina nucleo (PN) en la expresién del marcador IFN-y
respecto al marcador CD4 con cuatro concentraciones de PN: 100ng/ml,
250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. Control, células sin PN. Comp,
COMPENSACION...cuiieeeeeetesteere ettt st et st e e et ste st e e es e s ees e et e s et eseebesee see e sassassesessansaneas

Efecto de la PN en la produccion de IL-10 por los linfocitos T. El analisis indica
el efecto de la proteina nucleo (PN) en la expresién 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,
COMPENSACION ...ttt ettt et et et eteeteste st e e e s e sa et aet e s ssaseebe st stennssessansesassansenns

Efecto de la PN en la produccion de citocinas solubles. Efecto sobre la
produccién de citocinas solubles en linfocitos T CD4+ con 100ng/ml,
250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml de proteina nucleo (PN). Las barras
verticales representan las medias con desviacion estandar (n=3, por
concentraciéon de PN). Control, células sin PN. Las diferencias entre la
produccién de IL-6 y las demads citocinas se consideran estadisticamente
significativos (¥**, P<O.00L).......cucirieeeeece ettt et st e e a st

Efecto de la PN en la expresion de PD-1 por los linfocitos T mediante
citometria de flujo. El analisis indica el efecto de la proteina nucleo (PN) sobre
la expresion del marcador PD-1 en células T CD4+ desde O hasta 144 horas,
leidas cada 24 horas. Control, células sin PN. Comp, compensacion...................

Efecto de la PN en la expresidn del marcador PD-1. Efecto sobre la expresion
de PD-1 en linfocitos T CD4+ con 500ng/ml de proteina nicleo (PN). Las barras
verticales representan la medias con desviacidén estandar (n=3, por cada
tratamiento). Control, células sin PN. Las diferencias entre el tratamiento y el
control se consideran estadisticamente significativos (*, p<0.04)..........cccocuuu.....

Efecto de la PN en la expresion de CTLA-4 por los linfocitos T mediante
citometria de flujo. El andlisis indica el efecto de la proteina nucleo (PN) sobre
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la expresidn del marcador CTLA-4 en células T CD4+ desde 0 hasta 144 horas,
leidas cada 24 horas. Control, células sin PN. Comp, compensacion....................

Expresion del marcador CTLA-4. Efecto sobre la expresion de CTLA-4 en
linfocitos T CD4+ con 500ng/ml de proteina nucleo (PN). Las barras verticales
representan las medias con desviacién estdndar (n=3, por cada tratamiento).
Control, células sin PN. Las diferencias entre el tratamiento y el control se
consideran estadisticamente significativos (***, p<0.001).......ccccececerrerrrerernn.

Efecto de la PN sobre la muerte celular de linfocitos T mediante citometria
de flujo. El andlisis indica el efecto de la proteina nucleo (PN) sobre la
expresion de yoduro de propidio (PI) en células T CD4+. Control, células sin
PN. COMP, COMPENSACION.....ceiciieriertririiieriererress st et eteste st stesessessessesassessessaseesessesee s

Estandarizacién de nimero de células cultivadas en placa de 96 pozos. El
contenido final de los pozos final fue de células en 150ul de medio,
concanavalina A (ConA) [1mg/ml], lipopolisacarido (LPS) [1mg/ml] vy
FESAZUIING SOUICA....ueciirieerietietieeeee ettt et e e et esb et ee e e sbesbesbeetesasessasaessessenannes

Estandarizaciéon de nimero de células. El contenido final de los pozos final
fue de células en 150ul de medio, concanavalina A (ConA) [1mg/ml],
lipopolisacérido (LPS) [Img/ml] y resazurina s&dica......c..ceeuerveeerreererereieseineernas

Ensayo de estandarizacién de la activacién de linfocitos con PMA. El
contenido final de los pozos final fue de 1 millén 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-carboxifluoresceina
(CFSE). Control autofluorescencia, Unicamente células. Control de muerte,
células tefiidas con yoduro de propidio (Pl). Control de proliferacion,
Unicamente CElulas CON CFSE.........cciiiiieieece ettt ettt e et st e e eanens

Estandarizacion de activacion celular con PMA. El andlisis muestra la
proliferacién de linfocitos T con tres concentraciones distintas de forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA): 10ng/ml, 20ng/ml y 25ng/ml. Comp,
COMPENSACION...eeceeceecte ettt ettt et et et e e eteeteste e e eateb e et e et eassasesesteseeseensabasbassnsessasaneas
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Capitulo 1. Introduccidn

La incidencia y complicaciones relacionadas al virus de la hepatitis C (HCV) continia aumentando
globalmente, aproximadamente 58 millones de personas en el mundo estdn infectados con HCV crénica
(Organizacion Mundial de la Salud, 2021). La persistencia de esta infeccion viral puede causar carcinoma
hepatocelular (HCC), el primer padecimiento del higado y la tercera causa de muerte por cancer en el

mundo (Organizacion Mundial de la Salud, 2020).

Solo un 15% de los individuos infectados eliminan la infeccién viral por HCV (Organizacién Mundial
de la Salud, 2021). Los individuos que no logran eliminar el virus, desarrollan una infeccién crénica que
causa una falla inmunitaria, que se caracteriza por alteracion del equilibrio celular. El virus aparentemente
provoca el agotamiento funcional de las células T especificas al virus, incluyendo supresion mediante el
aumento de marcadores de muerte, pérdida de co-estimulacion positiva y expansion de los linfocitos T
reguladores (Treg) (Barathan et al., 2015). A pesar de la identificacidon de estos factores relacionados, la
causa exacta de la mayoria de los casos de esta persistencia viral se desconoce, sugiriendo la contribucion
de otros factores, en particular el estado inmunitario del hospedero y la inmunomodulacién mediante los

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

En este trabajo nos centramos en la proteina nucleo (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 inmunoldgico es una red compleja compuesta por una variedad de células, érganos y moléculas
solubles. Esta red se encarga de la deteccidn y eliminacién de agentes extrafios al organismo, células
andémalas y sustancias nocivas mediante mecanismos coordinados entre sus componentes (Abbas et al.,
2015). El sistema inmunoldgico se divide en dos respuestas principales, inmunidad innata e inmunidad
adaptativa (Figura 1). La respuesta inmunitaria innata es la primera linea de defensa que reconoce,
mediante receptores celulares, patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS), patrones

moleculares asociados a dafio (DAMPS) y antigenos propios y no propios (Herwald y Egesten, 2016).
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También, cumple un papel importante en la activacion y regulacidon 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 reaccidn con cada exposicién a un mismo antigeno especifico

(Warrington et al., 2011).

INMUNIDAD
INNATA
Célula NK Linfocito B . ,7_
7 4 }’ 3 '&
Q/ ) \> R ) 5 Anticuerpos

Complemento Linfocito T
Macréfago/ =,

monocito 6 .
Célula
dendritica

Baséfilo

Eosinéfilo
’ Linfocito T Linfocito T
& CD4+ CD8+

Neutréfilo

INMUNIDAD
ADAPTATIVA

Figura 1. Inmunidad innata y adaptativa.La inmunidad innata se compone de proteinas solubles y células con
funciones especializadas: mastocitos, células asesinas naturales (NK), macrofagos, eosindfilos, basofilos y neutroéfilos.
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 si mismas o de otros tipos celulares. La respuesta
inmunitaria innata y adaptativa se comunican mediante las células presentadoras de antigeno (APC) que incluyen
monocitos/macrdéfagos, linfocitos B y células dendriticas (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 mas especifica, estimulan a la inmunidad
adaptativa. Los mecanismos constan de barreras fisicas (piel, mucosa, epitelio ciliado bronquial, moco),
barreras quimicas (pH de los fluidos, lipidos, poliaminas), barreras bioquimicas (enzimas, proteinas de fase
aguda, citocinas), barreras microambientales (como la microbiota intestinal), proteinas solubles como el
complemento, quimiocinas, citocinas, cascada de coagulacidon y elementos celulares con funciones

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

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

de antigeno (APC), que pueden ser macrdfagos, linfocitos B o células dendriticas (DC), que reconocen
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antigenos que posteriormente son presentados a elementos de la inmunidad adaptativa (Warrington et
al.,, 2011). La presentacién de antigeno comienza con la fagocitacién de antigenos, procesamiento del
antigeno y termina con la presentacion de los péptidos de origen exdgeno o enddégeno mediante
complejos péptido-complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | o clase Il segiin corresponda. Las
APC migran de los sitios de adquisicidn de antigeno hacia los drganos linfaticos secundarios e interactian

fisicamente 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 maduracidén expresan ciertas
moléculas de superficie (lectinas) y secretan distintas citocinas (IL-12, IL-1 y TNF-a) que determinan la
respuesta que se induce (Vazquez et al., 2012). Las DC son las Unicas células capaces de activar linfocitos
T virgenes y de iniciar una respuesta inmunoldgica adaptativa (Théry y Amigorena, 2001; Guermonprez et

al., 2002).

1.1.2 Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa es un mecanismo de respuesta especifica, que se estimula después de la
exposicién a antigenos, y cuya habilidad defensiva aumenta después de cada exposicién gracias a su
capacidad de memoria a largo plazo. La respuesta adaptativa se divide en dos tipos: inmunidad humoral y
celular. Lainmunidad 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 dsea y se caracterizan por sus receptores de linfocitos
B (BCR). Cuando el BCR entra en contacto con un antigeno, se generan sefales intracelulares que
promueven la diferenciacién hacia células plasmaticas y proliferacién para el desarrollo de células B de
memoria. Las células plasmaticas, son las encargadas de producir y secretar anticuerpos (Pieper et al.,

2013; Tobodn et al., 2013).

Los linfocitos T son las células encargadas de la respuesta celular adaptativa que participan
principalmente en la defensa contra patdgenos y células malignas. El linaje hematopoyético de los

linfocitos T es de origen linfoide proveniente de médula dsea, terminando su maduracion y seleccion en
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el Timo (Martin et al., 2013). Una vez maduros, los linfocitos se trasladan a los nédulos linfaticos mediante
las vénulas del endotelio alto, tejido que presenta moléculas de adhesion (integrinas) y quimiocinas (CCR7)
para permitir el alojamiento de ciertas poblaciones de linfocitos (Martin et al., 2013). Esta migracién es
esencial para mantener la homeostasis y proveer una defensa eficiente contra patdgenos. Los linfocitos T
virgenes se encuentran en los nddulos linfaticos principalmente, aunque también se encuentran en

circulacidn, y su nombre se debe a que aln no han sido expuestos a ningln antigeno (Lewis et al., 2008).

Los linfocitos T virgenes necesitan de tres sefiales para ser activados: la primera es la presentaciéon
del antigeno mediante la union MHC clase |l al receptor de linfocitos T (TCR); la segunda, es la presencia
de moléculas co-estimuladoras CD80/CD86 para sintetizar la cadena a del receptor de la interleucina (IL)
2, necesario para la supervivencia de los linfocitos T; y la tercera, la sefalizacion 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 citotéxicos (CD8+) y colaboradores (CD4+). Los linfocitos T CD8+
reconocen péptidos presentados por moléculas del MHC clase |, expresado en todas las células nucleadas.
Una vez activados, los linfocitos CD8+ son capaces de eliminar células infectadas con patdgenos
intracelulares o células tumorales mediante contacto célula-célula por liberacién de perforinas y
granzimas, también pueden producir citocinas pro-inflamatorias y de activacidon de macréfagos (interferdn

(IFN)-y e IFN-a) (Chavez-Galan, 2009).

