REPOSITORIO

AGADEMICO
USMP

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

UNIDAD DE POSGRADO

FENOTIPAJE Y EXPRESION GENICA DE CELULAS TEN
PACIENTES DIABETICOS Y NO DIABETICOS CON
ENFERMEDAD RENAL CRONICA EN UN CENTRO PRIVADO DE
HEMODIALISIS

TESIS

PARA OPTAR

EL GRADO ACADEMICO DE MAESTRA EN INMUNOLOGIA CON MENCION
EN INFECTOLOGIA Y ENFERMEDADES AUTOINMUNES

PRESENTADA POR

ANA CECILIA GRANDA ALACOTE

ASESOR
JOEL DE LEON DELGADO

LIMA- PERU
2023



EY MG MO
Reconocimiento - No comercial - Sin obra derivada
CC BY-NC-ND
El autor sélo permite que se pueda descargar esta obra y compartirla con otras personas, siempre que

se reconozca su autoria, pero no se puede cambiar de ninguna manera ni se puede utilizar
comercialmente.

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

USMP

UNIVERSIDAD DE
SAN MARTIN DE PORRES

AR ER

It vos

o

S

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

UNIDAD DE POSGRADO

FENOTIPAJE Y EXPRESION GENICA DE CELULAS T EN
PACIENTES DIABETICOS Y NO DIABETICOS CON
ENFERMEDAD RENAL CRONICA EN UN CENTRO PRIVADO
DE HEMODIALISIS

TESIS

PARA OPTAR
EL GRADO ACADEMICO DE MAESTRA EN INMUNOLOGIA CON
MENCION EN INFECTOLOGIA Y ENFERMEDADES
AUTOINMUNES

PRESENTADA POR
ANA CECILIA GRANDA ALACOTE
ASESOR
DR. JOEL DE LEON DELGADO
LIMA, PERU
2023



JURADOS

Presidente: Arturo Pareja Cruz, doctor en Medicina.
Miembro: Edward Valencia Ayala, doctor en Ciencias.

Miembro: Caroline Malamud Kessler, master en Fisiologia y medicina.



A mis padres, por su apoyo constante y mostrarme el camino a la superacion.



AGRADECIMIENTOS

A los asesores de tesis Victor Arrunategui Correa, doctor en ciencias y Joel De
Ledn Delgado, doctor en ciencias bioldgicas, por su gran apoyo en la asesoria y

seguimiento del proyecto.

A César Liendo Liendo, médico cirujano, especialista de Nefrologia, quien me
brindé la oportunidad de desarrollar esta investigacion en el Centro Nefrolégico
S.A. Cenesa.

A Alberto Yuen Moran, Médico cirujano especialista de Hematologia por su
apoyo en el uso de las instalaciones del Laboratorio Médico Alberto Yuen y
Guillermo Rios SCRL. YUENLAB.



INDICE

Pags.
Portada [
Jurado Ii
Dedicatoria iii
Agradecimientos v
indice v
Resumen Vi
Abstract vii
l. INTRODUCCION 1
ll. MARCO TEORICO 6
lIl. METODOLOGIA 26
IV. RESULTADOS 34
V. DISCUSION 41
VI. CONCLUSIONES 48
RECOMENDACIONES 49
FUENTES DE INFORMACION 50
ANEXOS 60



RESUMEN

El objetivo del estudio es comparar, a partir del uso complementario de las
técnicas citometria de flujo y PCR cuantitativo, las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de los linfocitos T de pacientes de Enfermedad Renal Crénica (ERC),
gue padecen o no diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Se seleccionaron pacientes en
hemodialisis por ERC con DM2 (n=11) y sin DM2 (n=11). Se determiné en estos
la frecuencia de los linfocitos T de memoria, las células Treg y la expresion
génica de los factores de transcripcion T-bet, GATA3, RORyT y FoxP3. A partir
de las muestras de sangre, se observo que las células T CD8 virgenes y TCM
tuvieron una frecuencia menor de recuento celular y las células TEM y TEMRA
tenian conteos elevados de células en ambos grupos. Se pudo evidenciar un
incremento estadisticamente significativo en el porcentaje de células Treg CD4+
CD25+ CD127-, en pacientes con ERC y DM2 (5,1 £ 2,6 %) con respecto a los
no diabéticos (2,8 + 3,1 %; p<0,05). Con respecto a la expresion de ARNm no se
observaron diferencias significativas, sin embargo, se evidencié el incremento en
la expresion de T-bet y GATA3, y la disminucion de Foxp3 en la poblacion
evaluada de pacientes renales con y sin DM2. Aunque la proporcion de RORYT/
Foxp3, fue mayor en los pacientes diabéticos, en comparacion con los no
diabéticos, esta diferencia no fue estadisticamente significativa. El incremento
de células T efectoras de memoria y disminucion de células T virgenes y Treg
se ha asociado a un estado inflamatorio en los pacientes con ERC cony sin DM2.
El estudio evidencié que la citometria de flujo y gPCR en tiempo real son
herramientas poderosas para descubrir e implementar biomarcadores que sirven
para integrar el mecanismo biolégico con la respuesta clinica y la progresion de
la enfermedad.

Palabras clave: Enfermedad renal crénica, citometria de flujo, gPCR en tiempo

real, diabetes mellitus tipo 2, células T, factores de transcripcién.
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ABSTRACT

The objective of the study is to compare, based on the complementary use of
flow cytometry and quantitative PCR techniques, phenotypic and genotypic
characteristics of T lymphocytes isolated from Chronic Kidney Disease (CKD)
patients, with or without type 2 diabetes mellitus (DM2). The frequency of memory
T lymphocytes, Treg cells and the expression of the transcription factors T-bet,
GATAS3, RORyYT and FoxP3 (n=11) were determined. Blood samples obtained
before dialysis indicate that naive CD8+ T cells and TCM had lower cell count
frequencies and TEM and TEMRA cells had elevated cell counts in both groups.
It was detected a statistically significant increase in the percentage of CD4+
CD25+ CD127- Treg cells in patients with CKD and DM2 (5.1 + 2.6%) compared
to non-diabetics (2.8 = 3.1%; p<0.05). Regarding mRNA expression, no
significant differences were observed; however, there was evidence of an
increase in the expression of T-bet and GATAS, and a decrease in Foxp3 in the
evaluated population of renal patients with and without DM2. Although the ratio
of RORYT/Foxp3 was higher in diabetic patients compared to non-diabetics, this
difference was not statistically significant. The increase in memory effector T cells
and the decrease in naive T cells and Tregs has been associated with an
inflammatory state in CKD patients with and without DM2. Flow cytometry and
real-time gPCR are powerful tools to discover and implement biomarkers allowing
to integrate the biological mechanism with clinical response and disease

progression.

Keywords: Chronic kidney disease, flow cytometry, real-time qPCR, type 2

diabetes mellitus, T cells, transcription factors.
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l. INTRODUCCION

Se estima que en el mundo se producen mas de un millén de muertes a causa
de la enfermedad renal crénica (ERC), la cual afecta aproximadamente a un
séptimo de la poblacion adulta (1,2). Los enfermos renales pueden presentar
diferentes comorbilidades, y una de las mas prevalentes es la diabetes mellitus
tipo 2 (DM2). Esto conlleva a una serie de complicaciones adicionales como
retinopatia, enfermedades cardiovasculares y amputacion de miembros

inferiores (3).

La prevalencia de la DM2 representa entre el 7,2 y el 11,3 % de la poblacion
mundial (4). Esta enfermedad es un gran reto para la salud publica. Sus
complicaciones son la principal causa de muerte, incrementando el costo del
tratamiento hasta en un 80 % (5), lo cual representa una carga econdémica para

los sistemas de salud (6).

La pérdida de la funcién renal no presenta sintomas en la etapa inicial. Por ello,
es muy importante validar el apoyo diagndstico de tecnologias como la citometria
de flujo y biologia molecular para estudio de marcadores biologicos, lo cual
podria reducir el tiempo para su deteccion, estratificar riesgos asociados, como
las complicaciones que incrementan la tasa de mortalidad (7, 8), o que impliquen

terapia de sustitucion por dialisis o un trasplante de rifion (9).

El sistema inmune tiene un rol importante en el progreso de diversas
enfermedades, por lo que no es ajeno que los pacientes renales tengan una
respuesta alterada de ciertas moléculas y células. Por un lado, las células T
desempefian un rol fundamental en la regulacién vy respuesta citotoxica, en
consecuencia, se han desarrollado estudios en diferentes enfermedades como
tumores solidos, leucemias, desequilibrios autoinmunes vy trastornos
metabdlicos. (10, 11, 12, 13, 14) La diversidad de las células T auxiliares es muy
diversa y pueden proliferar a Thl, Th2, Thl7 y Treg mediante la expresion de
factores de transcripcion maestros T-bet, GATA3, RORyT y FoxP3, los cuales
juegan un papel importante en los equilibrios Th1l/Th2 y Thl7/Treg de la
patogénesis (15)



La investigacion respecto a las células T y los factores de transcripcion maestros
que regulan las células T auxiliadoras es escasa en la comparacion de pacientes
con ERC con y sin DM2. A la fecha, se conoce que los pacientes con DM2 y
complicaciones cardiovasculares, pre<entan un aumento en la proporcion de
células T de memoria efectora (TEM, uc: uiylés T efector memory), sugiriendo a
esta poblacion celular como biomarcador prondéstico (16). Por otro lado, se
observo que el incremento en el porcentaje de linfocitos Treg esté relacionado a
la progresion de la ERC (17). Los estudios relacionados a la medicion de los
factores de transcripcion de las células T auxiliares por PCR en tiempo real son

escasos aun, siendo mejor estudiados en otras patologias como cancer (18).

