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1. Nombre del proyecto de servicio social:

Estandarizacion de los anticuerpos dirigidos hacia las proteinas/cinasas AKT, AKTp, STATL,
STAT1p, ERK, ERKp, PPARYy PPAR« presentes en linfocitos T CD4+ en personas sanas.

2. Nombre del proyecto externo:

Identificacion de diferentes vias de sefializacion de los linfocitos CD4+ CD28null en pacientes con
Sindrome Coronario Agudo (SICA).

3. Justificacion de la etapa en que se participa

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte a nivel global en la actualidad,
de ellas se deriva el sindrome coronario agudo (SICA), el cual es un conjunto de enfermedades
clinicas secundarias en las que existe una obstruccion del flujo coronario debido a la presencia de una
placa ateromatosa. La presencia de esta placa implica la interaccion con diferentes células, y en el
caso de una ruptura se da la generacién de un trombo y el riesgo de la aparicion de un infarto agudo
al miocardio, por esta razon, resulta importante conocer los procesos correspondientes en las células
involucradas. En el caso de SICA se ha observado que los linfocitos CD4+ CD28null jueganun papel
muy importante debido a sus caracteristicas citotoxicas anormales, llegando a ocasionarenfermedades
cardiovasculares 'y un proceso constante de inflamacidn.La presencia de linfocitos
CD4+ CD28null aumenta con el paso de la edad, aumentando de 1% durantela adolescencia hasta
cerca de un 50% en adultos mayores de 65 afios, pero en afos recientes se ha reportado la presencia
de un mayor porcentaje de linfocitos CD4+ CD28null en poblaciones determinadas como
enfermedades inflamatorias cronicas, inmunodeficiencias, infecciones y enfermedades
cardiovasculares, considerados factores de riesgo. La ausencia del correceptor CD28 ha demostrado
ocasionar inmunosenecencia y lisis de diferentes células al poseer citotoxinas.

Se requiere la estandarizacion de los anticuerpos a determinar en el proyecto, necesario para
identificar y utilizar cantidades adecuadas de los anticuerpos al trabajar con linfocitos CD4+.

En el proyecto externo se identificaran los linfocitos T CD4+ CD28null y se caracterizaran las
diferentes vias de sefializacion implicadas en su activacion, al identificar las proteinas: RHO, ROCK1,
ROCK2, AKT, AKTp, Statl, Statlp, ERK, ERKp, pKCa, PKCpBI, PKCBII, PPAR v,

PPAR a y NFkb (p65), previamente estandarizados; mediante citometria de flujo multiparamétrica.

Descripcidn del vinculo de las actividades a desarrollar con los objetivos de formacion del
plan de estudios:

Las actividades realizadas en el Servicio social se aborda un objetivo de investigacion basica,

construyendo conocimientos y desarrollando habilidades en el &mbito hospitalario, aplicando los
conceptos obtenidos durante la licenciatura en quimica farmacéutica bioldgica.

Palabras clave: sindrome coronario agudo, SICA, linfocitos T CD4+ , vias de sefializacidn y estandarizacion.




4. Objetivos:

Objetivo de proyecto de servicio social

- ldentificar la dilucién optima de los anticuerpos AKT, AKTp, STATL, STAT1p, ERK,
ERKp, PPARy y PPARa en linfocitos T CD4+ de personas sanas.

Objetivos especificos:

- ldentificacion de linfocitos T CD4+ CD28null en pacientes con SICA.

- Estandarizacion de las proteinas y cinasas RHO, ROCK1, ROCK2, AKT, AKTp, Statl,
Statlp, ERK, ERKp pKCa, PKCBI, PKCBII, PPAR v, PPAR a y NFkb (p65) en personas
sanas.

- Identificacion de las proteinas RHO, ROCK1, ROCK2, AKT, AKTp, Statl, Statlp, ERK,
ERKp pKCa, PKCBI, PKCBII, PPAR vy, PPAR a y NFkb (p65) como vias de
sefializacién en linfocitos CD4+ CD28null.

5. Metodologia

5.1 Revision bibliogréfica

Se realizard una investigacion bibliografica de las enfermedades cardiovasculares, su relevancia a
nivel mundial y en México, la importancia del sistema inmune en las enfermedades cardiovasculares,
la presencia y funcién de los linfocitos T CD4+ CD28null en SICA vy las vias de sefializacion
involucradas en la activacion de estos linfocitos.

5.2 Reclutamiento de pacientes y muestras

Se obtendran muestras de sangre en tubos con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) de 5
donadores sanos, de acuerdo con los criterios descritos en la “tabla 17; este proyecto forma parte de
un proyecto que se encuentra proximo a registrarse en el Instituto Nacional de Cardiologia - Ignacio
Chéavez.

Tabla 1. Criterios de inclusion, exclusién y eliminacion

Criterios de inclusion Criterios de exclusion Criterios de eliminacion
Adultos menores de 65 Mujeres embarazadas Pérdida de muestras
anos
Hemodinadmicamente Personas con una infeccion activa Personas que decidan
estables retirarse del protocolo

Antecedentes de Hepatitis B,
Hepatitis C o VIH

Vacunacion reciente en un periodo
de 3 meses




Uso de glucocorticoides o
inmunosupresores en un periodo de 3
meses

Pacientes con enfermedades
autoinmunes

Realizacion de tatuajes reciente en un
periodo de 1 afio

5.3 Separacidén, marcaje y analisis de muestras

Se realizard la toma de muestra sanguinea de personas sanas en ayuno, se obtendran dos tubos con
anticoagulante — EDTA (BD, USA) con capacidad de 4 mL de muestra, se agitaran por inversion de
6-9 inversiones, para su préxima separacion, conteo y andlisis. Las
muestras obtenidas se centrifugaran a 1500rpm en la Centrifuga marca Heraeus (Baxter, USA)
durante 10 minutos para extraer el plasma, posteriormente, se procesaran mediante la técnica de
gradiente de densidad para obtener las células mononucleares de sangre periférica. Se realizard una
dilucidn de las muestras sanguineas con 5 mL de PBS/Heparina con muestra 1:1; se coloca lentamente
la sangre en un tubo Falcon (CORNING, México) que contenga Histopaque®-1077 (SIGMA,
Inglaterra, Reino Unido). Centrifugar a 1,500 rpm durante 20 minutos sin freno, se aislara el anillo
de PMBC (Peripheral Mononuclear Blood Cells) y se resuspenderd en PBS/Heparina (SIGMA,
Inglaterra) (PiSA, México).

Una vez aisladas y resuspendidas las PBMC en 5 mL de PBS/Heparina, se centrifugan a 1,500 rpm
por 10 minutos y se contaran los linfocitos viables para trabajar.

Para llevar a cabo la tincion extracelular se ajustan las células a un nimero de 200,000 células por
tubo. Se centrifugaran a 14,000 rpm durante 30 segundos, se descarta el sobrenadante para después
agregaran los anticuerpos extracelulares y se incuba durante media hora a temperatura ambiente
cubiertos de la luz. Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaran dos lavados con
PBS/Heparina. Las células se fijaran con paraformaldehido al 4% presente en el kit BD
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, USA) y se dejaran incubando 30 minutos a 4°C cubiertos de la
luz. Al terminar el tiempo de incubacion se realizan dos lavados con PBS/Heparina.

La permeabilizacién de la membrana de los linfocitos T se llevard a cabo con el Buffer de
permeabilizacion presente en el kit comercial kit BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, USA).
Después, se retirara el sobrenadante y se colocaran las diferentes concentraciones de anticuerpos
primarios (Santa Cruz, Abcam) a investigar para la determinacion, se colocaran los anticuerpos
secundarios en la concentracion previamente estandarizada; se realizaran dos lavados con
PBS/Heparina, se resuspenderan en PBS/Heparina y se procede a la adquisicion de células en el
citometro de flujo FACSAria™  Fusion Cell  Sorter (BD, Biosciences).Se
estableceran las condiciones de adquisicion utilizando el tubo control (Sin/Tincién).

El andlisis se llevara a cabo en el software FlowJo version 10.8.5 (FlowJo, BD, USA, New Jersey).
En este software se realizaron 4 distintos anlisis para identificar la condicion ideal para el uso de los
anticuerpos estandarizados, como primer analisis estadistico la intensidad de fluorescencia para
detectar que porcentaje de células tefiidas resultaba mayor en las diferentes condiciones, el segundo
método es la identificacion de los respectivos histogramas para determinar el espectro mas cercano a
la emisién asi como cantidad de células, para el tercer analisis se realiz6 una comparativa entre el
porcentaje de intensidad de fluorescencia contra la intensidad media de fluorescencia (IMF) la cual
es una medida que indica el promedio de la intensidad de fluorescencia en el histograma donde esta
comparacion indica la relacion entre nimero de células tefiidas contra el nimero de receptores
presentes por célula y por ultimo en dado caso de requerir el cuarto analisis es la ecuacion del indice
de tincidn el cudl es otro método estadistico utilizado para la estandarizacion de anticuerpos.
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A continuacién, se enlistan los materiales y/o equipos a utilizar en cada uno de los pasos
del proceso, desde la toma de la muestra hasta el ultimo momento de la

Toma de muestra:

Vacutainer (BD, USA)

Agujas (BD, USA)

Torundas con etanol al 70%

Ligadura

Tubos para muestras con anticoagulante EDTA (BD, USA)

Separacion mediante técnica de gradiente de densidad:

Muestras sanguineas

Histopaque®-1077 (SIGMA, Inglaterra, Reino Unido)
Tubos Falcon (CORNING, México)

PBS/Heparina (SIGMA, Inglaterra) (PiSA, México)
Micropipeta (CORNING, USA)

Centrifuga (Baxter, USA)

Pipetor “Stripettor Ultra” (CORNING, México)

Tincién extracelular:

Tubos eppendorf de 1.5 mL (Cellpro, China)
Centrifuga para tubos de 1.5 mL (Eppendorf, Alemania)
Micropipeta (CORNING, USA)

Anticuerpos extracelulares (BD)

PBS/Heparina (SIGMA, Inglaterra) (PiSA, México)

Kit BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, USA)
Anticuerpos intracelulares (Santa Cruz, Abcam)

Adquisicion en el citdbmetro de flujo y analisis:

Citdmetro de flujo marca FACSAria™ Fusion Cell Sorter (BD USA)

Validacion de resultados:

Computadora y Software FlowJo




6. Marco Tedrico

Las enfermedades cardiovasculares por sus siglas en ingles “Cardiovascular Diseases” (CVD) son
una variedad de afecciones o trastornos los cuales afectan al corazén, son la principal causa de muerte
a nivel global, cerca del 31% de las muertes globales se asocian a enfermedades cardiovasculares
(OMS,2012). En México, en el afio 2015, el 25.5% de defunciones se atribuyerona enfermedades
cardiovasculares, un total de 655,688 muertes, y dentro de ellas, la cardiopatia isquémica fue la que
generd mayor impacto con un 52.8% (Palcia-Lopez, 2022). Existe el riesgo de desarrollar
enfermedades coronarias a partir de los 40 afios, un 49% en hombres y cerca del 32% en mujeres
(Becerra, 2020), son ocasionadas por situaciones naturales como edad, sexo, herencia o también por
factores variables como malos habitos o enfermedades (Vergallo, 2020). Aunado aesto, existen
factores de riesgo como tabaquismo, hipertension arterial, diabetes mellitus, obesidad morbida,
sedentarismo, bajo consumo de frutas/vegetales, consumo problemético de alcohol, entre otros
(Cassiani, 2009).