Por otro lado, los linfocitos T colaboradores (Th) CD4+ reconocen a un complejo formado por un
antigeno peptidico y moléculas del MHC clase Il que es presentado especificamente por las APC. Los
linfocitos T CD4+, debido a su plasticidad, pueden diferenciarse en varias subpoblaciones, entre las que
destacan los linfocitos efectores Thl, Th2, Th17 y Treg, dependiendo de la intensidad de la estimulacidn,
el microambiente y factores de transcripcidén que se expresen (Figura 2). Las citocinas especificas de cada
subpoblacién son importantes para la activacidn de otros tipos celulares como: macréfagos, eosindfilos,
células B y neutrdfilos, y para la coordinaciéon 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 caracteristicas entre subtipos e incluso perder sus cualidades originales para
diferenciarse en otra subpoblacion (Baranovski et al., 2015) lo que le permite al sistema inmunitario

adaptarse y responder rapidamente frente a agentes infecciosos (lvanova y Orekhov, 2015).
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Figura 2. Diferenciacion de las células T CD4. Los linfocitos Th, en presencia de estimulos, citocinas y otros factores,
pueden diferenciarse en subpoblaciones productoras de citocinas especificas de cada subtipo.

1.1.2.1 Linfocitos efectores Thl

Los linfocitos Thl ayudan a la respuesta inflamatoria mediante la activacidn de linfocitos B, linfocitos T
CD8+, células NK y regulan la respuesta de los macréfagos, su diferenciacién depende de IL-12 y de la
expresion de los factores de transcripcion T-bet y el transductor de sefial y activador de la transcripcion

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

Este subtipo se caracteriza por la produccién de IFN-y que activa macréfagos en tejidos periféricos.
El IFN-y facilita la presentacidon de antigeno mediante el aumento de expresién de moléculas MHC-Il y
moléculas co-estimuladoras de macréfagos (Rich et al., 2019). Ademas,los linfocitos Th1 producen IL-12,
involucrada en la generacion de linfocitos T citotdxicos de memoria y en la supervivencia de los linfocitos
T reguladores, asi como el TNF-a un factor importante para la regulacién de la inflamacioén, y la IL-10 que

suele tener capacidad inmunosupresora (Luckheeram, 2012).

El factor de transcripcion T-bet suprime la diferenciacion a Th2 y Th17 mientras que las células
efectoras Thl se auto-regulan mediante retroalimentacidn negativa de la induccidn y expresion de I1L-10

(Dobrzanski, 2013).



1.1.2.2 Linfocitos efectores Th2

Los linfocitos Th2 se caracterizan por promover una respuesta antiparasitaria principalmente contra
helmintos y su diferenciacidn estd dada por la presencia de IL-4 y la expresién del factor de transcripcion

GATAS3 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 activacidon
de eosindfilos y mastocitos, favoreciendo la produccién de Ige mediante los linfocitos B. La IL-4 activa el
factor de transcripcion STAT6 que, en conjunto con sefiales del TCR, inducen la expresidon de GATA-3,el
cual actiia como un regulador maestro de la diferenciacién de los Th2 y, a su vez, aumenta la expresion de

genes propios de las citocinas IL-4, IL-5 y la IL-13 (Martin 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-B), el receptor gamma huérfano relacionado a RAR (RORyt) dependiente de
STAT3 y RORa, aunque se ha demostrado que TGF-f no es esencial para que ocurra la diferenciacién
(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 generacion
de este subtipo por la concentracién local de citocinas. Ademas, este tipo de células tienen un papel

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

Los linfocitos Th17 complementan, en parte, la funcién de los subtipos Thl y Th2, pero su
diferenciacion es independiente de las citocinas requeridas para estas dos subpoblaciones (Dobrzanski,

2013).



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 transcripcién 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-B. Expresan altos niveles de la
cadena a del receptor dell-2, antigeno 4 del linfocito T citotdxico (CTLA-4) y proteina 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 inhibicidn de IL-2, y de restablecer la homeostasis inmunoldgica

después de la eliminacion de un patégeno (Fainboim y Geffner, 2005).

1.1.2.5 Balance de linfocitos Th1/Th2

Los linfocitos Th tienen la habilidad de adoptar caracteristicas de otras subpoblaciones de Th de una
manera reversible debido a la co-expresidn de factores de transcripcidn, quimiocinas y citocinas, capacidad

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

Las células Thly Th2 se producen de una poblacidn no-comprometida de células T precursoras. La
diferenciacidn ocurre con la presentacién del antigeno mediante las APCs provocando un estado de pre-
activacion en las células, a este proceso se le conoce como polarizacién. El microambiente de citocinas es
una clase de sefial que interactta con el receptor de superficie de los linfocitos T para determinar hacia
qué subpoblacién se diferenciard. También, los receptores de quimiocinas que expresan los linfocitos T

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

Las subpoblaciones Th1 y Th2 son balanceadas mediante retroalimentacion positiva, mientras el
IFN-y promueve el desarrollo de Th1l, la IL-4 favorece la diferenciacidn a Th2. Y al mismo tiempo, ocurre
una regulacion cruzada entre IFN-y/T-bet y la IL-4 que suprimen a Th2 y Th1 respectivamente (Dobrzanski,

2013).



1.1.2.6 Balance de linfocitos Th17/Treg

Existe evidencia que indica que las células Treg pueden ser sujetas a una transdiferenciacion a Thl7. La
diferenciacién de ambas subpoblaciones requiere de TGF-B, pero depende de distintos factores de
transcripcién: RORc para Th17 y Foxp3 para Treg. En bajas concentraciones TGF-B, junto con la IL-6,
promueven la diferenciacién a Th17, mientras que altas concentraciones de TGF-3 favorece el desarrollo
de células T reguladoras. Las células que presentan ambos factores de transcripcion (RORcy Foxp3), tienen
menor tendencia a diferenciarse a Th17 debido a la inhibicidn de RORc por Foxp3, sin embargo, si se

expresaniL-6 e IL-21 se mitiga la inhibicién de RORc y ocurre la diferenciacién 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 inmunoldgica 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 localizacién
intracelular. Los PRR intracelulares se clasifican en tres tipos: receptores tipo RIG (RLR), receptores tipo
toll (TLR) y receptores para dominios de oligomerizacion para la unién a nucledtidos (NLR). Los RLR son
detectores citosolicos de acido ribonucleico (ARN) virico que responden induciendo la producciéon de IFN-
v (Takeuchi y Akira, 2010). Los TLR son glicoproteinas 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 deteccion de ARN monocatenario o bicatenario.
Este tipo de receptores se encargan de fomentar el ambiente antivirico dentro de la célula mediante la
activacion de los factores de regulacién de interferdn (IRF), que permite la secrecidn de citocinas como el
IFN-y, esta citocina inhibe la replicacidn virica en las células infectadas e impide que se infecten células no

infectadas (Fainboim y Geffner, 2005).

Los antigenos detectados mediante los diferentes tipos de PPR se presentan a las células efectoras
de la inmunidad adaptativa mediante el reconocimiento TCR-MHC/antigeno que activa vias apoptoticas y
puede desencadenar lisis de células dafiadas (Muntané et al., 2007). Cuando el sistema inmunitario no

logra eliminar antigenos, se establece una infeccion viral persistente, permitiendo a las proteinas 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 inmunoldgica del
hospedero, como mutaciones propias o a través de la expresion de proteinas con capacidad
inmunomoduladora. Tienen la capacidad de alterar sus antigenos, que son reconocidos por los linfocitos
T, para dejar de ser dianas de las respuestas inmunitarias. Estas alteraciones pueden ser la recombinacién
de genomas entre virus-hospedero o mutaciones puntuales en las proteinas de superficie como la
mutacion HA-E391K del virus A de la influenza subtipo HIN1 (Maurer-Strohet al., 2010). También, inhiben
la presentacion de antigenos proteinicos citosolicos asociados al MHC de clase | produciendo diversas
proteinas que bloquean pasos en el procesamiento, transporte y presentacién del antigeno, por ejemplo,
el virus del herpes simple (VHS) utiliza este mecanismo para bloquear al transportador de MHC de clase |

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

Otro mecanismo, es la producciéon 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 (Martin Pontejo, 2012). Los virus como el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) causan agotamiento de las células inmunoldgicas, ya que pueden infectar, matar o inactivar

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

El agotamiento celular es un estado de disfuncién de las células T que surge durante infecciones
virales crdnicas y cancer. Se define por una funcion efectora deficiente, expresion continua de receptores
inhibidores y un estado transcripcional distinto al de los linfocitos T efectores o de memoria funcionales

(Wherry, 2011).

En infecciones crénicas causadas por virus, como HCV, se ha reportado que las células T CD4+ se
encuentran funcionalmente agotadas. La pérdida de la producciéon de IL-2 es el primer indicador.
Subsecuentemente, la produccién de algunas citocinas, incluyendo TNF-a e IFN-y, se reduce
dramaticamente y por lo tanto las actividades citotdxicas son mas resilientes a la inactivacién. También se
alteran las habilidades proliferativas y metabdlicas, y aumentan los receptores co-inhibitorios de muerte

programadal (PD-1) y CTLA-4 (Barathan et al., 2018; Saeidi et al., 2018).
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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 dafio como resultado de una
mayor actividad de la inmunidad. Al interactuar con sus ligandos PD-1 envia sefiales intracelulares que se
traducen en la disminucién de la produccion de citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-2 (Bell et al., 2018). Por
su parte, la estimulacion de CTLA-4 frena la actividad de los linfocitos T disminuyendo su funcién, frenando
su proceso de proliferacion y provocando su muerte. La activacion de CTLA-4 mediante TCR-
MHC/Antigeno causa elevacion de calcio intracitosdlico activando genes de transcripcion de IL-2 e 1L-4

(Bell et al., 2018).

Otra caracteristica de las células agotadas es que presentan bajos niveles del marcador CD62L (Yi
et al., 2010). El marcador CD62L media la adhesidn de los linfocitos T virgenes a los nédulos linfaticos y de
linfocitos T CD8+ a sitios de infeccidn viral. Es comunmente utilizado como marcador de activacion celular
(Watson et al., 2019) ya que se ha demostrado que las células T que mantienen la expresién de CD62L
conservan la capacidad de entrar a los nddulos linfaticos y que esta expresidon se mantiene después de la
activacion de células T. La sefializacién a través de CD62L ha demostrado que co-estimula la proliferacion
de TCR, por lo tanto es posible que el nivel de expresién de CD62L también pueda regular la proliferacién,

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

1.1.4 Inmunomodulacidén

El sistema inmunitario es capaz de protegernos de una variedad de agentes, virus, bacterias y células
cancerosas que pueden ser identificados y eliminados rapidamente por células inmunitarias. Sin embargo,
los patégenos exitosos han desarrollado una amplia variedad de mecanismos para evadir la respuesta
inmunitaria inhibiendo la fagocitosis, bloqueando la presentacion de antigeno, o directamente eliminando
células de defensa (Feng et al., 2019). La habilidad de estos patdgenos para regular la respuesta

inmunitaria, mediante sus componentes y proteinas, se conoce como inmunomodulacion.