Aunque se han realizado investigaciones, con técnicas como citometria de flujo
y citoquinas, para caracterizar las subpoblaciones de linfocitos Th, este trabajo
pretende realizar una cuantificacion relativa de la expresion de los reguladores
maestros por la técnica de PCR en tiempo real para complementar la
caracterizacion de las células Th y determinar la frecuencia de los linfocitos T de
memoria y Treg mediante el disefio de un panel por citometria de flujo con la
finalidad de aportar al conocimiento de las técnicas como citometria de flujo entre
pacientes que se encuentran en HD por ERC, con y sin DM2. Lo anterior,
respalda la relevancia de describir nuevos inmunomarcadores con valor
prondstico-predictivo para la identificacién de comorbilidades o complicaciones
de la ERC, que permitan disminuir la tasa de mortalidad de los pacientes con
DM2. Obtener esta informacion nos permitirA conocer la influencia de la

respuesta inmunoldgica y el papel de las células T en pacientes con ERC.
1.1Formulacion del problema

¢El uso complementario de las técnicas citometria de flujo y PCR cuantitativo
permite caracterizar el fenotipo y la expresién genética de los reguladores

maestros de linfocitos T de pacientes de ERC, que padecen o no DM2?
1.2 Objetivos de la investigacion
1.2.1 Objetivo general

Comparar, a partir del uso complementario de las técnicas citometria de flujo y

PCR cuantitativo, las caracteristicas fenotipicas y expresiéon genética de los



reguladores maestros de los linfocitos T de pacientes de ERC, que padecen o
no DM2.

1.2.2 Objetivos especificos

Comparar las caracteristicas demograficas, la etiologia de la ERC y el tiempo de

HD, de los pacientes incluidos en el estudio.

Utilizar la citometria de flujo para determinar la frecuencia de los linfocitos T
CD4+y T CD8+ de memoria, y los linfocitos T reguladores, en pacientes de ERC,

con o sin DM2.

Determinar, a través de la técnica PCR cuantitativo, la expresion génica relativa
de los factores de transcripcion T-bet, GATA3, RORyT y FoxP3 en pacientes de
ERC, con y sin DM2

1.3 Justificaciéon de la investigacion
1.3.1 Importancia

La ERC es una causa de mortalidad en pacientes con DM2 que requiere
tratamiento sustitutivo renal en su estadio terminal (19). Siendo méas prevalente
principalmente por el aumento de la DM2 asociada con la obesidad (20).
Aproximadamente 500 millones de personas estan afectadas por DM2 en todo
el mundo y se espera que este nimero aumente a 693 millones para 2045, donde
el 30-40 % de los pacientes con DM2 desarrollaran ERC en alguna etapa de su
vida. (21)

La principal estrategia terapéutica contra el desarrollo de la ERC sigue estando
dirigida a optimizar el control de los principales factores de riesgo, como la
hipertension, la hiperglucemia y la dislipidemia (22). Sin embargo, estudios
recientes indican la importancia de determinar la relacion de la proteinuria y
citoquinas inflamatorias, como IL6, y TNFa que contribuyen con la hipertrofia
renal (20, 22). En este sentido, las células T de memoria, T reguladoras y
moléculas del sistema inmunolégico como los factores de transcripcion T-bet,
GATAS3, RORyT y FoxP3 tienen un papel fundamental en la regulacion de
respuesta inmune y la patogenia en la ERC y la DM2 (23,24). La mayoria de las

investigaciones se han enfocado en describir a pacientes con DM2 con



comorbilidades cardiovasculares y tuberculosis, 0 comparar a los pacientes con
ERC con individuos sanos (17, 25, 26, 27). Por lo que, los mecanismos
asociados a la progresion de la lesion renal no estan del todo claro en pacientes
no diabéticos y diabéticos, siendo esta Ultima una patogenia multifactorial que
presenta diversas complicaciones adicionales que pueden complicar el

tratamiento (25).

Este trabajo, pretende comparar la frecuencia de células T de memoria, T
reguladoras mediante el disefio de paneles de citometria de flujo y la expresion
de factores de transcripcion maestros de células T auxiliares por PCR en tiempo
real utilizando Syber green. Estos conocimientos nos permitirAn contribuir al
conocimiento actual, ya que se conoce muy poco de la frecuencia de poblaciones
celulares T de memoria y Treg en pacientes con ERC, y asi mismo conocer si
existe un impacto de la DM2 como comorbilidad de la ERC. En cuanto al uso de
la PCR en tiempo real para determinar la expresion génica de los reguladores
maestros T-bet, GATA3, RORyT y FoxP3, se desarrollard un protocolo con el
uso de Syber green para la cuantificacion relativa de estas células, ya que a
menudo para determinar esto se usan técnicas como citometria y medicion de
citoquinas. Esto nos permitird conocer una nueva de forma de medir la frecuencia
y el ratio de las células Th1/Th2 y Th17/Treg en los pacientes con ERC que
podria servir como marcador biolégico de la enfermedad y hacer uso de estos
conocimientos para que en futuro puedan servir en la aplicacion de
inmunoterapia con la finalidad de mantener el equilibrio de estas poblaciones

celulares.
1.3.2 Viabilidad

Este proyecto de investigacion ha contado con los recursos humanos, materiales
y financieros que hacen viable su ejecucion. Adicionalmente, se contd con la
autorizacion formal del Director Médico del Centro Nefrolégico S.A (Cenesa) para
acceder a los registros, entrevistas para la obtencion de los consentimientos
informados y toma de muestras sanguineas de los pacientes del centro, que
fueron incluidos en este estudio. La experiencia del investigador ha permitido

desarrollar la tecnologia empleada para el procesamiento de las muestras.

1.4 Limitaciones de estudio



En esta investigacion el universo poblacional se limita a los pacientes que
reciben tratamiento de HD en el Centro Nefrologico S.A (Cenesa), lo que nos
conduce a un tamafio muestral limitado. Ademas, el disefio experimental
propuesto no considera realizar el seguimiento a los pacientes, lo cual limita la
posibilidad de relacionar la informacion generada de las técnicas citometria de

flujo y PCR cuantitativo con el curso de la enfermedad.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

En un estudio de tipo cuantitativo y disefio descriptivo, donde se incluyeron 25
pacientes con ND y 23 sujetos no diabéticos como grupo control y ademas se
excluyeron a personas con infecciones, enfermedades autoinmunes y dialisis.
Se determiné por citometria de flujo el fenotipo y la funcién de las células Treg
CD3+, CD4+, CD25hi, y FOXP3+, creatinina, nitrégeno ureico en sangre,
albumina sérica, proteinuria, la exclusion de sedimentos activos y la tasa de
filtracion glomerular estimada (eGFR). Solo dos pacientes con ND tenian un
recuento absoluto de células Treg estadisticamente mas alto que el control, sin
embargo, no hubo una asociacion estadisticamente significativa entre las
variables Treg, la duracién de la DM y la proteinuria, y el analisis multivariado
mostro que el recuento de Treg era un predictor independiente de eGFR con una
significacién estadistica limite. Se recomendd la necesidad de probar la
expresion de otros tipos de células T como Thl, Th2 y Thl7 y los niveles de
citocinas como el interferén y (IFN- y), el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) IL-
2, IL-6, IL-4, IL-10 y IL-17 (17).

En el afio 2018 se desarrolld una investigacion de tipo cuantitativo y disefio
descriptivo, que incluyé como poblacion de 198 diabéticos separados en grupos
DM2 con o sin enfermedad cardiovascular (ECV), casos de ECV sin DM2 y
controles sanos. La investigacion determiné por citometria de flujo la asociacion
de linfocitos Tregs circulantes CD25 +FoxP3 + y CD1279™ [infocitos T virgenes
(T naive) CD4 + CD45R0O — CD62L +, linfocitos efectores de memoria (TEM)
CD4 + CD45RO+ CDG62L- y linfocitos T de memoria central (TCM) CD4 +
CD45RO + CD62L +. Se observo que el grupo con DM2 tenia porcentajes
elevados de células TEM, TCM, mientras que la frecuencia de las células
T virgenes se redujo. La proporcion de células TEM aumento en los sujetos con

DM2 con enfermedad cardiovascular, mientras que no se observaron diferencias



en las Tregs entre estos dos grupos. Se concluy6 que las células TEM podrian
ser un biomarcador celular para la enfermedad cardiovascular en sujetos con
DM2 (16).

En este mismo afio, se ejecutd una investigacion de tipo cualitativo y disefio
descriptivo, que incluyd como poblacion 51 individuos recién diagnosticados con
DM2 y 55 controlados. La investigacion determind las relaciones entre Treg,
resistencia a insulina (RI), contenido de lipidos en la sangre y citoquinas.
Ademas, se investigo la frecuencia de Treg CD4+CD25+Foxp3+ por citometria
de flujo, asi como los niveles de expresion de IL-10 y TGF-B. El porcentaje de
Treg, IL-10 y TGF—B en el grupo de DM2 fue menor que en el grupo control. Los
niveles de IL-10 y TGF—[3, fueron menores en el grupo de obesos. El porcentaje
de Treg se correlacioné negativamente con la Rl y positivamente con TGF-B. El
trabajo concluyé que, la expresion de Treg representa un importante mediador
en el entorno proinflamatorio que puede mejorar la Rl en pacientes obesos con
DM2 (25).

En otro estudio de tipo cuantitativo y disefio experimental, donde se incluyeron
113 pacientes con DM2 y 28 sujetos normales, se determiné el efecto del
tratamiento con insulina en células T en recién diagnosticados con DM2. Se
observé que las proporciones de Thl y Th2 aumentaron, mientras que la
poblacion Treg disminuy6é en el grupo de DM2 por citometria de flujo. La
proporcion Th1l/Th2 se correlaciond positivamente con hemoglobina glicosilada
y negativamente con el colesterol de lipoproteinas de alta densidad. Después del
tratamiento con insulina, la proporcién de células Th1/Th2 disminuyo y las células
Treg aumentaron. Este trabajo concluyd, que el tratamiento de insulina a corto
plazo podria modular las subpoblaciones de células T circulantes en pacientes
con DM2, y por lo tanto aliviar las respuestas inflamatorias causadas por la

hiperglucemia (26).