Las enfermedades cardiovasculares, son consecuencia del dafio ocasionado a células del corazén y
vasos sanguineos, estas se pueden clasificar en: enfermedad de las arterias coronarias (EAC),
enfermedad cerebrovascular (ECV), enfermedad arterial periférica (EAP) Y aterosclerosis adrtica; de
las cuales la enfermedad de arterias coronarias resulta la mas recurrente e investigada,
aproximadamente el 33% - 50% de los casos de enfermedades cardiovasculares pertenecen a EAC.
Las EAC son consecuencia de la disminucién de perfusion miocérdica ocasionando el Sindrome
Coronario Agudo (SICA), las enfermedades cerebrovasculares son asociadas a accidentes
cerebrovasculares también Ilamados ataques isquémicos transitorios, la enfermedad arterial periférica
se refiere al dafio de las extremidades lo que puede desembocar en claudicacion y la aterosclerosis
aortica refiere a los aneurismas toracicos y abdominales (Olvera, 2022). En estas enfermedades, las
células del corazén son sometidas a diferentes situaciones o procedimientos como apoptosis,
inflamacion, cambios estructurales/funcionales, acumulaciones de lipidos/colesterol y cambios de
expresion génica, por lo que el nimero de células funcionales se ve reducido (Boyle, 2011). Las
enfermedad coronaria también llamada cardiopatia isquémica se refiere a la aterosclerosis o
obstruccion de las arterias coronarias por la placa ateromatosa, donde se encuentra la clasificacion del
sindrome coronario agudo (SICA); se denomina SICA a un conjunto especifico de enfermedades
clinicas secundarias, las cuales generan una obstruccion del flujocoronario, formacion de coagulos,
agregacion plaquetaria, inflamacion, muerte celular, vasoconstriccion, entre otros, debido a la
formacion de un trombo intracoronario a partir de la rotura, desestabilizacidn o erosion de una placa
de ateroma. La placa ateromatosa esta conformada por particulas extracelulares de lipidos, células
espumosas y desechos, los cuales se acumulan en la capa intima de la pared arterial, estas forman un
nucleo lipidico o necrético, el cual se rodea por unacapa de matriz rica en colageno y células de
mausculo liso o endoteliales llamada capa fibrosa; esta placa esta presente en la intima y crece hacia
el lumen donde se encuentra el flujo sanguineo. Cuando esta placa se rompe se forma un trombo
sobresaliente del nucleo lipidico, en el trombo existe la presencia de plaquetas y fibrina. Dependiendo
de la estabilidad de la placa, aumenta o disminuye el riesgo de desarrollar SICA, la “ilustracion 1~
representa la presencia de la placa ateromatosa presente en una arteria, donde se puede observar el
nucleo lipidico y su interaccion con las células endoteliales (Vergallo, 2020).

El crecimiento de la placa ocasiona un desequilibrio aporte-demanda de oxigeno, y dependiendo el
dafio ocasionado se clasifican en: Angina inestable (Al), Angina estable (AE), infarto agudo al
miocardio con elevacion del segmento ST (IAMCEST) e infarto agudo al miocardio sin elevacion




del segmento ST (IAMSEST); la deteccidn de la elevacion del segmento ST se confirma mediante un
electrocardiograma (Cassiani, 2009).

A 8
Atherosclerotic plaque Thrombus formation and lysis

PDGF-88

llustracion 1. Placa ateromatosa en arteria, formacion/ruptura de trombo, organizacion de trombo y placa restaurada. A) Representa
la conformacién de la placa aterosclerética en estado basal, B) Ruptura de la placa/formacién de un trombo debido la presencia de
plaquetas y fibrina lo cual ocasiona la obstruccion del flujo sanguineo, C) Representa la organizacion del trombo y el proceso de
restablecimiento de la placa mediante proteoglicanos y coladgeno, D) Placa reestablecida con una nueva capa de células endoteliales
(Vergallo, 2020).

La angina de pecho se define como la obstruccién anatémica de una o varias arterias coronarias, es
una consecuencia del desequilibrio de la demanda de oxigeno con su aporte coronario, al someterse
a situaciones que aumenten esta demanda como actividad fisica, o la disminucion del aporte de
oxigeno, pueden provocar isquemia y por lo tanto angina de pecho, la cual se manifiesta como una
opresion precordial o un “dolor en el pecho”. En una angina de pecho estable, la placa ateromatosa
ocupa cerca del 70% de la luz del vaso coronario, al estar en reposo el paciente el flujo coronario es
estable y el necesario para los requerimientos metabdlicos necesarios, pero al realizar algunaactividad
o esfuerzo fisico aparece la angina, la cual, en un periodo de tiempo corto desaparece gracias a la
accion rapida de vasodilatadores, por lo que el paciente vuelve al flujo habituado. Por otro lado, la
angina inestable se caracteriza por la aparicion de la angina en estado de reposo, con una intensidad
progresiva, esta ocurre cuando existen placas aterosclerdticas vulnerables dentro de las arterias
coronarias, la degradacién o ruptura de esta placa genera la trombosis coronaria oclusivalo que
ocasiona una fibrinolisis interna, aqui comienza una lucha entre la trombosis coronaria (angina) y la
fibrinolisis (desaparicion de la angina) lo que explica la inestabilidad clinica; este tipo de angina
aparece dos semanas después en pacientes post-infartados (Zambrano, 2022) (Pedrozo- Pupo &
Celemin-Guie-te, 2018).

Se denomina infarto agudo al miocardio (IAM) a una isquemia miocérdica aguda con modificaciones
anormales, en niveles de troponina donde existe un dafio miocardico agudo, en este caso, la placa
ateromatosa es mayor a comparacion con angina y la formacion del trombo es tan grande que impide
el flujo sanguineo del vaso hacia el miocardio (Sebastian, 2021).

La clasificacion del infarto agudo al miocardio varia en la elevacion del elemento ST al visualizar en
el electrocardiograma, esta elevacion o no del segmento radica en el nivel de obstruccidn coronaria
presente en el vaso. Existe el infarto agudo al miocardio con elevacion del segmento ST (IAMCST),
debido a una obstruccion aguda o total de la arteria coronaria lo que provoca isquemia del miocardio
por lo que la arteria se irriga (Thygesen, 2018).




Por otro lado, el infarto agudo al miocardio sin elevacion del segmento ST (IAMSST) se produce
cuando la obstruccion del flujo de la arteria coronaria es parcial, lo que provoca una isquemia menos
intensa y prologada, pero con un efecto méas intenso que el ocasionado por las anginas (Borrayo,
2018).

Existe el riesgo de sufrir una lesion hepética ocasionada por la reperfusion isquémica, esto ocurre
cuando se reestablece el flujo sanguineo posterior a un infarto, lo cual puede generar a largo plazo un
restablecimiento, pero también puede inducir lesiones o muerte celular debido a mecanismos
especificos como estrés oxidativo debido a una mitocondria dafiada por radicales libres, la sobrecarga
de Ca+ ocasiona la apertura del poro de transicion permeable mitocondrial, inflamacion asociado a
neutrofilos asi como TNF-a y activacion de sistema de complemento (lldefonso, 2010).

Existe la presencia de linfocitos T en la lesidn aterosclerética, principalmente CD4+ estos resultan
implicados desde el comienzo de la enfermedad, y debido a la presencia de constante inflamacién
contribuyen a la desestabilizacion que da lugar a SICA (Manteca, 2010).

En el caso de SICA, se ha demostrado que los linfocitos CD4+ CD28null se almacenan en las placas
ateroscleroticas inestables, esto, sumado con la presencia de las enzimas citotoxicas y unaalta
secrecion de IFN-y (activacion de macréfagos > Metaloproteasas), pueden provocar la
desestabilizacion o ruptura de la placa. Las metaloproteasas y las citocinas inflamatorias tienen un
papel importante en la ruptura de la placa ateromatosa al afectar su estabilidad, las metaloproteinas
son enzimas que degradan las proteinas de la matriz extracelular que forman parte de la placa
ateromatosa, como el colageno v la elastina; estas enzimas las producen células inflamatorias como
macrofagos, los cuales se encuentran presentes en la placa ateromatosa; las citocinas inflamatorias
como la interleucina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) pueden aumentar la
produccién de metaloproteasas, y también activar células endoteliales cercanas a la placa lo que podria
permitir la infiltracion de méas células inflamatorias, desembocando en una inflamacion cronicay
progreso de la enfermedad (Dumitriu, 2014).

Los linfocitos o glébulos blancos son células pertenecientes al sistema inmune adaptativo las cuales
participan en proceso de infeccion o inflamatorios, generando una respuesta ante patgenos o
irregularidades en el sistema a través de procesos como deteccidn de patrones moleculares asociados
a patégenos (PAMPs), patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs), produccion de anticuerpos,
eliminacion de células infectadas y una autorregulacién. Tanto las células inmunitarias adaptativas y
los linfocitos tienen origen de una célula madre hematopoyética multipotencial, de la cual una
derivacion de naturaleza linfoide los convierte en linfocitos, existen dos clasificaciones de linfocitos:
linfocitos B (LB) los cuales son responsables de la produccion y liberacion de anticuerpos, por otro
lado, los linfocitos T (LT) encargados de brindar una respuesta mas especifica. Los linfocitos T, se
caracterizan por la presencia del receptor (TCR) y se dividen en dos grupos dependiendo de su
correceptor: linfocitos CD4+ o CD8+; los CD8+ se denominan citotdxicos los cuales utilizando
granzimas/perforinas eliminan a las células infectadas, mientras que los CD4+ tienen diversas
funciones siendo la principal interactuar mediante el mecanismo de histocompatibilidad de clase |
(MHC-I) con células presentadoras de antigenos y de este modo generar una respuesta efectiva al
brindar mayor especificidad de los anticuerpos generados por los linfocitos B (Zhu, 2008).

Ademas de los linfocitos, también existen los Natural Killers dentro del mismo origen linfoide, pero
en este caso se considera dentro de ambas inmunidades tanto innata como adaptativa, reciben este
nombre ya que tienen la capacidad de eliminar células sin la necesidad de una interaccion previa




con el antigeno, son linfocitos citotoxicos los cuales detectan malformaciones ocasionadas por
sustancias ajenas al cuerpo o infecciones por algin patégeno. Mediante desgranulacién y la uniénde
receptor de muerte, por otro lado, tienen la capacidad de liberar citocinas inflamatorias mediante la
estimulacion de receptores, a través de estos mecanismos las Natural Killers son capaces de enfrentar
la presencia de una infeccion y asi disminuir la propagacion (Abel, 2018).

Los LT CD4+ regulan distintas situaciones, como la activacion de células inmunitarias, regulacion de
la reaccion inmunitaria, liberacion de citocinas, y su principal funcion, es la activacion de linfocitosB
para la produccidn de anticuerpos de alta especificidad gracias al MHC — II. Los LT cuentan en su
membrana con una glicoproteina estructural denominada CD28, la cual actda como coestimulador,
generando una interaccién con las células presentadoras de antigenos la cual es importante para una
eficiente funcionalidad del mecanismo de defensa (Esensten, 2016).

La sinapsis inmunolégica entre linfocitos T y células presentadoras, se refiere al reconocimiento del
complejo TCR con un péptido asociado a una célula presentadora de antigenos, el cual tiene funciones
como una respuesta/recepcion de informacién y una sinapsis dinamica, donde existen diversas
proteinas de membrana las cuales permiten la presentacion de antigeno, existen tres pasos para la
sinapsis inmunoldgica: en una primera instancia existe la interaccion entre el TCR y el PAMP
expresado por la célula presentadora, en linfocitos la presencia de CD28 es necesaria como segunda
sefial al actuar como coestimulador, y finalmente la tercera sefial resulta de la liberacion de IL-2 con
los receptores correspondientes. Esta interaccion permite la proliferacion de las células T yprevencion
de la anergia; anergia se define como “estado de falta de respuesta parcial o total del sistema inducido
por activacion parcial”, inhibiendo y limitando las funciones de las células afectadas (Lechler, 2001).
La union de CD28 con B7-1 o0 B7-2 genera la activacion de los linfocitos T, vitales para la respuesta
inmune; por otro lado, la ausencia del coestimulador CD28, incapacita a las células de llevar a cabo
funciones como: proliferacion, secrecién de citocinas, diferenciacién celular, expresion génica, entre
otras; en la “ilustracion 2” se muestran las respuestas o vias con las que el coestimulador CD28
interacciona o regula (Jadav, 2022).

