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RESUMEN

RORYy y RORyt son isoformas del gen humano RORC, difiriendo en el extremo N-terminal.
RORy se expresa en una amplia variedad de tejidos, como higado, pulmén y musculo
esquelético, entre otros; mientras que, RORYt se expresa exclusivamente en ciertas células
del sistema inmune. RORyt es considerado como el factor de transcripcion maestro de los
linfocitos Th17. Estos linfocitos son de gran importancia en el estudio del VIH ya que son

las primeras células que se infectan luego del ingreso del virus al organismo.

El objetivo del presente trabajo fue cuantificar la expresién de RORy y RORyt en diferentes
tipos celulares utilizados en la investigacion del VVIH. Se establecié que un ensayo de RT-
PCR es adecuado para la cuantificacion de ambas isoformas en las células estudiadas. Los
resultados mostraron que RORyt se expresa de manera preferencial en células Jurkat y en

linfocitos T CD4" humanos, mientras que RORYy lo hace en las células TZM-bl y HT-29.

Adicionalmente, se utiliz el analisis por citometria de flujo para medir la expresion de
RORyt en linfocitos T CD4" luego de diferentes estimulaciones. E1 ARNm de RORyt es
inducible mediante anti-CD3/CD28 en linfocitos T CD4+, pero no en células Jurkat ni en
ceélulas ACH-2. A nivel de proteina, RORyt s6lo es inducido por anti-CD3/CD28, pero no

por PMA/lonomicina ni IL-2, luego de 24 h de estimulacion.

En conclusién, la técnica RT-PCR es un ensayo cuantitativo apropiado para evaluar la
expresion en tiempo real de RORyt y RORy en diferentes tipos celulares, los cuales se
utilizan ampliamente en la investigacion del VVIH, contribuyendo al estudio de la infeccion
y la latencia de dicho virus. Las isoformas RORyt y RORy presentan una expresion
diferencial en células Jurkat y linfocitos T CD4, y en células TZM-bl y HT-29,
respectivamente. Asimismo, su expresion varia bajo diferentes condiciones de estimulacion.
La estimulacion del TCR con anti-CD3/CD28 es la més apropiada para estudiar la expresion
de RORyt, tanto a nivel de ARNm como de proteina, en linfocitos T CD4", ya que induce la
expresion de esta isoforma. Por el contrario, ninguna de las estimulaciones evaluadas induce

la expresion de RORYy.

Palabras claves: RORyt, RORYy, linfocitos Th17, VIH, inmunologia
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ABSTRACT

RORy and RORyt are isoforms of the human RORC gene, differing at the N-terminal region.
RORYy is expressed in a wide variety of tissues, such as liver, lung, skeletal muscle, among
others, while RORyt is exclusively expressed in certain cells of the immune system. RORyt
is considered the master transcription factor of Th17 cells. These cells are of great
importance in the study of HIV since they are the first cells that become infected after the

virus enters the body.

The objective of this work was to quantify the expression of RORy and RORyt in different
cell types used in HIV research. It was established that an RT-PCR assay is suitable for the
quantification of both isoforms in the studied cells. Results showed that RORyt is
preferentially expressed in Jurkat cells and human primary CD4* T cells, while RORy does
so in TZM-bl and HT-29 cells.

Additionally, flow cytometry analysis was used to measure RORyt expression in human
primary CD4" T cells after different stimulations. RORyt mRNA increases its expression
under activation with anti-CD3/CD28 in CD4" T cells, but not in Jurkat cells nor ACH-2
cells. At the protein level, RORyt is only inducible by anti-CD3/CD28, but not upon 24 h

stimulation with PMA/lonomicin or IL-2.

In conclusion, the RT-PCR technique is an appropriate quantitative assay to evaluate the
real-time expression of RORyt and RORYy in different cell types, which are widely used in
HIV research, contributing to the study of infection and latency of said virus. The RORyt
and RORy isoforms show differential expression in Jurkat and CD4" T cells, and TZM-bl
and HT-29 cells, respectively. Likewise, its expression varies under different stimulation
conditions. TCR stimulation with anti-CD3/CD28 is the most appropriate to study the
expression of RORyt, both at the mMRNA and protein level, in CD4* T cells, since it induces
the expression of this isoform. On the contrary, none of the stimulations evaluated induces

the expression of RORy.

Key words: RORyt, RORy, Th17 cells, HIV, immunology
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INTRODUCCION

El gen humano RORC, ubicado en el cromosoma 1, codifica dos isoformas: RORyt y RORy,
las cuales difieren en su extremo N-terminal, especificamente en el dominio A/B. RORy se
expresa en tejidos como el higado, musculo esquelético y rifién, mientras que la expresion
de RORyt es exclusiva de células linfoides 1. RORyt es el factor de transcripcion maestro
de los linfocitos Thl7, controlando la expresion de un cierto numero de genes en estas
células >, regulando su diferenciacion y la produccion de IL-17 7. Ademas, es esencial para
el desarrollo de los tejidos linfaticos secundarios, como los nédulos linfaticos y las placas

de Peyer 8, y en la regulacién de la timopoiesis °1°.

Los linfocitos Th17 son una poblacion de células T caracterizadas por la produccion de
interleucina (I1L)-17A, IL-17F, 1L-21 e 1L-22 %12, El rol principal de estos linfocitos en un
estado estable es mantener la homeostasis y proteger la superficie de barrera del intestino,
en donde estan constitutivamente presentes 3. Brindan inmunidad en las superficies
mucosas *15 pero también estan relacionados con el desarrollo de enfermedades
autoinmunes 6. Las bacterias filamentosas segmentadas promueven la diferenciacion de los
linfocitos Th17 %', Estas células median las defensa contra las bacterias y hongos
oportunistas 181° y también inducen la expresion de anticuerpos IgA y de deaminasa de
citidina inducida por activacion (AID) en las placas de Peyer ?°. Sin embargo, la accion de
los linfocitos Th17 también puede resultar en patologia, debido a su expresion de citocinas

inflamatorias 2%,

Los linfocitos Th17 son la principal fuente de IL-17 en el intestino ?2. IL-17 e IL-22 inducen
las lectinas antimicrobianas de tipo-C REG3B y REG3y 2. IL-17 también tiene un rol en la
estimulacion y regulacion de las proteinas de unién estrecha en células epiteliales, las cuales
mantienen la integridad de las superficies de barrera 2#2°, El reclutamiento de neutréfilos
mediado por IL-17 es de gran importancia en la defensa contra infecciones de origen
bacteriano y fungico en sitios mucosos y en 6rganos de barrera como el intestino, pulmones

y la cavidad oral %5.
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El agotamiento masivo de linfocitos Th17 en el tracto gastrointestinal durante la infeccion
con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)/virus de inmunodeficiencia de los simios
(VIS) esta asociado con translocacion microbiana desde el intestino, lo cual lleva a la
activacion inmune cronicay al progreso de la enfermedad 2%, Estas células son las primeras
en ser infectadas durante la transmision del VIS 3. Ademas, se ha demostrado que los
linfocitos Th17 son preferentemente infectados y agotados en el tracto gastrointestinal de
las personas infectadas con VIH 32y significativamente agotados en sangre periférica 3*
%, También ha sido reportado que los linfocitos Th17 de larga vida pueden contribuir a la
persistencia de los reservorios de VIH 4%, Juegan un rol tanto benéfico como patogénico
durante la infeccion por este virus *. Por todo esto, las células del linaje Th17 y su factor de

transcripcion maestro RORyt son de gran importancia en el estudio del VIH 1.,

Al final del 2018, 37.9 millones de personas alrededor del mundo vivian con VIH/SIDA,
770 000 personas murieron de enfermedades relacionadas al VIH y 23.3 millones de
personas recibieron terapia antirretroviral 2“3, De acuerdo con el Centro para la Prevencion
y Control de Enfermedades (CDC), la terapia antirretroviral (TAR) es la combinacion de
drogas utilizadas para tratar el VIH. TAR no es una cura, pero reduce la carga viral en
personas infectadas con VIH, ralentiza el progreso de la enfermedad y disminuye la
posibilidad de trasmitir el virus. Algunos efectos secundarios comunes de la TAR incluyen
nausea, vomito, diarrea, dificultad para dormir, dolor de cabeza, mareo, fatiga y dolor #4.

En el presente trabajo, se investigo la expresion de RORyt y RORy en linfocitos T CD4" de
memoria, células Jurkat, células ACH-2, células TZM-bl, células HT-29, macréfagos y
monocitos, a la vez que se evalud el efecto de las condiciones estimulatorias anti-
CD3/CD28, PMA/lonomicina 162 nM, PMA/lonomicina 25 nM o IL-2 en la expresion de

ambas isoformas.
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HIPOTESIS

Dado que RORyt y RORY se expresan de manera diferente en las células y tejidos humanos,
es posible que dichas isoformas tengan una expresion preferencial en ciertos tipos y lineas

celulares utilizados en el estudio del VIH.
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OBJETIVOS

GENERAL

Estudiar la expresion de RORyt y RORy en diferentes tipos celulares y bajo diferentes

condiciones de estimulacion.

ESPECIFICOS

1. Establecer un ensayo cuantitativo de RT-PCR para la determinacion de la expresion
de RORyt y RORYy en forma de ARNm.

2. Evaluar la expresion de RORyt y RORy en diferentes tipos y lineas celulares usados
en el estudio de la infeccion por VIH, como linfocitos T CD4" de memoria, células
Jurkat, células ACH-2, células TZM-bl, células HT-29, macréfagos y monocitos.

3. Evaluar cuéles ensayos de estimulacion in vitro serian ideales para investigar la
expresion de RORyt y RORy.
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1. MARCO TEORICO
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1.1. Gen RORC

El gen del receptor huérfano C relacionado con el receptor de acido retinoico
(RORC), es un miembro de la familia de receptores nucleares ROR, junto a los genes
RORa y RORB. El gen RORC esta formado por 11 exones y 10 intrones. Codifica
dos isoformas: RORyt y RORY, las cuales se generan mediante el uso de diferentes

promotores o mediante el splicing alternativo de una misma cadena de pre-ARNm 2,

1.1.1. Isoforma RORyt

RORyt es un factor de transcripcion codificado por el gen RORC. Esta conformado
por 4 dominios: un dominio N-terminal (A/B), un dominio que se une a ADN (DBD),
un dominio bisagra y un dominio C-terminal que se une al ligando (LBD). RORy y
RORyt difieren en su dominio N-terminal. RORyt es expresado en timocitos,
linfocitos Th17 y Tcl7, linfocitos T vd, células ILC3, células inductoras del tejido
linfoide (LTi) y células NK CD3" NKp46™. Es el factor de transcripcion maestro de
los linfocitos Th17 *°, siendo inducido en linfocitos T CD4* activados en presencia
de IL-1B, IL-6, IL-23 y TGFB °. RORyt coordina la diferenciacion de los linfocitos
Th17, induciendo la trascripcion de IL-17A y IL-17F en linfocitos T CD4* *°. La
isoforma RORyt tiene un rol clave en el desarrollo de los nédulos linfaticos y de las
placas de Peyer, asi como en la generacion y supervivencia de células LTi fetales
846 Ademas, la expresion de RORyt es incrementada en timocitos CD4*CD8* para

mejorar su supervivencia #’.