También, en el 2018, se efectud una investigacion de tipo cualitativo y disefio
descriptivo, que incluyé como poblacion de estudio 46 pacientes con tuberculosis
con y sin DM2. La investigacidon evaluo las células inmunitarias de estos dos
grupos. Se midieron los subconjuntos de células Th, TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-
6, IL-10, IL-17a, perforina y Granzima B. Se encontré que los porcentajes mas

altos de Th2 y Thl7, estaban presentes en pacientes con DM2 como
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comorbilidad, las células T citotoxicas (Tc) disminuyeron en comparacion del
grupo con tuberculosis sin DM2. El trabajo concluyé que la DM2 tiene un impacto
en la regulacién de la inmunidad contra la tuberculosis al aumentar Th2 y Th17
(27).

Un estudio de tipo cuantitativo comparativo y disefio descriptivo, en el 2018,
incluyé a 19 participantes con DM2 y 21 sin diabetes. La investigacion determino
por citometria de flujo la fluctuacién de células T CD4+, CD8+ y Treg, después
de la prueba de tolerancia a la glucosa. Se observd que después de la prueba
de tolerancia a la glucosa, la proporcion de CD8+ se redujo significativamente,
mientras que CD4+ aument6 después de 120 minutos de cargar la glucosa, las
células Treg no se afectaron. La investigacion concluyé que la glucosa afecta el
equilibrio de las células T en circulacion independientemente de la tolerancia a

glucosa (28).

En 2018 se realizé una investigacion de tipo cualitativo y disefio descriptivo, que
incluyd 19 pacientes con DM2 y controles sanos. La investigacion determind la
medicion de células Treg CD4+CD25+CD45RA+ y la IL-2, medidas por
citometria de flujo, ELISA y Foxp3 por PCR en tiempo real. Se observé la
supresion de células Treg CD4+CD25+CD45RA+ en el grupo con DM2. La
fosforilacion de STATS5 se redujo significativamente en células CD4+, los niveles
de Foxp3 se redujeron en Treg. El trabajo concluyd que el efecto inmuno
regulador en DM2 son causados por células Treg, que involucra la via de
sefalizacion IL2 y STATS5, sin embargo, se necesitan estudios adicionales para
definir mejor la disfuncion de Treg en DM2 y correlaciones con el cuadro clinico
(29).

En 2017, se divulgd una investigacion de tipo descriptivo y disefio experimental,
que incluyé a 20 individuos con tuberculosis latente con prediabetes y sin
prediabetes. La investigacion determind por citometria de flujo el papel de las
citocinas de las células T CD4+ y CD8+ en tuberculosis latente con prediabetes.
Se observo que existe una disminucion de frecuencia de células CD4 + Thly
Th17; los subtipos de las células citotoxicas CD8+: Tcl, Tc2 y Tcl7, al inicio y
después de la estimulacion micobacteriana en pacientes con tuberculosis y
prediabetes. Se concluyo que la prediabetes se caracteriza por la disminucion
de frecuencias Th1l/Tcly Th17/Tcl7 especificas del antigeno, lo que indica que
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la prediabetes esta asociada con alteraciones de la respuesta inmune latente
asociada a células T CD4+ y CD8+ (30).

El afio 2016, se realizd una investigacion de tipo cuantitativo, meta analisis y
disefio descriptivo, que incluyo la revision de 91 articulos de 5642 casos y 7378
controles. La investigacion determiné los cambios de las células Treg, IL6, IL10,
TGF-By TNFa, en pacientes con DM2 y en individuos sanos. Se observo que los
pacientes tenian valores séricos elevados de IL6, TGF-B y TNFa, los porcentajes
de Treg e IL-10 disminuyeron, y a su vez estos valores fueron menores en
pacientes con complicaciones, los porcentajes de IL17 y Treg no fueron
significativo para los diabéticos. El trabajo concluy6 que los pacientes con DM2
disminuyen el porcentaje de Treg periférico y niveles de IL-10, mientras que se
elevan los niveles de IL6, TGF-B y TNF-a. Las complicaciones de la diabetes

influyen en la disminucién del nimero de Treg (31).

En el 2015, a partir de un trabajo de tipo cuantitativo y de disefio descriptivo, se
estudiaron 20 pacientes con cancer de higado y 20 controles. Se midieron los
niveles de expresion de los factores de transcripcion por RT-PCR en tiempo real
para Treg, T-bet, GATA-3, RORyT y Foxp3 por PCR en sangre periférica. Se
determind que los niveles de T-bet disminuyeron, mientras que el nivel de ARNm
de Gata-3 se incrementd. Por lo tanto, la relacion T-bet/GATA-3 se redujo
significativamente. Mientras que RORyt y Foxp3, aumentaron significativamente
en el grupo con hepato carcinoma, lo que concluye la existencia de un fenbmeno

predominantemente Th17 y Treg (32).

En el afio 2014, se report6 un trabajo de tipo cuantitativo y disefio analitico, que
incluyé como poblacion de 93 individuos con DM2. La investigacion midié el
paradigma de Th1/Th2/ Th17/Treg por citometria de flujo, niveles séricos de las
citoquinas por ELISA y creatinina. Concluyeron que
el paradigma Th1/Th2/Th17/Treg esta orientado a las células Thl y Thl7 y se
correlaciona de forma positiva con creatinina en orina. Los niveles séricos de IL-
6, IL-17, IFN-y, TNF-q, IL- 2 e IL-10 aumentaron en los pacientes con ND. El
trabajo concluyé que el paradigma Th1/Th2/Th17/Treg contribuye a la activaciéon

inmunitaria, la inflamacién, al desarrollo y progresion de ND (33).



Ese mismo afio en el 2014, una investigacion de tipo cualitativo y disefio
descriptivo incluyé como poblacion de 60 pacientes con DM2, 23 con
enfermedad de arterias coronarias, 21 con comorbilidad y 61 sanos. La
investigacion determind la expresion de citoquinas IL-2, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-5,
e IL-13 con un multiplex de perlas de citoquinas, indice de masa y parametros
bioquimicos. Se observo en los individuos con DM2, un perfil mixto de Thly Th2,
los enfermos de arterias coronarias mostraron un perfil Thl y supresion de Th2,
mientras los sujetos con comorbilidad presentaron perfil Thl y con supresién de
Th2. El trabajo concluyd que la transicion de DM2 a enfermedad coronaria esta

asociado a una baja regulacion de Th2 y aumento de la respuesta Thl (34).

También en el 2014 se efectu6 un estudio de tipo cualitativo y disefio descriptivo,
que incluyé 4 pacientes con DM1, 5 con DM2 y 9 controles. La investigacion
determind la expresion de genes inflamatorios inducidos por glucosa en linfocitos
para identificar los factores de transcripcion involucradas en las vias de
sefalizacion de diabéticos y controles normales. Se observo que los resultados
de Real Time-gPCR y RT-PCR relativo sugirieron activacion de IL17 e IL 6 por
el tratamiento de glucosa. El trabajo concluy6 que la IL17 e IL 6 inducida por
glucosa es clave en la activacién de linfocitos y la adherencia en las células
endoteliales promoviendo las complicaciones diabéticas como la ateroesclerosis
(35).

En el 2012, se ejecutd una investigacion de tipo cuantitativo y disefio descriptivo,
gue incluyé como poblacion de estudio 181 individuos con DM2 y 117 controles
del hospital general de china. Se determin6 por citometria de flujo la relacién
entre las células Treg CD4+CD25" y los subgrupos pro inflamatorios Th17 y Thl
en los diabéticos con trastornos metabdlicos y complicaciones. Se observo que
disminuyo las proporciones de Treg/Th17 y Treg/Thl en pacientes con DM2. La
proporcion de Bcl-2/Bax disminuyd en células Treg en el grupo de DM2 con
complicaciones micro cardiovasculares comparado con los que tenian
complicaciones macro cardiovasculares, aumentando la muerte celular. Las Treg
se correlacionan significativamente con la IL6, mientras que las células IL17 se
relacionan negativamente con lipoproteinas de alta densidad. El trabajo concluy6

que la polarizacion de las células T en pacientes diabéticos esta modulada por

10



HDL. Estos hallazgos abrieron explicaciones de que las células inmunes pueden

tener impacto en la prevencién y tratamiento (36).

En el propio afio 2012, se llevo a cabo un trabajo de tipo cualitativo y disefio
descriptivo, que incluyé como poblacion de estudio 29 pacientes con DM2 y 30
controles normales. La investigacion determiné las concentraciones de IFN, IL-
1B, IL- 2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12 p70, IL-13, IL-17A, IL-22 y TNF e I1L22,
por citometria de flujo e inmunoensayos. Se encontr6 que los niveles séricos de
IL22 fueron més bajos en pacientes diabéticos que en los pacientes normales.
La IL22 se correlaciond positivamente con la duracion de la enfermedad. El
trabajo concluyé que las células Th22 tienen un posible rol en la retinopatia
diabética, especialmente en la etapa proliferativa, esta molécula puede ser un
importante objetivo para el desarrollo de farmacos (37).

En el 2011, se realizd una investigacion de tipo cuantitativo-analitico y disefio
experimental, se incluyé como poblacion de estudios 79 individuos obesos
sometidos a cirugia para perder grasa y modelos murinos. Se caracterizo el rol
de las células Treg infiltradas en la resistencia a la insulina en tejido adiposo. Se
observo que la resistencia a insulina mediante la medicion de recuentos celulares
por citometria de flujo disminuyo la proliferacion de Treg naturales, y el aumento
de Treg adaptativas en el tejido adiposo en comparacién con los controles. La
deplecion de Treg con un anticuerpo anti-CD25 mejord la resistencia a la
insulina. La deplecién de Treg en un modelo experimental en ratones incremento
los signos de ND, y por el contrario la transferencia adoptiva de Tregs
CD4+FoxP3+ mejoré la sensibilidad a la insulina y la ND, como consecuencia se
encontré una mayor expresion de ARNm Foxp3. El trabajo concluyé que las Treg
tienen un valor terapéutico potencial para mejorar la resistencia a la insulina y al

dafio al rifién al limitar el entorno proinflamatorio (38).