Principales vias reguladas por CD28 en linfocitos T humanos
Reparacion de ADN Activacion de factores de transcripcion
Metabolismo Secrecion de citoquinas
Transduccion de sefales Secrecion de quimiocinas
Ciclo celular Polarizacién de TH2
Transporte de vesiculas Diferenciacion de células T citotéxicas
Expresion génica Expresion de co-receptores
Enfermedad Anti-apoptosis
Cromatina Prevencion de anergia
Replicacion de ADN Reorganizacion del citoesqueleto de actina
Metabolismo de proteinas Motilidad

llustracion 2. Vias de sefializacion reguladas por CD28 en linfocitos T de humanos
La segunda interaccion de sefialamiento para la sinapsis de los linfocitos T la cual regula diferentes vias de sefializacion enlistadas
en la ilustracion. Modificado de Jadav, 2022.




En la presente década, se han identificado y estudiado un subgrupo de linfocitos T tanto en CD4+
como CD8+, carentes del coestimulador CD28. Las células CD4+ CD28null tienen presencia de
enzimas citotoxicas (perforinas y granzimas), con capacidad de lisar diferentes tipos de células
(endoteliales, células del musculo liso, cardiomiocitos, entre otras) dafiando el endotelio y si existe
un alto porcentaje de linfocitos CD4+ CD28null, puede aumentar el riesgo de muerte debido a un
constante estado de inflamacidn sumado al desequilibrio aporte-demanda de oxigeno (Téo, 2013).
Los linfocitos CD4+ CD28null, producen altos niveles de citocinas proinflamatorias como IFN-,
TNF-e IL-2 las cuales mantienen constante la inflamacién; la acumulacion de ellas reside en la
regulacién de la proteina apoptotica Bcl-2 por que a pesar de tener receptores inductores de muerte
como CD59fas resisten esta induccion a apoptosis. Otra de las funciones limitadas en estas células es
la presencia del ligando CD40 el cual es requerido como sefial auxiliar para promover la produccion
de anticuerpos mediante las células B (Dumitriu,2009).

Con el paso de los afios investigadores han identificado irregularidades estructurales en los linfocitos
CD4+ CD28null, han encontrado receptores, citocinas y citotoxinas asociados a otras células como
se muestra en la “ilustracion 3”; por ejemplo, cuentan con los receptores de quimiocinas CCR7,
CCR5, CX3CRL1. Por otro lado, también se expresan receptores tipo Toll TLR4, TLR2; de todos los
receptores no pertenecientes, los méas sobresalientes se considera son los pertenecientes a los Natural
Killers dentro de los que se encuentran KIR2DS2, NKG2D, CD11b y CD161 (Maly, 2015).
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lustracion 3. Caracteristicas fenotipicas de linfocitos CD4+ CD28+ versus CD4+ CD28null.
Representacion de las diferentes caracteristicas de los linfocitos CD4+, del lado izquierdo del esquema se muestran las
caracteristicas asociadas a CD4+ CD28+, y por el lado derecho se muestran las asociadas a CD4+ CD28null.
En los linfocitos de interés observan receptores tipo Toll, Receptores de NK, moléculas de adhesion y citocinas diferentes a las
presentes en su comparativa deCD28+ (Maly, 2015).




En afios recientes se han registrado porcentajes de CD4+ CD28null en diferentes situaciones, en
personas sanas la cantidad es minima, pero existen circunstancias donde existe CD28null aumenta.
Liuzzo y colaboradores, en 2007 fueron de los primeros investigadores en detectar un alto porcentaje
de CD28null en personas con sindrome coronario agudo, obteniendo resultados similares a los
reportados en artritis reumatoide en ese afio, dividieron su poblacion en 4 grupos dependiendo el
nUmero eventos coronarios registrados de 1 a 3, obteniendo porcentajes de CD4+ CD28null 2.3%en
un primer evento, 5.1% para un segundo evento y 9.5% cuando existid un tercer evento. Estos datos
resultaron alarmantes, debido a la escases de informacidon sobre la presencia de linfocitos carentes del
coestimulador CD28, posteriormente, investigadores comenzaron a obtener resultados similares en
pacientes con SICA (Liuzzo, 2007). En afios posteriores Dumitriu con colaboradores identificaron de
igual manera porcentajes de linfocitos CD4+ CD28null, donde sus controles resultaron bastante bajos
~0.04 % resultando los méas bajos en la revision y en contra parte en los pacientes con SICA
identificaron ~14 % lo cual resulta bastante alto, similar a lo reportado por Liuzzo en tu tercer
categoria (Dumitriu, 2012). Por otro lado, Tuttolomondo y colaboradores investigaron los niveles en
pacientes con derrame isquémico donde identificaron un porcentaje de 2.8 + 0.9 % de CD28null en
sus controles y una elevacion en pacientes de 5.7 = 2.4 % similar a lo reportado con Liuzzo
(Tuttolomondo, 2015). Sayed reporto en el mismo afio niveles cercanos en pacientes con Infarto
Agudo al Miocardio, para los donadores sanos encontrd 0.8 + 0.7 % mientras que para el caso de
IAMCST obtuvieron 4.6 =+ 3.1 % resultado menor al comparar con IAMSST ya que para este caso se
reporta 7.3 + 4.1 % de células carentes del coestimulador CD28; los resultados indican una mayor
cantidad al no existir una elevacion del segmento ST (Sayed, 2015). Se ha registrado una presencia
minima de células CD4+ CD28null en jovenes sanos, entre 15-24 afios (OMS, 2018), donde el
porcentaje se encuentraentre el 0.1% hasta 2.5% del nimero total de CD4+ son CD28null, pero, por
otro lado, en adultos mayores de 65 afios, existe un mayor porcentaje hasta un 50% de los CD4+
presentes son CD28null.

El rango para controles se encuentra entre 0.1 % hasta el 2.8 %, pero como se menciona anteriormente
existen situaciones como: elevar en gran medida los niveles de las células, sobre todo cuando los
pacientes son mayoresde 60 afios. Por otro lado, se observan variaciones en diferente escala para cada
una de lasenfermedades desde 2.3 % hasta un 17.4 %, de igual modo los factores mencionados
anteriormente aumentan la presencia de los CD28null.

Esto resulta preocupante, ya que un alto porcentaje de linfocitos CD4+ CD28null, aumenta el riesgo
de desarrollar fendmenos vasculiticos, manifestaciones extraarticulares, formacion de nédulos
subcutaneos y vasculitis reumatoide e inclusive Artritis Reumatoide (Yen, 2001 & Martens, 1997 &
Dumitriu, 2009), debido a que los linfocitos CD28null poseen capacidades citotdxicas, pueden atacar
tejidos propios del cuerpo, lo que desencadena una respuesta autoinmunitaria, de igual modo los
linfocitos CD28null tienen una mayor capacidad de produccién de citocinas inflamatorias las cuales
mantienen una inflamacidn crdnica, y en caso de existir una sincronia con enfermedades autoinmunes
diagnosticadas, pueden aumentar la susceptibilidad a infecciones debido a una limitante de LT
(Maly,2015).




Bullenkamp y colaboradores, determinaron las interleucinas que promueven la proliferacion de los
linfocitos CD4+ CD28null, resultando IL-7 y la IL-15; para concluir esto, utilizaron Tofacitinib como
inhibidor selectivo de JACK1/JACK3/STATS, lo cual bloqueo el sefialamiento de las interleucinas
IL-7 y IL-15, obteniendo un nimero de menor de expansién celular, en comparacion con el control
CD28+ (Bullenkamp, 2020). La identificacion de esta via de sefializacion para la proliferacion de los
linfocitos CD4+ CD28null resulta como un punto de partida para la identificacion de las vias de
sefializacion, a partir de lo determinado por Bullenkamp, se obtiene unarelacion entre las vias de
sefializacion de los linfocitos T CD4+ CD28+ contra la posible via de sefializacion de los CD4+
CD28null, a continuacion, se mencionan las proteinas propuestas para la identificacion.

MAPK

Las proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAP) es una familia de proteinas las cualesmodifican
otras proteinas mediante la transferencia de grupos fosfato, las cuales participan en la transduccion
de sefales intracelulares, en linfocitos T promueve la proliferacion celular y la produccion de
citoquinas. Para la activacién de los linfocitos T, existe presencia de las tres diferentes proteinas
MAPK: ERK %, p38 y JNK. La interaccion entre las MAPK es una cascadauna con otra, a través
de fosforilaciones la cual comienza por una sefial extracelular; se fosforilan dos residuos de serina 'y
treonina por una MAPK quinasa (MAPKKK); en la “ilustracion 4” se muestra un diagrama general
de las diferentes vias de sefializacion presentes en linfocitos CD4+ CD28null (Martinez, 2020)
(Hwang, 2020)

llustracion 4. Vias de sefializacion en linfocitos T, presencia de via MAPK.
Mecanismo general conocido de la cascada de sefializacion en linfocitos T CD4+, donde se observan las vias implicadas en
interacciones con las diferentes proteinas expresadas como CD4, CD28, CD45, CD3, entre otras, los cuales permiten la activacion de
factores de transcripcion o proliferacion celular (Hwang, 2020).

AKT

Es una proteina quinasa especifica de serina/treonina la cual puede regular la apoptosis, enfermedades
relacionadas con tumores, tiene un papel esencial en las vias de sefializacion




fisiologicos y patoldgicos. Existen tres isoformas AKT, AKT1, AKT2y AKT. La activacion se genera
por la actividad de la fosfadilinositol 3-quinasa (PI3K) al acercar AKT a sus quinasas activadoras.;
algunos PAMPs, receptores de factores de crecimiento y receptores de citoquinas pueden
activar P23K por ende AKT.
En linfocitos predomina PI3Ko la cual es activada por el TCR, correceptores, receptores de citoquinas
lo que termina activando AKT (Zhang, 2013) (Manning, 2017). Por esta via de sefializacion
se activa la cascada de sefializacién de CD28 en linfocitos T, en especifico PI3K, por lo que una
ausencia de AKT es un resultado de interés (Esensten, 2016).

STAT

La familia de proteinas STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription), realizan la
transduccién de sefiales y regulacion de la expresién génica, estas pueden ser activadas por sefiales
extracelulares, citoquinas y factores de crecimiento. Al unirse una citocina con su receptor de
superficie celular, se dimeriza el receptor y activa la tirosina cinasa JAK; los residuos de tirosina son
fosforilados por JAK y sirven como sitios de acoplamiento para la familia de factores de transcripcién
citoplasmaticos “STAT”. STAT es fosforilado por JAK, se dimerizan y abandonan el receptor para
trasladarse al nlcleo donde se activa la transcripcion génica. STAT1 se fosforila en Ser727,
sefialamiento de interferones no pareados, susceptibilidad a infecciones virales. En la“ilustracion 5”
se muestra la estructura e interaccion entre JACK-STAT, asi como los dominios estructurales
correspondientes (Shuai, 2003).
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Ilustracion 5. Via JACK-STAT y estructuras.
A) Representa la quinasa Janus (JAK) activador y transductor de sefial del factor de transcripcion STAT, B) Dominio estructural de las
JAK y en la figura C se observa el dominio estructural de las STAT el cual puede ser regulado por una modificacion proteica (Shuai,
2003).