1.1.2. Isoforma RORy

RORY es un receptor nuclear codificado por el gen RORC. RORYy es expresado en
una variedad de tejidos como higado, tejido adiposo, musculo esquelético, rifidn,
pancreas, cerebro, corazon, pulmones, piel y timo 1364849 Regula la glucogénesis
hepatica, la adipogénesis, la sensibilidad a insulina y la expresion ritmica circadiana

de genes metabdlicos *°. Es un activador crucial del programa de biosintesis de

7
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colesterol . Adicionalmente, se ha sugerido que RORy regula la transicion

mesenquimal epitelial de hepatocitos en el contexto de fibrosis hepatica °2.

2.1. Linfocitos Th17

En 2005, los linfocitos T helper 17 (Th17) fueron identificados como un nuevo
subconjunto de linfocitos T, diferente a los linfocitos Thl y Th2 1112, Se diferencian
en la presencia de las citocinas IL-1pB, IL-6 y 1L-23 %34, Estan caracterizados por su
habilidad de unir la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa en la superficie de
las membranas epiteliales y mucosas. Producen citocinas especificas como IL-
17A/F, 1L-21, IL-22 y IL-26, las cuales cumplen con el rol de mantener las funciones

de barrera de las células epiteliales L.

Los linfocitos Th17 ocasionan el reclutamiento de neutréfilos y macréfagos que
contribuyen a la defensa de la mucosa, especialmente en la presencia de bacterias y
hongos, pero también en respuesta al VIH-1, el subtipo mas comun del virus °. Las
funciones de estas células son reguladas por un complejo sistema de moléculas y
factores de transcripcion, resaltando a RORyt como el factor de transcripcion
maestro >°. La expresion de RORyt es necesaria *® pero no suficiente para el
compromiso hacia el linaje Th17. Factores relacionados a permitir el acceso hacia la
cromatina también son requeridos para el desarrollo del programa de diferenciacion
de los linfocitos Th17 6,

Los linfocitos Th17 son un subtipo de linfocitos T CD4" que se localizan en sitios
de la mucosa en donde ocurre la transmisién del VIH. Estas células son sitios
principales en donde se da la replicacion y persistencia del virus >°. Durante la
infeccion por VIH/VIS, hay un agotamiento masivo de linfocitos Th17 en el tracto
gastrointestinal, lo cual contribuye a la patogénesis del VIH/VIS y a la translocacion
microbiana desde el intestino 33, La translocacion microbiana lleva a una
activacion inmune crénicay al progreso de la enfermedad, tanto en modelos primates

como en humanos 2%, A pesar que los linfocitos Th17 juegan un papel clave en el
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mantenimiento de la integridad de la barrera de superficie en el intestino, el VIH

utiliza sus caracteristicas de larga vida para persistir y diseminarse 3%,

1.1.3. Funciones biologicas

Los linfocitos Thl7 forman parte en ciertos procesos inflamatorios y también se
encargan de mantener la homeostasis y promover la inmunidad de la barrera
intestinal. Los linfocitos Th17 residentes en los tejidos y encargados de la
homeostasis muestran baja plasticidad ante citocinas inflamatorias, a diferencia de
los linfocitos Th17 inducidos por infeccion, los cuales exhiben una mayor plasticidad
ante un perfil proinflamatorio de citocinas similar a Thl, en respuesta a patdgenos
bacterianos. Los linfocitos Th17 homeostaticos cuentan con un potencial de
expansion limitado y un metabolismo parecido al de células de memoria en reposo.
Protegen las superficies de barrera y no forman parte de respuestas inflamatorias,
mientras que, los linfocitos Th17 inducidos por infeccion producen respuestas
inflamatorias fuertes °. Los linfocitos Th17 juegan un rol importante en la respuesta
inmune contra bacterias y hongos en sitios de la mucosa como intestinos, pulmones
y la cavidad oral. Bajo condiciones no patologicas, el nimero de estas células es
reducido . Asimismo, los linfocitos Th17 pueden convertirse en linfocitos T

regulatorios durante la resolucion de una infeccidn &,

2.2. Interleucina 17

La primera interleucina 17 (IL-17) humana descubierta fue clonada en 1995, y se
demostro que mediaba multiples efectos inflamatorios y hematopoyéticos en células
estromales °%®1, IL-17 es una citocina cominmente producida durante infecciones
virales, con la capacidad de aumentar la respuesta proinflamatoria en células
humanas. IL-17 estimula a células epiteliales, estromales y endoteliales para que
induzcan la atraccion de células del sistema inmune a su lugar de accion,
especialmente neutrofilos 2%, y es importante para el desarrollo de eficientes
respuestas antivirales de memoria %,
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Existen seis isoformas de IL-17: IL-17A (conocida como IL-17), B, C, D, Ey F.
Tanto IL-17Ay IL-17F son producidas por los linfocitos Th17, mientras que las otras
isoformas son producidas por fuentes celulares distintas a linfocitos T . IL-17A 'y
IL-17F existen como homodimeros de IL-17A (més eficientes en inducir la
produccion de quimiocinas), heterodimeros de IL-17A-F u homodimeros de IL-17F
(menos eficientes en inducir la produccion de quimiocinas) . IL-17A y IL-17F

también inducen la produccidn de factores granulopoyéticos ®7-°,

2.3. Virus de inmunodeficiencia humana

El virus de inmunodeficiencia humana (\VIH) es el agente responsable del desarrollo
del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Originalmente identificado en
1983 ™73 el VIH es un retrovirus, miembro del género Lentivirus y parte de la
familia Retroviridae. Posee un ndcleo cilindrico denso rodeado por una envoltura
lipidica. Las proteinas estructurales del nicleo son codificadas por el gen gag. En el
interior de la particula viral, hay enzimas clave requeridas para la replicacion, como
la transcriptasa reversa y la integrasa. El genoma proviral del VIH tiene una longitud
de 10 kb y contiene segmentos regulatorios para la replicacion (LTR), genes que
codifican para las proteinas del nucleo (gen gag), la transcriptasa reversa (gen pol) y

glicoproteinas de la envoltura (gen env) "7,

1.1.4. Epidemiologia del VIH y riesgo de transmision

La incidencia del VIH fue de 0.25 por 1000 personas no infectadas, en el afio 2017.
En total alrededor del mundo, hubo aproximadamente 1.8 millones de nuevas
infecciones por VIH durante ese afio “®. Al final del 2018, 37.9 millones de personas
vivian con VIH/SIDA alrededor del mundo, 770 000 personas murieron de

enfermedades relacionadas al VIH y 23.3 millones de personas recibieron TAR 4243,

El VIH puede ser transmitido mediante ciertos fluidos corporales, como sangre,
semen, fluido preseminal, fluidos rectales y vaginales y leche materna. Si estos

fluidos entran en contacto con una membrana mucosa o tejido dafiado, o si son
10

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

directamente inyectados en el torrente sanguineo, la transmision se producira "8,
La carga viral, es decir el namero de copias de ARN de VIH por mililitro, es el factor
mas importante que incrementa el riesgo de transmision sexual . Otros factores
asociados con el aumento del riesgo de transmision sexual del VIH son ulceras
genitales, infeccidn por herpes simple tipo 2, vaginosis bacteriana, embarazo y coito

anal receptivo .

1.1.4.1. Patogénesis

El objetivo principal del VIH son los linfocitos T CD4" activados. El virus ingresa a
la célula mediante la interaccion de sus glicoproteinas (gp) de envoltura, compuestas
de tres heterodimeros de gp120 y gp41, con el receptor CD4 y los correceptores de
quimiocinas CCR5 o CXCR4, lo cual conduce a la fusion de membrana. Otras
células que expresen CD4 vy los correceptores mencionados también pueden ser
infectadas, incluyendo linfocitos T de memoria central, linfocitos T de memoria de
transicion, linfocitos T helper foliculares, linfocitos T regulatorios, linfocitos de tipo
Thi, linfocitos de tipo Th2 y linfocitos de tipo Th17 &L,

Recientemente, se ha reportado que los astrocitos también pueden ser infectados por
VIH 8, En algunos casos, se da una infeccion independiente de CD4 8384, Luego de
la transmision inicial, hay un rapido incremento de la replicacion del virus y la
induccion de moléculas proinflamatorias. Luego, la carga viral decrece hasta un
valor fijo, gracias a las respuestas inmunes del hospedero. La respuesta especifica

mediada por linfocitos CD8" toma lugar poco después de la infeccion .

El agotamiento progresivo de los linfocitos T CD8" especificos para VIH ocurre en
la mayoria de individuos, ocasionando la pérdida de su funcion efectora . Alrededor
de 3 meses después de la transmision, surgen los anticuerpos neutralizantes. La
respuesta innata es mayormente mediada por las células natural Killer. La
disminucién progresiva de los linfocitos T CD4*, lo cuales son principalmente
eliminados mediante infeccion directa, es la marca representativa de la infeccion por

VIH. El agotamiento masivo de los linfocitos T CD4", especialmente de los

11
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linfocitos Th17, en el tracto gastrointestinal provoca un dafio en la inmunidad de esta
region y deteriora la defensa contra bacterias . Con el paso del tiempo y sin un
tratamiento apropiado, el VIH disminuye el nimero de linfocitos T CD4", afectando
significativamente el sistema inmune. Esto causa el desarrollo de infecciones

oportunistas y de diferentes tipos de cancer °.

El ciclo de replicacién del VIH comienza con la union al receptor CD4 y a los
correceptores CCR5 0 CXCR4, seguido por la fusion con la membrana celular de la
hospedera. En el interior de la célula hospedera, la capside viral es descubierta, y el
ARN vy las proteinas del VIH son liberadas. La transcriptasa reversa viral convierte
el ARN del VIH en ADN, el cual se desplaza hacia el interior del nlcleo y se integra
en el ADN de la hospedera. EI ARN y proteinas virales son formados y desplazados
hacia la superficie celular en donde se ensamblan en un nuevo virus inmaduro. Los
nuevos virus son liberados y posteriormente convertidos en su forma madura

infecciosa &’.