Las proteinas inmunomoduladoras (Pl) virales son proteinas que tienen la capacidad de estimular
o inhibir la respuesta inmunitaria (Diccionario de cancer del NCI, 2021). Las PI, codificadas en los genomas
virales, incluidas las proteinas que regulan la expresién del antigeno, funcionan como citocinas o como sus

antagonistas inhibiendo la apoptosis, regulan la presentacion de antigeno y afectan la produccion de
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factores de crecimiento importantes para la activacién y diferenciacién de las células inmunitarias del
hospedero (Spriggs, 1996). Aprovechar la ventaja que presentan las Pl virales sobre la respuesta
inmunitaria del hospedero representa una estrategia atractiva para conocer mejor la interaccidn virus-
inmunidad, asi como la posibilidad de utilizarlas como inmunomoduladores. Para este trabajo se utilizo 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 tamafio de aproximadamente 50nm de didmetro y contiene dos proteinas de membrana
que forman dimeros en su superficie. Su genoma es lineal, posee ARN monocatenario positivo de
aproximadamente 10 kbp (ICTV, 2020). El genoma es un ARN policistrénico y da origen a diez proteinas
mediante proteasas de origen viral y del hospedero. En la Figura 3, se observan las diez proteinas
codificadas: PN, proteinas de envoltura E1 y E2, proteina (p) 7 formadora del canal idnico, las proteasas
NS2/NS3 y cuatro proteinas no-estructurales necesarias para la replicacion: NS4A, NS4B, NS5A y NS5B
(RdRp) (UniProt, 2020).

oo O B o o oo B

Figura 3. Genoma viral del HCV. El genoma ARN policistronico del HCV da origen a diez proteinas virales: proteina
nucleo (PN), proteinas estructurales E1 y E2, p7 y proteinas 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 infecciéon 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 transcripcion y desencadenan las cascadas de seializacién del

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

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

El HVC ha desarrollado diversas estrategias de evasion de la respuesta inmunitaria que se
describen a continuacién: 1) la proteina E2 tiene como objetivo bloquear el receptor CD81 de las células
NK reduciendo la liberacidn de IFN-y por estas células; 2) los hepatocitos infectados incrementan la
expresion de MHC de clase | por efecto de la PN reduciendo la actividad de las células NK contra las células
infectadas; 3) aumenta la proporcién de células T reguladoras en el higado, afectando la actividad de las
células NK mediante la secrecién delL-10 y TGF-B, 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).
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Figura 4. Respuesta inmunitaria en presencia de HCV. Las lineas color negro con flechas denotan una accién sobre
un elemento mientras que las lineas rojas inhibitorias representan una inhibicion por un elemento.Tomada vy
modificada de Obaid et al., 2018.

1.2 Antecedentes

1.2.1 Proteina nlicleo del HCV

La PN es una proteina de 191 aminoacidos de longitud y consta de tres dominios (Figura 5): un dominio
hidrofilico de =120 aminoacidos localizado en la regidn N-terminal (dominio D1), un dominio hidrofébico

de =50 aminoacidos ubicado en la regidn C-terminal (dominio D2) y los ultimos 20 aminoacidos que sirven
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como péptido sefial de la proteina E1 (dominio D3). El D1 incluye una alta cantidad de aminodacidos
cargados positivamente y estd involucrado en la unién al ARN. La regiéon N-terminal contiene sitios
antigénicos inmunodominantes y presenta un motivo de hélice-bucle-hélice en sus aminodcidos 17-37. El
D2 es el encargado de la asociacion de la PN con las lipoproteinas de baja densidad (LDL) en las células de
mamiferos y con las membranas del RE. La proteina nucleo presenta una modificacion postraduccional
que le confiere sus propiedades inmunomoduladoras, la proteina inmadura se genera a partir de la
escision de la poliproteina que posteriormente es cortada por una peptidasa celular para producir la PN

madura (Boulant et al., 2005).
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Figura 5. Dominios de la proteina nucleo. La primera escision de la proteina nucleo (PN) por peptidasas del
hospedero genera una PN inmadura de 191 aminoacidos de longitud. Una segunda escision remueve la C-terminal
de la secuencia seiial E1, liberando la PN madura de 177 aminoacidos de longitud y 21 kDa de peso. La PN madura
estd compuesta por dos dominios distintos: dominio 1 (en la regiéon N-terminal) y dominio 2 (en la regidn C-terminal).
El dominio 1 es una estructura flexible que se subdivide en tres dominios basicos (BD): BD1, BD2 y BD3. Durante el
ensamble el dominio 1 esta involucrado en la unién a RNA y oligomerizacién para formar la nucleocapside. El dominio
2 contiene las regiones de hélice (H) 1 y H2, que estan conectadas por un bucle hidrofébico (HL), que contribuye en
la interaccién con membranas lipidicas. El dominio 3 corresponde al extremo de la regidén 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 sefializaciéon
de la produccion de IFN-y debido a la interaccidn con el dominio SH2 del factor de transcripcion STAT1,
proceso que evita que STAT1 interactle con las cinasas Jano (JAK) y trasloque al nucleo para activar la
respuesta antiviral (Lin et al., 2006). Ademas de interactuar con la proteina supresora de tumores p53,
aumentando la expresion de TAP1 originando un incremento de la expresién del MHC en la superficie

celular. Este mecanismo lo utiliza el HCV para evadir mecanismos efectores no asociados a patdgenos en
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las células hepaticas infectadas con el virus y permitir la replicacion viral (Herzer et al., 2003). Ademas, la
PN inhibe la respuesta antiviral basada en silenciamiento de ARN limitando la funcién de la proteina Dicer
(Wang et al., 2006). La PN también interactla con el inhibidor del factor nuclear de la cinasa kappa beta
(IKKB) y asi modula la actividad NF-kB (Ray et al., 2002) alterando la respuesta de interferones, asi como
la proliferacién y diferenciacion 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-j,
causando un incremento de la expresiéon de inmunoglobulina de células T dominio mucina 3 (TIM-3) y de

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

En células NK, se ha demostrado que se debilita su actividad citotéxica al disminuir la expresién de

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

En células dendriticas, la PN disminuye la expresidn de los receptores HLA-DR, CD86 y la citocina
IL-12p70 y también aumenta la produccion de IL-10 y la expresién de PD-1 vy su ligando B7-H1 (Fernandez-
Ponce et al., 2017). En las células dendriticas plasmocitoides actia como modulador de los PPR y suprime
la produccion de IFN-y que se ve asociado a niveles bajos de IRF-7 y niveles altos del STAT-1 no fosforilado
(Fernandez-Ponce et al., 2017) y la disminucion de la expresion del MHC-II (Krishnadas et al., 2010; Semmo

et al., 2007).

En células CD4+ transfectadas con la PN se disminuye la secrecién dellL-2 y aumenta la secrecion
dell-4, IL-10y la IL-17, asi como el aumento en el calcio intracelular y en la activacién-traslocacion de NFAT
(Eckels et al., 1999; Ulsenheimer et al., 2003; Sundstrém 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 vias de sefializacion TLR2/PI3K/AKT/STAT3 para entrenar a las células T reguladoras e inhibir

la activacién de CD4+ autdlogas (Li et al., 2017).

En células T CD8+ disminuye la expresidn de CD127 y suprime la produccién de IFN, TNF-a y

granzimas B (Fernandez-Ponce et al., 2017).

En células B, la PN aumenta la expresién del marcador de activacion CD69, la produccién de
inmunoglobulina (Ig) M e 1gG, la expresion de quimiocinas co-estimuladoras CD86, CD154 y CD195 en

células B CD20+, y promueve la proliferacion de células B (Fernandez-Ponce et al., 2017).
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Tabla 1. Resumen de antecedentes de inmunomodulacién por HCV.

Células
involucradas

Citocinas o FT
involucrados

Efecto

Observaciones

15

Referencias

Proteina Nucleo Hepatocitos STAT1 Inhibidor - Lin et al., 2006
Proteina nucleo Hepatocitos NFkB Inhibidor - Ray et al., 2002
Interactua con
Proteina nucleo Hepatocitos MHC-I Activador p53 que Herzer et al., 2003
aumenta TAP1
Proteina nucleo Hepatocitos DICER Inhibidor - Wang et al., 2006
IL-4, IL-10, IL- .
Activador . Eckels et al.,
17 1999;Ulsenheimeret
IL-2 Inhibidor - al., 2003;
Proteina nucleo T CD4+ Aumenta Ca Sundstrém et al.,
) intracelulary | 2005; Krishnadas et
NFAT Activador activa al., 2010; Tu et al.,
traslocacion 2012
Inhibe
CD127 activacion
, , - 5fi Fernandez-Ponce et
Proteina nucleo T CD8+ Inhibidor neutrdfilos
IFN - al., 2017
TNF-a -
Granzimas -
Kittlesen et al.,
. . " Interactla con 2000;Waggoneretal.,
Proteina nucleo Thl IL-12 Inhibidor oC1qR 2007; Fernéndez.
Ponce et al., 2017
CD4+ - .
HCV , - Inhibidor Induce MDSC Lietal., 2017
autdlogas
TGF-B, IL-10 - i
HCV CD4+ P Activador En co-cultivos Li et al., 2017
- con hepatocitos
Tim-3
IFN/Perforinas Inhibidor Disminuye nd
Proteina nucleo NK CD94/NKG2A Activador actividad Fema; e;Pl(;nce et
IL-10, TGF- B Activador citotéxica i
HLA-
DR/CD86/IL- Inhibidor Supresion de semmo et al,
. . e ., 2007;Krishnadas et al.,
Proteina nucleo Dendriticas 12/p70 presentacién de ,
. antigeno 2010; Fernandez-
IL-10 Activador & Ponce et al., 2017
PD-1 Activador
Proteina niicleo Dendriticas IFN Inhibidor Modulador de Fernandez-Ponce et
plasmocitoides MHC-II Inhibidor PPR al., 2017
. Marcador de
; ; i CD96 Activador s Ferndndez-Ponce et
Proteina nticleo Células B activacion al. 2017
IlgM e IgG Activador - )
Proteina nucleo - Complemento Inhibidor Interge;:c;:; con Kittlesen et al., 2000
Proteina nticleo Kupffer IFN-o/IFN- Inhibidor - Zhai et al., 2015
B/TNF
Se inhibe
Proteina nucleo Dendriticas PD-L1 Activador diferenciacién de Zhai et al., 2015
las DC

* FT: Factor de transcripcion.
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La PN se ha reportado soluble en plasma en pacientes con infeccidon crénica de HCV y se ha
asociado a la inhibicién de la activacidn de la via clasica del complemento mediante la unién de su region
de aminodcidos 26-124 a la regiéon de aminodcidos 188-259 del receptor de la proteina globular soluble
Clq (gC1qgR), evitando la unién a la membrana celular (Kittlesen et al., 2000). La unién PN-gC1gR también
inhibe la diferenciacién a Thl de las CD4+ al suprimir la produccion de IL-12 en células dendriticas y

macroéfagos (Kittlesen et al., 2000; Waggoner et al., 2007; Fernandez-Ponce et al., 2017).