ERK

Quinasa extracelular de regulacion de sefiales (ERK), es una proteina quinasa la cual participa en la
transcripcion de sefiales intracelulares. ERK es parte de la familia de quinasas MAPK, cuyo
mecanismo es una sefializacion dependiente de una cascada de fosforilacion activadora, donde se
requieren dos quinasas denominadas MAPK quinasas (MAPKK) y MAPKK quinasas (MAPKKKS).
Las sefiales que genera ERK son sefiales inducidas por factores de crecimiento e inducidas por
mitégenos, que son transducidas por GTPasas RAS y transmiten su actividad al desencadenar la
cascada de fosforilacidn hasta ERK. Al interactuar los TCR con las células presentadoras, se produce
la activacién de la via de sefializacion de MAPK lo gue incluye laproteina ERK (Lavoie, 2020).

PPAR

Son receptores activado por proliferadorres de peroxisomas (PPAR), es una familia de receptores
nucleares que actian como factores de transcripcion y regulan la expresion génica en respuesta a
acidos grasos. Proteina receptora nuclear dependiente de ligando, presente en linfocitos T y otra
células, participa en la regulacion de la expresion génica y la funcion celular. Forman heterodimeros
con receptores retinoicos X (RXR) los cuales se unen a secuencias especificas de ADN conocidas
como elementos de respuesta a PPAR (PPRE), se unen al ligando, lo que regula la expresion génica
de los genes dianas; regulando proliferacidn, diferenciacion y supervivencia celular; en la “ilustracion
6” se representa el dominio funcional del grupo de PPAR y la interaccion de los diferentes PPAR
para la expresion génica (Sanjay, 2021 & Wagner, 2020).
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lustracion 6. Estructura y mecanismo de accion de PPAR.
A) Estructura de PPAR el cual esta compuesto por 4 dominios con diferentes funciones y B) Representacion esquematica de los ligando
especificos para los diferentes receptores PPAR los cuales desembocan en cambios estructurales los cuales se unen a las secuencias
especificas de genoma para la activacion/represion (Sanjay, 2021).




7. Resultados

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos a partir de la adquisicion de células en el
citometro de flujo BD FACSAria™ Fusion Cell Sorter y del anlisis realizado con el software FlowJo
v10.8.5 (FlowJo, BD, USA, New Jersey) donde se establecen los limites de deteccion de fluorescencia
de manera estricta para cada uno de los anticuerpos correspondientes a las fosfatasas/cinasas como
posibles candidatas para la determinacion de la via de sefializacion de los linfocitos CD4+ CD28null.

Para un facil entendimiento del los resultados, se ejemplifica mediante la estrategia de Gating en la
“ilustracion 7”. La estrategia consiste en la identificacion de células para confirmar patrones de
tincion, de este modo analizar un “gate” visualizado en un diagrama de puntos con diferentes
parametros y asi determinar patrones de expresion en los tipos celulares. EI primer paso consiste en
identificar los singletes, ya que los dobletes y tripletes pueden afectar el anélisis de los datos,
excluirlos resulta fundamental para un buen analisis, ya que se puede confundir en identificacion
como clasificacion de células, ciclo celular u otro tipo de andlisis, esto podria ocasionar falsos
positivos. El segundo paso de la estrategia es la distincion de poblaciones con base en la dispersion
frontal y lateral, la cual permite una estimacion del tamafio, asi como granularidad de las células, de
las cuales se han identificado previamente el tamafio y complejidad. El tercer paso en este analisis es
el uso de un marcador, al hacer esto se utilizan dos pardmetros de medicién, en este caso el
fluorocromo correspondiente a CD4 versus SSC, de este modo identificar con certeza los linfocitos
CD4+ y a partir de ellos realizar el analisis correspondiente al proyecto.

El analisis obtenido por el citometro de flujo esta dividido en poblaciones, de las cuales se seleccionan
otras poblaciones especificas generando asi antecesores, obteniendo asi poblaciones selectivas de
otras poblaciones A - B > C - D para obtener el resultado principal “D”; en la seccion “A” se
muestra el aislamiento de los singletes (FSC-H v FSC-A) o las células que atravesaron de manera
individual la Noozle Assy 70 um (BD, USA) resultando entre el 90 — 99 % del total de células
adquiridas. En la parte “B” se muestran los singlets aislados, aqui se enfrentan los ejes SSC-H v FSC-
A, a partir de la morfologia, tamafio y area conocido de los linfocitos se aisla la poblacion especifica.
En la seccidon “C” se muestran todos los linfocitos aislados por las seccionesanteriores, a partir de
ello, se selecciona el fluorocromo CD4+ para asi realizar las determinaciones correspondientes solo
a los linfocitos T CD4+, se establecen los limites negativos con la muestra “Sin Tefiir” para asi con
las demas muestras “All Colors” asegurar el aislamiento de CD4+. Y finalmente en la parte “D”, se
muestra el aislamiento de solo los linfocitos T CD4+, donde se delimitan de manera estricta los limites
de fluorescencia de los anticuerpos monoclonales, con base en el tubo “Sin Tefiir” se determina el
limite negativo y a partir de los tubos “All Colors” se determina el porcentaje de fluorescencia para
cada una de las condiciones establecidas (El valor maximo  para los  limites  negativos se
estableci6 menor al  0.1%). Se grabaron 20,000 eventos por para cada una de las muestras
adquiridas, las cuales se consideranel 100% de los

eventos 0 células. Para los volumenes o diluciones de los
anticuerpos colocados, se establecié como volumen final 50 uL y ahi se coloraron los microlitros con
base en el modelo, con un rango desde 0.2 uL hasta 2 uL; resultando las equivalencias de volumen /
dilucion como se muestra en la “tabla 2”.
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Tabla 2. Equivalencia de microlitros con dilucion (VF = 50 uL)

Microlitros Dilucion
0.2uL 1:250
0.5uL 1:100

luL 1:50
15uL 1:33
2uL 1:25

Para la determinacion de AKT, se realizaron 3 diferentes analisis con diferentes condiciones: una
primera comparacion de la presencia de AKT v AKTp en linfocitos CD4+ CD28null, la
determinacion de diferentes diluciones de AKT con base en lo establecido por el proveedor 1:50 /
1:100 / 1:250 y una ultima determinacién con diluciones cercanas con base en el nimero de
microlitros utilizados 0.5 uL /1 uL /1.5 uL.
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llustracion 8. Adquisicion de la comparacion de presencia de AKT y AKTp en CD4+ CD28null.
A) Resultado obtenido para el tubo sin marca (control), B) Resultado de presencia de AKT en linfocitos CD28null y C) Resultado de activacién de AKTp en

CD28null.




De la muestra sanguinea de una persona sana de 53 afios, se identificaron en promedio 74% de
linfocitos de los eventos adquiridos, resultando de estos cerca de 50.55% linfocitos T CD4+ (APC
Mouse). A partir de ello, se obtuvieron 3.99% de linfocitos CD28null (BV-711) con los cuales se
trabajaron las condiciones de 1 uL de los anticuerpos AKT (Rabbit) y AKTp (Rabbit) utilizando como
anticuerpo secundario AF-488 (Rabbit) para su deteccion. El andlisis correspondiente permitid
comparar y asi determinar que existe una mayor actividad de AKTp un 66.8% de presenciade los
linfocitos totales contra una menor activacion de 32.7% de AKT en un momento aleatorio en el ciclo
de vida de los linfocitos CD4+ CD28null y ambos forman parte secuencial en la misma via de
sefializacién, existe una alta presencia de esta fosforilacion al interaccionar CD28 con B7-1/B7- 2,
pero existen diferentes formas de activacion para AKT.

)] Determinacion  de  diluciones de AKT con base en  proveedor
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llustracion 9. Adquisicion de la primera estandarizacion del anticuerpo anti-AKT Rabbit(ab-8805) en linfocitos CD4+.
A) Resultado obtenido para el tubo sin marca (control), B) Resultado obtenido para la dilucién 1 a 50, C) Resultado para la dilucion 1 a 100 y D) Resultado
para la dilucion 1 a 250.
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lustracion 10. Histograma de fluorescencia de diluciones AKT
Se muestran las intensidades de fluorescencia en las diferentes diluciones de AKT, de color gris de muestra el correspondiente al control,
de color azul se muestra el correspondiente a la dilucion 1:50, de color rojo 1:100 y de color verde 1:250.




Muestra sanguinea de una persona sana de 38 afios, se identificaron en promedio 62.25% de linfocitos
de los eventos adquiridos, resultando de estos 42.2% linfocitos T CD4+ (APC). A partir de ello, se
trabajaron las condiciones recomendadas por el proveedor de los anticuerpos, resultando esta
sugerencia diluciones del anticuerpo primario de 1:50, 1:100 y 1:250. Por lo mencionado, se
colocaron 0.2 uL, 0.5 uL y 1 uL del anticuerpo AKT (FITC-A) en 50 uL de liquido para obtener
dichas diluciones. Se obtuvieron los siguientes resultados para el porcentaje de fluorescencia:1:50
2> 32% de activaciéon, 1:100 > 309% y 1:250 >  35%los datos resultaron
muy cercanos entre ellos, por lo que requiere diferentes andlisis para determinarla dilucionideal, pero
se puede estimar mediante el porcentaje la condicion 1:250 (0.2 uL) como ideal. El histograma de
fluorescencia representa la intensidad de expresion de receptores contra en numero de células
capturadas, el espectro que tenga un mayor desplazamiento hacia el rango de deteccion (10%)sera la
condicién adecuada, esto indica una mayor cantidad de células con fluorescencia; para el presente
caso se observa un ligero pero mayor desplazamiento para la condicion 1:50 (1 uL) lo cual la identifica
como mejor condicién. Al comparar con la IMF se observan ambos valores en el mismopunto para la
condicion de 1:100 (0.5 uL) lo que indica una que existe una alta presencia de células con AKT y que
expresan estas células una cantidad similar de receptores asociados; indica que la mejor dilucién es 1
a 100.
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llustracion 11. Grafico de fluorescencia con base en diluciones de AKT (Primer analisis).
Se muestra de color azul el porcentaje de fluorescencia obtenido en las diferentes diluciones y se compara con el resultado obtenido
por la Intensidad Media de Fluorescencia de color naranja.

Tabla 3. indice de tincion para “AKT diluciones”,

_I Indice de tincion
1a50 2.2424
1a100 1.3030
1a250 1.5758

Al momento de hacer la adquisicion de las células se observaron porcentajes cercanos, por lo cual, se
identifico realizar un segundo anélisis con condiciones similares y asi determinar de manera correcta
la condicion ideal.

Se comienza con el analisis de AKT, donde se realiz6 un experimento con diferentes diluciones
indicadas en el inserto obtenido de la pagina del proveedor, se utilizaron las diluciones 1 a 50, 1 a 100
y 1 a 250; se realizaron diferentes analisis con diferentes resultados.




Para el porcentaje de fluorescencia se obtuvo como mejor dilucién 1 a 250 (0.2 uL) obteniendo el
35% de activacion, para el caso del histograma de fluorescencia se determino como mejor condicién
1 a50 (1uL), en el andlisis de comparativa de porcentaje de fluorescencia con la IMF se identifica
como mejor condicion 1 a 100 (0.5 uL) por esta situacion se realiza un analisis diferente.

El valor més alto de indice de tincién indica que la intensidad de fluorescencia, asi como la unién del
anticuerpo al antigeno objetivo, se incrementa en comparacion con los valores menores; al tener un
indice menor indica una concentracion insuficiente para detectar fluorescencia. Se obtuvieron los
resultados mostrados en la “tabla 3 ”, sorpresivamente para el presente analisis la dilucion 1:50 resulta
mejor a diferencia de las demas, por lo que se concluye en este caso como dilucion ideal 1 a 50
(1 uL).