1.1.4.2. Diagnostico

La mayoria de personas que se infectan con VIH suelen presentar fiebre, dolor de
garganta, inflamacion de los ganglios linfaticos, erupciones cutaneas, pérdida de
peso, trastornos del tracto gastrointestinal y dolor en las articulaciones 88, Durante
las primeras semanas de la infeccion, los niveles de anticuerpos contra el virus no
son lo suficientemente altos como para ser detectados por el ensayo de ELISA e
inmunoblot, a diferencia de los niveles de ARN de VIH, los cuales son facilmente
detectable en plasma . Los test de diagnostico mas empleados incluyen ensayos
para detectar ARN de VIH, antigeno p24 e inmunoensayos enzimaticos capaces de
detectar anticuerpos IgM 2. Un diagndstico temprano de la enfermedad evita la
transmision del VIH y permite que el paciente comience el tratamiento antirretroviral

lo antes posible %,

La infeccion primaria de VIH-1 esta asociada a los niveles mas altos de ARN viral

en plasma, lo cual hace la deteccion inicial mas sencilla. Los ensayos utilizados en

12
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esta fase inicial deben ser altamente sensibles para poder detectar el material genético
del VIH. Uno de estos ensayos es la RT-PCR, la cual ha sido demostrada como una
técnica confiable para la deteccion de este virus %. Para la cuantificacion del VIH
integrado y total se utilizan primers Alu, repeticion terminal larga (LTR) y Gag %%,

1.1.4.3. Tratamiento

La infeccién por VIH no tiene cura, pero si un tratamiento que permite controlar la
replicacion del virus y disminuir su concentracion a niveles indetectables,
disminuyendo el riesgo de trasmision y previniendo el desarrollo de SIDA. Este
tratamiento se conoce como terapia antirretroviral, la cual debe ser aplicada al
paciente durante toda su vida. A pesar del éxito de este tratamiento, existen
obstaculos como la falta de adherencia, la resistencia a las drogas antirretrovirales y
la toxicidad de dichas drogas, por lo que la busqueda de una cura definitiva para el

VIH es una prioridad.

Una de las principales causas que impiden la cura del VIH es la latencia, que es la
persistencia del ADN viral integrado en las células del hospedero. ElI material
genético del virus tiene la capacidad de replicarse, pero es transcripcionalmente
silencioso. Actualmente se estudian estrategias que permitan revertir la latencia del
virus y eliminar las células infectadas de forma latente. Un enfoque alternativo es
suprimir de manera irreversible la transcripcion del VIH latente, de esa manera el

virus no se replicara aun el tratamiento antirretroviral se interrumpa .

Cuando el TAR se detiene, la concentracion viral en plasma aumenta %%, Esto
ocurre debido al ADN proviral integrado en el genoma de células infectadas en
reposo y de larga vida que no presentan antigenos de VIH 1%, En el interior de estas
células, llamadas reservorios latentes, el material genético del virus es
transcripcionalmente silencioso, pero mantiene la capacidad de producir particulas
virales si es inducido en la ausencia de TAR. Un reservorio latente puede ser
establecido cuando linfocitos T CD4" activados regresan a un estado de reposo,
luego de ser infectados pero antes de producir suficientes particulas virales para

13
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causar muerte celular 1, Sin embargo, otros estudios sugieren que la infeccion de
una poblacion de linfocitos T CD4* en reposo es posible %219 | a mayoria de
reservorios de VIH residen en los linfocitos T CD4* de memoria central 1%, sin
embargo, la identificacién de reservorios en otros tipos celulares es clave para el

desarrollo de mejores estrategias de cura.

2.4. Aislamiento de acidos nucleicos

El aislamiento de &cidos nucleicos es el procedimiento por el cual el ADN y/o ARN
son separados de los otros compuestos celulares. Los acidos nucleicos son
componentes fundamentales en las técnicas moleculares actuales, por lo que durante
su aislamiento se busca obtener una alta calidad y cantidad, dependiendo de los
procesos posteriores a los cuales seran sometidos 1%, Existen cuatro etapas basicas
para el aislamiento de &cidos nucleicos: lisar, unir, lavar y eluir. La lisis es la etapa
en donde se rompe la estructura celular para liberar el ADN y/o ARN. A
continuacion, se procede con la etapa de union de los &cidos nucleicos a un portador
0 matriz. Luego, se emplea la etapa de lavado para eliminar restos celulares,
materiales insolubles y cualquier material no deseado. Finalmente, los &cidos

nucleicos purificados son disueltos en un buffer de elucion 1%.

En la actualidad, hay diferentes métodos especializados para extraer ADN o ARN.
Generalmente, se dividen en métodos basados en soluciones y métodos basados en
columnas. La mayoria de ellos se encuentran disponibles como kits comerciales que

facilitan el proceso de extraccion 107108,

2.5. Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR)

La RT-PCR es una técnica molecular que combina una transcripcion reversa con una
amplificacion mediante PCR en tiempo real, con el objetivo de generar ADNc a
partir de ARNm. Una secuencia de ARN actia como el molde para la transcriptasa
reversa, mientras que el ADNc resultante sirve como molde para la PCR 1%, La

ventaja mas resaltante de la RT-PCR es su sensibilidad, ya que requiere una cantidad
14

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

relativamente pequefia de muestra para el analisis *°. Esta técnica es cominmente
utilizada para caracterizar la expresion de genes en diferentes células y tejidos,
siendo considerada como “gold standard” y empleada para la validacion de
resultados 1112 La RT-PCR también permite la deteccion de polimorfismos de

nucledtido tnico y variaciones genéticas 13114,

Las aplicaciones de la RT-PCR en la ciencias médicas han revolucionado el
diagnostico de enfermedades, mediante la deteccion de amplificacion en tiempo real.
Ademas, el uso de la RT-PCR en combinacion con otras técnicas moleculares hace
posible el monitoreo de las intervenciones terapéuticas y de las respuestas
individuales a los farmacos *°. Por otro lado, gran parte de la investigacion que
emplea RT-PCR se realiza para la deteccion y cuantificacion de virus en muestras

humanas 116118,

La técnica de RT-PCR esta conformada por dos etapas. En la primera etapa, el ARN
es convertido en ADNc mediante el uso de una ADN polimerasa dependiente de
ARN (transcriptasa reversa); en la segunda etapa, el ADNc es amplificado mediante
una ADN polimerasa termoestable. La adquisicion de la muestra y la purificacion de
ARN representan los pasos iniciales en todo ensayo de RT-PCR, y la calidad del
molde es un determinante critico en la reproductibilidad de los resultados 1*°. Para
los estudios de expresion de genes, la transcripcion inversa debe realizarse con
reactivos de alta pureza y en varios replicados ya que esta etapa puede introducir

variabilidad en la replicacion del molde %°.

2.6. Electroforesis en gel de agarosa

La técnica de electroforesis ya sea con gel de agarosa o de poliacrilamida, se emplea
para la separacion, analisis, identificacion y purificacion de fragmentos de ADN. La
electroforesis es sencilla y rapida de realizar. La ubicacion de las bandas de ADN en
el gel se determinan mediante el uso de bajas concentraciones de agentes
intercalantes fluorescentes y luz ultravioleta '?°. La separacion de los &cidos
nucleicos se realiza aprovechando la carga negativa de la cadena principal de fosfato.
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Las moléculas de ADN y ARN tienen una carga negativa neta, la cual se distribuye
uniformemente en toda su longitud, por lo que se desplazaran a través de la matriz

en un campo eléctrico hacia el polo positivo 12122,

La eleccidn entre agarosa y poliacrilamida se basa principalmente en el tamafio de
los fragmentos a separar, ya que los geles de poliacrilamida son mas efectivos para
separar fragmentos pequefios de ADN (5-500 pb), mientras que los geles de agarosa
poseen un poder de resolucion menor pero un rango de separacién mas amplio 2,
La agarosa es un polimero linear compuesto de residuos de D-galactosa y L-
galactosa unidos por enlaces glicosidicos a-(1—3) and B-(1—4). Las cadenas de
agarosa forman fibras helicoidales que se unen para formar estructuras mas
complejas %2, La agarosa que se vende comercialmente contiene alrededor de 800

residuos de galactosa por cadena 123,

2.7. Cultivo celular

El cultivo celular es una técnica establecida y una herramienta fundamental en la
biologia y en medicina 24, que permite el estudio del metabolismo y fisiologia
celular %, Las células son cultivadas en un microambiente artificial para estudiar su
comportamiento sin la influencia de las variaciones sistematicas presentes in vivo,
sin embargo, este ambiente artificial debe replicar las condiciones in vivo,
permitiendo la supervivencia y la proliferacion de las células 1?°. El cultivo celular
requiere el uso de buenas practicas de seleccion de medios de cultivo, manejo de
células, deteccion y mitigacion de contaminantes, criopreservacion 'y

descongelamiento de células, entre otras 126,

El medio de cultivo celular es una compleja mezcla de nutrientes y factores de
crecimiento que junto con el ambiente fisico permiten el crecimiento celular. Los
requerimientos nutricionales difieren de acuerdo con cada tipo celular. Un aditivo
usual en el medio de cultivo es el suero animal, necesario para la adhesion y
crecimiento de las células 2. Otros suplementos adicionales son las hormonas, los

factores de crecimiento, glucosa y antibioticos 2.
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Las ventajas del cultivo celular es que permite el control de los factores
fisicoquimicos, como pH, temperatura, presion osmdtica y concentracion de O. y
CO,. Ademas, los experimentos pueden ser llevados a cabo con volimenes
reducidos, lo cual disminuye los costos '?°. Sin embargo, las técnicas de cultivo
necesitan ser realizadas bajo condiciones estrictas de asepsia, debido a que bacterias,
hongos y levaduras crecen més rapido que las celulas de mamiferos. Por otro lado,
existe el riesgo de un crecimiento excesivo de células no diferenciadas que produce
la pérdida de las caracteristicas fenotipicas del tejido del cual las células fueron

aisladas 2.

1.1.5. Aislamiento de células

Si las células pueden ser aisladas de un tejido, es posible establecer un cultivo celular
por un periodo de dias o0 semanas. Las células pueden ser obtenidas a partir de tejidos
saludables, si los procedimientos clinicos y las consideraciones éticas lo permiten, y
a partir de tejidos enfermos removidos durante una cirugia %, El aislamiento de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) es usualmente realizado

mediante centrifugacion por gradiente de densidad con Ficoll-Paque 27,

La clasificacion de células activadas magnéticamente (MACS) es una técnica que se
utiliza actualmente para el aislamiento y purificacion celular, mediante el empleo de
particulas magnéticas. Estas particulas estan compuestas por polisacaridos y oxido
de hierro, y estan conjugadas a anticuerpos. La técnica requiere una columna de
separacion rellena con una matriz de acero ferromagnético, necesaria para retener a

las células marcadas con los anticuerpos y las particulas magnéticas 122,

2.8. Estimulacién in vitro de linfocitos T

La estimulacién in vitro es una herramienta que permite la proliferacion, la expresion
de receptores y la produccidn de citocinas de los linfocitos T para facilitar su estudio.