La PN se une al TLR2 de las células Kupffer, induciendo citocinas pro y anti-inflamatorias pero
inhibe la secrecién de citocinas anti-virales IFN-a, IFN-B y el ligando asociado al receptor de TNF inductor
de apoptosis en la superficie celular. También, sesga la diferenciacién de DCs elevando la expresién de
marcadores asociados a macrofagos y el ligando de PD-1 (PD-L1) (Zhai et al., 2015). En la siguiente tabla
(Tabla 1) se resumen los efectos de la interaccidn de la PN con diferentes tipos celulares pertenecientes al

sistema inmunitario y células diana del virus.

1.3 Justificacion

Los virus como el HCV contienen proteinas capaces de modular la respuesta de las subpoblaciones de
linfocitos T colaboradores CD4+. La proteina nucleo ha demostrado propiedades moduladoras
importantes, por lo tanto, este trabajo aportard informacién de la interaccion de la proteina viral y su
posible efecto modulador sobre los linfocitos T colaboradores humanos in vitro. Ademas de conocer mejor

la interaccién del HVC Yy los linfocitos T.

1.4 Hipotesis

La proteina nucleo del HCV incrementa el nimero y la funcidn efectora de linfocitos T reguladores,

disminuyendo la proporcion y actividad de linfocitosTh1.



17

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto in vitro de la proteina nucleo del HCV sobre la proliferacién, activacién y funcién efectora

de los linfocitos T humanos.

1.5.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la proteina nicleo del HCV sobre la proliferacion de linfocitos T CD4+.

2. Analizar el efecto de la proteina nucleo del HCV sobre la activacién celular de los linfocitos T CD4+.

3. Determinar los perfiles de expresién de citocinas de las subpoblaciones de linfocitos Thi, Th2,

Th17 y Treg tratados con la proteina nucleo del HCV.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Muestras bioldgicas

Las muestras de sangre periférica fueron recolectadas mediante el método de venopuncién de donadores
segun la declaracidn 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 inclusidn: individuos de sexo masculino sanos de entre 18-40 afios
de edad. Proceso especificado en la Norma Oficial Mexicana (NOM)-253-SSA1-2012 para la disposicion 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, 1ImM &acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosulfénico
(HEPES), 2mM L-Glutamina, 100 Ul/ml penicilina, 100 pug/ml estreptomicina y 50 ug/ml gentamicina y se

incubaron durante 24 horas a 37°C en una atmésfera de 5% CO, (Seeligmiiller, 2019).

2.3 Proteina nucleo del HCV

Se utilizé el genotipo 2a de la proteina nucleo soluble a una concentracion de 0.5mg/0.5ml de Prospec

Bio® (cat#thcv-214-b).
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2.4 Proliferacion celular

2.4.1 Ensayo de proliferaciéon celular

La proliferacion de los linfocitos se determind con dos reactivos, resazurina y éster de succinimidil-

carboxifluoresceina (CFSE).

La resazurina sddica es un compuesto azul no fluorescente que se reduce, mediante la accion del

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

El ensayo con resazurina se realizd en tres placas de 96 pozos y por triplicado para cada individuo
de estudio: S1, S2, S3, S4y S5. El contenido final de los pozos final fue de 15,000 células en 150ul de medio,
concanavalina A (ConA) [1mg/ml], lipopolisacarido (LPS) [Img/ml], resazurina y la proteina nucleo en tres
distintas concentraciones: 0.1ug/ml, 1ug/ml y 10ug/ml. Se realizaron dos lecturas por dia a diferentes
longitudes de onda, en el espectrofotdmetro de microplacas Epoch, una a 570nm y otra a 600nm. Se
consideraron los siguientes controles: un control con células sin proteina, un control con células sin activar,
un control con medio Unicamente y un control para cada individuo sin proteina ni activacion. El disefio
experimental se muestra en la Figura 6 y los calculos necesarios para obtener las concentraciones de la

proteina en el Anexo A.

Células con 0.1ug/ml de PN

2 3 4 D 6 7 8 9 10 1" 12
AST: (ST S1 (S2 S2! S2 (83 :S3/.83) 'S4 'S4 S4 Células con Tug/ml de PN
B IS1) (81 (S1 (S2) (82 (S2! (83’ (S3 ' (S3y (S4! !S4; (sS4 Células con 10ug/mi de PN
ci81 'St (S1 (82 (S2 S2 'S3 'S3 83 'S4 sS4 4 ‘ Control, células sin PN
D S5 'S5 'S5 Control, células sin activar
E (85 (85 (S5 . Contiol, medio de cultivo

F (S5 £S5) €55 . ‘ ‘ Controles de autofluorescencia
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Figura 6. Ensayo de proliferacidn celular con resazurina. El contenido final de los pozos final fue de 15,000 células
en 150ul de medio, concanavalina A (ConA) [1Img/ml], lipopolisacarido (LPS) [Img/ml], resazurina sddica y la proteina
nucleo (PN) en tres distintas concentraciones: 0.1ug/ml, 1ug/mly 10ug/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 proteinas citoplasmaticas. En la divisidn 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 citémetro 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 segln cada ensayo. El contenido de los pozos fue de 1 millédn 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 agregd PN en cuatro

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

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

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

1 2 3 4 S 6 Células activadas con 1000ng/mi de PN
A Células activadas con 500ng/ml de PN
Células activadas con 250ng/mi de PN

B
‘ Células activadas con 100ng/ml de PN

Control de autofluorescencia

(@)

Control CD4+

Figura 7. Ensayo de proliferacién celular con CFSE. El contenido final de los pozos fue de 1 millén de células en 1ml
de medio, éster de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE) y anti-CD4 para todos los pozos excepto para los controles.
A los pozos con células activadas con PMA se agregd proteina nucleo (PN) en cuatro distintas concentraciones:
100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/mly 1000ng/ml.
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2.5 Citometria de flujo

La citometria de flujo permite la deteccién de eventos o moléculas dentro y fuera de la célula, mediante
la adicion de anticuerpos fluorescentes especificos para moléculas de interés en los linfocitos T
colaboradores (anti-CD4) (Liu et al.,2011). Esta técnica se utilizé para identificar las subpoblaciones de
linfocitos T colaboradores, utilizando los marcadores antes y después del tratamiento con la proteina
nucleo. Se formaron paneles para la deteccion de subpoblaciones especificas de linfocitos T colaboradores.
En la Tabla 2, se muestran los paneles utilizados y su interpretacién. Los fluorocromos de cada anticuerpo
y los canales que se utilizaron para leer en el citdmetro se encuentran en la Tabla 3 y los citogramas

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

Se utilizo el citdmetro de enfoque acustico Attune® que utiliza un dispositivo resonante que enfoca
células o particulas en una sola linea. Esta tecnologia permite tiempos de interrogacion de células mas
prolongados y un mayor rendimiento, lo que permite simultdneamente una mejor interrogacion de células
asi como el analisis de un mayor nimero de células (Zhang y Bradford, 2011). Este equipo contiene ocho

lasers detectores:

Tamafio, dispersion frontal (FSC)
Complejidad, dispersion lateral (SSC)
Azul 1 (BL1)

Azul 2 (BL2)

Azul 3 (BL3)

Azul 4 (BL4)

Rojo 1 (RL1)

© N O U B~ W N PR

Rojo 2 (RL2)

En la Figura 8 se muestra la estrategia de analisis a seguir para eliminar ruido adquirido en la obtencién
de datos y evitar resultados erréneos en el andlisis. 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 tamafio y complejidad. En la Figura 8B se observa el d&rea marcada con el recuadro negro
de la poblacién celular correspondiente a los linfocitos T. Por ultimo, si esta poblacion 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.

A

4.0M =

3.0M =

FSC-H

2.0M

FSC-H

1.0M =

Singlets

943

0 1.0M

2.0M

LI B B L B B L B (B B

3.0M 4.0M 5.0M

SSC-A

SSC-A

3.0M =

2.0M =

1.0M =

0

LA S [ B S B B B B B R B

1.0M 2.0M oM 4.0M 5.0M

FSC-A::FSC-A

FSC-A::FSC-A

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

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

Poblacion celular Marcadores Canal de lectura
Linfocitos T colaboradores CFSE BL1
P CD4 BL4
(Proliferacion)

Y-pro BL3
CFSE BL1

Linfocitos T colaboradores
CD4 BL4
efectores CD25 BL3
IL-10 BL2
CcDh4 BL4
Linfocitos T virgenes CDB2L RL1
IFN-y BL2
CD8 BL1
PD-1 BL2
Agotamiento celular D3 BL3
Ccbh4 BL4
CTLA-4 RL1
Apoptosis y muerte celular AnexinaV BL1
Y-pro BL3
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2.5.1 Deteccidén de la expresién de citocinas

También, se evalud la secrecion 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-y y TNF-a con un panel de perlas de deteccién LEGENDplex®.

Esta técnica es un inmunoensayo basado en microesferas que utiliza los mismos principios bdsicos de
los inmunoensayos tipo sandwich, en los que un analito soluble es capturado entre dos anticuerpos. Las
poblaciones de perlas vienen en dos tamanos y diferentes niveles de fluorescencia para un fluorocromo,
lo que las distingue entre si. Cada juego de perlas se conjuga con un anticuerpo especifico 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 especifica. Después de lavar, se agregan los anticuerpos de deteccién biotinilados y cada
anticuerpo de deteccion se une a su analito especifico unido a las perlas de captura, formando asi un
complejo perla de captura-analito-anticuerpo de deteccion. Posteriormente se afiade la estreptavidina-
ficoeritrina (SA-PE) que se une a los anticuerpos de deteccién biotinilados, proporcionando una sefial
fluorescente con intensidades proporcionales a la cantidad de analito unido. Para cada poblacion de
perlas, la intensidad de fluorescencia de la sefial de ficoeritrina (PE) se cuantifica mediante el citdmetro
de flujo. La concentracidn de un analito particular se determina en base a una curva estandar conocida

utilizando el software de analisis 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 PNy sus controles sin PN. Se realizé una cinética de cinco dias con una sola concentracién 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 leyd un
tubo por dia incluidos los controles de autofluorescencia y controles para los marcadores: CD3, CD4, CDS,

PD-1y CTLA-4.

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

agotamiento celular. Se utilizé yoduro de propidio (Pl), 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

citémetro de flujo.

2.6 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico y la elaboracién de gréficas se utilizé el software GraphPadPrism 8. Los datos se
expresaron como media * la desviacién estdndar de tres o cinco, dependiendo, experimentos
independientes. El andlisis estadistico se realizd mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de una o dos
vias seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey o Sidak dependiendo los datos. Las diferencias
entre resultados se consideraron estadisticamente 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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Capitulo 3. Resultados

3.1 Efecto de la PN en la proliferacion celular

En este trabajo se evalud el efecto de la PN del HCV sobre la proliferacion de linfocitos T colaboradores
con el objetivo de determinar si es una proteina capaz de modular las funciones de estas células. La

proliferacién se evalué mediante: resazurina sddica y CFSE.