El afio 2009, se ejecutd un trabajo de tipo cualitativo y disefio descriptivo, que
incluyé como poblacion de estudio 60 pacientes con DM2 y 15 individuos
normales. La investigacion determind la expresion de Treg CD4+CD25+
Foxp3+ en pacientes con ND por citometria de flujo. No se encontraron
diferencias significativas entre los grupos de DM2 y controles, se observo una
disminucion de expresion de Treg en los pacientes con microalbuminuria y macro

albuminuria. Se observd correlacion inversa entre la progresion de la
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enfermedad, expresion de células Treg y entre la excrecion de albumina y
expresion de células Treg. El trabajo concluyé que las células Treg pueden

desempefiar un rol importante en la aparicién y el desarrollo de la ND (39).

En el afio 2006, se elabord un estudio de tipo cuantitativo y disefio descriptivo,
qgue incluyé como poblacion de estudios 21 pacientes con enfermedad renal
terminal en HD con toma de muestras pre y post dialisis. La investigacion
determind los porcentajes subpoblaciones de linfocitos T por citometria de flujo,
donde se identificaron células virgenes, TCM, TEM y TEMRA, adicionalmente se
midio la apoptosis de las células T. El recuento total de leucocitos, granulocitos
y monocitos fueron significativamente mayores en los enfermos renal terminal en
comparacién el grupo de control. Asi mismo, Estos mostraron una marcada
reduccion de los subconjuntos de células T virgenes, las TCM se redujeron y los
subconjuntos TEM (TEM y TEMRA) no fueron significativamente diferentes. El
trabajo concluy6 que los pacientes con enfermedad renal terminal exhiben una
marcada reduccién de los subconjuntos de células T virgenes y TCM asociado

a la apoptosis de estas células (40).
2.2 Bases teodricas
2.2.1. Diabetes mellitus

Es un desorden metabdlico caracterizado por la presencia de hiperglucemia
cronica, acomparfada por el deterioro del metabolismo de lipidos, y carbohidratos
por defectos de la secrecion de la insulina (41). Durante la diabetes mellitus, la
glucemia se eleva a valores anormales hasta alcanzar concentraciones nocivas
para los sistemas fisiolégicos, provocando dafio en el tejido nervioso
(neuropatias), alteraciones en la retina (retinopatia), el rifion (nefropatia) y en
practicamente el organismo completo, con un prondstico letal si no se controla
(42). El desarrollo de la enfermedad esta determinado por diferentes procesos
fisiopatoldgicos, por la destruccion autoinmune de las células beta que conduce

a un déficit de insulina o por una resistencia a la accion de la insulina (43).
2.2.2. Clasificacion de la diabetes
Diabetes mellitus tipo 1

La DM1 es una enfermedad autoinmune causada por la destruccion inmune de

las células 3 de los islotes. La DM1 puede afectar a personas de cualquier edad,
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pero se diagnostica preferentemente en nifios, adolescentes y adultos jovenes.
El sistema inmunitario ataca las células B, lo que conduce a una deficiencia de
la secrecion de insulina. La inyeccion de insulina es la solucion mas comun y
efectiva para mantener el nivel de glucosa en sangre para pacientes con DM1
(44).

Diabetes mellitus tipo 2

Es un trastorno metabdlico, caracterizado por un nivel elevado de glucosa en
sangre y una accion de insulina atenuada. Afecta principalmente a personas con
sobrepeso mayor de 40 afos, que puede atribuirse a factores genéticos,
ambientales y de estilo de vida (45). La DM2 es una enfermedad crénica de
evolucion lenta y puede conducir a complicaciones micro o0 macro vasculares en

los pacientes (46).
Diabetes gestacional

Esta enfermedad es una complicacion médica mas comun del embarazo, y es
detectada por primera vez durante el embarazo, y conlleva un riesgo importante
de desarrollar DM2 para la madre y el feto (47). El embarazo se asocia con
resistencia a la insulina e hiperinsulinemia que pueden predisponer a algunas
mujeres a desarrollar diabetes por el aumento de estrogenos, progesterona y
cortisol. Las hormonas y adipocitos secretadas por la placenta, incluido el factor
de necrosis tumoral, el lactégeno placentario humano y la hormona del
crecimiento placentario humano son posibles causas de resistencia a insulina
(48).

2.2.3 Complicaciones de la diabetes mellitus tipo 2

Las afecciones adicionales, se dan por la produccién de glucosilacion avanzada,
la creacion de un microambiente proinflamatorio y la induccion de estrés
oxidativo, que estimula la inflamacion crénica y la hipertrofia glomerular (49).
Estas complicaciones se han divido en macro vasculares como enfermedades
cardiovasculares y microvasculares como: complicaciones que afectan el rifion,
la retina y el sistema nervioso. Los pacientes con diabetes mellitus de paises en
desarrollo tienen un riesgo mayor de desarrollar complicaciones renales y
accidente cerebrovascular en comparaciéon a los pacientes de paises

desarrollados (50).
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Enfermedad renal crénica

La enfermedad renal, se caracteriza por la presencia de albumina en la orina,
asociado con el deterioro del endotelio glomerular, que conduce a una elevacién
de la filtracion de proteinas en la orina. La tasa de filtracion glomerular (TFG)
puede ser estimada usando la formula del estudio “Modification of Diet in Renal
Disease” (MDRD) la cual nos permitira clasificar a la enfermedad renal cronica
(51). La enfermedad renal crénica (ERC) es una de las complicaciones
microvasculares que afecta al 40 % de pacientes diabéticos (52).
Aproximadamente el 10 % de las muertes en personas con DM2 son atribuibles

a insuficiencia renal (50).
2.2.4 Linfocitos T

Los linfocitos T son células del sistema inmune adaptativo que maduran en el
timo a partir de progenitores linfoides comunes provenientes de la médula 6sea.
Las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ salen del timo y migran hacia

los 6rganos linfoides secundarios (53).
2.2.4.1 Subpoblaciones de linfocitos T
Linfocitos T virgenes

Las células T virgenes o naive, son células que han superado la seleccion en el
timo, pero no han tenido contacto con el antigeno. Estos linfocitos expresan
CD45RA, asi como la molécula de adhesion CD62L y el receptor de quimiocinas
CCRY7 (54).

Linfocitos T de memoria

Los linfocitos T CD4+ y CD8+ memoria son heterogéneos y pueden subdividirse
en subgrupos. Los linfocitos T memoria centrales (TCM), con fenotipo:
CD45R0O+ CD62L+ CCR7+ expresan el receptor para quimiocina CCR7 y la
molécula de adhesion selectina L, se alojan en los ganglios linfaticos y producen
respuesta proliferativa rapida. Los linfocitos T memoria efectores (TEM) con
fenotipo: CD45R0O+CD62L-CCR7-, no expresan CCR7 ni la selectina L, y se
alojan en las zonas periféricas, ante el estimulo antigénico, los linfocitos T
memoria efectores producen citocinas efectoras como el IFN-y se convierten

rapidamente en citotdxicos, el fenotipo CCR7-CD45RA+ (TEMRA), en general
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son células efectoras diferenciadas terminalmente apoyadas por baja secrecion
de IL-2 y alta de IFNy (53, 55).

Linfocitos T reguladores y T auxiliadores (Th)

Las células T CD4+ se dividen en dos linajes distintos: células Treg y células Th
(56). Las células Th convencionales participan en la regulacion de la inmunidad
al modular la actividad de las células T citotoxicas CD8+, células B y macrofagos
(57). Las células Th cooperan con las células B en diferentes etapas, como:
proliferacion, supervivencia, diferenciacion de células plasmaticas,
hipermutacion somatica, cambio de clase, recombinacion, adhesion y atraccion
(58).

La identificacion de las células Treg sigue siendo problematica. Actualmente se
utilizan diversos marcadores como: CD25, CTLA-4, GITR, LAG-3, CD127 y el
factor de transcripcion Foxp3 (56). Las células Treg son un componente esencial
de la respuesta inmune celular, ocupan un papel clave en el mantenimiento de
la tolerancia inmunolégica y presentan un objetivo terapéutico atractivo en una

variedad de inmunopatologias (59).
2.2.4.2 Factores de transcripcion maestros en los linfocitos Th

Las células T CD4+ se clasifican en 4 subtipos principales: Thl, Th2, Thl7 y
Treg (60). Cada uno de estos subtipos de linfocitos T, expresan factores de
transcripcion maestros que regulan la actividad de estas células de manera
global (61). Estos factores de transcripcidon son criticos para la diferenciacion de
células Thy la produccion de citoquinas. Se requiere al menos un par de factores
de transcripcién para cada subpoblacion, uno que participa en la transduccién
de la sefal hacia el nacleo (del tipo STAT) y uno que participa en la transcripcién
de los genes especificos de cada subpoblacién. Los pares de factores de
transcripcion esenciales de los linajes Th son: T-bet/STAT4 (Thl), GATA-
3/STAT6 (Th2), RORYt/STAT3 (Th17) y Foxp3/STATS (Treg inducibles), siendo
los reguladores maestros T-bet, Gata-3, RoryT y Foxp3; y STAT4, STATSE,
STAT3 y STAT6 activadores de los anteriores (62,63).

T-bet

T-bet es un factor de transcripcion critico para la diferenciacién de células Thl

(62) T-bet es un miembro de la familia T box (64) que actia como un potente
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regulador de la expresion del gen IFNy (65). La expresion de T-bet estd mediada
por la IL-12 y el activador de transcripcion 4 (STAT4) (66). T-bet es responsable
de la programacion genética para el inicio del desarrollo del linaje Thl a partir de
células Th virgenes y actua tanto, iniciando la programacion genética de Thl

como represion de las Th2 (65).
GATA3

El factor de transcripcion GATA3 desempefia un papel esencial en el desarrollo
y la diferenciaciéon celular de las células Th2. (62). La transduccion de GATA3
esta mediada por la sefalizacion IL-4 y el activador de transcripcion 6 (STAT6)
(67). Los miembros de la familia GATA se unen a una secuencia de consenso
(A/IT) GATA (A/G) en los promotores de genes para activar directamente o

reprimir la expresion de genes diana (68).