Una de las maneras de lograr una estimulacién in vitro de estas células es mediante
17
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anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 para estimular a los linfocitos T de una manera
que imite la estimulacion mediada por las células presentadoras de antigenos 2213,
Otra técnica de estimulacion es mediante el empleo de forbol-12-miristato-13-
acetato (PMA), el cual estimula a los linfocitos T mediante la activacion directa de

la proteina quinasa C 1%,

2.9. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una herramienta poderosa que permite el anélisis de
multiples parametros celulares ***. Los equipos utilizados para realizar esta técnica
se conocen como citometros de flujo, los cuales emplean laseres para producir
sefiales de luz dispersa y fluorescente 132, Dichas sefiales son leidas por detectores y
luego convertidas en sefiales electronicas que son analizadas por una computadora y
escritas en un archivo de datos. De acuerdo a esto, las células analizadas pueden ser
evaluadas y/o purificadas en base a sus caracteristicas de dispersion de luz o

fluorescencia 2.

Mediante la citometria de flujo, las células son analizadas una a una al pasar por uno
o varios laseres, mientras estan suspendidas en solucion *34. La luz dispersada es
medida en dos diferentes direcciones: la dispersion frontal (FSC) y la dispersion
lateral (SSC). La FSC indica el tamafo relativo de la célula y la SSC indica la
complejidad interna o granularidad. La fluorescencia se utiliza para medir la

expresion de proteinas celulares 3.

Los citometros de flujo tradicionales estan conformados por sistemas de fluidos,
Opticay electrdnica. El sistema de fluidos consiste en un fluido presurizado que lleva
y enfoca la muestra en el punto de intercepcién del laser, en donde se analizaran las
células 3. El sistema de Optica consiste en los laseres y los instrumentos de
coleccion que generan las sefiales de luz visible y fluorescente usadas para el analisis
de la muestra 32, Una serie de filtros dirigen la luz fluorescente hacia detectores

especificos para que cada fluorocromo se pueda medir de manera individual.
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Finalmente, el sistema de electrénica produce las sefiales digitales a partir de los

detectores 133134,

La citometria de flujo es aplicada en diferentes campos de estudio, como por
ejemplo, en la inmunologia, en donde permite el fenotipado de células inmunes,
mediante el marcaje con anticuerpos conjugados con fluorocromos; asi mismo, se
puede medir la produccion de citocinas como respuesta a un antigeno especifico o a
una estimulacion, se puede analizar la proliferacion celular y la apoptosis. Por otro
lado, en el area de la biologia molecular la citometria de flujo es utilizada para el
analisis de proteinas fluorescentes, que son indicadores de la expresion de un gen de
interés, el analisis del ciclo celular y el estudio de vias de sefializacion 1. Del mismo
modo, se puede emplear la citometria de flujo para la seleccion y purificacion de
células que seran usadas en experimentos posteriores 3. Actualmente, la citometria

de flujo también esté siendo aplicada en microbiologia **°.
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CAPITULO I1
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2. MATERIALES Y METODOLOGIA
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2.1. Materiales

2.1.1. Muestras y/o Unidades Bioldgicas

Ubicacion geogréfica: El presente proyecto se llevo a cabo en el Centre de Recherche
du Centre Hospitalier de 1’Université de Montréal (CRCHUM), Montreal, Canada.

Se utilizaron las siguientes lineas celulares:

e Células Jurkat (ATCC® TIB-152™): Son una linea celular inmortalizada de

linfocitos T, usualmente utilizada para el estudio de multiples eventos en la

biologia de los linfocitos T 1%, incluyendo el estudio del ciclo de infeccion
del VIH 7138 Tanto la linea celular Jurkat como sus diferentes subclones
han contribuido en el estudio de la infeccion por VIH, permitiendo la
identificacion y estudio del receptor y correceptores del virus 139140, Del
mismo modo, las células Jurkat han sido utilizadas para el estudio de la
latencia del VIH 143, Las células Jurkat expresan las moléculas CD4 44,
CCR5 5y CXCR4 16,

e Células ACH-2 (NIH Catalog Number: 349): Clones de linfocitos T CD4,

CD5", Leu-1%, receptor de transferrina® que contienen una copia proviral

integrada de VIH-1 LAV latente. Esta linea celular se emplea como modelo
para la infeccion y latencia del VIH, siendo inducible para producir virus

mediante diferentes estimulos 147149,

e (Células TZM-bl (NIH Catalog Number: 8129): Linea celular indicadora
utilizada para el analisis cuantitativo de VIH, mediante el uso de los

reporteros B-gal y luciferasa; es una célula HeLa modificada para expresar
CD4 y CCR5 de manera estable *°. Es una linea celular adherente que no
necesita de requerimientos especiales para su cultivo. Se utiliza para evaluar
anticuerpos neutralizantes contra el VIH-1 11,

22
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e (Células HT-29 (ATCC® HTB-38™): Linea celular obtenida a partir de

adenocarcinoma de colon humano 2. Es utilizada en el estudio del cancer

de colon humano, la digestion y biodisponibilidad de alimentos, gracias a que
expresa caracteristicas de células intestinales maduras. Estas células también
se emplean en el estudio de la inmunidad intestinal en respuesta a la

infeccion, supervivencia, adhesion e invasion de microorganismos >3-,

Y los siguientes subtipos celulares:

e Linfocitos T CD4" de memoria: Subtipo de linfocitos T generado en

respuesta a un antigeno, el cual, en caso de ser reintroducido, provocara una
reaccion rapida por parte de los linfocitos T de memoria. Estas células
brindan una defensa eficaz contra microorganismos patdgenos frecuentes que
pueden encontrarse en el ambiente. Ademas, se caracterizan por ser capaces
de sobrevivir en estado quiescente luego de la eliminacion del antigeno y por

poseer respuestas inmunes mas rapidas y potentes que los linfocitos T naive
156,157

Después de la inmunizacion, los linfocitos T CD4" virgenes experimentan
proliferacion y diferenciacion en linfocitos T helper funcionales, a través de
un proceso que envuelve la interaccién entre citocinas especificas y proteinas
de sefializacion celular, asi como la modulacion de factores de transcripcion
158-160 | _uego de la eliminacion del antigeno, la mayoria de los linfocitos T
efectores mueren y solo una pequefia fraccion de ellos se convierten en
linfocitos de memoria de larga vida ®*. Los linfocitos T CD4* de memoria
son identificados en base a la expresion de CCR7: ya sea linfocitos T
efectores de memoria (TEM) CCR7 o linfocitos T de memoria central
(TCM) CCR7* 162 |os linfocitos TCM humanos son capaces de
extravasacion y migracion hacia 6rganos linfoides secundarios, mientras que
los linfocitos TEM humanos pueden migrar hacia tejidos no-linfoides
inflamados 13184 Los linfocitos TEM pueden ser adicionalmente
identificados mediante la expresion de receptores de quimiocinas

caracteristicos 16°,
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e Macrofagos: Celulas mieloides especializadas en detectar, fagocitar y
eliminar microorganismos patégenos. También actlan presentando
antigenos a los linfocitos T e iniciando el proceso inflamatorio, mediante la
liberacion de citocinas. Los macrdfagos se originan a partir de precursores
embrionarios y monocitos circulantes que ingresan a diferentes tejidos, lo
cual causa un alto grado de heterogeneidad en la poblacion de macréfagos.
Circulan préacticamente todos los tejidos, buscando y eliminando patdgenos
o células muertas %1% | os macréfagos derivados de monocitos estan
restringidos a tejidos especificos como el intestino, la dermis y el corazon 17°.
Los macrdfagos que surgen de precursores embrionarios toman residencia en
tejidos antes del nacimiento y se mantienen alli durante la adultez,
coexistiendo con los macréfagos derivados de monocitos 1’1, Los macréfagos
desempefian un rol en la transmision y latencia del VIH, ya que son

reservorios del virus 172,

e Monocitos: Se generan en la médula dsea y circulan en la sangre. Producen
moléculas efectoras como citocinas, mieloperoxidasas y superoxidos, siendo
fundamentales en la respuesta inflamatoria y se diferencian en macréfagos o
células dendriticas. Los monocitos expresan diversos receptores que les
permite monitorear los cambios de su ambiente; dichos cambios
influenciaran en su diferenciacion 173, Estan conformados por dos subtipos
principales, los cuales varian en fenotipo, morfologia, tamafio, granularidad,
perfil genético y funcion 174, La expresion de proteinas de membrana CD14
y CD16 permiten la identificacion de estos subtipos: monocitos clasicos
(CD14*" CD16") y no clasicos (CD14* CD16). Un subtipo extravasa y
genera macrofagos, mientras que el otro subtipo se diferencia en células
dendriticas bajo condiciones inflamatorias, respectivamente 1. Al igual que
los macrofagos, los monocitos también son reservorios de VIH y desempefian

un rol importante en la patogénesis del virus 172,
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2.1.2. Insumos y Reactivos Quimicos

Reactivo Marca Uso
Memory CD4" T Cell Miltenyi Biotec Seleccion negativa de
Isolation Kit linfocitos T CD4" de

memoria
RNeasy Plus Mini Kit Qiagen Inc. Purificacion de ARN

Primers forward y reverse
para RORyty RORy

Integrated DNA
Technologies Inc.

RT-PCR para RORyty
RORy

RT-PCR Master Mix

Qiagen Inc.

RT-PCR para RORyty
RORy

Agarosa

Thermo Fisher
Scientific

Electroforesis en gel de

agarosa

Marcadores de peso

molecular

Invitrogen - Thermo

Fisher Scientific

Electroforesis en gel de

agarosa

Loading buffer

Thermo Fisher

Scientific

Electroforesis en gel de

agarosa

QIAquick Gel Extraction
Kit

Qiagen Inc.

Extraccion de ADN a

partir de gel de agarosa

Medio de cultivo celular
RPMI

Gibco - Thermo Fisher

Scientific

Cultivo celular

Medio de cultivo celular
DMEM

Gibco - Thermo Fisher
Scientific

Cultivo celular

Suero fetal bovino (FBS)

Sigma-Aldrich, Inc.

Cultivo celular

Penicilina/Estreptomicina
(Pen/Strep)

Sigma-Aldrich, Inc.