El ensayo de resazurina se realizé con el propdsito de observar proliferacion en presencia de la
proteina nucleo mediante cambios de coloracidon de la sal inducidas por reacciones éxido-reduccion,
mientras que para CFSE se utilizaron las diferencias de las intensidades medias de fluorescencia (IMF) que

indican division celular.

3.1.1 Resazurina sodica

La Figuras 9 muestra las imagenes observadas en microscopio de los resultados del ensayo de proliferacion
celular en el que se cultivaron 15,000 células por pozo, activadas con ConA y LPS, con tres distintas

concentraciones de proteina: 0.1ugml, 1ug/mly 10pg/mil.

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 activacion, donde no se observo esta
aglomeracion celular. Esta activacion celular puede ser resultado de la activacion previa con ConAy 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.
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Figura 9. Efecto de la PN en la proliferacion de linfocitos T CD4+. A) Células con 0.1pg/ml de proteina nucleo (PN).
B) Células con 1ug/ml de PN. C) Células con 10ug/ml de PN. D) Control células sin activacién. E) Control células
activadas.

Para el ensayo con resazurina, se decidid utilizar las células de cinco sujetos de estudio para observar
la reproducibilidad bioldgica y se realizaron por triplicado para verificar la reproducibilidad técnica del
ensayo. La Figura 10 muestra los porcentajes de reduccidn obtenidos de las lecturas de absorbancia a

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

100 *kek )
_| e EE Control negativo
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Figura 10. Proliferacion de linfocitos T CD4+, evaluado mediante la reduccion de resazurina sdédica. Efecto sobre la
proliferacién de linfocitos T CD4+ activados con 0.1ug/ml, 1ug/ml y 10ug/ml de proteina nucleo (PN). Las barras
verticales representan las medias con desviacidn estandar (n=5, por concentracién 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 estadisticamente significativos (***, p<0.001). Las diferencias entre el control
positivo y todas las concentraciones de PN se consideraron estadisticamente significativos (*, p=0.05 para 0.1ug/ml
y *** p<0.001 para 1lug/ml y 10ug/ml). Las diferencias entre la concentraciéon 0.1ug/ml de PN y 1lug/ml se
consideraron estadisticamente significativas (***, p<0.001). Las diferencias entre la concentracién 0.1ug/ml y
10ug/ml se consideraron estadisticamente significativas (**, p=0.009).
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Se obtuvieron resultados estadisticamente significativos (Tabla 4 Anexo C) al comparar el control
negativo contra todas las concentraciones de PN evaluadas (p<0.001), al igual que la comparacién del
control positivo contra todas las concentraciones de PN (p=0.05 para 0.1ug/ml y p<0.001 para 1ug/mly
10ug/ml). También, se obtuvieron diferencias significativas al comparar la concentracién 0.1ug/ml de PN
y 1lug/ml con p<0.001 mientras que las diferencias entre la concentracion 0.1ug/ml y 10ug/ml se

consideraron estadisticamente significativas con p=0.009.

3.1.2 Carboxifluoresceina

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

proliferacién de linfocitos T.
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Figura 11. Efecto de la PN sobre la proliferacion de linfocitos T CD4+ no activados. A) Citogramas correspondientes
al marcaje con anti-CD4 y éster de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE) en células activadas con cuatro
concentraciones de proteina nucleo (PN): 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. B) Histogramas
correspondientes a la representacion de las intensidades medias de fluorescencia (IMF) de la CFSE en células
activadas con cuatro concentraciones de PN: 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/mly 1000ng/ml. Control, células activadas
con PMA. Comp, compensacion.

La Figura 11A muestra los citogramas de la proliferacién 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 poblacién positiva a CD4. El control muestra el desplazamiento de la
poblacién CD4+ hacia IMF menores, que se interpreta como divisién celular, por lo tanto si hay
proliferacién. La Figura 11B muestra los histogramas respectivos a la Figura 10A que permite observar el

numero de células que presentaron la misma IMF de CFSE.

Los resultados previamente descritos permiten la interpretacion de que no se observd ningin
efecto positivo sobre la proliferacidon en presencia de la PN. Por lo que se decidid utilizar un activador
celular (PMA) para observar si la PN tiene un efecto en el aumento de la proliferacién con la induccién de

un mitégeno.

La Figura 12A muestra los citogramas de la proliferacién de células CD4+ con concentraciones
distintas de PN en células activadas con PMA y el control con PMA sin estimulo 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 divisién celular, por lo tanto si hay
proliferacién. La Figura 12B muestra los histogramas respectivos a la Figura 12A que permite observar el

numero de células que presentaron la misma IMF de CFSE.
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Figura 12. Efecto de la PN sobre la proliferacion de linfocitos T CD4+ activados. A) Citogramas correspondientes al
marcaje con anti-CD4 y éster de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE) en células activadas con cuatro
concentraciones de proteina nucleo (PN): 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. B) Histogramas
correspondientes a la representacion 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, compensacion.



29
De acuerdo con los resultados obtenidos en las Figuras 11-12 la PN no ejerce ningun efecto sobre la
proliferacién de linfocitos T por si sola, solo con la induccién de un mitégeno, en las concentraciones

evaluadas.

3.2 Efecto de la PN en la activacion de linfocitos T

El siguiente ensayo se realizd para observar la activacidn de linfocitos T CD4+ después de ser tratadas con
la PN (n=3, por concentracién de PN). La Figura 13 muestra los resultados para la proteina de membrana
CD62L+ que se expresa después de cuatro dias de tratamiento con la PN. En los citogramas podemos
observar dos poblaciones celulares, la que se muestra en la parte posterior es una poblacién que no tiene
un marcaje positivo con anti-CD4 y la poblacidn superior que es CD4 positiva. Dentro de esta poblacién

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

100 ng/ml 250 ng/ml 500 ng/ml 1000 ng/ml
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Comp-RL1-A :: CD62L

Figura 13. Efecto de la PN en la activacion de linfocitos T mediante citometria de flujo. El andlisis indica el efecto de
la proteina nucleo (PN) en la expresidon del marcador CD62L respecto al marcador CD4 con cuatro concentraciones
de PN: 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/mly 1000ng/ml. Comp, compensacion.

Los recuadros dentro de los citogramas nos indican el porcentaje de CD62L+. Existe
unadisminucién en las células tratadas con distintas concentraciones de la PN, de 35.2% con una

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

Se realizd una grafica de barras (Figura 14) para representar los resultados promediados de las células
provenientes de tres sujetos evaluados y las desviaciones estandar por cada concentracidon 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. Expresion del marcador CD62L. Efecto sobre la expresion de CD62L en linfocitos T CD4+ con 100ng/ml,
250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml de proteina nucleo (PN). Las barras verticales representan las medias con
desviacion estandar (n=3, por concentracion de PN). Control, células sin PN. Las diferencias entre el control contra
todas las concentraciones de PN se consideran estadisticamente significativos (***, p<0.001).

Los resultados obtenidos con una comparacion multiple de Tukey (Tabla 5 Anexo C) mostraron
que habia una significancia <0.001 entre todas las concentraciones de PN contra el control. En los
citogramas como en la grafica de barras podemos observar que a menor cantidad de proteina nucleo el
porcentaje de CD62L positivo en células activadas es mayor, por lo que la expresién de CD62L es

dependiente de la concentracion.

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

Se realizaron ensayos para determinar si las células mantienen su funcién 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 produccidn de las citocinas IL-10 e IFN-y respectivamente.

En los citogramas de la Figura 15 podemos observar dos poblaciones celulares, la que se muestra en
la parte posterior es una poblacidn que no se marcé con anti-CD4 y la poblacidén superior que es CD4

positiva. Dentro de esta poblacion CD4+ se observa a la derecha las células que expresan IFN-y.
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Figura 15. Efecto de la PN en la produccion de IFN-y por los linfocitos T. El analisis indica el efecto de la proteina
nucleo (PN) en la expresion del marcador IFN-y respecto al marcador CD4 con cuatro concentraciones de PN:
100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml. Control, células sin PN. Comp, compensacion.

Se observa una diminucion en la produccién de IFN-y al aumentar la concentracion de la PN (Figura
15), de 11.6% con una concentracidn de 100ng/ml de PN a 1.63% con una concentracion de 1000ng/ml de

PN.

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

encuentran las células que expresan IL-10.
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Figura 16. Efecto de la PN en la produccion de IL-10 por los linfocitos T. El andlisis indica el efecto de la proteina
nucleo (PN) en la expresién del marcador IL-10 respecto al marcador CD4 con cuatro concentraciones de PN:
100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/mly 1000ng/ml. Control, células sin PN. Comp, compensacion.

Para la IL-10 (Figura 16), se observa un aumento al utilizar concentraciones mayores de PN, de 1.53%
con una concentracién de 100ng/ml a 7.86% con una concentracién de 1000ng/ml. Por lo que la expresion

de ambas citocinas, IFN-y e IL-10, es dependiente de la concentracidn de PN.
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3.4 Efecto de la PN en la produccion de citocinas solubles

Se realizd un ensayo para evaluar la secrecién 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-y y TNF-a con un panel de perlas de deteccién. La Figura 17 muestra los
resultados obtenidos (n=3, por concentracién 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 vias (Tabla 6 Anexo C) muestran que existe una

significancia de p<0.001 en la produccién de IL-6 con respecto a la produccidn de otras citocinas.
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Figura 17. Efecto de la PN en la produccion de citocinas solubles. Efecto sobre la produccién de citocinas solubles
en linfocitos T CD4+ con 100ng/ml, 250ng/ml, 500ng/ml y 1000ng/ml de proteina ntcleo (PN). Las barras verticales
representan las medias con desviacion estandar (n=3, por concentracion de PN). Control, células sin PN. Las
diferencias entre la produccion de IL-6 y las demas citocinas se consideran estadisticamente significativos (***,
p<0.001).

3.5 Efecto de la PN en el agotamiento celular

En presencia de la PN, no se observé efecto sobre la proliferacién, no hubo produccién de citocinas, la
expresion de CD62L disminuyd al igual que el IFN-y y la IL-10 aumentd. Por lo tanto, surgié una hipdtesis

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

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

celular en presencia de la PN. El agotamiento celular suele ser una consecuencia de una infeccidén viral



33

cronica, por lo que evaluamos la PN en este proceso mediante la expresion de los marcadores PD-1y CTLA-

4.

Se analizé la cinética del efecto de la PN sobre los marcadores PD-1y CTLA-1 en células tratadas y
no tratadas con PN. Los citogramas obtenidos de la expresién 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 proteina nuicleo
de 0 hasta 96 horas, observadas cada 24 horas. A las 96 horas se retird la PN y a las 144 horas (6 dias) se
midié el marcador PD-1. Se puede observar que este marcador disminuyd 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 Ohrs hasta 7.87%

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

0hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs 144 hrs

500 ng/ml

SSC-A :: SSC-A

Control

Comp-BL2-A :: PD-1

Figura 18. Efecto de la PN en la expresion de PD-1 por los linfocitos T mediante citometria de flujo. El analisis indica
el efecto de la proteina nucleo (PN) sobre la expresion del marcador PD-1 en células T CD4+ desde 0 hasta 144 horas,
leidas cada 24 horas. Control, células sin PN. Comp, compensacion.