1) Determinacion de diluciones con base en microlitros utilizados (0.5uL /1 uL/1.5uL)
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lustracion 12. Adquisicion de la segunda estandarizacién del anticuerpo anti-AKT Rabbit(ab-8805) en linfocitos CD4+ a partir de andlisis previo.
A) Resultado obtenido para el tubo sin marca (control), B) Resultado obtenido al agregar 0.5 uL en un volumen de 50 uL, C) se observa el resultado al agregar 1 uL con
un volumen final de 50 uL y D) Resultado al agregarl1.5 uL en 50 uL.

Subaet Name | Court
Jcoar | 7008
[coes [Tas2
cou e 7281
002 s | CO4 {20017

AKT (ul)

lustracion 13. Histograma de fluorescencia del experimento microlitros de AKT
Se muestran las intensidades de fluorescencia en las diferentes condiciones de AKT, de color gris de muestra el correspondiente al control, de color rojo
se muestra el correspondiente a la adicion de 0.5 uL, de color azul 1 uL y de color verde 1.5 uL.
En este caso el valor mas cercano a 103 resulta ser 0.5 uL de color rojo, lo cual indica como mejor condicion.




Muestra sanguinea de una persona sana de 29 afios, se identificaron en promedio 9.41% de linfocitos,
en este caso el nimero de linfocitos resulta mas bajo lo cual puede ser consecuencia de una mala
recuperacion de anillo de PBMC, pero ain con una baja cantidad se puede realizar el andlisis, a partir
de estos el 36.4% fueron linfocitos T CD4+ (APC). Con base en el anlisis previoy gracias a una
revisién bibliogréafica se determinaron las cantidades/diluciones a utilizar con los anticuerpos.
Resultando estos, intervalos entre 0.5 uL hasta 2 uL, para este experimento de AKT se coloraron 0.5
uL, 1 uL y 1.5 uL en 50 uL como volumen final, lo cual arrojo los siguientes valores 65.7%, 24.9%
y 11.4% respectivamente; donde este primer andlisis de intensidad de fluorescenciase identifica un
mejor rendimiento al agregar 0.5 uL. Respetivamente el andlisis de la IMF indica congruencia con la
mejor condicion 0.5 uL.
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llustracion 14. Gréfico de fluorescencia con base en microlitros de AKT (Segundo analisis).
Se muestra de color azul el porcentaje de fluorescencia obtenido en las diferentes condiciones de microlitros agregados y se
compara con el resultado obtenido por la Intensidad Media de Fluorescencia de color naranja.

Tabla 4. indice de tincion para “AKT uL”

_I Indice de tincion
1.5 uL -0.2700
1uL -0.2033
0.5uL 0.0733

A pesar de existir la deficiencia de células en la recolecta, el hecho de tener los eventos grabados
(20,000 evt/s) indica la presencia de las células necesarias para realizar el analisis, por lo que, al tener
una incongruencia en los métodos analiticos del primer experimento, pero en el segundo experimento
al trabajar esta muestra y concordar cada uno de los analisis, se puede determinar que de estas
condiciones la ideal para AKT es 0.5 uL (1:100).

En el segundo experimento, se aproximaron los valores a la condicion con mejor rendimiento en el
analisis previo utilizando asi 0.5 uL, 1 uL y 1.5 uL; obteniendo en cuanto a porcentaje de fluorescencia
como mejor condicién 0.5 uL (1:100) correspondiente obteniendo 65 % de activacion,valor mucho
mayor que en el de otras condiciones, este resultado concuerda con el histograma respectivo el cual
demuestra un gran desplazamiento del espectro hacia el rango de deteccién obteniendo de igual modo
como idonea la condicién 0.5 uL (1:100), finalmente con el analisis comparativo de porcentaje contra
IMF se identifica facilmente una sobreposiciéon de ambos valores opuntos en la condicién 0.5 (1:100).




De igual modo, se realizo el calculo del indice de tincion donde se identifico como mejor dilucion
0.5 uL (1:100) “Tabla 4”; se observa una congruencia en los 4 analisis realizados, por lo que
podemos determinar que la mejor condicion es 1:100 a pesar de existir una deficiente extraccion del
anillo de PBMC, se adquirieron de igual modo con 200,000 PBMC por lo que no se ve afectada la
adquisicidn final, solamente se limita el nimero de experimentos a realizar con la muestra.
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Se muestran las intensidades de fluorescencia en las diferentes condiciones de AKTp, de color gris de muestra el correspondiente al
control, de color rojo se muestra el correspondiente a la adicion de 1 uL, de color azul 1.5 uL y de color verde 2 uL. En este caso el

llustracion 15. Adquisicion de la estandarizacion del anticuerpo anti-AKTp Rabbit(ab-81283) en linfocitos CD4+.
A) Resultado obtenido para el control, B) Resultado obtenido al agregar 1 uL en un volumen final de 50 uL, C) Resultado al agregar 1.5 uL en un volumen final de 50
uL y D) Resultado al agregar 2 uL en 50 uL.
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lustracion 16. Histograma de fluorescencia del experimento de AKTp

espectro mas desplazado a 10° resulta ser 1 uL de color rojo, la mejor condicion.




Muestra sanguinea de una persona sana de 22 afios, se identificaron en promedio 54.32% de linfocitos
de los cuales el 34.63% fueron linfocitos T CD4+ (APC-CY7). Se manejaron lascondiciones 1 uL,
1.5uL y 2 uL para este modelo experimental, fundamentado a partir de los analisis previos y articulos
relacionados. Se obtuvieron los siguientes resultados 20.1% con 1 uL, 7.13% para 1.5 uL y 4.40%
para 2 uL. Resaltando el valor mas alto de 20.1% para la adicion de 1uL de AKTp tanto para el
porcentaje como para la IMF, ya que ambos valores estan practicamente sobrepuestos en la ilustracion
14 indicando una condicion ideal.
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llustracion 17. Gréfico de fluorescencia con base en diferentes diluciones del anticuerpo AKTp.
Se muestra de color azul el porcentaje de fluorescencia obtenido en las diferentes condiciones de la estandarizacion de AKTp y se
compara con el resultado obtenido por la Intensidad Media de Fluorescencia de color naranja.

A partir de este punto, en los experimentos posteriores se utilizé otro rango de diluciones con base en
los registros previos de estandarizacion de anticuerpos de investigadores presentes en el Instituto
Nacional de Cardiologia los cuales trabajan con PBMC, siendo las condiciones 1 uL, 1.5 uL y 2 uL;
también desde este punto se comenzo a utilizar la misma muestra sanguinea de un adulto joven de 22
afios hasta el final del proyecto para reducir las variaciones.

Para el analisis de AKTp se utiliza las diluciones establecidas 1uL/1.5uL/2uL, para el porcentaje de
fluorescencia se observa un comportamiento de descenso conforme mas anticuerpo es agregado
resultando optima 1 uL (1:50) observando un 20.1 % de activacion, de igual modo el espectro con
mayor desplazamiento hacia 10% con gran diferencia resulta 1 uL (1:50), el comportamiento al
comparar el porcentaje con la IMF resulta similar al estar practicamente sobrepuestos los valores en
1 uL (1:50) esto indica que existe una cantidad adecuada tanto de anticuerpos acoplados como de
receptores presentes. En este caso concuerdan los 3 analisis realizados, identificando como mejor
dilucién 1 uL (1:50) por lo cual se puede utilizar para la investigacion presente.




e STAT1

1) Determinacion de diluciones ideal con base en microlitros utilizados (1 uL /1.5uL /2
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llustracion 18. Adquisicion de la estandarizacion del anticuerpo anti-STAT1 Mouse (SC-464) en linfocitos CD4+.
A) Resultado obtenido en el control sin marcaje de anticuerpo, B) Resultado obtenido al agregar 1 uL del anticuerpo dirigido a STAT1 en un volumen final
de 50 uL, C) Resultado al agregar 1.5 uL en un volumen final de 50 uL y D) Resultado al agregar 2 uL.
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Ilustracion 19. Histograma de fluorescencia del experimento de STAT1
Se muestran las intensidades de fluorescencia en las diferentes condiciones de STATL, de color gris de muestra el correspondiente al
control, de color rosa se muestra el correspondiente a la adicion de 1 uL, de color azul 1.5 uL y de color verde 2 uL. En este caso el

En el caso del experimento para STATL se utiliza la misma muestra sanguinea que STAT1p la cual
corresponde a un joven sano de 22 afios, se detectaron en promedio 35% de linfocitos a partir de los
cuales el 28.23% fueron linfocitos T CD4+ (APC-CY7). Las condiciones establecidas fueron dentro
del rango establecido siendo estas 1 uL, 1.5 uL y 2 uL de las cuales arrojaron los siguientes porcentajes
de manera secuencial 11.3%, 6.12% y finalmente el valor mas bajo 4.99%. De donde se identifican
valores mas cercanos, pero con una diferencia significativa al comparar las demas diluciones con 1
uL, con un valor de 11.3%; por otro lado, el analisis comparativo entre ambos métodos concuerda
con el resultado obtenido teniendo valores cercanos en la misma condicion.
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llustracion 20. Gréfico de fluorescencia a partir de las condiciones establecidas de volumen de anticuerpo STAT1.
Se muestra de color azul el porcentaje de fluorescencia obtenido en las diferentes condiciones y se compara con la Intensidad
Media de Fluorescencia de color naranja, ambos resultados correspondientes al analisis de STAT1.

En el experimento para STATL1 se identifica el mayor porcentaje de fluorescencia reportado en la
dilucién 1:50 (1 uL),en el caso del espectro del histograma se observa un ligero desplazamiento para
la condicion 1 uL (1:50) mientras que los demas espectros se encuentran en el rango del control cerca
de 0 y por ultimo al realizar la comparacion en la gréfica correspondiente, se identifica que las
condiciones de 2 uL asi como 4 uL se encuentran muy lejos lo que indica que existen pocas células
pero con alta presencia de receptores en comparacion con ellas la condicion 1 uL (1:50) resulta el
mejor comportamiento con cercania lo que indica una alta presencia de células como de receptores.
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llustracion 21. Adquisicion de la estandarizacion del anticuerpo anti-STAT1p Mouse (SC-8394) en linfocitos CD4+.
A) Resultado obtenido para el control, B) Resultado obtenido al agregar 1 uL del anticuerpo dirigido a STAT1p en un volumen final de 50 uL, C) Resultado al agregar
1.5 uL en un volumen final de 50 uL y D) Resultado al agregar 2 uL en 50 uL.
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llustracion 22. Histograma de fluorescencia del experimento de AKTp
Se muestran las intensidades de fluorescencia en las diferentes condiciones de AKTp, de color gris de muestra el correspondiente al
control, de color rojo se muestra el correspondiente a la adicion de 1 uL, de color azul 1.5 uL y de color verde 2 uL. En este caso el
espectro mas desplazado a 10° resulta ser 1 uL de color rojo, la mejor condicion.

Para el experimento correspondiente a STAT1p, la muestra sanguinea corresponde a un joven sano
de 22 afios, se aislaron en promedio 41.12% de linfocitos de los cuales el 30.9% fueron linfocitos T
CD4+ (APC-CYT7). Para este caso, se sometieron las condiciones de 1 uL, 1.5 uL y 2 uL,
fundamentado a partir de los andlisis previos y articulos relacionados. Se obtuvo lo siguiente: 16.3%
en el caso de 1 uL, 4.24% para 1.5 uL y 2.14% finalmente para 2 uL. Con el valor mas alto al afiadir
1 uL del anticuerpo correspondiente, teniendo diferencias entre las demés diluciones de mas del
cuadruple, por lo que es un posible candidato al comparar el porcentaje de fluorescencia, por otro
lado, al analizar ambos valores se identifica como mejor condicion es 1 uL al sobreponer ambos
comportamientos se observa la cercania correspondiente a una union y presencia equitativa de
receptores.
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llustracion 23. Gréafico de fluorescencia a partir de las condiciones establecidas de volumen de anticuerpo STAT1p.
Se muestra de color azul el porcentaje de fluorescencia obtenido en las diferentes condiciones de la estandarizacion y se compara
con el resultado obtenido por la Intensidad Media de Fluorescencia de color naranja, ambos resultados obtenidos de la adicién del
anticuerpo STAT1p.