Cultivo celular

Suero de ternero recién
nacido (NBCS)

Gibco - Thermo Fisher
Scientific

Cultivo celular

Buffer fosfato salino
(PBS)

Gibco - Thermo Fisher
Scientific

Seleccién negativa de
linfocitos T CD4" de

memoria, estimulacion
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celular y marcaje de

superficie e intracelular

Acido
etilendiaminotetraacético
(EDTA)

Sigma-Aldrich, Inc.

Seleccidén negativa de
linfocitos T CD4* de
memoria y marcaje
intracelular y de
superficie

Anticuerpos CD3y CD28

antibodies

Invitrogen - Thermo

Fisher Scientific

Estimulacion celular

Forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA)

Sigma-Aldrich, Inc.

Estimulacion celular

lonomicina

Sigma-Aldrich, Inc.

Estimulacion celular

Interleucina-2 (IL-2)

Sigma-Aldrich, Inc.

Estimulacion celular

Anticuerpos conjugados
con fluorocromos CD3-
Pacific-blue, CCR6-PE,
RORyt-Alexa-Fluor647

BD Biosciences

Citometria de flujo

Live/Dead Fixable Aqua
Dead Cell Stain Kit

Invitrogen

Citometria de flujo

eBioscience
Foxp3/Transcription

Factor Staining Buffer Set

Invitrogen - Thermo
Fisher Scientific

Marcaje intracelular
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2.1.3. Equipos e Instrumentacion

Equipo Marca Uso
LightCycler 480 Roche Molecular RT-PCR para RORyty
Instrument 11 Systems, Inc. RORYy
Céamara de electroforesis | Bio-Rad Laboratories, Electroforesis en gel de

Inc. agarosa
Fuente de poder para Bio-Rad Laboratories, Electroforesis en gel de
electroforesis Inc. agarosa
Citometro de flujo BD BD Biosciences Citometria de flujo
LSRFortessa
NanoPhotometer Pearl Implen Cuantificacion de ARN
Centrifuga Marshall Scientific Cultivo celular, seleccion

negativa de linfocitos T
CD4" de memoriay
marcaje intracelular y de

superficie
ChemiDoc Imaging Bio-Rad Laboratories, Analisis de electroforesis
System Inc. en gel de agarosa
Contador celular Kova International, Inc. | Conteo celular

27

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

2.1.4. Softwares

Software Marca Uso
LightCycler 480 Software | Roche Molecular Configuracion,
Systems, Inc. adquisicién de datos y
analisis de RT-PCR
BD FACSDiva BD Biosciences Configuracion,

adquisicién de datos y

analisis de citometria de

flujo

FlowJo Tree Star, Inc. Analisis de citometria de
flujo

GraphPad Prism 5 GraphPad Software, Anaélisis estadistico

Inc.
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2.2. Metodologia

2.2.1. Descongelamiento de células

Células mononucleares de sangre periférica (PBMC) fueron descongeladas
utilizando suero de ternero recién nacido (NBCS) (5 ml por vial de PBMC) y medio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (50 ml por vial de PBMC). Las
células fueron centrifugadas 5 min a 1500 rpm, resuspendidas en medio RPMI
suplementado (RPMI + 10% FBS + 1% Pen/Strep) y contadas en contador celular

(Kova International, Inc., Estados Unidos).

2.2.2. Aislamiento de linfocitos T CD4* de memoria mediante seleccion negativa

El aislamiento de los linfocitos T CD4* de memoria fue realizado utilizando el
Memory CD4" T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec, Alemania), de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Las células fueron resuspendidas en una solucion de buffer
fosfato salino (PBS), 0.5% NCBS y EDTA 2nM (buffer MACS) (2 pl/10° células) e
incubadas con la mezcla de anticuerpos conjugados con biotina (1 pul/10° cells), por
10 min a 4 °C. En dicha mezcla se encontraban anticuerpos monoclonales contra
CDS8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD45RA, CD56, CD123, TCRY/3 y glicoforina
A. A continuacion, se afiadié buffer (3 /108 células) y las particulas magnéticas
anti-biotina (2 ul/10° células), incubandose por 15 min a 4 °C. El sobrenadante fue
aspirado completamente luego que las células fueron lavadas y centrifugadas a 1500
rpm por 5 min. Las columnas compuestas de esferas magnéticas fueron colocadas en
un campo magnético adecuado y enjuagadas con la cantidad apropiada de buffer. La
suspension celular fue filtrada a través de las columnas. Todo el efluente fue
recolectado. Luego de la filtracion, las células colectadas fueron contadas y
resuspendidas en medio RPMI suplementado a una concentracion de 10° células/500
ul de medio.
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2.2.3. Cultivo celular

Las células fueron incubadas durante 1 min a 37 °C y luego colocadas en medio de
cultivo celular (1 vial de células en 30 ml de medio). Las células Jurkat y ACH-2
fueron cultivadas en medio RPMI suplementado, mientras que las células TZM-bl
fueron cultivadas en medio DMEM suplementado (DMEM + 10% FBS + 1%
Pen/Strep). Las células fueron lavadas y centrifugadas (1500 rpm por 5 min) dos
veces antes de ser transferidas (10 ml de células no-adherentes; 5 ml de células
adherentes) a frascos de cultivo con un érea de superficie de 25 cm?2. Fueron
incubadas a 37 °C por 24 h. Se realiz6 un pasaje celular antes de la estimulacion.

2.2.4. RT-PCR para la cuantificacion de la expresion de RORyt y RORy

El ARN total fue aislado utilizando el RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen Inc.,
Alemania), siguiendo las indicaciones del fabricante. Las células fueron lisadas y
homogeneizadas con buffer RLT Plus mas [(-mercaptoetanol (10 pl de pB-
mercaptoetanol por 1 ml de buffer RLT Plus) y vortex por 30 s. El lisado fue
transferido a una columna de centrifugacion eliminadora de ADNg. Luego de la
centrifugacion (30 s a >10,000 rpm), 1 volumen (350 pl) de etanol 70% fue afiadido
al filtrado y esta mezcla fue transferida a una columna de centrifugacion RNeasy. El
filtrado fue descartado luego de la centrifugacion (15 s a >10,000 rpm). Se afiadié
700 pl de buffer RW1 a la columnay el filtrado fue nuevamente descartado luego de
la centrifugacion (15 s a>10,000 rpm). Se agreg6 500 ul de buffer RPE a la columna;
luego de la centrifugacion (15 s a >10,000 rpm), el filtrado fue descartado. Por
segunda vez, se afiadié 500 pl de buffer RPE a la columna RNeasy, se centrifugo por
2 min a >10,000 rpm. A continuacion, la columna se centrifugd nuevamente (1 min
a maxima velocidad) para secarla. Finalmente, a la columna de centrifugacion se le
afiadio 30 ul de agua libre de RNasas para eluir el ARN, centrifugando por 1 min a
>10,000 rpm.

La PCR con transcriptasa reversa (RT-PCR) se realizé en un LightCycler 480
Instrument 1l (Roche Molecular Systems, Inc., USA), utilizando el primer forward
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CTG CTG AGA AGG ACA GGG AG para RORqt, el primer forward CAC AGA
GAC AGC ACC GAG C para RORy y el primer reverse comun AGT TCT GCT
GAC GGG TGC para RORyt/RORy 17® (Figura 1). EI ARN ribosomal 28S fue usado
como gen de referencia para la cuantificacion relativa. El programa utilizado es el
mostrado en la Tabla I y la preparacion del mix para RT-PCR se encuentra indicada

enlaTablall.
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RORyt — tamaiio del producto RT-PCR: 202 pb

1 agtccagaagcactgggggagagagctaggtgcagagcttcaggctgaggecgectgectgagagggcctecgecccgectctg
Primer forward RORyt

81 ccgccagctgcaccccactectggaccaccecectgetgagaaggacagggagccaaggecggcagagceccaaggcetecagte

161 atgagaacacaaattgaagtgatcccttgcaaaatctgtggggacaagtegtetgggatccactacggggttatcacctyg

Primer reverse comin

241 tgaggggtgcaagggcttcttccgccggageccagegectgtaacgeggectactectgecaccegtcagecagaactgeccca

321 tcgaccgcaccagccgaaaccgatgccagcactgeecgectgecagaaatgectggegetgggecatgtececgagatgetgte

RORYy — tamaiio del producto RT-PCR: 204 pb

Primer forward RORy

1 agccagggcagccaggacggcaccaagggagctgeccccatggacagggcceccacagagacagcaccgagectcacgggag

81 ctgctggctgcaaagaagacccacacctcacaaattgaagtgatccecttgecaaaatetgtggggacaagtegtetgggat

161 ccactacggggttatcacctgtgaggggtgcaagggcttcttccgececggageccagegectgtaacgecggectactectgea

Primer reverse comiin

241 cccgtcagcagaactgccccatcgaccgcaccagccgaaaccgatgeccagecactgeccgectgcagaaatgectggegetyg

321 ggcatgtcccgagatgctgtcaagttcggeccgecatgtccaagaagcagagggacagectgcatgcagaagtgcagaaaca

Figura 1. Secuencia de primer forward para RORyt, primer forward para RORy y primer reverse comun para
RORYt/RORY, y tamaiio de los amplicones RORyt y RORy.
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Tabla I. Programa utilizado para el ensayo de RT-PCR.

ADN polimerasa

RT (transcripcion | 30 mina50 °C
reversa)
Activacion de | 15mina95°C

Ciclos

45 ciclos, cada uno a 94 °C por 10 s, 61 °C por
10sy 72°Cpor10s

Melting

1cicloa 95 °C por5sy 60 °C por 1 min

Tabla 1. Mix utilizado para el ensayo de RT-PCR.

Reactivos Volumen por reaccion (ul)
SybrGreen PCR Master Mix 10
Primer Forward 1
Primer Reverse 1
Enzima RT 2
Volumen total de mix 14
Volumen de muestra 6
Volumen final 20
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2.2.5. Estimulacion celular

Las células Jurkat, ACH-2 y TZM-bl fueron cultivadas en placas de 48 pozos (2 x
108 células/pozo/ml) en presencia de anticuerpos CD3 inmovilizados y anticuerpos
CD28 solubles (1pg/ml), PMA/lonomicina 162 nM (1ug/ml), PMA/ lonomicina 25
nM (1pg/ml) o IL-2 (5 ng/ml). Para la estimulacion con anti-CD3/CD28, la placa fue
recubierta con una solucion de anti-CD3 en PBS estéril (0.5 ml/pozo) e incubada a
37 °C por 2 h. Antes de afadir las células, la solucion de anti-CD3 fue removida y
los pozos fueron enjuagados con PBS estéril. La suspension celular y anti-CD28
soluble fueron agregados a la placa. El tiempo de incubacion fue de 5 h 0 24 h. Para

las otras estrategias de estimulacion, el tiempo de estimulacién fue de 24 h.