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

significativa de p=0.003 en la expresion del marcador PD-1 con respecto al control (Figura 19).
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Figura 19. Efecto de la PN en la expresion del marcador PD-1. Efecto sobre la expresion de PD-1 en linfocitos T CD4+
a una concentracién de 500ng/ml de proteina ndcleo (PN). Las barras verticales representan las medias con
desviacion estandar (n=3, por cada tratamiento). Control, células sin PN. Las diferencias entre el tratamiento y el
control se consideran estadisticamente 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 estan en presencia
de PN, el marcador CTLA-4 se expresa en un 1.21%, en comparacion a la hora 144 que ya no esta en
presencia de PN, expresado en un 1.05%. También, en comparacién 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.

0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs 144 hrs

500 ng/mi

SSC-A:: SSC-A

CTuads
anes

Control

Comp-RL1-A :: CTLA-4

Figura 20. Efecto de la PN en la expresion de CTLA-4 por los linfocitos T mediante citometria de flujo. El andlisis
indica el efecto de la proteina nucleo (PN) sobre la expresién del marcador CTLA-4 en células T CD4+ desde 0 hasta
144 horas, leidas cada 24 horas. Control, células sin PN. Comp, compensacion.
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Los resultados obtenidos por ANOVA de dos vias (Tabla 8 Anexo C) muestran que existe una

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

dekok

EE Control

24

EE 500ng/ml de PN

48 72 96

Horas

Figura 21. Expresion del marcador CTLA-4. Efecto sobre la expresidon de CTLA-4 en linfocitos T CD4+ con 500ng/ml
de proteina nucleo (PN). Las barras verticales representan las medias con desviacidon estandar (n=3, por cada
tratamiento). Control, células sin PN. Las diferencias entre el tratamiento y el control se consideran estadisticamente
significativos (***, p<0.001).

Por ultimo, se observd 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).

Control

100 ng/mli

250 ng/ml 500 ng/ml 1000 ng/m!

SSC-A :: SSC-A

Comp-BL3-A :: PI

Figura 22. Efecto de la PN sobre la muerte celular de linfocitos T mediante citometria de flujo. El analisis indica el
efecto de la proteina nucleo (PN) sobre la expresién de yoduro de propidio (P1) en células T CD4+. Control, células sin

PN. Comp, compensacién.

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

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

PD-1, sin embargo, las células no estan muriendo.
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Capitulo 4. Discusion

En este trabajo se evalud el efecto de la proteina nucleo del HCV sobre la proliferacién, activacién y funcién
de linfocitos T colaboradores. Los resultados obtenidos revelan efectos significativos en la modulacién de
los procesos de activacion y secrecidn de citocinas de los linfocitos T pero no hubo ningun efecto en la

proliferacién celular.

En la primera fase del trabajo se evalud el efecto de la PN sobre la proliferacién de linfocitos T
CD4+ a través del ensayo colorimétrico de resazurina sédica (Figura 10) y la tincién con carboxifluoresceina
(Figuras 11-12). La resazurina es un indicador de crecimiento fluorométrico-colorimétrico que se basa en
la deteccion de la actividad metabdlica mediante un indicador éxido-reduccidn, y sirve para medir
cuantitativamente la proliferacién celular. Al evaluar el porcentaje de reduccidn, se puede medir la
proliferacién celular. Los resultados obtenidos mediante resazurina sédica mostraron una diferencia
estadistica 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; Sundstrom 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
induccién de un mitdgeno, afecta de manera significativa la proliferacién 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 division celular, se obtuvieron los mismos resultados, la PN afecta la

proliferacidn de linfocitos T Unicamente con la induccién de un mitégeno.

Los resultados indican que la proteina nicleo (PN) no afecta la proliferacién de linfocitos T CD4+,
evaluada con ambas metodologias; 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 mitégeno
utilizado para inducir la proliferacion de linfocitos T, que activa la proteina cinasa C (PKC) y promueve la
transduccion de sefiales implicadas en la activacion y la proliferacion de linfocitos T (Lisbona, 2002; Hyogo
et al., 2010). Asi mismo, la ConA al unirse a a-D-manosilo resulta en la transduccidn de sefiales desde la
membrana hasta el nucleo de los linfocitos, activandolos (Norian et al., 2015). El LPS, por su parte, se une
al TLR4, que al ser activado da lugar a la via de sefializacién NFkB y a la produccion 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 estd involucrado en la activacidn de respuestas anti y
pro-inflamatorias (Zhai et al., 2015). Segun Zhai et al., 2015 la PN como ligando de TLR2, desencadena la

activacion y expansiéon de Treg CD4+CD25+ para inhibir las respuestas inmunitarias del hospedero. Estos
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resultados sugieren que la PN puede desempeifiar un papel en la activacion de la proliferacién de Treg e

inducir su funcién supresora sobre los linfocitos T CD4+.

En la segunda fase del trabajo se evalué el efecto de la PN sobre la activacidon celular de linfocitos

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

Los resultados obtenidos muestran que en presencia de PN existe un aumento en la expresion
de CD62L, marcador que se expresa en la superficie celular de linfocitos T activados (Yang et al., 2011), y
es dependiente de la concentracion. Se obtuvieron resultados estadisticamente significativos al comparar
las diferencias entre el control y todas las concentraciones utilizadas de PN. Este resultado podria significar

gue 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 produccion de citocinas, IL-10 e IFN-
y, de los linfocitos T CD4+. Este ensayo se realizé mediante la tincidn intracelular con anticuerpos que

reconocen especificamente a cada citocina.

Los resultados obtenidos muestran que la PN tiene un efecto inhibitorio de la produccion de IFN-
v (Figura 15), ya que al aumentar la concentracién de proteina la produccién de esta citocina disminuyé
de 11.6% a un 1.63%. Caso contrario a la IL-10 (Figura 16), que aumentaba su produccidn de 1.53% a 7.86%
al incrementar la concentracién de proteina viral. Estos resultados concuerdan con Bolacchiet al., 2006, Li
etal., 2018 y con la hipdtesis de este trabajo, la funcién efectora de los T reguladores aumenta y la funcion
de los Thl disminuye. Por lo tanto, la PN afecta la produccion de IFN-y e IL-10, y es dependiente de la

concentracion.

También, se analizd el efecto de la PN en la produccién 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-y y TNF-a. Se observaron diferencias significativas en la
produccién de IL-6, en comparacion con las demas 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 segun lo reportado puede inhibir la produccién de IFN-y por

las células T CD4+ y evitar la diferenciacion al subtipo celular Thl (Diehl y Rincon, 2002).

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

que es producida principalmente por linfocitos T reguladores y que suprime a los demds 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 produccién elevada de IL-6 e IL-10 y su capacidad supresora.

Los resultados obtenidos de los objetivos especificos fueron que la PN no tiene efecto sobre la
proliferacién de linfocitos T colaboradores o sobre la produccién de citocinas, con excepcién de la IL-6 y la
IL-10, y que tiene un efecto sobre la expresidn del marcador de activacion celular CD62L, dependiente de

la concentracion de la proteina nucleo viral.

Con los resultados obtenidos mediante los objetivos especificos surgidé la nueva hipétesis: los
linfocitos T colaboradores presentan agotamiento celular en presencia de la proteina nucleo ya que
algunas de las caracteristicas de agotamiento celular son principalmente disminucidn de la proliferacidn,
disminucién en la produccién de citocinas, disminucién del marcador de activacién CD62L, aumento de IL-
10 y aumento en los marcadores co-estimuladores inhibidores PD-1 y CTLA-4, entre otras caracteristicas.
Segun 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 decidié analizar los marcadores inhibidores PD-1 y CTLA-4

(Figuras 18-21).

Se observaron diferencias significativas al comparar la expresiéon 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 interactua con sus ligandos enviando
sefiales intracelulares que se traducen en la disminucién de la produccién de citocinas como IFN-y, TNFa
e IL-2, afectando la diferenciacién 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 funcién,
evitando la proliferacion (Manzoor, 2015). Hipotetizamos que la PN del HCV por si sola puede tener un

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

Por ultimo, se decidié 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 Pl y se observd Gnicamente un 10.3% de expresion con la concentracion de 1000ng/ml de
PN (Figura 22). Estos resultados indican que las células presentan el marcador PD-1, sin embargo, las

células no estan muriendo.
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Se puede deducir que la PN tiene un efecto sobre la activacién celular y la produccién de
citocinas. Este efecto puede ser causado por el agotamiento celular de linfocitos T colaboradores inducido
por la proteina viral. En presencia de la PN se expresa el marcador de activacion y migracion a nédulos
linfaticos CD62L y los marcadores inhibidores PD-1 y CTLA-4, regulando negativamente a los linfocitos
evitando la proliferacion celular sin provocar muerte celular, y la produccidn de citocinas pro-inflamatorias
como IFN-y. La produccién de IL-6 e IL-10 aumenta, por lo que se hipotetiza que estas citocinas podrian

inhibir la produccién de otros procesos inmunoldgicos.
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Capitulo 5. Conclusiones

A continuacidn, se presentan las principales conclusiones del trabajo.

e La PN inhibe la proliferacién de linfocitos T colaboradores.

e La PN tiene un efecto en la activacidn de linfocitos T, indicado por la expresion del marcador
CD62L.

e La PN tiene un efecto sobre la produccién de citocinas, IL-10 e IFN-y, y es dependiente de la
concentracién de la proteina viral.

e La PN tiene un efecto sobre la secrecion de IL-6.

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

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

Anexo A. Estandarizacion

Estandarizacién de nidmero de células en placa de 96 pozos

Se realizd el ensayo en placas de 96 pozos para estandarizar el nimero de células adecuado. En cada pozo
se cultivaron tres cantidades de células distintas: 15,000; 150,000 y 200,000; todas en 150ul de medio. Las
células se activaron con ConA [1mg/ml] y LPS [1mg/ml] que son mitégenos capaces de inducir proliferacion
en linfocitos T, y se adicion6 0.15mg/ml de resazurina por pozo. También, se consideraron dos controles,

uno con células sin activar y otro con medio Unicamente.

Las células se purificaron un dia 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 espectrofotometro por cada dia (tres dias en total). El disefio experimental se presenta en la

Figura 23.

15,000 células
150,000 células

200,000 células

. Control, medio de cultivo
D

. . ‘ ‘ . ' ‘ ‘ ' Control, células sin activar
E

Figura 23. Estandarizacion de nimero de células cultivadas en placa de 96 pozos. El contenido final de los pozos
final fue de células en 150l de medio, concanavalina A (ConA) [1mg/ml], lipopolisacarido (LPS) [Img/ml] y resazurina
sddica.
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Se obtuvo que la concentracidon adecuada fue de 15,000 células por pozo, debido a que se
mantiene la proliferacién sin agotar los nutrientes del medio y causar muerte celular. Los linfocitos
activados se dividen cada 6-8 horas y el experimento se cuantificd cada 24 horas por tres dias. Los

resultados se muestran en la Figura 24.