GATAl y GATA2 se expresan principalmente en células hematopoyéticas,
mientras que GATA4, GATAS y GATAG se expresan en tejidos como el corazon,
el higado y los intestinos. GATA3 estd presente tanto en tejidos

hematopoyéticos, rifidn, piel y glandula mamaria (69, 70, 71).
Foxp3

FOXP3 pertenece a la familia del factor de transcripcion del forkhead, implicado
en la regulacion, activacion y diferenciacion de las células T (72). La transduccion
de FOXP3 es mediada por IL2 y STATS5 (73).

La familia de FOXP3 incluye: 1) FOXP1 (gen supresor de tumores, esta asociado
a trastornos linfoproliferativos, y otros tipos de cancer como: pulmén, mama y
estdmago); 2) FOXP2 (asociada a trastornos cognitivos neuronales); 3) FOXP3
(gen relacionado a la expresién de células reguladoras CD4+CD25+); 4) FOXP4

(asociado al desarrollo de la corteza cerebral) (74).
RORyt

La transduccion de RORyt esta mediada por STATS3, tiene la funcién de regular
el desarrollo de las células Th1l7. La subfamilia ROR tiene tres homologos en
mamiferos: RORa, RORB y RORYy. Entre estos, ROR no se expresa en células

inmunes, pero la expresion de RORa es alta en las células Th17. La inhibicion
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de RORVyt es suficiente para bloquear completamente la diferenciacion de células
Th1l7 (75)

A diferencia de RORyt, que se expresa unicamente en células de linaje linfoide
del sistema inmune, RORy se expresa a bajos niveles en la mayoria de los

tejidos, incluyendo el cerebro, el higado, el musculo y los tejidos adiposos (76).

2.2.5. Citometria de flujo

En las ultimas décadas la citometria de flujo ha cambiado mucho, desde la
medicion de un solo parametro de fluorescencia a fines de la década de 1960
(77) a citdmetros de flujo multilaser que tienen cinco laseres, lo cual permite la

deteccion exitosa de hasta 28 parametros fluorescentes (78).

Esta tecnologia es utilizada para realizar mediciones en células completas, asi
como en constituyentes celulares preparados, como nucleos y organulos,
permite analizar y cuantificar de manera simultanea multiples caracteristicas
celulares (79). La citometria de flujo nos permite diagnosticar, caracterizar las
etapas de la enfermedad, detectar cambios asociados con la enfermedad o las
terapias (80), seguimiento de la recuperacion inmune tras el trasplante de
médula Osea, en la identificacion precoz del rechazo en pacientes que han

recibido un trasplante alogénico (81)

Un citometro de flujo se encuentra compuesto por tres principales sistemas: el

de fluidos, el 6ptico, y el electronico (Figura. 1).

Sistema de fluidos: su funcion es alinear y transportar las células dentro de una
camara de flujo hacia el haz de luz, la cual tiene una propiedad hidrodinamica,
de inyeccion de la muestra en el centro de una corriente de fluido de agua o un
buffer de fosfatos, las células se alinean en fila y el haz de luz incide sobre una
célula a la vez (82).

Sistema O6ptico: estd compuesto por laseres vy filtros, que se encargan de
iluminar a las células y dirigir las sefiales resultantes hacia los detectores
apropiados. Cada particula se analiza para determinar la dispersion de la luz
visible en dos direcciones diferentes, la direccion hacia adelante (Fresh Scatter
o FSC) que puede indicar el tamafio relativo de la célula y a 90° (Side Scatter o

SSC) que indica la complejidad interna o granularidad de la célula. (83) Las
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células, al ser incididas por el laser, tendran la capacidad de dispersar la luz de
acuerdo con su tamafio y su granularidad. Los laseres mas comunes utilizados
en los citbmetros de flujo tradicionales son 488 nm (azul), 405 nm (violeta), 532
nm (verde), 552 nm (verde), 561 nm (verde-amarillo), 640 nm (rojo) y 355 nm
(ultravioleta) (84). En la citometria de flujo se utiliza una variedad de reactivos
fluorescentes. Estos incluyen anticuerpos conjugados con fluorescencia,
colorantes de unién al ADN, colorantes de viabilidad, colorantes indicadores de
iones y proteinas de expresion fluorescentes (83).

Sistema electrénico: Una vez que la sefal luminosa es generada cuando el haz
de luz incide en la célula, consta de sensores luminosos como fotodiodos y
fotomultiplicadores, que tienen la finalidad de convertir los fotones en electrones
en corriente eléctrica. De este modo, la sefial eléctrica es recibida por la

computadora y traducida en graficos e histogramas (85).

A pesar de que la citometria de flujo ha aumentado la flexibilidad de los
fluoréforos, las consideraciones sobre el disefio del panel de la citometria de flujo
convencional requieren conocimiento previo de la biologia del ensayo, la
instrumentacion, los niveles de expresion de los marcadores de interés, el brillo
de los fluoréforos seleccionados y la optimizacion cuidadosa del panel de
anticuerpos (86)
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Figura 1. Sistema de citometria de flujo. Tomado de https://thesciencenotes.com/flow-

cytometry-introduction-principle-applications-limitations/

Disefio de experimentos de citometria de flujo
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El inmunofenotipado citométrico es una herramienta poderosa para descubrir e

implementar biomarcadores, por ello la necesidad de conocer el disefio de

experimentos es muy importante para la implementacion de paneles. En la

siguiente tabla se muestran los pasos para disefiar experimentos.

Tabla 1. Pasos para el disefio de experimentos, modificado de (Holmberg-Thyden et al

2012) (80)

Eleccién de marcadores

Se definen las subpoblaciones celulares y los marcadores
funcionales, se deben considerar la densidad de antigeno y las
subpoblaciones que expresan los mismos marcadores. Los
colores se emparejan con los marcadores y los clones de
anticuerpos seleccionados, se verifica la union antigeno-
anticuerpo para determinar la concentracién a la que se obtiene
la mejor separacion posible.

Configuracién de citometro

Se debe conocer la maquina FACS, los colores se pueden usar
con la configuracion del laser vy filtro.

Registrar perlas tefiidas individuales para crear una matriz de
dispersion de desbordamiento (SSM).

El SSM calculado muestra cdmo se superponen los colores y
cuantifica su brillo o indice de manchas.

Unir colores y marcadores

Se tiene que colocar los marcadores junto a los colores en el
SSM en una hoja de célculo, de modo que los marcadores co
expresados no estén representados por colores con una gran
superposicion espectral. Los colores brillantes con indice de
tincion alto se reservan para antigenos poco expresados y
viceversa.

Probar y optimizar

Decidir qué clones usar para los anticuerpos y titular la
concentracion que genera mayor dispersion con la menor
cantidad de ruido. Tefiir las células con el panel completo y
evaluar si requiere algiin cambio. Se debe configurar los valores
o voltajes del tubo fotomultiplicador para los detectores
asignados a los fluorocromos utilizados. Estos valores a
menudo se optimizan automaticamente cuando se determinan
los ajustes de referencia, pero deben confirmarse durante la
compensacion.

Uso de los paneles

Crear una compensacion con microesferas o células tefiidas
individuales para la configuracion de la aplicacion. Con la
activacion secuencial manual para analizar los datos de
citometria de flujo o métodos de agrupamiento no supervisados
con fines exploratorios.
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2.2.6. PCR en tiempo real

La invencién de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por Kary Mullis
en 1984 fue considerada como una revolucion en la ciencia. (87) La PCR en
tiempo real se ha convertido en una herramienta comdn para detectar y
cuantificar genes, las principales ventajas de gPCR son su alto rendimiento,
sensibilidad, precision y versatilidad a partir de una reaccién enzimatica in vitro
que amplifica varias copias de una secuencia especifica de ADN durante varios

ciclos repetidos (88).

El instrumento utilizado para realizar la técnica PCR en tiempo real es el
termociclador, el cual consta de una fuente de luz de excitacion integrada, que
puede ser una lampara laser o LED, un sistema de deteccion de fluorescencia y
un software que muestra los datos de fluorescencia registrados a partir de una
mezcla de la muestra con la reaccion de un colorante intercalante de dsDNA o

una sonda marcada con fluoréforo (89)

La reaccion consta de una serie de ciclos de replicacion de tres fases sucesivas:
(1) desnaturalizacion del dsDNA original en dos moléculas complementarias
monocatenarias (SSDNA) a una temperatura de 95°C las cadenas se separaran;
(2) hibridacién de dos cebadores de ssDNA cortos con su respectiva region
complementaria de cada ssDNA a una temperatura melting (Tm) entre 50-60 °C.;
y (3) elongacién o la replicacién del ADN de cada ssDNA unida al cebador por la
ADN polimerasa, produciendo dos moléculas de dsDNA idénticas a una
temperatura de 72 °C. Los ciclos de amplificacion exponencial se repiten de 30
a 40 veces, lo que da como resultado una amplificacion de mas de un millén de

veces del material inicial (90)

El andlisis de la expresion génica se puede realizar por dos métodos: 1) El uso
de sondas de hidrdlisis unidos a oligonucleétidos por medio de la actividad
exonucleasa 5' de la enzima Taq polimerasa y la liberacion de la sefal de
fluorescencia; 2) El uso de agentes de intercalacion de ADN de doble cadena
(dsDNA) como SYBRGreen | y EvaGreen, lo que lleva a la deteccion de

productos de amplificacion tanto especificos como no especificos (91,92, 93).

SYBR Green |
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SYBR Green | es un colorante de cianina asimétrico especifico de dsDNA que
se une al surco menor de dsDNA (Figura 2). La afinidad de union es mas de 100
veces mayor que la del bromuro de etidio, puede excitarse con luz azul con una
longitud de onda de 480 nm. Su espectro de emision es comparable al de la
fluoresceina con un maximo de 520 nm. Los productos de la PCR se saturan con
el colorante 1000 veces mas dando como resultado aumento de la sefal de

fluorescencia cuando se monitorea en tiempo real (94).

Este método evita la necesidad de sondas de gPCR, lo que hace que su uso sea
menos costoso. Su principal desventaja es que la especificidad esta determinada
completamente por los cebadores y, por lo tanto, se debe considerar el riesgo de
amplificar productos de PCR no especificos durante la optimizacion, como los
dimeros de cebadores (95).