STAT1p resulta con un comportamiento similar, el porcentaje de fluorescencia es mayor que el
cuédruple de presencia para la condicion 1 uL (1:50) en comparacion con los demas valores, en este
caso el histograma resulta sencillo de determinar ya que el desplazamiento del espectro es notorio y
correspondiente a 1 uL (1:50) y el ultimo andlisis comparativo entre MFI — porcentaje indica una
cercania en dos condiciones (2 uL y 1 uL), en contraste la condicion 1.5 uL tiene una lejania al realizar
la comparativa pero se determina como mejor dilucion 1 uL (1:50), ya que existe el respaldo de los
analisis previos.
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llustracion 24. Adquisicion para la estandarizacion del anticuerpo anti-ERK Mouse (SC-514302) en linfocitos CD4+.
A) Resultado obtenido en el control sin marcaje de anticuerpo, B) Resultado obtenido al agregar 1 uL del anticuerpo ERK en 50 uL, C) Resultado al agregar 1.5 uL en
50 uL y D) Resultado al agregar 2 uL de volumen del anticuerpo.
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lustracion 25. Histograma de fluorescencia del experimento de AKTp
Se muestran las intensidades de fluorescencia en las diferentes condiciones de AKTp, de color gris de muestra el correspondiente al
control, de color rojo se muestra el correspondiente a la adicién de 1 uL, de color azul 1.5 uL y de color verde 2 uL. En este caso el
espectro mas desplazado a 10° resulta ser 1 uL de color rojo, la mejor condicion.




Para ERK la muestra corresponde a un joven sano de 22 afios, donde se encontrd una presencia en
promedio 76.47% de linfocitos el cual es un alto porcentaje lo que representa un buen desempefio
durante la recuperacion del anillo de PMBC, de estos el 38.16% fueron linfocitos T CD4+ (APC-
CY7) a partir de las cuales se realizaron las determinaciones. Las condiciones fueron las establecidas
dentro del rango 1 uL, 1.5 uL y 2 uL de los cuales los resultados fueron los siguientes 90.5% para 1
uL, 85.2% vy finalmente el valor mas bajo 77.3%. En este particular caso, las tres condiciones
establecidas tienen valores altos al igual que cercania entre el porcentaje de fluorescencia y la
intensidad media de fluorescencia, por lo que el analisis de comparacion resulta importante para
determinar la dilucion ideal, pero con solo este analisis se podria identificar 1 uL la condicidn ideal.
Al sobreponer ambos métodos de anélisis se observa mucha similitud entre las condiciones, aunque
en la condicion de 2 uL se nota una ligera separacion entre los puntos, por otro lado 1.5 uL y 1 uL se
encuentran bastante similares, pero al tener un mayor porcentaje como IMF esto indica un mejor
comportamiento en estos rangos aceptando 1 uL como mejor condicion.
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llustracion 26. Gréfico de fluorescencia a partir de las condiciones establecidas de volumen de anticuerpo ERK.
Se muestra de color azul el porcentaje de fluorescencia obtenido en las diferentes condiciones y se compara con la Intensidad
Media de Fluorescencia de color naranja, ambos resultados analisis correspondiente a ERK.

Los resultados obtenidos para el porcentaje de fluorescencia del ensayo ERK fueron bastante elevados
arriba del 70% todos los resultados, pero para la condicion 1:50 (1ul) se observa una activacion de
90.5%, lo que indica como mejor condicion; por otro lado el espectro correspondiente al
histogramamuestra un ligero desplazamiento hacia la derecha para la condicién 1:50 (1uL) lo que
permite determinarla la condicion ideal y por ultimo el andlisis comparativo resulta dificil de
interpretar ya que todos los valores se encuentran bastante cercanos, para 2 uL se nota una ligera
separacion entre los puntos pero para 1.5 uL y 1 uL la cercania de los puntos es bastante cercana pero
el hecho de tener la condicién 1 uL valores mas altos que su contraparte permite concluir como mejor
condicion 1:50 (1ulL)
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A) Resultado obtenido del control tubo sin tefiir, B) Resultado obtenido al agregar 1 uL del anticuerpo en 50 uL, C) Resultado al agregar 1.5uL en 50 uL y

llustracién 27. Adquisicion para la estandarizacion del anticuerpo anti-ERKp Mouse (SC-81492) en linfocitos CD4+.

D) Resultado al agregar 2 uL de volumen del anticuerpo.
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Ilustracion 28. Histograma de fluorescencia del experimento de ERKp
Se muestran las intensidades de fluorescencia en las diferentes condiciones de ERKp, de color gris de muestra el correspondiente al
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control, de color rojo se muestra el correspondiente a la adicion de 1 uL, de color azul 1.5 uL y de color verde 2 uL. En este caso el

espectro mas desplazado a 10° resulta ser 1 uL de color rojo, la mejor condicion.

El caso de ERKp, la muestra sanguineas corresponde a la misma persona del ensayo ERK con 22
afios, se contabilizaron en promedio 74.5% de linfocitos, a partir de los linfocitos, cerca del 40.96%
emitieron la fluorescencia e intensidad correspondiente para linfocitos T CD4+ (APC-CY7) la cual
resulta la poblacion de interés para la determinacion de ERK fosforilado.
1.5 uLy 2 uL del anticuerpo ERKp (Santa Cruz) en los diferentes tubos eppendorfcorrespondientes;
en este caso en particular, el comportamiento de las diluciones resulta diferenteen comparacion con
los demas analisis, se observa un porcentaje de fluorescencia de 1.34% para 1 uL, 1.94% de intensidad
de fluorescencia para 1.5 uL afadidos y finalmente 1.64% para los 2 uL de ERKp. Este es el primer
caso en el cual se identifica una dilucién diferente a 1uL, siento 1.5 uL la condicion ideal, al comparar

con la IMF se identifica de igual modo la condicién como ideal.

Se colocaron 1 uL,
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llustracion 29. Gréfico de fluorescencia a partir de las condiciones establecidas de volumen de anticuerpo ERKp.
Se muestra de color azul el porcentaje de fluorescencia obtenido en las diferentes condiciones y se compara con la Intensidad
Media de Fluorescencia de color naranja.

Para el caso de ERKp se observan valores bajos los cuales nosobrepasan el 2 % donde se encuentra
lamejor dilucién 1:3 (1.5 uL) al analizar el porcentaje de fluorescencia en las diferentes condiciones,
en el caso del histograma se encuentran todos los espectros bastante cercanos entre ellos pero se
observa uno mayor para el caso de 1 uL asi como para 1.5 uL por lo que en este caso ambos podrian
resultar como condicién ideal y no se determina una condicidn ideal pero con los otros métodos se
logra determinar. Para el caso de la comparativa entre el porcentaje y la IMF se identifica de manera
sencilla la identificacidon de la mejor condicién al tener una sobreposicion de los puntos, al momento
de observar los otros comportamientos se identifica una lejania de los puntos asi que con certeza
se determina que la mejor condicién para el uso del anticuerpo ERKp es 1:3 (1.5 ul).
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lustracion 30. Adquisicion para la estandarizacion del anticuerpo anti-PPAR o (SC-9000) en linfocitos CD4+.
A) Resultado obtenido del control tubo sin tincion, B) Resultado obtenido al agregar 1 uL del anticuerpo, C) Resultado al agregar 1.5 uL y D) Resultado al agregar 2 uL
de volumen del anticuerpo.
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llustracion 31. Histograma de fluorescencia del experimento de PPAR y

Se muestran las intensidades de fluorescencia en las diferentes condiciones de PPAR vy, de color gris de muestra el correspondiente al
control, de color rojo se muestra el correspondiente a la adicion de 1 uL, de color azul 1.5 uL y de color verde 2 uL. En este caso el
espectro mas desplazado a 10° resulta ser 1 uL de color rojo, la mejor condicion.

El ultimo analisis corresponde a PPAR «, cuya muestra sanguineas son de un joven sano de 22 afios,
de esta muestra se obtuvieron en promedio 48.25% total de linfocitos, a partir de ellos 27.73% fueron
linfocitos CD4+ (APC-CY?7). Los resultados adquiridos por el citometro fueron de 1.41% para la
condicién de 1 uL agregado, un valor menor de 0.55% en el caso de 1.5 uL y el més bajo de los
valores de 0.23% al agregar 2 uL. Para PPAR la condicidn ideal resulto al usar 1 uL del anticuerpo y
al tener valores muy cercanos la comparacion con la IMF permite determinar una condicién con
certeza.
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llustracion 32. Gréfico de fluorescencia a partir de las condiciones establecidas de volumen de anticuerpo PPAR o..
Se muestra de color azul el porcentaje de fluorescencia obtenido en las diferentes condiciones y hace una comparacion con la
Intensidad Media de Fluorescencia de color naranja.




Para PPAR a se obtienen los siguientes porcentajes de fluorescencia para PPAR o 0. 23% al adicionar
2 uL, 0.55% al afladir 1.5 uL y 1.41 % en la condicién de 1 uL, por lo que se identifica como dilucion
ideal 1:50 (1 uL). Al observar los histogramas correspondientes se observa un desplazamiento hacia
el lado derecho en la condicion 1:50 (1 uL) la que indica como mejor condicién y finalmente al
comparar los valores obtenidos del porcentaje de fluorescencia con la MFI se idéntica una cercania
entre los dos puntos correspondientes a 1:50 (1 uL) y existe una concordancia de los tres analisis por
lo que se determina como mejor condicion.
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A) Resultado obtenido del control tubo sin tincién, B) Resultado obtenido al agregar 1 uL del anticuerpo, C) Resultado al agregar 1.5 uL y D) Resultado al agregar 2 uL

llustracion 33. Adquisicion para la estandarizacion del anticuerpo anti-PPAR y (SC-7196)
en linfocitos CD4+.

de volumen del anticuerpo.
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llustracion 34. Histograma de fluorescencia del experimento de PPAR y
Se muestran las intensidades de fluorescencia en las diferentes condiciones de PPAR v, de color gris de muestra el correspondiente al
control, de color rojo se muestra el correspondiente a la adicion de 1 uL, de color azul 1.5 uL y de color verde 2 uL. En este caso el
espectro mas desplazado a 10° resulta ser 1 uL de color rojo, la mejor condicion.




PPAR v se realizo a partir de una muestra sanguineas correspondiente a un joven sano de 22 afios,
de la cual se identificaron en promedio 49.55% de células linfocitarias, se ellos aproximadamente el
31.36% de ellos fueron linfocitos CD4+ (APC-CY7) de los cuales se realizaron las posteriores
determinaciones. Se adicionaron a los tubos correspondientes 1 uL, 1.5 uL y 2 uL de PPAR vy de los
cuales se obtuvieron los siguientes resultados: para 1 uL el porcentaje de fluorescencia obtenido fue
1.63%, en el caso de 1.5 uL el porcentaje fue 0.54% y por ultimo para 2 uL solo el 0.19%. En este
caso el porcentaje de fluorescencia se encuentra cercano entre los valores, pero se identifica 1 uL
como el ideal y al hacer la comparacién con la IMF se identifica que el comportamiento es similar
por lo que resulta como el mejor volumen de adicién.
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llustracion 35. Gréafico de fluorescencia a partir de las condiciones establecidas de volumen de anticuerpo PPAR .
Se muestra de color azul el porcentaje de fluorescencia obtenido en las diferentes condiciones y hace una comparacion con la
Intensidad Media de Fluorescencia de color naranja.