Dia0 Dia1 Dia 2

Figura 24. Estandarizacion de niumero de células. El contenido final de los pozos final fue de 15,000, 150,000 y
200,000 células en 150ul de medio, concanavalina A (ConA) [Img/ml], lipopolisacarido (LPS) [1mg/ml] y resazurina
sodica.

Estandarizacion concentraciones de proteina

Calculos para obtener las concentraciones de proteina: [0.1ug/ml] (2), [1ug/ml] (3) y [10ug/ml] (4) de un
stock de [1pug/ul]. Se prepard stock de 10ug/ml con400 PBS y 4l de stock de [1ug/ul] para concentraciones

de [0.1ug/ml] (3) y [1ug/ml].

10pg 1pl
1000pul1pg

400ul (1)

0.1pg 1000pl
ug L o)
1000l 10pg

200ul
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Estandarizacion de activacion celular

Se realizo la estandarizacion de la activacion celular de linfocitos T con PMA/ionomicina. El PMA es un
compuesto que sirve para estimular la divisién celular de linfocitos T, mientras que la ionomicina es un
ionéforo que aumenta el nivel intracelular de calcio causando la produccion de citocinas como IL-2 (Ai et

al., 2013).

Para este ensayo se utilizaron placas de 24 pozos con un millédn de células, tres concentraciones
distintas de PMA: 10ng/ml, 20ng/ml y 25ng/ml, ionomicina 1ug/ml y tres controles: control de
autofluorescencia, control de muerte y control de proliferacion. Para el control de autofluorescencia se
utilizaron células activadas sin tefiir, para el control de muerte se utilizaron células pre-calentadas a 60°C
durante 30 minutos y se tifieron posteriormente con yoduro TO-PRO-3 y finalmente, para el control de
proliferacién se utilizaron células tefiidas con CFSE sin activar. El disefio experimental se muestra en la

Figura 25.
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1 2 3 4 5 6 Células con 10ng/ml de PMA
A Células con 20ng/ml de PMA

Células con 25ng/ml de PMA

B . Control autofluorescencia

Control de muerte celular

Control de proliferacién

Figura 25. Ensayo de estandarizacidn de la activacion de linfocitos con PMA. El contenido final de los pozos final fue
de 1 millén 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-carboxifluoresceina (CFSE). Control autofluorescencia,
Unicamente células. Control de muerte, células tefiidas con yoduro de propidio (Pl). Control de proliferacion,
Unicamente células con CFSE.

Los citogramas obtenidos se observan en la Figura 26.

10ng/ml 20ng/ml 25ng/ml

E w? E i? 3 w? E

= 10° 10° 10°
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o a8 275; 513271 hod _5 g 2’:‘:402
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Comp-BL1-A:: CFSE

Figura 26. Estandarizacion de la activacion celular con PMA. El analisis muestra la proliferacion de linfocitos T con

tres concentraciones distintas de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA): 10ng/ml, 20ng/ml y 25ng/ml. Comp,
compensacion.
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Anexo B. Titulacion de anticuerpos

La titulaciéon de anticuerpos por citometria de flujo se realizé 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-y (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 Poblacién 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 virgenes
Anti-IFN-y Intracelular PE BL2 Linfocitos Thl
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

500 = Sample Hame Subset Name | Count
9 O] co4 1-200 fes Linfoctos 15454

©D4 1-100 fes Linfocitos 16306
©D4 1-50.1cs Linfocitos 16989
©D4 1-20fcs Linfocttos 17100
A 1] cD4 AUTOFLUORESCENCIAfcs | Linfocitos: 2756

400 =

300 =

Count

200 =

100 =

RS L I L | | T
0 ] 10 10 10 a0t 0 10t w0’ 10®

BL4-A BLA-CD4-A BL4-A " BLA-CD4-A

Figura 27. Titulacion de anti-CD4. Expresion de CD4 en células marcadas con anti-CD4.
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Figura 28. Titulacidn de anti-CD25. Expresién de CD25 en células marcadas con anti-CD25.
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Figura 29. Titulacién de anti-CD45RA. Expresidon de CD45RA en células marcadas con anti-CD45RA.
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Figura 30. Titulacion de anti-CD62L. Expresién de CD62L en células marcadas con anti-CD62L.
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Figura 31. Titulacion de anti-IFN-y. Expresion de IFN-y en células marcadas con anti-IFN-y.

600 =
BLA - IL-4-A- BLA - IL-d-At
To9.7 0.28

-10 0 100 10

BL4-A  BLA - IL-4-A

Fsca

Fsen

Fsca

ssca

Fsca

ssca

Figura 32. Titulacidn de anti-IL-4. Expresion de IL-4 en células marcadas con anti-IL-4.
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Figura 33. Titulacion de anti-IL-10. Expresidn de IL-10 en células marcadas con anti-IL-10.
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Figura 34. Titulacién de anti-IL-17A. Expresion de IL-17A en células marcadas con anti-IL-17A.
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Figura 35. Titulacidn de anti-Foxp3. Expresidén de Foxp3 en células marcadas con anti-Foxp3.



Anexo C. Analisis estadisticos

Tabla 4.Analisis estadisticos de proliferacion celular con resazurina.

Two-way ANOVA Ordinary

Alpha 0.05

Source of Variation 9% of total variation P value P value summary  Significant?
Interaction 2.378 0.13 ns No
Horas 49.95 <0.001 Yes
Tratamiento 1017 <0.001 e Yes

ANOVA table S5 (Type ) DF Ms F (DFn, DFd) P value
Interaction 58.50 15 3.900 F (15, 48)=1.537 P=0.13
Horas 1230 3 409.9 F (3 48)=161.5 P<0.001
Tratamiento 250.5 5 50.11 F (5, 48)=19.74 P<0.001
Residual 121.8 48 2.538

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
Control negativo vs. 10ug/ml -6.285 -8.875 10 -3.695 Yes =0.001
Contrel negativo vs. Tugiml -6.960 -9.550 10 -4.370 Yes =0.001
Control negativo vs. 0.1ug/ml -4.470 -7.060 to -1.880 Yes <0.001
Control negativo vs. Control positivo -1.850 -5.193 o 1.493 No ns 0.58
Control negativo vs. Control - - -6.097 -9.441 to -2.754 Yes = <0.001
10ug/ml vs. Tug/mi -0.6750 -2.170 to 0.8202 Mo ns 0.76
10ug/ml vs. 0.1ug/ml 1.815 0.3198 to 3.310 Yes - 0.009
10ugiml vs. Control positive 4435 1.84510 7.025 Yes <0.001
10ugiml vs. Control - - 0.1875 -2.402 10 2.777 Ne ns =0.99
Tug/ml vs. 0. 1ug/ml 2.490 0.9948 to 3.985 Yes =0.001
1ug/ml vs. Control positivo 5.110 2.520 to 7.700 Yes <0.001
1ug/ml vs, Control - - 0.8625 =1.727 to 3.452 No ns 0.92
0.1ug/mi vs. Control positivo 2.620 0.03022 to 5.210 Yes " 0.05
0.1ug/mi vs. Control - - -1.627 -4.217 to 0.9623 Ne ns 0.44
Control positive vs. Contral - - -4.247 -7.591 to -0.9041 Yes - 0.008

Tabla 5. Analisis estadisticos de la expresion del marcador CD62L.

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant? Summary
Control vs. 100ng/ml -34.40 -40.22 to -28.59 Yes
Control vs. 250ng/ml -33.00 -38.82 to -27.19 Yes o
Control vs. 500ng/ml -31.30 -37.12 to0 -25.49 Yes

Control vs. 1000ng/mi -29.70 -35.52t0-23.89 Yes i



Tabla 6. Andlisis estadisticos produccidn de citocinas solubles.

Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0.05

Source of Variation 9% of total variation
Interaction 4423
Citocina 53.05
Tratamiento 0.4355

ANOVA table sS
Interaction 33887032
Citocina 406418072
Tratamiento 3336414
Residual 322458692

Tukey's multiple comparisons test

s

Control negatve vs. 1000ngmi
Control negatvo vs. 500ng/mi
Control negawvo vs. 250ng'mi
Control negatvo vs. 100ng/m
1000ngm vs. 500ng/mi
1000ng™i vs. 250ng/mi
1000ngmi vs, 100ng/mi
£00ng/mi vs. 280ng/mi
S00ng/mi vs. 100mgmi
250ng/mi vs. 100ngmi
13

Control negasvo vs. 1000ng/mi
Control negativo vs, S00ngmi
Control negasve vs. 250ngmi
Control negesvo vs. 100ngmi
1000ng ™ vs. 500ngmi
1000ng '™ vs, 250ngmi
1000ng ™ vs. 100ngmi
500ng'mi vs. 250ngmi
500ng'mi vs. 100ngmi
250ng'mi vs. 100ng'mi

Control negatvo vs. 1000ngmi
Control negasvo vs. S00ng/mi
Control negatvo vs. 250ng/mi
Control negasve vs. 100ng/mi
1000ngmi vs. 500ag/mi
1000ng/mi vs. 280ngim!
1000ng/ ™ vs. 100ngmi
800ng/mi vs. 280ngimi
500ng/mi vs. 100ngmi
250ng/mi v 100mgmi

[ E]

Cantral negat vi. 1000ngml
Cantrol negashs va. S00ngimi
Canirol negative ve. 250ng'mi
Canirsl negatve v, 100ngm
1000ng/ml vs. $00ngim|
1000ng/ ve. 250ngimi
1000ng va. 100agiml
£00ng/mi vs. 250ngmi
500ng/mi v, 100ngimi
280ngimi vs. 100ngimi

P value P value summary  Significant?
>0.99 ns No
<0.001 Yes
0.85 ns No
DF MS F (DFn, DFd) P value
48 705880 F (48, 130) = 0.2846 P>0.99
12 33868173 F (12, 130) = 13.65 P<0.001
4 834104 F (4. 130) = 0.3363 P=0.85
130 2480451
Mean DIff.  95.00% CI of diff. Significant?  Summary  Adjusted P Value
-1195 -3569 10 3546 No ns >0.99
-15.32 357310 3842 Ne ns >0.59
-10.27 3563 10 3547 No ns >0.99
1161 -3569 1 3546 Ne ns >0.99
-3.367 3861 10 3884 No ns 5089
1683 3556 10 3559 No ns >0.99
0.3366 3557 10 3558 No n >0.99
5,050 3582 10 3463 No ns 5099
3.703 -3554 10 3561 No ns >099
-1.247 -3559 10 3556 No ns >0.98
~11.45 -3569 10 3546 No ns >0.99
<1361 3871 10 3544 No ns 5089
-13.30 -3571 10 3544 No o8 >0.99
-11.45 ~3569 10 3546 No n >0.99
2162 -3550 10 3555 No ns >09%
-1.852 3559 to 3556 No s >099
0.000 3557 1o 3557 No ns >0.9%
0.3100 3557 10 3558 No ns >0.99
2.162 -3555 10 3560 Ne ns >0.99
1852 -3556 10 3559 Ne " >0.99
5,387 3563 to 3582 No ns >05%
-10.77 -3568 to 3547 Ne ns »>099
7912 -3565 to 3550 No ns >0.8%
-8.922 3566 to 3549 Ne ns >099
-5.387 -3563 to 3552 No ns >0.99
2825 3560 to 3588 No ns >05%
-3.535 -3561 to 3554 No ns »>0.99
2862 3555 to 3560 No ns >0.99
1852 <3556 to 3559 No ns >099
-1.010 -3558 to 3556 No ns >0.99
4240 5398 b5 -1282 Yas . 0002
2950 5556 to 558 9 No e o.14
1884 5242 to 1673 He ns 059
-2413 -SQT0 s 1145 Mo r 0.3
1842 1716 to 8389 ™ rs -1
2956 01556513 He s Q15
2428 ~1130 t& 5985 HE ) 033
1114 244310 4672 Mo na k-1
5B6.0 20T ta 4143 ) s =099
A28 0BG to 3025 Mo s =058
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L E:]