Primer : * I i : '
B B B | x $ .\\HR(HQLH

No fluorescence

Template DNA

Fluorescence Emutted ligrht

\ New DNA serand /
lllll..l.ﬁ

Figura 2. Principio de la deteccion por Sybr Green

2.2.6.2. Real time PCR cuantitativa

La PCR en tiempo real cuantitativa es una técnica clasificada en dos tipos segun
el propésito. La cuantificacion absoluta es usada en el campo de la microbiologia,
tecnologia de alimentos y biotecnologia para cuantificar microorganismos a partir
de una curva de calibracion donde se amplifican diluciones seriadas de un
estandar de concentracion conocida, mientras la cuantificacion relativa es usada
en el campo de la gendmica y transcriptdmica funcional, expresion génica de

experimentos biolégicos (96, 97)

Cuantificacion relativa
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La aplicacion mas utilizada de la cuantificacion relativa es la comparacion de los
niveles de expresion génica RNA mensajero entre diferentes tejidos o diferentes
tratamientos a partir de la comparacion con un gen control como b-actina, B-2-
microglobulin o GAPDH, la inclusion de estos controles enddgenos en el ensayo
sirve para corregir las variaciones de muestra a muestra con la finalidad de

mejorar la confiabilidad de los experimentos relativos de RT-gPCR (98).

No es necesario establecer modelos de cuantificacion complejos basados en
curvas de calibracion para determinar la expresion relativa de un gen,
convirtiéndose en una herramienta ideal y de bajo costo sin necesidad de
construccion de plasmidos o material de referencia para llevar a cabo una curva

de calibracion con Syber green (99).

El método 2 22 CT es una forma de analizar cambios relativos en la expresion
génica a partir de experimentos de PCR cuantitativa en tiempo real (100). Un
método sensible para evaluar si esta regla se cumple es calcular la ACt para

diferentes diluciones de la muestra y del gen normalizador (96).
2.3 Definicién de términos

Diabetes mellitus tipo 2: Conocida como diabetes no insulino-dependiente o
del adulto, tiene su origen en la incapacidad del cuerpo para utilizar eficazmente
la insulina, lo que a menudo es consecuencia del exceso de peso o la inactividad

fisica.

Enfermedad renal crénica: disminucién de la funcion del rifion o falla renal, que
interfiere en el equilibrio de electrolitos, se pierde la capacidad de concentrar la

orina, y excretar un exceso de fosfato, acido y potasio.
Nefropatia diabética

Es una complicacion comun de la diabetes tipo 1 y tipo 2. Con el tiempo, la
diabetes mal controlada puede causar dafio a los grupos de vasos sanguineos

en los riflones que filtran los desechos de la sangre.

Hemodidlisis: procedimiento que consiste en eliminar de la sangre residuos que

el rindn no puede eliminar en pacientes con insuficiencia renal.

Células T cooperadoras: Las células T auxiliares son necesarias para casi

todas las respuestas inmunes adaptativas, ayudan a activar las células B para
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secretar anticuerpos y macrofagos, ayudan a activar las células T citotdxicas

para matar las células infectadas.

Células T reguladoras: Son un grupo de linfocitos T que regulan o suprimen la
actividad y proliferacion de otras células del sistema inmunitario. Las células Treg
evitan que las células inmunes ataquen al propio cuerpo, tienen la funcion de
controlar la respuesta inmunitaria o tolerancia para prevenir enfermedades

autoinmunes.

Células T de memoria: Las células T de memoria surgen con la activacion de
los linfocitos T virgenes, y generan una respuesta secundaria cuantitativa y

cualitativamente superior respecto a la respuesta primaria.

Factores de transcripcion: Son proteinas que tienen la funcién de regular o
activar la expresion de un gen. En el caso de los linfocitos Th, estos se expresan
y activan por las sefiales de diferenciacion que reciben las células ThO, y
conducen a diferentes linajes, como: Thl, Th2, Thl7 o T reguladoras. Estas
tienen como sus reguladores maestros a T-bet, GATA3, RORyt y Foxp3,

respectivamente.

Citometria de flujo: técnica que permite la clasificacion y recuento de células
en base a marcadores moleculares superficiales o intracelulares, que son
detectados a partir de la deteccién de fluorescencia inducida por, al menos, un

laser.

Células mononucleares en sangre periférica: poblaciones celulares que
incluyen leucocitos mononucleares (linfocitos T, B, NK) y los

monocitos/macréfagos

ARNm: EI ARN mensajero (ARNm) es una molécula de cadena simple de acido
ribonucleico que tiene la funcion de transportar la informacion genética del nicleo

hacia el citoplasma, para ser traducida como una proteina.

ADNCc: ElI ADN complementario (ADNc) es el ADN producto de la transcripciéon

inversa de un molde de ARN mensajero que codifica una proteina.

RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa en

tiempo real (RT-PCR, de sus siglas en inglés): Es una técnica que permite la
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deteccion de ADNc mediante fluorescencia, a partir de una transcripcion reversa
de ARNm.

Termociclador: Instrumento que permite realizar de forma automatizad y
secuencial repetir varios ciclos de temperaturas para realizar la técnica de

amplificacion de ADN por reaccion de cadena de la polimerasa (PCR)

gPCR: Técnica que se utiliza para cuantificar acidos nucleicos para numerosas

aplicaciones a partir de una curva de calibracion o un estandar.

Sondas Tagman: Oligonucledtidos complementarios a la secuencia

comprendida entre los dos primer, contiene un fluoréforo emisor y un quencher.

Tag polimerasa: Es una enzima ADN polimerasa termoestable, producida por

la bacteria Thermus aquaticus.

Retro transcriptasa: Es una enzima de tipo ADN polimerasa, codificada por
retrovirus, cuya funcién es sintetizar ADN de doble cadena a partir de una copia
de ARN.

Cebador: Es una secuencia corta de ADN utilizada en una reaccion en cadena
de la polimerasa, se une en forma complementaria especifica a una cadena
Gnica de acido nucleico e inicia la sintesis de esa cadena en presencia de ADN

polimerasa y nucleétidos en una reaccion de PCR.

Citometro de flujo: Aparato mediante el que se realiza la citometria de flujo,
consta una camara por la que pasa la suspension celular, el laser que incide
sobre la cAmara y un sistema de detectores que recogen la luz emitida por los

fluorocromos que llevan asociados las células.

Anticuerpo conjugado: Anticuerpos con moléculas fluorescentes que permite
la deteccion y cuantificacibn de numerosos antigenos de superficie celular. Se
definen mediante un prefijo CD los cuales son definidos como marcadores de

cada linaje celular.

CD (del inglés cluster of differentiation): El sistema CD es una nomenclatura
comunmente usada para diferenciar marcadores celulares que estan asociadas
a funciones y propiedades inmunes. El uso de las moléculas CD define las

poblaciones celulares.
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Marcador biolégico: Caracteristica bioquimica o biolégica medible, que es util

para el diagndstico y estimacion pronéstico de una enfermedad.
2.4. Hipdtesis de investigacion

Existen diferencias significativas en las caracteristicas fenotipicas y la expresion
genética de los reguladores maestros de linfocitos T, aislados de pacientes de
ERC, con y sin DM2, determinadas a partir de uso complementario de las

técnicas citometria de flujo y PCR cuantitativo.
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[I. METODOLOGIA

3.1 Disefio metodoldgico

El presente es un estudio de tipo, observacional, descriptivo transversal, y
prospectivo. Segun la intervencién del investigador es observacional, porque se
evaluara el fenotipo y la expresion de ARNm sin modificar la intervencion clinica
habitual de hemodialisis que reciben los pacientes. Segun su alcance es
descriptivo porque describira la frecuencia, tipos de células T y la expresion de
ARNmM en pacientes con DM2 y sin diabetes con ERC. Segun el nimero de
mediciones de las variables de estudio es transversal, ya que se realizara una
sola medicion antes de realizar su procedimiento habitual de hemodialisis. Segun
el momento de la recoleccion de datos, es de tipo prospectivo porque se

recolecta datos mientras se da la ejecucion del estudio.

En esta investigacion se evaluaron pacientes con ERC sometidos a HD, que
recibieron tratamiento en el Centro de Nefrolégico Privado CENESA S.A durante
el 2019-2020. Se considero6 incluir solo a pacientes que realizan terapia de HD
en el centro Nefrolégico CENESA con historia clinica completa los cuales
detallan (genero, edad, etiologia, tiempo de HD, tiempo de uremia, indice de
masa corporal IMC, tipo de acceso vascular de catéter y comorbilidades y el
hemograma del dia de toma de muestra). El disefio experimental propuesto no

considera realizar el seguimiento a los pacientes.
3.2 Disefio muestral

Poblacién universo

Pacientes con ERC sometidos a HD.

Poblacion de estudio
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Pacientes con y sin DM2 sometidos a HD por ERC atendidos en el Centro
Nefrolégico SA (CENESA).

Criterios de elegibilidad
Inclusion

Pacientes
- con diagnostico ERC, con y sin DM2,
- mayores de 18 afos,

- con historia clinica completa con hemograma.
Exclusion
Pacientes

- con patolégicas hematoldgicas, oncologicas y autoinmunes,
- con diagnéstico clinico o sospecha de DM1,

- embarazadas.
Selecciéon y tamafio de la muestra

En el Centro de hemodialisis CENESA se identificaron a los pacientes con ERC
(n:92). Se seleccionaron los pacientes con DM2 (n:11) y a partir de la otra
poblacién de pacientes sin DM2 (n:81) se seleccionaron el mismo namero de
pacientes de los pacientes con DM2 (n:11) los cuales fueron pareados, teniendo

en cuenta la edad para evitar el sesgo por la senescencia (Figura 4).

A todos los pacientes del estudio se les invitd a participar voluntariamente y se

les solicito firmar su autorizacion con el respectivo consentimiento informado.

Se registraron las historias de los pacientes, de los cuales se obtuvieron los datos

etioldgicos, clinicos y parametros hematoldgicos de los pacientes estudiados.