2.2.6. Analisis por citometria de flujo

Se utilizaron los siguientes anticuerpos conjugados con fluorocromos para el analisis
por citometria de flujo: CD3-Pacific-blue, CCR6-PE y RORyt-Alexa-Fluor647 (BD
Biosciences, USA). Se usé el Live/Dead Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit
(Invitrogen, Estados Unidos) para excluir las células muertas. Las células fueron
analizadas mediante citometria de flujo policromatica. Los datos se adquirieron en
el citometro de flujo BD LSRFortessa (BD Biosciences) y se analizaron con los
softwares BD-Diva (BD Biosciences) y FlowJo (Tree Star, Inc., USA).

El marcaje de superficie se realizé como sigue: las células fueron resuspendidas con
buffer FACS (PBS, NBCS 2%, EDTA 1 nM, azida de sodio 0.1%) y luego mezcladas
con los anticuerpos CD3-Pacific-blue y CCR6-PE (1 ul per 10° cells) e incubadas
por 30 min a 4 °C. La mezcla de células y anticuerpos fue lavada con buffer FACS.
El sobrenadante fue descartado luego de la centrifugacion (3 min a 1500 rpm). Se
realiz6 un segundo lavado con buffer FACS y centrifugacion por 3 min a 1500 rpm.
Se descart6 el sobrenadante y las células fueron incubadas con formaldehido durante
30 mina4 °C, y luego lavadas dos veces con PBS por 3 min a 1500 rpm. Por ultimo,
las células fueron resuspendidas con buffer FACS.
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La expresion intracelular de RORyt se cuantificé mediante citometria de flujo luego
del marcaje con el anticuerpo apropiado, utilizando el eBioscience
Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (Invitrogen — Thermo Fisher
Scientific, USA), siguiendo las indicaciones del fabricante. Las células fueron
lavadas dos veces con buffer de marcaje a 1500 rpm por 3 min, resuspendidas con la
solucion de trabajo de fijacion/permeabilizacion, incubadas a 4 °C durante 30 min
en la oscuridad y luego centrifugadas a 1500 rpm por 3 min. Las células fueron
lavadas dos veces con buffer de permeabilizacion 1X a 1500 rpm por 3 min. A
continuacion, fueron resuspendidas con buffer de permeabilizacion 1X y el
anticuerpo RORyt-Alexa647 (2 ul por 10° células), incubandose en la oscuridad a
temperatura ambiente por al menos 30 min. Finalmente, las células fueron lavadas
con buffer de permeabilizacién 1X, resuspendidas con buffer de marcaje y

conservadas a 4 °C.

2.2.7. Anélisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados usando el software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, Inc., USA). Se aplicaron las pruebas de comparacion multiple
de Friedman con Dunn para determinar la significacién estadistica de las diferencias

entre los multiples subconjuntos coincidentes de células.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Cuantificacion de la expresion de RORyt y RORy mediante el ensayo RT-PCR

El objetivo de este experimento fue obtener suficiente cantidad de RORyt y RORy
para elaborar curvas estandar de RT-PCR para ambas isoformas. De esta manera, se
permitiria la cuantificacion de la concentracion de RORyt y RORy en diferentes
células mediante ensayos de RT-PCR.

Se realiz6 una electroforesis (agarosa 1.5%, 120 V, 40 min) de los productos
obtenidos de una RT-PCR, en donde se amplificaron los amplicones de RORyt y
RORY a partir de linfocitos T CD4" activados y células HT-29, respectivamente. La
Figura 2 muestra los resultados de la electroforesis, los cuales fueron visualizados
mediante el ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad). En el carril 1, se observa la banda
correspondiente a RORyt a partir de linfocitos T CD4" activados; del mismo modo
que, en el carril 8, se observa la banda correspondiente a RORy a partir de células
HT-29. Ambas bandas presentan un peso molecular similar: 202 pb para el amplicén
de RORyt y 204 pb para el amplicon de RORy. Adicionalmente, en la muestra de
células HT-29 no fue detectada ninguna banda correspondiente a RORyt, lo cual
concuerda con que RORYyt se expresa exclusivamente en células del sistema inmune,
como ha sido reportado anteriormente 1846177 Por otro lado, en la muestra de
linfocitos T CD4" se observa una banda perteneciente al amplicon RORy. Ruan et
al. (2011) han reportado acerca de la expresion de RORYy en linfocitos T 49, sin

embargo, su expresion se da principalmente en musculo esquelético, higado y piel
1,3,6,48,49
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Figura 2. Electroforesis de los amplicones RORyt y RORYy a partir de linfocitos T CD4+ activados y células
HT-29. En la siguiente figura se observan en los carriles 1 y 7: linfocitos T CD4* activados; carriles 2 y 8: células
HT-29; carriles 3 y 9: H,O libre de nucleasas (control negativo para la muestra); carriles 4 y 10: control RT para
linfocitos T CD4* activados; carriles 5y 11: control RT para células HT-29; carriles 6 y 12: control RT para H,O

libre de nucleasas.

El amplicon de RORyt proveniente de linfocitos T CD4* activados y el amplicon de
RORy proveniente de células HT-29, fueron purificados a partir del gel de
electroforesis con el QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Alemania). EI ADN
complementario (ADNCc) extraido se cuantific6 con un NanoPhotometer Pearl

(Implen, Alemania).
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La cantidad de material genético obtenido de esta primera amplificacion fue muy
bajo (<1 ng/ul; el NanoPhotometer no fue capaz de cuantificarlo), lo que no permitio
continuar con el siguiente paso del experimento ya que la cantidad de RORyt y RORy
era muy bajo para realizar las soluciones necesarias para la curva estandar para el
ensayo de RT-PCR, por lo que se realizdé una segunda PCR del ADNc purificado,
con el fin de obtener una mayor concentracion de los amplicones de RORyt y RORy.
Luego de la segunda amplificacion, se realizé una electroforesis (agarosa 1.5%, 120
V, 40 min), se purificé el ADNCc a partir del gel y se cuantificd la concentracién por
espectrofotometria, obteniendo 7.5 ng/ul del amplicon RORyt y 8 ng/ul del amplicon
RORY.

A partir de estos stocks de RORyt y RORY, se prepararon diluciones seriadas para
obtener estandares de RORyt y RORYy. Se prepararon alicuotas de 100 pg/ul, a partir
de las cuales se realizaron diluciones de 100 fg/ul, 10 fg/ul, 1 fg/ul, 0.1 fg/ul, 0.01
fg/ul y 0.001 fg/ul. De cada una de estas diluciones se tom6 2 ul por reaccion,
obteniéndose una cantidad final de 200 fg, 20 fg, 2 fg, 0.2 fg, 0.02 fg y 0.002 fg de
ADNCc en cada reaccion. Las reacciones fueron llevadas a cabo en triplicado. Se
realizd6 una RT-PCR utilizando el LightCycler 480 Instrument Il (Roche Life
Science), con los primers (0.5 uM/reaccion) (Figura 1) y el programa (Tabla I) ya
mencionados, para obtener las curvas estandar de RORyt (Figura 3) y RORy
(Figura 4). En la curva de amplificacion de RORyt, los puntos de cruce (Ct)
promedio fueron de 19.11 hasta 37.72 (Tabla I11), mientras que en la curva de
amplificacion de RORy los Cp promedio fueron de 18.07 hasta 34.02 (Tabla IV).
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Figura 3. Curva estandar para RORyt. Se prepararon diluciones seriadas para obtener estandares de ADNc de

RORyt. En la siguiente figura se muestra el grafico de amplificacion de cada uno de los estandares de RORyt.

Tabla I11. Valores de punto de cruce (Ct) de la curva estandar para RORyt.

RORyt
Muestra Ctl Ct2 Ct3 PromedioCt Std*Ct
200 fg 18.95 19.11 19.28 19.11 0.16
20 fg 22.69 23.13 23.20 23.01 0.28
2fg 26.61 26.6 26.94 26.72 0.20
0.2fg 29.90 30.55 30.67 30.38 0.42
0.02 fg 33.16 34.98 35.98 34.70 1.43
0.002 fg 37.34 36.53 39.28 37.72 1.41
H20 37.51 39.23 40.00 38.91 1.27
*Std: Desviacion estandar
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Figura 4. Curva estandar para RORy. Al igual que para la curva anterior, se prepararon diluciones seriadas para
obtener estandares de ADNc de RORy. En la siguiente se muestra el grafico de amplificaciéon de cada uno de los
estandares de RORy.

Tabla IV. Valores de punto de cruce (Ct) de la curva estandar para RORy.

RORYy
Muestra Ctl Ct2 Ct3 PromedioCt Std*Ct
200 fg 17.83 18.16 18.24 18.07 0.21
20 fg 21.62 21.75 21.83 21.73 0.10
2 fg 25.30 2551 25.58 25.46 0.15
0.2fg 28.88 28.93 29.24 29.02 0.20
0.02 fg 33.09 31.09 32.07 32.08 1.00
0.002 fg 3352 3439 34.16 34.02 0.45
H20 3732 36.45 34.63 36.13 1.37

*Std: Desviacion estandar
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La especificidad de los productos fue evaluada mediante el andlisis de la curvas de
melting. Este analisis permite la identificacion de un producto de RT-PCR por medio
de su temperatura de fusién. En las Figura 5 y Figura 6, se observa un pico en
Tm=85, lo cual significa que solo el producto de interés fue amplificado, RORyt y
RORYy, respectivamente. En la Figura 5, hay otros picos en Tm=76-78, lo cuales
corresponden a dimeros de primers en la reaccion blanco y en uno de los triplicados
de 0.002 fg. En la Figura 6, también se observan picos en Tm=76-79,
correspondientes a dimeros de primers en la reaccion blanco, en todos los triplicados
de 0.002 fg y en dos triplicados de la reaccion de 0.02 fg. Las temperaturas de fusién

para ambas curvas estandar son mostradas en Tabla V y Tabla VI.
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Figura 5. Picos de melting de la curva estandar de RORyt. Luego del ensayo de RT-PCR con los primers para RORyt, un

analisis de curvas de melting fue realizado para determinar la presencia e identidad de los productos de la RT-PCR, asi como

de dimeros de primers. Se muestra la curva de melting de cada estandar de RORqt.

Tabla V. Valores de las temperaturas de fusion (Tm) de la curva estandar de RORyt.