Control negatve wa, 1000ngimi
Contral negase ve. S00ng/mi
Cantrol negativo vs. 250ng/mi
Cantral negaso vi. 100ng'ml
1000ngml v, S00ngimi
1000ngsmi ve, 250ngimi
1000ngm va. 100ngmi
S00ngiml vs. 280ngimi
500ngimi va. 100ngimi
280ngiml vs. 100ngmi

-1

Control negatve vi. 1000ngmi
Control negative v, S00ng/mi
Cofitral negative va. 250ngmi
Control negative v, 100ng/mi
100angml v, S00ng/ml
1000ngimi ve. 280ngimi
1000ng/ml vs, 100ng/ml
S00ngiml va. 250rg
S00ng/mi va. 100rgami
250ng/ml vi. 100mgmil

ENY

Contral negatve ve, 1000ng/m
Cantrol negative v, S00ngmi
Contred nagatve vs. 250ng/mi
Caniral nagatve va. 100ngmi
1000ngs/ml vs. S00ng/mi
1000ngiT va. 250ngimi
1000ngm va. 100ngimI
S00ngimi ve. 250mgmi
500ngim| va. 100rgAml
280ng/mi va. 100ngimi
THF-g

Cantrsl negative va. 10008g/mi
Control negativa v, 500ngimi
Cantrsl negative va. 250mgmi
Control negativo ve. 100mgimi
1000ng va. S00ng=
1000ng/mi vs. 250ngmi
1000ngmi va. 100Gl
S00ng/'mi vs. 280ng'mi
500G/ va. 100ng/ml
250ng/mi vs. 100ng/mi

=174
Contrsl nagative va. 1000ngim
Control negatho ve. S00ngmi
Control neghtive va. 250ngm
Control negathe va. 100ngmi
1000ngémd s, S00ng/mi
1000ng va. 250ng'm
1000ngmi w3, 100ng/mi
500ngim ve. 250ng/mi
#00ngi vs. 100ngimi
250ng/mi v, 100ngimi

IL-17F

GControl negative va. 1000ngmi
Conirel negative ve. S00ngimi
Control negative va. 250ngi
Control negativa vs. 100ngmi
1000ng el we, S00ngml
1000rgiml va. 250ngiml
1000ngmi we. 100ng'ml
S00ngmi ve. 250ng/ml
S00ngimi vs. 100ng/mi
250ngimi ve, 100ng/ml

5228
-1.683
T8
-3.198
-7.912
1000
-8.427
84922
-1.515
~10.44

3449
1066
-BE.54
1064
234
6.4
2345
1801
01683
-1TB4

-1.520
1263
1364
1384
41,11
-12.142
1212
1090
-1.010
0.000

1,683
-16.16
-13.47
1229
-17.84
1565
-13.47
2.188
3872
1683

114
3047
-15.d9
2407
1633
-11.11

s218
&.387
1178

<3551 bo 3564
-390 w0 1538
~2550 to 3868
~3561 o 3554
3585 to 3540
~3556t0 3558
-¥567 ta 3548
~3549 to 3865
~3559 W 3556
~3568 to 384T

3502 10 3213
=36E4 1p 3451
3646 16 3469
3654 1o 3451
-3319 10 376
~3301 io 3hid
=3319 10 2796
-3534 16 3575
3847 1o 3558
-3575 1o 3540

-3559 16 3556
=3870 1o 2548
-3571 10 3544
-3571 16 2544
3569 1o 2546
-3570 10 3545
=3570 1o 2548
-3358 10 3556
-3558 16 X556
3857 1o 55T

=3556 10 1559
<3574 80 3541
=3571 ta 3543
=3570 10 3545
-3575 8 3540
=35T3 0 3542
=35T1 0 35D
~2558 0 3850
-S4t 3561
-3856 o 3849

=3572 1o 3543
3588 to 3827
-3583 w3532
=582 o 3533
~3574 1o 3541
-MEED 1 3546
3557 o 3548
-3552 to 3563
=3551 to 3564
~3556 o 3559

=583 to 3582
=500 to 3515
-3578 to 3537
=3571 to 3544
-3485 b 3520
=572 to 3542
<3556 to 3548
-3E35 1 4TS
=520 to 3485
~3551 o 3564

EFF555885¢%

EEFEEEEEER

EFFEETETTT ETETEETEER

EEEFEEEEEE

EZEEEEE5EE

dgdaagagaaaasz

dadaddaaai

g3 aszag dFadazaaz

g2aazazs

222aggzaaz

>0
0.5
=0.99
=059
=0.99
>0.59
0.5
=059
=059
=0.99

>[50
>0gg
=050
=098
=058
bk ]
*0ga
=090
Bk ]
*0.98

098
=099
=0ga
=080
=098
=058
=059
=098
=050
059

=099
*0.99
*0.99
*0.99
*0.99
*099
*0.89
>0.99
=099
=099

»0.88
=049
=099
=099
>099
»0.88
=099
>0.89
»0.89
*0.99

=099
=099
=008
=099
=099
=089
=088
=099
=089
093
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IL=t

Contrel nagative vi. 1000mgmi
Control negatve vi. S00ngmi
Control nagatiio v 250ngmi
Cantrol negatve vi. 100ngml
1000ngmi va. S00ngimi
1000ng e vi, 250ngimi
1000ngmi vi. 100ngm
E00ng/mi v, 280ng/mi
S00ng va. 100ng/mI
250ng'mi v, 100ngimi

IL-21

Cantrol negativs vi. 1000ngmi
Contrel negative v. S00ngmi
Cantrol nagithve vi. 250ngw
Control negativo v, 100ng/mi
1000ngmi va. S00ngm
1000ngmi va. 250ngimi
1000ng'mi w3, 100ngimi
S00ngm vi. 250ng/m
S0ing/mil vs. 100ngimi
250ng'mi va. 100ng/mi

ILs22

Control nagative vi. 1000ngiml
Control negatve vi. S0tngmi
Control nagativg vi. 250ngmi
Cantrol negatve vi. 100ngml
1000ngimi vs, S00ngimi
1000rg il w3, 250ngiml
1000ngmi vi. 100ngm
50ling/mi vs, 280ng/ml
S500ng'mi va, 100ng/mi
250ng'mi v, 100ngimi

-2037
-3884
-2983
-25.78
1842
-9.258
=5.047
2238

1313

1472

-7 T4l
1481
-21.55
«16.98
-7.070
-13.80
“5.242
-6.733
-2 172
562

-5 932
=31.14
-2222
-24.75
2121
-12.29
=14 81
882z
8.397
-2 528

Two-way ANOVA
Alpha

Source of Variation
Interaction
Horas
Tratamiento

Two-way ANOVA
Alpha

Source of Variation
Interaction
Horas
Tratamiento

-3578 b 3537
~3006 o 3519
<3587 o 3528
-3583 b 3532
<1576 to 3535
-3EET o 3548
=362 bo 3552
=3548 to 3567
-3544 1 35T
-3584 1o 3561

3568 to 3884
3572 1o 3543
3579 1o 3536
<3574 to 3840
-3565 bo 3550
3571 to 3544
-356T bo 3548
-3564 1a 3551
<3550 to 3544
3553 b0 3562

3567 o 3548
35085 w0 M8
35800 3535
-35082 w0 3523
3579 o 3838
3ETO b 3545
3572 1o 3543
+3545 o 3865
3591 w3564
3560 1o 3843

EEFEEEETEEFE

He
Ne
Mo
Me
Mo
Mg
Ne
N
Ne
Mo

ne
ns
ns
ns
ns
ne
ns
ns
ns
ns

aagaa

i@ggges

Tabla 7. Analisis estadisticos de la expresion del marcador PD-1.

Ordinary
0.05

% of total variation
10.86
3.947
30.38

P value
0.44
0.83
0.003

P value summary
ns
ns

wh

Tabla 8. Analisis estadisticos de la expresion del marcador CTLA-4.

Ordinary
0.05

% of total variation
0.2384

3.176

63.34

P value
>0.99
0.75
<0.001

P value summary
ns
ns

whH

Q.89
=089
=099
=080
089
=099
=089
=099
=089
=099

=0.85
=099
=99
=0.99
=099
=85
=092
=99
=0.99
=099

=0.99
=0.99
=099
=0.99
=099
=0.99
»0.89
=099
=099

Significant?
No

No

Yes

Significant?
No

No

Yes
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Anexo D. Citogramas

100ng/ml 250ng/ml 500ng/ml 1000 ng/ml
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Figura 36. Efecto de la PN sobre la expresion del marcador CD62L en linfocitos T. El analisis indica el efecto de la
proteina nucleo (PN) en la expresion 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,

compensacion.
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Figura 37.Expresion del marcador CD62L en células sin PN. El andlisis indica el efecto de la proteina nucleo (PN) en
la expresién del marcador CD62L de tres sujetos sin PN.
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Ohrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs Sin PN

SSC-A :: SSC-A

Comp-BL2-A:: PD-1

Figura 38. Expresion de PD-1 en linfocitos T con PN. El andlisis indica el efecto de la proteina nucleo (PN) en la
expresion del marcador PD-1 de tres sujetos con 500ng/ml de PN. A) Sujeto 1. B) Sujeto 2. C) Sujeto 3. Comp,
compensacion.

Ohrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs

SSC-A

SSC-A

Comp-BL2-A:: PD-1

Figura 39. Expresion de PD-1 en linfocitos T sin PN. El analisis indica el efecto de la proteina nucleo (PN) en la
expresion del marcador PD-1 de tres sujetos sin PN. A) Sujeto 1. B) Sujeto 2. C) Sujeto 3. Comp, compensacion.
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Figura 40. Expresion de CTLA-4 en linfocitos T con PN. El andlisis indica el efecto de la proteina ntcleo (PN) en la
expresion del marcador CTLA-4 de tres sujetos con 500ng/ml de PN. A) Sujeto 1. B) Sujeto 2. C) Sujeto 3. Comp,

compensacion.
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Figura 41. Expresion de CTLA-4 en linfocitos T sin PN. El andlisis indica el efecto de la proteina nucleo (PN) en la
expresion del marcador CTLA-4 de tres sujetos sin PN. A) Sujeto 1. B) Sujeto 2. C) Sujeto 3. Comp, compensacidn.