Poblacién con
ERC n=92

| '

Poblacién con DM2 Poblacién sin DM2 N=81
n=11
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Figura 4. Procedimiento para la seleccion de la muestra. Los pacientes se eligieron en
base a los criterios de inclusién y exclusion definidos en el estudio.

3.3 Técnicas y procedimientos de recoleccion de datos
3.3.1 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

Las muestras de sangre se colectaron en 2 tubos con EDTA para obtener un
volumen total de 8 ml de sangre, extraida al momento de la canulacion. A partir

de esta muestra se realizé los siguientes procedimientos:

Se colocé la muestra de sangre periférica (3 mL) en un tubo cénico de 15 mL y
se completd con igual volumen de PBS. En otro tubo se agregé 3 mL de Ficoll
Hypaque (Histopaque®-1077). Con una pipeta de transferencia se paso la
muestra de sangre diluida del tubo coénico al tubo con Ficoll, de tal manera de no
perturbar la interfase. Este tubo se centrifugd a 2000 rpm por 20 minutos a
temperatura ambiente y sin freno en la centrifuga. Posteriormente, se retir6 el
plasma de la parte superior y luego el paquete celular ubicado sobre el Ficoll
(anillo color blanco) y se pas6 a un nuevo tubo cénico de 15 mL para ser lavado
dos veces por centrifugaciéon (2000 rpm por 5 minutos) con solucion salina
tamponada con fosfato PBS 1x (Sigma-Aldrich®), se elimind el sobrenadante y
el paquete de células mononucleares periféricas (PBMC, del inglés peripheral

blood mononuclear cells) se resuspendié en 200 uL de PBS.
3.3.2 Conteo de células

Para contar las PBMC se tom6 la proporcion: 25 uL de medio de cultivo RPMI-
1640, 12,5 pL de azul de tripdn'y 12,5 pL de la muestra. Después de mezclar, se
tomd 10 pL y se colocd en la camara de Neubauer o hemo citbmetro para contar
el numero de células viables (vistas como células brillantes) y no viables (tefiildas
de azul). El recuento de células viables se obtendra de la siguiente formula,

segun las recomendaciones de Trypan blue (Sigma-Aldrich®).

N° conteo de celulas vivas

Tucionx 1
N° de cuadrados contades x factor de dilucionx 10000
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Para poder desarrollar la citometria debemos obtener un conteo entre 2- 4 x10°

células en 200 uL.

3.3.3 Citometria de flujo

Se re-suspendieron 1-2 x 108 PBMC en solucién FACS (0.1X PBS, 2-5 % BSA,
2mM EDTA, 2mM NaN3s) y se adiciond 5 L de los anticuerpos FITC-CCR7, PE-
CD45RA, PercP Cy5.5-CD8, PECy7-CD3 y APC-CD4 (para la caracterizacion
de células T de memoria), FITC-CD4, PE-CD25 y APC anti-human CD127 (para
la caracterizacion de células T reguladoras) (Tabla 2). Se incubd los tubos a 4°C
de 15 a 20 minutos. Luego, las células se lavaron 2 veces con 2 mL de solucién
FACS a 2000 RPM por 5 minutos y el pellet obtenido se resuspendi6 en 0,3 mL
de solucién FACS, la cual se incubd 5 minutos para proceder a la lectura en el
citometro de flujo BD FACSLyric™ Clinical Flow Cytometry System y su analisis

respectivo con el sofware Infinicyt™

Tabla 2. Fluorocromos utilizados en los procedimientos de citometria

Fluorocromo Color de emision Ex. Max (nm) Em. Max (nm)
FITC Green 494 519

PE Yellow 496;564 578

PercP Cy5.5 Far red 482 695

PECy7 InfraRed 496;564 488;532

APC Red 650 785

El procesamiento de datos de la citometria se llevo a cabo a partir del recuento
de leucocitos por mm?2 del hemograma como un total de 100 %, para la obtencién
del recuento de los linfocitos, se obtuvo a partir del porcentaje de Linfocitos

descrito en el hemograma.

En el primer analisis de citometria, se obtuvo los porcentajes de los linfocitos T,
B y NK. El recuento de los linfocitos T, se calculé a partir del recuento obtenido

del hemograma. Los andlisis de los porcentajes para recuento de células T de
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memoria y células T reguladoras, se tomo el valor de recuento de linfocitos T

previamente calculado.

3.3.4 Expresion de los factores de transcripcion T-bet, GATA3, FoxP3 y
RORyT

Extraccion del ARN

A partir del paquete celular obtenido del aislamiento de PBMC, se homogenizé
la muestra en TRIzol™ Reagent (segun las recomendaciones del fabricante).
Con la ayuda de una jeringa y aguja hipodérmica estéril, se mezclé con 200 pL
de cloroformo (Sigma-Aldrich®) y se incub6 la mezcla por toda la noche a -20°C
para luego ser centrifugada a 12000 rpm durante 15 minutos, a 4°C. Se retir0 el
sobrenadante acuoso transparente y se mezclé con 500 pL de isopropanol
(Sigma-Aldrich®) para incubar toda la noche a -20 °C. Al siguiente dia, se
centrifug6 a 12000 rpm x 30 minutos a 4°C, se eliminé el sobrenadante, y se lavo
con 1 mL de etanol de grado molecular al 75 % (PanReac AppliChem ITW
Reagents). Finalmente, se centrifugé 12000 rpm x 10 minutos y se elimind el
sobrenadante dejando secar a temperatura ambiente, por 15-20 minutos, para
re-suspender el pellet en un volumen adecuado de agua ultra pura (PanReac
AppliChem ITW Reagents)

Sintesis del ADNc

Previamente a la sintesis de ADNCc, la concentracion de la muestra de ARN se
ajusté a la concentracion de 800- 1200 ng/uL con el fluorémetro Qubit con el kit
Qubit™ RNA High Sensitivity (HS), se utilizard 1 uL de muestra y 199 uL de
solucion de trabajo (10 pL of Qubit™ reagent y 1990 uL of Qubit™ buffer)). La
sintesis de ADNCc se realiz6 segun las indicaciones del kit MAXIMA 1STR CDNA
SYNTH KIT (Thermo Scientific™) (Tabla 3). La programacion del termociclador
segun las recomendaciones de la casa comercial fue 10 minutos a 25°C, seguido

de 15 minutos a 50°C y finalmente 5 minutos a 85°C.
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Tabla 3. Protocolo de sintesis de cDNA con el kit MAXIMA 1STR CDNA SYNTH KIT

Componentes Volumen (uL)

5X Reaction Mix 4 uL

Maxima Enzyme Mix 2uL

Muestra de RNA 800 - 1200 ng/puL
Agua libre de nuceasas Completar hasta 20 uL.
Volumen total 20 uL

Cuantificacién por RT-PCR

Para los experimentos se utilizaron las secuencias de los primers descritos por
Lin et al. 2015 (32). Se muestra la secuencia de los oligonucledétidos utilizados,
en la Tabla 4. Estos fueron verificados en la base de datos de National Center

for Biotechnology Information NCBI para ser utilizados.

Tabla 4. Secuencias de oligonucle6tidos de los factores de transcripcion

GEN Pb Secuencia

T-bet 107 CGG CTG CAT ATC GTT GAG GT
GTC CCC ATT GGC ATTCCTC

GATA 3 107 TCA TTA AGCCCA AGC GAA GG
GTC CCC ATT GGC ATTCCTC

RORyt 111 GCA GCG CTC CAACATCTTCT
ACG TAC TGAATG GCC TCG GT

Foxp3 63 CACCTG GCT GGG AAAATG G
GGA GCCCTT GTC GGA TGA

B-actina 106 GCA TGG GTC AGA AGG ATT CCT

TCG TCC CAG TTG GTG ACG AT
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Se utilizé el termociclador en tiempo real Light Cycler 480, con el siguiente
protocolo para el kit The Maxima™ SYBR® Green gPCR Master Mix (2X)
(Thermo Scientific™): desnaturalizacién 95°C durante 10 minutos, seguido de 50
ciclos de 95°C,15 s, 60°C, 30 s, 72°C, 30 s y un ciclo final de melting de 60 a 95
°C (Tabla 5).

Tabla 5. Componentes incluidos en el protocolo de amplificacion del kit The Maxima™
SYBR® Green qPCR Master Mix (2X).

Componentes Volumen (uL)
Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2X) 12,5uL

Forward Primer (10 uM) 0.25uL

Reverse Primer (10 uM) 0.25uL

Cdna 800- 1200 ng/pL

Agua libre de nucleasas Hasta completer 25 uL
Total 25 uL

Se verificd que las muestras cumplieran con la curva de disociacién respecto al
control positivo y se registrd los valores de Ct para cada uno de los genes

evaluados.

La cuantificacion relativa de la expresion génica se calculd en relacion con el gen
B-actina usado como control interno por su estabilidad con la finalidad de la
normalizacion de los datos de expresion génica (101).

Se tomo el modelo Delta Ct desarrollado por PE Applied Biosystems (Perkin
Elmer, Foster City, CA). Se utilizé la formula 2-22C{(99)

Donde:
AACt = (CT,Target— CT,Actina)Time X — (CT,Target - CT,Actina)Time 0)

3.4 Procesamiento y analisis de los datos

Se utilizé el paquete estadistico STATA version 12, para determinar si hay
diferencias significativas (p<0.05) entre los resultados para los pacientes
diabéticos y no diabéticos, en HD. Se utilizé el T-test para datos que cumplen
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una distribucion normal, o la prueba U de Mann-Withney si no hay distribucion

normal.
3.5 Aspectos éticos

El presente estudio fue sometido, evaluado y autorizado por el Comité de Etica
de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad de San Martin de Porres.
Los pacientes reclutados en el presente estudio contaron con un consentimiento
informado que describe detalladamente las caracteristicas del estudio, el cual
fue firmado por todos los pacientes enrolados.
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IV. RESULTADOS
Caracteristicas demograficas y etiologia de los pacientes con ERC

Se obtuvieron un total de 22 pacientes con ERC (Tabla 6), los cuales tenian una
edad promedio de 67 afios. El 11% de los pacientes fueron diabéticos. El 54,6

% (N=12) pacientes tuvieron un tiempo de uremia mayor a 7 afos.