RORyt
Pico 1 Pico 2
Muestra Tml Tm2  Tm3 Tml Tm2 Tm3
200 fg 8497 85.07 85.15 - - -
20 fg 85.14 85.15 85.08 - - -
2fg 85.14 8512 85.09 - - -
0.2 fg 85.16 85.15 85.13 - - -
0.02 fg 85.13 85.11 85.13 - - -
0.002 fg 85.12 8516 75.86 - - -
H20 7595 78.00 76.26 - - -
44
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Figura 6. Picos de melting de la curva estandar de RORYy. Luego del ensayo de RT-PCR con los primers para RORy, un analisis
de curvas de melting fue realizado para determinar la presencia e identidad de los productos de la RT-PCR, asi como de dimeros

de primers. Se muestra la curva de melting de cada estandar de RORY.

Tabla V1. Valores de las temperaturas de fusion (Tm) de la curva estandar de RORYy.

RORy
Pico 1 Pico 2

Muestra Tml Tm2  Tm3 Tml Tm2 Tm3
200 fg 85.34 85.37 85.29 - - -
20 fg 85.34 85.20 85.18 - - -
2 fg 85.23 85.15 85.16 - - -
0.2fg 85.19 85.18 85.23 - - -
0.02 fg 78.04 8524 78.26  85.18 - 85.11
0.002 fg 75.75  75.83 75.778  78.94 78.83 78.82
H20 7598  75.87 75.86 - - -
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Los productos de la RT-PCR fueron confirmados mediante electroforesis, en donde
bandas con el tamafio adecuado son mostradas. El analisis por electroforesis
demostrd la amplificacion de los productos buscados y la ausencia de contaminacion.
Sin embargo, las bandas correspondientes a 0.002 fg de RORyt muestran una
amplificacion considerablemente menor con respecto a las otras cantidades (Figura
7); similarmente, la banda de 0.002 fg de RORy no mostr6 amplificacién (Figura
8). En la Figura 7, el carril 13 es diferente de los carriles 11 y 12, lo cual significa
que el tercer triplicado de 0.02 fg es incorrecto. Lo mismo ocurre con el tercer
triplicado de 0.002 fg porque no hay nada en el carril 16, mientras que en los carriles
14 y 15 esta la banda correspondiente al amplicén. Las bandas palidas en los carriles
13-19 son dimeros de primers. En la Figura 8, las réplicas en los carriles 11y 13 son
diferentes del replicado en el carril 12, lo cual indica que los triplicados para 0.02 fg
no se realizaron bien. Las bandas palidas en los carriles 11 y 13-19 son dimeros de

primers.

El ensayo de RT-PCR es una técnica precisa y sensible para la cuantificacion en
tiempo real de la expresion de genes 1’81, Cleret-Buhot et al. (2015) reportaron el
uso de RT-PCR con SYBR Green para la cuantificacion exitosa de la expresion de
diferentes genes, siendo RORC uno de ellos 8. Del mismo modo, DaFonseca et al.
(2015) emplearon el ensayo de RT-PCR para cuantificar la expresion relativa de
RORC en linfocitos Th17, utilizando ARNr 28S como gen normalizador %. Los
resultados del presente trabajo indican que el ensayo permite cuantificar cantidades
de hasta 0.02 fg de ARNm de RORyt y RORy.
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Figura 7. Electroforesis de la curva estandar para RORyt. En la siguiente figura se observan en el carril 1: estandar de 200 fg;
carriles 2 a 4: estandar de 20 fg; carriles 5 a 7: estandar de 2 fg; carriles 8 a 10: estandar de 0,2 fg; carriles 11 a 13: estandar de 0,02

fg; carriles 14 a 16: estandar de 0.002 fg; carriles 17 a 19: H,O libre de nucleasas (control negativo para la muestra).
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Figura 8. Electroforesis de la curva estandar para RORy. En la siguiente figura se observan en el carril 1: estandar de 200 fg;
carriles 2 a 4: estdndar de 20 fg; carriles 5 a 7: estandar de 2 fg; carriles 8 a 10: estandar de 0,2 fg; carriles 11 a 13: estandar de 0,02
fg; carriles 14 a 16: estandar de 0.002 fg; carriles 17 a 19: H,O libre de nucleasas (control negativo para la muestra).
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3.2.RORyt se expresa preferentemente en células Jurkat y linfocitos T CD4*,

mientras que RORY es expresado en células TZM-bl y HT-29

A continuacion, se evaluo la expresion de RORyt y RORy en diferentes tipos
celulares, utilizando el ensayo cuantitativo de RT-PCR. Para ello, se pusieron en
cultivo las lineas celulares Jurkat, ACH-2 y TZM-bl. Las células Jurkat y ACH-2 se
cultivaron en medio RPMI suplementado, mientras que las células TZM-bl se
cultivaron en medio DMEM suplementado. Simultaneamente, se realizo el
aislamiento de linfocitos T CD4" de memoria a partir de donantes humanos sanos (n
= 4), usando el Memory CD4" T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec, Alemania). Se
aislo y cuantificé el ARN total de las lineas celulares utilizadas y de los linfocitos T

CD4* de memoria.

Para cuantificar la expresion de RORyt y RORy se realizo una RT-PCR con los
mismos primers y el mismo programa descritos antes para las curvas estandar. La
especificidad de los productos fue comprobada mediante el anélisis de las curvas de
melting. Se cuantifico RORyt y RORy en linfocitos humanos T CD4" de memoria,
macréfagos, monocitos y en lineas celulares Jurkat, ACH-2, TZM-bl y HT-29. Para
la cuantificacion de RORyt y RORy en macrofagos, monocitos y células HT-29, se
utilizd6 ARN previamente aislado en el laboratorio. Los resultados mostrados en la
Figura 9 comparan la expresion de RORyt y RORy, mostrando la expresion
preferencial de RORyt en las células Jurkat y en los linfocitos T CD4", y la expresién
preferencial de RORy en las células TZM-bl y HT-29. No esperaba que las dos
isoformas fueran mutuamente excluyentes, pero si esperaba la expresion exclusiva
de RORyt en los linfocitos T.

Las células Jurkat fueron las que mostraron la mayor expresion absoluta y relativa
de RORyt. Los linfocitos T CD4* presentaron una expresion absoluta de RORyt
menor que las células Jurkat, pero mayor que las otras células evaluadas, mientras
que la expresion relativa fue menor que en células Jurkat y monocitos Figura 9.
Como se esperaba, los linfocitos T CD4* presentaron una considerable expresion de
RORyt. No es extrafio que las células Jurkat expresen RORyt, debido a su naturaleza
de linfocito T. Ratajewski et al. (2012) y Li et al. (2016) reportaron que las células
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Jurkat expresan RORyt a nivel de ARN ’® y de proteina ®2, respectivamente.
Asimismo, Ratajewski et al. (2012) compararon la expresion de RORyt y RORy en
células Jurkat, HeLa y HepG2, encontrandose que las células Jurkat expresaban
mayor cantidad de RORyt que las células HeLa y HepG2, las cuales son derivadas
de carcinomas; por el contrario, dichas células expresaron niveles muchos mas altos
de RORy en comparacion a las células Jurkat 1’®. Sin embargo, como demostraron
Manel et al. (2008), solo la expresion de RORyt no es suficiente para la
diferenciacion en linfocitos Th17, sino que se requiere de otros factores como TGF-
B,IL-1By IL-6, IL-21 0 IL-23 para inducir la expresion de IL-17 18, Adicionalmente,
como se menciond antes, existen otros tipos de células que expresan RORyt, como
los linfocitos T v3, las células ILC3, las células LTi y las células NK CD3-NKp46™,
lo cual indica que la presencia de RORyt no es exclusiva de los linfocitos Th17.

Es sorprendente que las células Jurkat expresen mas RORyt que los linfocitos
primarios T CD4". Pero, debido a que entre los linfocitos T CD4" de memoria existen
varios subtipos de células que no expresan RORyt, es posible que el nivel general de
la expresion de RORyt se vea diluida en comparacion a la expresion en células
Jurkat. Por otro lado, las células ACH-2 son linfocitos T también, pero ellas no
expresan tanto RORyt como las células Jurkat o los linfocitos T CD4*. Es posible
que dados los mdaltiples sitios Unicos de integracion del VIH en las células ACH-2
148 reportados por Symons et al. (2017), la expresion de RORyt se vea inhibida en

estas células.

Los monocitos mostraron una expresion relativa de RORyt mayor que los linfocitos
T CD4" de memoria. La expresion relativa de RORyt en monocitos fue medida en
relacién con el ARNr 28S. Quizas la expresion del ARNr 28S es menor en monocitos
que en las otras células evaluadas, y por ello la expresion relativa de RORyt parece
ser mayor. El control endégeno debe tener un nivel de expresidn consistente en todos
los tipos de células. De lo contrario, cada tipo celular requiere un gen housekeeping
de referencia. Cuando los genes de referencia no muestran la constancia de expresion
esperada, se pueden obtener resultados inconsistentes. Como se mencion6
anteriormente, DaFonseca et al. (2015) emplearon ARNr 28S como gen de
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referencia, pero en linfocitos T %, Igualmente, se ha reportado el uso de ARNr 28S

como gen de referencia en otros tipos celulares ¥+ pero no en monocitos.

RORYy fue expresado en mayor medida en las células TZM-bl. Las células HT-29
mostraron una expresion absoluta de RORy menor que las células TZM-bl, pero
mayor que las otras celulas, y una expresion relativa menor que en células TZM-bl
y monocitos Figura 9. Tantos las células TZM-bl como las células HT-29 son de
tipo epitelial, por lo que se esperaba que expresen ARNm de RORy en mayor nivel,
comparadas a los otros tipos celulares evaluados. Como se menciond anteriormente,
RORYy generalmente se expresa en tejidos como higado, tejido adiposo, musculo

esquelético, rifion, pancreas, cerebro, corazén, pulmones, piel y timo.
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Figura 9. Comparacion entre la expresion de RORyt and RORy en los distintos tipos celulares. El ARN total fue aislado a partir
de linfocitos T CD4*, células Jurkat, células ACH-2, células TZM-bl, células HT-29, macr6fagos y monocitos. La expresion de RORyt
y RORy fue cuantificada mediante RT-PCR, utilizando los primers adecuados. En la figura se muestran la expresion absoluta y relativa
de ambas isoformas.
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3.3.RORyt, pero no RORY, es inducible mediante anti-CD3/CD28 en linfocitos T
CD4*

Para evaluar el efecto de distintas condiciones estimulatorias en la expresion de
RORyt y RORYy, se estimul6 linfocitos T CD4" de memoria, células Jurkat y células
ACH-2 con anti-CD3/CD28 durante 5 h. Se extrajo y cuantificé el ARN total de las
células. A continuacion, se realizé una RT-PCR para cuantificar la expresion de
ambas isoformas en las células ex vivo, estimuladas y sin estimular. Se empled ARNr
28S como gen de referencia para la cuantificacion relativa. Todos los resultados

fueron normalizados a la cantidad relativa expresada por las células ex vivo.