Finalmente, el andlisis correspondiente a PPAR vy arrojo resultados similares al tener un bajo
porcentaje, pero con una diferencia notoria entre cada una de las condiciones, donde la condicién 1:50
(1 uL) arroja un porcentaje de 1.63% resultando un valor tres veces mayor en comparacion conel resto
de las condiciones, por loque se identifica como buena condicion. Al observar la grafica de
histogramas se identifica un ligero desplazamiento hacia la derecha para el espectro color rosa
correspondiente a la condicion 1:50 (1 uL) mientras que el resto estdn encimados entre si cerca del
valor 0. Y finalmente la comparacién entre el porcentaje de fluorescencia con la intensidad media de
fluorescencia demuestra una lejania de puntos para las condiciones 2 uL, asi como 1.5 uL, esta ultima
tiene una cercania, pero insuficiente y por ultimo en la condicién 1:50 (1 uL) es donde se observa
una mayor cercania de puntos indicando una mayor presencia de receptores, asi como células. Este
receptor resulta importante ya que permite la diferenciacion de células, la regulacion inflamatoria,
homeostasis de glucosa/lipidos y es un objetivo de interés como terapia en diversas enfermedades.




En la tabla 5 se muestra un resumen de los datos registrados y resultados obtenidos al adquirir las
células en el Citometro de flujo, asi como el posterior andlisis con el software FlowJo; donde se
observa en los primeros analisis edades variadas de adultos, pero posteriormente se realiza con
muestras de un joven adulto (22 afios), lo cual permite reducir las diferencias asociadas a este factor.
Los singlets se refieren a las células que atraviesan individualmente por la “nozzle” gracias al flujo
hidrodinamico, las PBMC no tienden a agregarse facilmente por lo cual se obtienen resultados
cercanos al 100% de singlets contados, similar a los obtenidos. En el caso de linfocitos, normalmente
se reporta una variacion con base en los factores mencionados como tabaquismo, hipertension arterial,
diabetes mellitus, obesidad mdrbida, sedentarismo, bajo consumo de frutas/vegetales, consumo
problematico de alcohol asi como enfermedades autoinmunes o infecciones especificas, pero en
promedio se deberian encontrar entre el 70% - 90 % de linfocitos, resultado que puede verse afectado
por la recolecta del anillo de PBMC o alguna otra circunstancia relacionada con el proceso de
separacion. Grievnik y colaboradores, compararon el aislamiento de PBMC con tres métodos
diferentes y obtuvieron los siguientes resultados: al aislar utilizando Ficoll obtuvieron 6x10°
células/mL, al aislar con tubos SepMate 8x10° células/mL y mediante CPT 13x10° células/mL
(resultando la recuperacion de PBMC cerca del 70% en el caso de tubos de separacion celular por sus
siglas en ingles Cellular Preparation Tubes (CPT) y tubos SepMate. Por otro lado, reportaron en sus
resultados los porcentajes de las diferentes PMBC, obtuvieron 65% - 70% de linfocitos T, 5% - 22%
de linfocitos B, 5% - 14% de Natural Killers y 4 % - 12 % de monocitos; lo cual concuerda conlos
resultados obtenidos (Grievink,2016).

Tabla 5. Porcentajes obtenidos en los diferentes analisis obtenidos de la estandarizacion de anticuerpos.

Edad | Singlets | Linfocitos | CD4+ CD28null uL Porcentaje
AKTv AKTp | 53 94.6 % 74 % 50.55 % 3.99 % n/a | 32.6%/61.9%
AKT 38 | 95.67% | 62.5% 42.2 % 0.5 32%
diluciones
AKT uL 29 96.1 % 9.41 % 36.4 % 1 65.7 %
AKTp 22 948% | 54.32% | 34.63% 1 20.1%
STAT1p 22 | 92.75% | 41.12% | 30.9% 1 16.3 %
STAT1 22 | 92.87% 35% 28.23 % 1 11.3%
ERK 22 | 95.07% | 76.47% | 38.16 % 1 90.5 %
ERKp 22 94.7 % 745% | 40.96 % 15 1.94 %
PPAR vy 22 | 9217% | 49.55% | 31.36% 1 1.63 %
PPAR o 22 926% | 48.25% | 27.73% 1 1.41 %

El tnico analisis que reporta anomalias en valores de PBMC, es el caso de “AKT uL” esto debido a
gue el numero recuperado es muy bajo, donde el rango esperado seria cercano a 70%, se identifica
9.41% esto debido a un problema de recuperacién del anillo durante el procedimiento lo cual limita
la cantidad de analisis que se podrian realizar con la muestra, pero al realizar el conteo de linfocitos
e identificar una cantidad suficiente se logra realizar el analisis correspondiente; fuera de este hecho,
el resto de experimentos concuerdan con lo reportado en la literatura tanto para CD4+ como para la
cantidad requerida del anticuerpo.

Al realizar los experimentos y andlisis requeridos para cada una de las estandarizaciones se enlistan
los resultados obtenidos para cada ensayo realizado:

“AKT dilucion 1:100 (0.5 uL en 50 uL), AKTp dilucién 1:50 (1 uL en 50 uL), STAT1 dilucion 1:50
(1 uL en 50 uL), STAT1p diluciénl:50 (1 uL en 50 uL), ERK dilucion 1:50 (1 uL en 50 uL), ERKp
dilucién 1:33 (1.5 uL en 50 uL), PPAR o dilucion 1:50 (1 uL en 50 uL) y PPAR y dilucion 1:50 (1
ulL en 50 uL).”




En el primer experimento “AKT v AKTp” se realiz6 la comparacion de linfocitos CD4+ CD28+
contra CD4+ CD28null en un adulto sano de 53 afios, donde se reportaron valores “normales” dentro
de los rangos establecidos de linfocitos CD4+ CD28null; se identifico 3.99% de CD28null lo cual
concuerda con la literatura mencionada. En este caso, al comparar las proteinas quinasas B, se
obtuvieron los valores de AKT = 32.6 % y AKTp = 61.9 %; por lo que podemos reportar una mayor
activacién de AKTp en comparacion de AKT, con lo que podemos deducir que la via de sefializacion
P13K-AKT esta mas activada. AKT es un paso crucial en esta via, permite la supervivencia y
proliferacion celular. Podemos suponer que existe una relacion con la funcién y supervivencia de las
CD28null, esto es un primer punto, a partir de ello y con ayuda de inactivadores, se puede determinar
mayor 0 menor presencia de anticuerpos para la determinacion de la via de sefializacion. Esimportante
mencionar que la via AKT se puede activar por mas de un receptor, existe una asociaciondirecta al
interactuar con el coestimulador CD28null, pero también se han identificado que diferentesvias la
activan, razén por la cual se nota esta presencia; también es importante recalcar que para la
identificacion de una via de sefializacion celular es importante contar con todos los anticuerpos
necesarios y con inhibidores de vias para asi determinar el comportamiento de la via de manera
certera. La presencia de AKT y AKTp deben de ser similares en personas sanas, esta desregulacion
de porcentaje de activacion entre ellos se observa cominmente en enfermedades autoinmunes,
enfermedades cardiovasculares y cancer, esto debido a la alteracion de la via de sefializacion PI3K-
AKT.

Al realizar la comparativa entre STAT1 con STAT1p se identifica una mayor activacion de STAT1p
que STAT1 lo que sefiala que la via de sefializacion que produce la fosforilacion de STAT1 esta mas
activaen las células. Y justamente este comportamiento se reporta, en el caso de STATL, se determina
como mejor dilucién 1:50 con una activacién de esta proteina con un 11.3 %, por otro lado,para
STAT1p se identifico como mejor dilucion 1:50 con una activacion de 16.3 %. STAT1 es un factor
de transcripcion, el cual actla a nivel de sefializacion celular, una mayor activacion de STAT 1ppodria
asociarse con la diferenciacion celular de Th u otras células, esto no se puede concluir, es unahipotesis
la cual se puede comprobar con una investigacidn correspondiente.

Para el caso de la proteina quinasa regulada por sefial extracelular (ERK), la cual forma parte de la
via de sefalizacion MAP quinasa, se activa en presencia de estimulos extracelulares, en linfocitos
CD4+ se asocian con ambas proteinas con la diferenciacion de subpoblaciones de linfocitos Th o
Treg. Para ERK inactivado se observaron comportamientos bastante similares en los analisis
realizados, en este caso se observa un aumento constante conforme aumenta el volumen de
microlitros. Los porcentajes tan bajos de fluorescencia se deben a que no existen estimulos
extracelulares como factores de crecimiento o sefiales mitogénicas, lo cual es un comportamiento
esperado, se identifica el valor mas alto de 1.94 % para una dilucién 1:33. En este caso se observa
algo curioso, varia la cantidad de anticuerpo necesario a pesar de ser pertenecientes a la misma via de
sefializacion MAPK, y este comportamiento se puede deber a varios factores como:

-Abundancia relativa, si existe menor cantidad de ERKp se requerira una mayor cantidad del
anticuerpo para capturar y visualizar eficientemente las moléculas de ERKp.

-Especificidad, el anticuerpo puede tener mayor afinidad por ERKp, por lo cual requiere una mayor
cantidad para que se emita la sefial 6ptima de deteccion.

-Accesibilidad de epitopos, los cambios conformacionales de las proteinas cercanas pueden bloquear
los epitopos de ERKp.

Para el ultimo conjunto de analisis, PPAR o y PPAR v, es importante mencionar que son subtipos
de receptores nucleares de la familia de los receptores activados por proliferadores de peroxisomas
(PPARSs) los cuales son estructuralmente similares pero diferentes en cuanto a distribucion,
funcionalidades, efecto en inflamacion e implicaciones terapéuticas, resultando PPAR vy el mas




relacionado en este caso debido a la asociacion que se tiene con enfermedades autoinmunitarias, entre
otras; por otro lado, PPAR a se asocia con el metabolismo de lipidos y con la regulacion de
inflamacidn sistémica; en este caso la relacion con linfocitos CD4+ es mucho menor que la existente
con PPAR v, no hay que descartar la posibilidad de que exista una relacion mas estrecha con el sistema
inmunolégico y una funcionalidad desconocida al actuar con agentes patégenos.

8. Discusion

El uso de la técnica citometria de flujo resulta certera para el analisis de diversas muestras biol6gicas
como en el presente caso con PBMC, el trabajar este tipo de células en las diferentes afecciones resulta
sencillo al identificar los diferentes receptores o citocinas de interés asociadas a las patologias lo que
abre una amplia gama de oportunidades, como el presente caso al identificar en una primera instancia
los porcentajes de linfocitos T CD4+ CD28null asi como los diferentes incrementos o disminuciones.
Al utilizar muestras de pacientes con SICA, el estado de inflamacion, asi como de respuesta
inmunitaria resulta crénico, por lo que la identificacion de receptores o citocinas asociadas a la
inflamacidn esta presente. Al obtener las muestras y realizar el procedimiento de separacion de las
PBMC se pueden identificar diferentes poblaciones como monocitos, linfocitos y eritrocitos, debido
a las caracteristicas morfolGgicas, pero el analisis primordial comienza al realizar el marcaje o tincion
de la poblacion de interés. Por lo que antes de ello, resulta importante la estandarizacién de
anticuerpos, ya que en un proyecto de vias de sefializacién es el punto de partida debido a que una
menor cantidad de anticuerpo a la requerida puede limitar la deteccion de las poblaciones o un
desprecio de su presencia (también como un gasto econémico importante), asi como los limites de
deteccidn positivos y negativos, por otro lado, un exceso de volumen de anticuerpo puede generar
interferencia o la formacion de complejos que alteren la lectura; en ambos casos la consecuencia es
una obstaculizacion durante los procesos de compensacion, definicion de poblaciones, andlisis de
datos y la obtencion de resultados (Kaneko, 2019). Identificar y conocer la dilucion ideal es
fundamental ya que garantiza especificidad de tincién, por ello resulta importante realizar la titulacion
con diferentes rangos de condiciones, para de este modo tener una certeza mayor del volumen de
anticuerpos requeridos, es importante revisar los datos reportados por diversos autores para la
investigacion de las células de interés (Kalina, 2020).

Al trabajar con el mismo tipo de células se reduce el rango, en el presente proyecto se utilizan PBMC,
en especifico linfocitos T CD4+ los cuales constan de un rango de volumen de adicién de anticuerpos
desde 0.1 uL hasta 20 uL, y mediante el analisis realizado se determinan las condiciones de dilucion
y/o volumen ideal para obtener resultados reproducibles y confiables.

En diversos articulos se ha reportado el uso de distintas diluciones de anticuerpos; por ejemplo
Gopinath y colaboradores, en 2020 reportaron la metodologia utilizada en su proyecto “marcadores
de sefializacion de dopamina en células del sistema inmune”, para determinar los resultados utilizaron
los anticuerpos extracelulares “CD14” y “IgG2B”, utilizaron 2 uL / dilucion 1:50 (1uL)
respectivamente; por otro lado, realizaron fijacién y permeacion de membrana para colocar los
anticuerpos intracelulares “DAT” y “TH” de los cuales agregaron 1 uL /dilucion 1:100 y para los
anticuerpos secundarios solo mencionan agregar el respectivo para el anticuerpo primario utilizando
2.5 uL / dilucion 1:40 (Gopinath, 2020). Otros autores agregan el volumen de microlitros con base en
la cantidad de muestra disponible, Porichis y colaboradores utilizaron los siguientes anticuerpos CD3
(BV605), CD4 (BVV421) y CD8 (BV785); para cada uno se utilizaron 5 uL por cada 100 uL de muestra
(Porichis, 2014).




Véasquez en 2009 estandarizo un protocolo de citometria para identificar los diferentes niveles de
linfocitos CD4+, linfocitos CD8+, linfocitos reguladores, linfocitos B y células natural killers en
pacientes con sindrome de Down en su sangre periférica, para su titulacion utilizé un volumen de 50
uL de sangre total como volumen final donde agreg6 directamente los anticuerpos sin un proceso de
separacion. De este proyecto estandarizé los anticuerpos mencionados a continuacion: CD45 APC-
H7 (1 uL), CD3 Pacific Blue (3 uL), CD4 PercP-Cy5.5 (5 uL), CD25 APC (18 uL), CD127 PE (7
uL), CD19 PECy7 (1 uL), CD16 FITC (5 uL), CD56 FITC (5 uL) (Vasquez, 2009). Del protocolo
estandarizado de Vasquez podemos identificar varios puntos, el hecho de utilizar sangre total para la
estandarizacion puede ser un factor por el cual se utilice en alguna condicién una cantidad de volumen
mayor, en caso de realizar un aislamiento de PBMC estos valores se verian reducidos; otro punto
importante es la variabilidad del volumen de adicidn en cada uno de los distintos anticuerpos titulados
ya que existen variaciones del doble del volumen o inclusive 17 veces mayor por lo que resulta
importante no limitarse un rango e identificar las recomendaciones establecidas en los insertos.

Los linfocitos B tienen relacién con los linfocitos T, pertenecientes a la misma categoria de origen
linfoide, asi como receptores similares como CD45/CD2, de igual modo el tamafio. Grammer y
colaboradores evaluaron las cascadas de sefializacion NF-«kB y de la proteina quinasa activada por
mitégenos (MAPK) a partir de linfocitos B de la periferia en pacientes con Lupus Eritematoso (LES)
asi como en controles, analizaron diferentes receptores asociados a esta via, cultivaron 300,000
células B las cuales estimularon con CD154 recombinante (un estimulo que se ha demostrado induce
la fosforilacién de ERK, JNK y p38) posteriormente agregaron los anticuerpos: 3 ug de ERKp, 3 ug
de JNKp, 3 ug de p38(p), 3 ug de IxBa, 3 ug de IxBp y utilizaron los anticuerpos secundarios
correspondientes agregando 6 uL para cada uno. En este caso la cantidad de anticuerpo es alta, de 3ug
para la identificacion, se correlaciona con los anticuerpos estandarizados, ya que en este caso se
determino como cantidad 1.5 uL del anticuerpo para el uso de ERKp, el cual resulto el valor mas alto
dentro de las estandarizaciones realizadas, sin olvidar que en este caso se trabajaron con linfocitos B
a pesar de ello, los resultados no se encuentran tan alejados, de igual modo el uso del resto de
anticuerpos que funcionan para la via de sefializacion MAPK resultaron valores cercanos (Grammer,
2004 & Kingma, 2002).

Kondadasula y colaboradores, publicaron en 2008 un articulo donde tefiian natural Killers y monocitos
con ERKp, donde existia una estimulacion con IL-2 para posteriormente realizar un andlisis en el
citometro de flujo, asilaron las PBMC de manera similar a las realizadas en el presente proyecto. A
partir de las cuales trabajaron con 20,000 células las cuales fijaron, permeabilizaron y tifieron con
0.1ug de ERKp para posteriormente agregar el volumen correspondiente de anticuerpo secundario,
adquirieron 10,000 eventos para cada determinacion. Este esta alejado de los resultados obtenidos en
el presente proyecto, pero existe esta variabilidad asociada a diversas cosas, las células analizadas en
este caso el interés fueron linfocitos y natural killers (pero siguiendo el proceso de separacién por
gradiente de centrifugacion Ficoll), por lo cual ese es un factor que podria afectar, durante la
realizacion de su tincion trabajaron Unicamente con 20,000 células las cuales resultan pocas a
comparacion del andlisis presente de linfocitos CD4+, donde se utilizaron 200,000 células resultando
10 veces menor la cantidad, de igual modo es importante resaltar la perdida del nimero de células
que puede existir durante un proceso de permeabilizacion (Kondadasula, 2008 & Salcedo, 2009).
En este caso se evidencia la variabilidad que puede existir entre dos usos de anticuerpos similares,
pero con finalidades y procedimientos diferentes, se identifican diferencias entre ambos autores por
un lado Grammer utiliza 3 ug de ERKp para monocitos y, por otro lado, Kondadasula 0.1ug
igualmente para monocitos, pero también utilizando natural killers, es importante identificar que
Kondadasula detalla de mejor manera el procedimiento realizado, asi como cantidades celulares
utilizadas, mientras que Grammer limita el acceso a esa informacion, pero se determina por la
finalidad de ambos proyectos, asi como el hecho de que sus procedimientos y uso de anticuerpos son
diferentes.




Henning mediante tincion FISH y citometria de flujo, midi6 ARNm intracelular en monocitos, en su
publicacion indican detalladamente el procedimiento que realizaron para la tincién, pero no indican
su procedimiento de aislamiento de monocitos, al tener los linfocitos aislados trabajan con 5 millones
de células para la deteccion, donde afiadieron 25 uL de CD14 o dilucion 1:5 (glicoproteina reguladora
de respuesta inflamatoria microglia la cual modula la proteina beta amiloide), 25 uL CD16 o dilucion
1:10 (receptor que participa en la transduccion de sefiales para medir citotoxicidad); las cuales no son
moléculas utilizadas en el presente proyecto, pero son de naturaleza resulta similar , siendo receptores
de monocitos los cuales comparten ciertas caracteristicas con los linfocitos como CD16 en diferente
isoforma o tamafio celular parecido, por lo que es comprensible identificar diluciones cercanas a las
obtenidas en los analizados, en su mayoria una dilucion 1:50. Por otro lado, realizaron los
procedimientos de fijacion/permeacion para agregar el anticuerpo PPAR y donde agregaron 25 ulL del
anticuerpo equivalente a una dilucién 1:25, menor en comparacion con el anticuerpo estandarizado,
esta variacion se asocia a los factores mencionados como un tipo celular diferente, cantidades
utilizadas o reactivos ya que el procedimiento utilizado por Henning y colaboradores es diferente al
realizado en el presente proyecto pero con la misma finalidad; estas fueron las condiciones donde se
encontrdé una mayor variabilidad y ndmeros bastante elevados de uso de anticuerpos pero
correspondiente a los rangos de diluciones mencionados (Henning, 2016).

Como se describi6, los valores obtenidos en la presente estandarizacion de anticuerpos en personas
sanas, son bastante similares a las investigaciones publicadas actualmente en cuanto al manejo de
anticuerpos para el analisis de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) en especifico para
el manejo de linfocitos T CD4+, rangos que se encuentran entre 0.1 uL hasta 25 uL pero las diluciones
se mantienen dentro de los rangos que se establecieron al inicio del anlisis: diluciones propuestas
(1:25, 1:33, 1:50, 1:100 y 1:250), diluciones obtenidas (1:33, 1:50 y 1:100) y diluciones encontradas
(1:5, 1:10, 1:25, 1:50 y 1:100) se observa la similitud entre los resultados. De igual modo la cantidad
de anticuerpo necesario pueden variar ya que cada estandarizacion es diferente, existen factores que
varian las cantidades requeridas, por ejemplo: tipo de células, antigeno de interés, objetivo del
proyecto, condiciones de la muestra, eficiencia de la conjugacién de anticuerpos, tipo de ensayo,
protocolo de tincidn y anticuerpo seleccionado; estos factores afectan la variabilidad de los rangos de
microlitros o las diluciones a utilizar.

Dentro de estos factores es importante identificar el nimero de células que se requieren tefiir, ya que
este numero puede variar con base en las técnicas que se utilicen para la toma de muestra,
almacenamiento de la muestra, proceso de aislamiento de PBMC, procedimiento de
tincion/fijacion/permeabilizacion (durante la permeabilizacion celular existe una perdida importante
de células), asi como el almacenamiento de las muestras previo a su lectura en el equipo. El nimero
de células que se deben adquirir depende de factores como el objetivo del experimento (poblacion
general o subpoblacion especifica), la precision estadistica que se desea alcanzar (mayor cantidad de
células adquiridas mayor precision en cuanto a términos de porcentaje y nimeros absolutos), la
frecuencia de eventos “raros” que existan (requieren cientos, miles o hasta millones de eventos
grabados para generar resultados confiables) y fluorescencia de fondo (requieren mayor cantidad para
la distincion adecuada de sefiales positivas). Normalmente el nimero de eventos adquiridos es 10,000
células como punto de partida, a partir de ello, se realizan los ajustes del experimento con base en las
situaciones mencionadas previamente (Salcedo, 2009 & McKinnon, 2018). Con base en lo
mencionado previamente, es fundamental identificar los intereses de cada proyecto, resaltar la
importancia y necesidad de estandarizar cada uno de los paneles de anticuerpos en todos los proyectos
los cuales involucren el uso de citometria de flujo multiparamétrica, si se realiza de forma correcta se
obtendran procesamientos de muestras tanto reproducibles como seguros, asi como la obtencion de
datos o resultados de calidad, precisos y confiables.




9. Conclusiones

Se estandarizaron e identificaron las diluciones optimas de los anticuerpos AKT, AKTp, STAT1,
STAT1p, ERK,ERKp, PPARy y PPARa en personas sanas donde se encontraron rangos cercanos de
estas proteinas o cinasas (0.5 — 1.5 uL), las cuales se pueden utilizar para trabajar con linfocitos T
CD4+. De este modo, en el proyecto externo, resulta mas sencillo identificar las posibles vias de
sefializacién con los anticuerpos previamente estandarizadas, a partir de la técnica citometria de flujo
multiparamétrica, asegurando el volumen de anticuerpos requeridos ya que de este modo se garantiza
la utilizacion adecuada de anticuerpos de este modo mejorando la precision y confiabilidad de los
resultados.
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