Los resultados indicaron que la estimulacion con anti-CD3/CD28 durante 5 h induce
la expresion, tanto absoluta como relativa, de RORyt en linfocitos T CD4" (Figura
10), pero no induce la expresion de RORy (Figura 11). El incremento de ARNm de
RORyt después de la diferenciaciéon de linfocitos primarios T CD4" de ratén en
linfocitos Th17 ha sido anteriormente reportado por Li et al. (2016) 2. Feske et al.
(2007) mostraron que la estimulacion del receptor de linfocitos T (TCR) induce la
entrada de Ca®* por medio de los canales de Ca?" activados por la liberacion de Ca?*
(CRAC). El incremento de Ca?" intracelular produce la activacion del factor nuclear
de linfocitos T activados (NFAT), el cual regula regiones promotoras en el nucleo
18 Adicionalmente, Kim et al. (2014) reportaron que Orail, una proteina de canal
CRAC, juega un papel fundamental en la regulacién de la expresion de RORyt en la
diferenciacion Th17, a través de la via de sefializacion Ca?*-NFAT. La inhibicion de
la actividad de los canales CRAC, asi como el bloqueo de la translocacidon de NFAT,
reduce la expresion de RORyt en linfocitos T que se encuentran bajo condiciones de
polarizacion Th17 8. En consecuencia, es esperado que la estimulacion del TCR
con anti-CD3/CD28 induzca la expresion de RORyt en linfocitos T CD4", debido a
la via de sefializacion Ca?*-NFAT desencadenada por esta estimulacion. Yahia-
Cherbal et al. (2019) reportaron en uno de sus experimentos que la estimulacion
mediante TCR de los linfocitos T CD4" indujo la expresion de RORyt a nivel de
ARNmM &8, Del mismo modo, Fernandes et al. (2017) mostraron que los linfocitos
Th17 estimulados con anti-CD3/CD28 durante 3 dias presentan una expresion
relativa mayor de ARN de ROR, en comparacion a los linfocitos no estimulados 8,
52
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Figura 10. Efecto de la estimulacion anti-CD3/CD28 en la expresion de RORyt en linfocitos T CD4* de
memoria de donantes sanos (n=4). Indicados en los graficos estan los valores P de las pruebas de
comparacion multiple de Friedman y Dunn (*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001). El cambio en la expresion

fue calculado comparando con la expresion relativa de RORyt en los linfocitos T CD4* ex vivo.

RORYy RORYy ROR
Friedman test p=ns Friedman test p=ns Friedman test p=ns
4x10-34 6x107 4 41
> *

- g

3x10-34 B e «

_— — -7J -

3 =

g 2x10 :g g :é

2 8 & 2¢107 8

1x1073- s~ =
X
w

células T CD4* células T CD4* células T CD4*

Figura 11. Efecto de la estimulacion anti-CD3/CD28 en la expresion de RORy en linfocitos T CD4* de
memoria de donantes sanos (n=4). Indicados en los graficos estan los valores P de las pruebas de
comparacion multiple de Friedman y Dunn (*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001). El cambio en la expresién

fue calculado comparando con la expresion relativa de RORy en los linfocitos T CD4* ex vivo.
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Por otro lado, la expresion absoluta de RORyt en células Jurkat disminuye luego de
la estimulacion (Figura 12), mientras que la expresion relativa de la otra isoforma
incrementa luego de 5 h de reposo, mas no luego de la estimulacion con anti-
CD3/CD28 (Figura 13). Ha sido descrito por Gioia et al. (2018) que la linea celular
Jurkat ha mostrado varias deficiencias de expresion, relacionadas a mutaciones
dafiinas que estan involucradas en la sefializacion del receptor de linfocitos T 9.
Ademas, Bartelt et al. (2009) reportaron que las células Jurkat muestran un flujo
exagerado de Ca?* al momento de la induccion del TCR °!, Estas diferencias de
sefializacion de TCR pueden contribuir a la disminucion de la expresion de RORyt

en células Jurkat tras la estimulacion del TCR.
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Figura 12. Efecto de la estimulacién anti-CD3/CD28 en la expresion de RORyt en células Jurkat. Se
cuantifico la expresion de RORyt mediante RT-PCR. Indicados en los graficos estan los valores P de las
pruebas de comparacién multiple de Friedman y Dunn (*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001). El cambio en

la expresion fue calculado comparando con la expresion relativa de RORyt en las células Jurkat ex vivo.
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Figura 13. Efecto de la estimulacién anti-CD3/CD28 en la expresiéon de RORy en células Jurkat. Se
cuantificé la expresion de RORy mediante RT-PCR. Indicados en los gréficos estan los valores P de las
pruebas de comparacion maltiple de Friedman y Dunn (*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001). EI cambio en

la expresion fue calculado comparando con la expresion relativa de RORy en las células Jurkat ex vivo.

Tanto la expresion de RORyt (Figura 14) como de RORy (Figura 15) en las células
ACH-2 no mostré cambios luego de la estimulacion. Como ya se menciono, es
posible que la expresion de RORyt sea inhibida debido a los multiples sitios Gnicos
de integracion del VIH en células ACH-2. De acuerdo con los resultados mostrados
en la Figura 9, las células ACH-2 no expresan una cantidad significativa de RORyt

ni de RORYy, y tampoco estd modulada por la estimulacion de TCR probada aqui.

Posteriormente, se evalu6 el cambio en la expresion de la proteina RORyt y la
proteina receptora CCR6 en linfocitos T CD4" de memoria. Se realizé un marcaje de
superficie y un marcaje intracelular para CCR6 y para RORyt, respectivamente. Las
células fueron previamente estimuladas durante 24 h con anti-CD3/CD28,
PMA/lonomicina 162 nM, PMA/lonomicina 25 nM o IL-2. Se analizaron las células
mediante citometria de flujo policromatica, utilizando los anticuerpos conjugados
CD3-Pacific-blue, CCR6-PE y RORyt-Alexa-Fluor647.
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Figura 14. Efecto de la estimulacion anti-CD3/CD28 en la expresién de RORyt en células ACH-2. Se
cuantific la expresion de RORyt mediante RT-PCR. Indicados en los gréficos estan los valores P de las
pruebas de comparacion maltiple de Friedman y Dunn (*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001). EI cambio en

la expresion fue calculado comparando con la expresion relativa de RORyt en las células ACH-2 ex vivo.
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Figura 15. Efecto de la estimulacion anti-CD3/CD28 en la expresion de RORy en células ACH-2. Se
cuantifico la expresion de RORy mediante RT-PCR. Indicados en los graficos estan los valores P de las
pruebas de comparacion multiple de Friedman y Dunn (*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001). EI cambio en

la expresion fue calculado comparando con la expresion relativa de RORy en las células ACH-2 ex vivo.
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Los resultados muestran que la expresiéon de RORyt en linfocitos T CD4* aumenta
solo después de la estimulacion con anti-CD3/CD28, pero no con PMA/lonomicina
o IL-2 (Figura 16ay b). Por el contrario, la expresion de CCR6 no es inducida por
anti-CD3/CD28 ni IL-2, sino que disminuye bajo la estimulacion de ambas
concentraciones de PMA/lonomicina (Figura 16a). CCR6 es un marcador de los
linfocitos Th17 humanos %2, Los linfocitos T CD4* que expresan RORyt y CCR6
han sido identificados como las primeras células en ser infectadas durante la
transmision de VIS 3L, Los linfocitos Th17 CCR6" son altamente permisivos al VIH
193184y contribuyen a la persistencia del virus durante la TAR 371%, Por ello la

importancia de evaluar también la expresion de CCRG6.

La fuerza de la estimulacion de los linfocitos T es un factor importante para la
diferenciacion de Th17. Una estimulacién de baja fuerza conduce a un mayor
porcentaje de linfocitos T productores de IL-17, en comparacion con una
estimulacion de alta fuerza. Estas células productoras de 1L-17 estan caracterizadas
por la expresion de RORyt. Ademas, ha sido reportado que la estimulacion de
linfocitos T CD4* con PMA/lonomicina sin una estimulacion previa con anti-
CD3/CD28, resulta en un bajo porcentaje de células productoras de IL-17. Purvis et
al. (2010) han sugerido que la estimulacion de baja fuerza promueve preferentemente
la expresion de RORyt y la produccion de IL-17 en linfocitos T de memoria . Sin
embargo, Bouguermouth et al. (2009) reportaron que CD28 no modula la expresion
de IL-17 en linfocitos T CD4" de memoria 1%’
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Figura 16. Efecto de diferentes condiciones estimulatorias en la expresion de RORyt. Las células se analizaron mediante
citometria de flujo policromética. En la figura se muestran los efectos de las condiciones estimulatorias en la expresion de
CCR6 (a) y RORyt (a y b).
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CONCLUSIONES

1. Las isoformas RORyt y RORy presentan una expresion diferencial en células
largamente empleadas en el estudio del VIH. Asimismo, dicha expresion varia bajo

diferentes condiciones de estimulacion.

2. Latécnica RT-PCR es un ensayo cuantitativo apropiado para evaluar la expresion
en tiempo real de RORyt y RORy en linfocitos T CD4* de memoria, células Jurkat,

células ACH-2, células TZM-bl, células HT-29, macréfagos y monocitos.

3. Por su parte, RORyt es expresado preferentemente en células Jurkat y linfocitos T
CD4", mientras que RORY es expresado en células TZM-bl y HT-29. El ARNm de
RORyt es inducible mediante anti-CD3/CD28 en linfocitos T CD4", pero no en
células Jurkat ni en células ACH-2. A nivel de proteina, RORyt solo es inducido
por anti-CD3/CD28, pero no por PMA/lonomicina ni IL-2, luego de 24 h de

estimulacion.

4. Laestimulacion del TCR con anti-CD3/CD28 es la mas apropiada para estudiar la
expresion de RORyt, tanto a nivel de ARNm como de proteina, en linfocitos T
CD4*, ya que induce la expresion de esta isoforma. Por el contrario, ninguna de las

estimulaciones evaluadas induce la expresion de RORy.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda continuar con esta linea de investigacion ya que RORyt es el factor
de transcripcion maestro de los linfocitos Th17, los cuales juegan un papel critico en
la infeccion por VIH. RORy también necesita ser evaluado, debido a su similitud
estructural con RORyt.

e Se recomienda evaluar la expresion proteica de RORyt en linfocitos T CD4" luego
de tiempos mayores (48 h'y 72 h) de estimulacién del TCR con anti-CD3/CD28.

e Es importante tomar en cuenta la diferente manera en que las dos isoformas de
RORC se expresan en las lineas y tipos celulares usualmente empleados en el estudio

de la infeccion por VIH.
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