Tabla 6. Caracteristicas demograficas y etiolégicas de los pacientes con ERC

Variables N =22
Género
Masculino 13 (40,9 %)
Femenino 9 (59,1 %)
Edad (afios)* 6170'%;-*
Etiologia de IRCT
Glomerulonefritis 3 (13,6 %)
Nefropatia hipertensiva 4 (18,2 %)
Nefropatia diabética 11 (50 %)
Disfuncién crénica Injerto renal 2 (9,1 %)
Enfermedad poliquistica hepatorenal 1 (4,6 %)
Litiasis renal 1 (4,6 %)
Tiempo de hemodidlisis (afios)* 7+ 8%
Tiempo de uremia (categoria afios)
(1-3) 4 (18,2 %)
(4-6) 6 (27,3 %)
=7 12 (54,6 %)
indice de masa corporal (IMC)
Insuficiencia ponderada (< 18.5) 1(5%)
Normal (18.5 -24.9) 12 (60 %)
Sobrepeso (25 - 29.9) 7 (35 %)
Obesidad (>=30) 0 (0 %)
No se tallaron 2
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Acceso vascular

Comorbilidades

Hipertension
Hepatitis C
Otras

CVC (catéteres venosos centrales)
FAV (Fistula arteriovenosa)

10 (45,5 %)
13 (54,5 %)

12 (54,6 %)
7 (31,8 %)
8 (36,4 %)

Tmedianatrango intercuartil

*media = desviacion estandar

Frecuencia de los linfocitos T CD4+y T CD8+ de memoria, y los linfocitos

T reguladores

En el analisis comparativo del porcentaje de los linfocitos T auxiliadores y

citotéxicos, entre ambas poblaciones de estudio, no se detectaron diferencias

significativas. Asi mismo, al calcular la media de los recuentos de células T de

memoria, en sangre periférica, tampoco se detectaron diferencias significativas

entre los pacientes diabéticos y no diabéticos (Tabla 7). En la Figura 5, se

muestra el analisis de las poblaciones de linfocitos T de memoria de un paciente

representativo del grupo no diabético.

Tabla 7. Recuento de linfocitos T CD4+y T CD8+ de memoria calculado en base al
porcentaje de cada poblaciéon, determinado por citometria de flujo

Poblacién linfocitaria Diabético No Diabético Valor p
(n=11) (n=11)
Linfocito T CD4 650,6 + 300,4 622,8 + 277,9 0,829*
Linfocito T CD8 422,8 + 207,9 416,9 +126,6 0,939*
CD4 TEMRA 28,6 + 24,2 29,7+£52,2 0,888t
CDA4 T naive 102,2 +193,4 116,5+ 75,1 0,725t
CD4 TEM 360 = 196,6 331,6 + 146,2 0,714*
CD4 TCM 85,7 +£103,4 72,5+57,0 0,778t
CD8 TEMRA 185,7 + 141,2 236,8 £ 60,9 0,439t
CD8 T naive 49,9 + 6,68 61,9+ 125 0,401*
CD8 TEM 113,6 + 132,2 132,9 + 84,21 1,0001
CD8 TCM 76+7,6 6,9+5,9 0,833t

* Prueba de Mann-Wihtney 1 Prueba de T de Student
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Figura 5. Andlisis de la frecuencia linfocitos de T de memoria en el paciente LM007 (no

diabético)

La estrategia de agrupamiento para el panel de células T de memoria fue la siguiente:
la poblacion de linfocitos se selecciona en un diagrama de puntos FSC/SSC; luego se
seleccionaron las células CD3+ en la ventana P4, para discriminar las poblaciones T
CD4+ (P7) y T CD8+ (P5). En el caso de los linfocitos T CD8+, las células se agrupan
de la siguiente manera: linfocitos virgenes (CCR7+CD45RA+) en Q2-4, linfocitos de
memoria central TCM (CCR7+CD45RA-) en Q4-4, los linfocitos de memoria efectora
TEM (CCR7-CD45RA-) en Q3-4y linfocitos efectores TEMRA (CCR7-CD45RA+) en Q1-
4. En el caso de los linfocitos T CD4+, las células se agrupan de la siguiente manera:
linfocitos virgenes (CCR7+CD45RA+) en Q2-3, linfocitos de memoria central TCM
(CCR7+CD45RA-) en Q4-3, los linfocitos de memoria efectora TEM (CCR7-CD45RA-)
en Q3-3 vy linfocitos efectores TEMRA (CCR7-CD45RA+) en Q1-3. Analizado en BD
FACSLyric™ Clinical Flow Cytometry System.
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Determinacion de las células T reg

Para cada muestra, se determiné el recuento absoluto de células de la poblacion
de CD4+CD25+CD127- y su porcentaje en la poblacién de células T en relacién
con el niamero de linfocitos CD3+. En la Tabla 8 se observa que la media de los
recuentos de células Treg CD4+CD25+CD127- de sangre periférica no evidencio
diferencias significativas entre el grupo de paciente diabéticos y no diabéticos.
Sin embargo, si se observé una diferencia significativa cuando se evaluaron los

porcentajes de T reg (p<0.05).

Tabla 8. Frecuencia de células Treg en pacientes con y sin DM2 con ERC

o o Diabético No diabético
Poblacién linfocitaria Valor p
(n=11) (n=11)
Treg CD4+ CD25+ CD127- 14,4+ 15,8 8,9+ 12,03 0,091t
% de Treg CD4+ CD25+ CD127- 51+2,6% 28+3,1% 0,023t
CD4+ CD25high 11,7+ 13,8 6,094 0,139t
% de Treg CD4+ CD25+ 43+25% 23+24% 0,045t

1 Prueba de Mann-Whitney; se utilizé el rango intercuartilico % igr, ya que en analisis
se realizé con la mediana.

En la Figura 6, se muestra el analisis de los linfocitos Treg de un paciente

representativo del grupo no diabético.
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Estrategia de agrupamiento para el panel de células Treg: la poblacion de linfocitos se
selecciona en un diagrama de puntos FS/SS, luego se seleccionan las células
CD4+CD25+ en un diagrama de puntos P5 y las células Treg (Treg CD4+ CD25+

CD127-) se identifican en un diagrama de puntos en el cuadrante Q4

Expresién génica relativa de los factores de transcripcion T-bet, GATAS,
RORyT y FoxP3 en pacientes de ERC, con y sin DM2

Los factores de transcripcion reguladores maestros de la diferenciacion
linfocitaria se determinaron en un PCR en tiempo real, a partir del cADN de los
pacientes. Para confirmar si los primers utilizados en la determinacion de los
reguladores maestros detectan la amplificacion de la diana correspondiente, se
evaluo la temperatura de disociacion de los amplicones (Figura 8). Las muestras
evaluadas tienen un promedio de Tm de: T-bet (84.85 + 0.05), Gata3 (83.01 +
0.12), Foxp3 (79.37 = 0.06), Roryt (82.43 + 0.26), y actina (82.97 + 0.26). Estos

valores estan en correspondencia con lo reportado por Lin et al, 2015.
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Los resultados obtenidos no muestran diferencias significativas en la expresion
de los reguladores maestros de la diferenciacién linfocitaria, entre los pacientes
con o sin diabetes (Tabla 9). En general, los valores relativos de T-bet fueron los

mayores, mientras que Foxp3 obtuvo el menor valor de la cuantificacion relativa.

Tabla 9. Diferencias en la expresion génica de los factores de transcripciéon de los
linfocitos Th. Valor p: Prueba de U de Mann-Whitney. La expresion génica
se encuentra en base 10*

Expresion génica Diabéticos (n=11) No Diabéticos Valor p
(n=11)

GATA-3*10* 2,61+ 3,30 1,89 + 4,57 0,622*

FOXP-3*10* 0,017 £ 0,029 0,032 + 0,039 0,673*

RORYT*10* 1,75+ 6,04 1,13 +5.39 0,491*

T-bet*10* 49,44 + 55,18 59,21 + 109,22 0,412*

La relacion entre la expresion de T-bet/Gata3 y Foxp3/Roryt, se muestra en la
Figura 7. Aunque se observan diferencias entre pacientes diabéticos y no
diabéticos (T-bet/GATA3: 14.5 + 8.3 vs. 23.8 + 24.1; RORyT/FOXP3: 126,2 +
315,6 vs. 25,8 + 141,8), estas no resultan estadisticamente significativas.
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Figura 7. Expresion relativa de los reguladores maestros de la diferenciacion de los
linfocitos T auxiliadores. A

T-bet/Gata3; B. RORyT/FOXP3. Segun el test de Mann-Whitney, la diferencia
observada entre los grupos de estudio no es estadisticamente significativa (A: p=0,171;
B: p=0,181).
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Figura 8. Grafico de las temperaturas de melting (Tm) para evaluar la disociacion de
los amplicones de los factores de transcripcion T-bet, GATA3, Foxp3 y Roryt. Las
muestras en color verde y el control positivo en color rojo
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V. DISCUSION

Las caracteristicas de nuestros pacientes con ERC analizados padecian como
comorbilidad a la hipertension de 55%. El 54,6 % de los pacientes presentaban
mas de 7 afos en tratamiento con hemodialisis, producto de las complicaciones
propias de la enfermedad, donde el paciente requiere sustitucion renal,
especialmente en pacientes diabéticos ya que la tasa de mortalidad es mas

elevada en comparacion con los ERC sin DM2(9).

Frecuencia de linfocitos T CD4+ y T CD8+ de memoria, y los linfocitos T

reguladores

Los subconjuntos de células T (TEM, TEMRA TCM, T virgenes) en pacientes
gue padecen ERC, con y sin diabetes evaluados en este estudio no presentaron
diferencias significativas mediante la citometria de flujo. La frecuencia de las
células T CD8 virgenesy T CD8 TCM fue menor y las células T CD8 TEMy T
CD8 TEMRA mostraron conteos elevados en los pacientes de ERC con y sin
DM2. Por otro lado, la cantidad de células T CD4 TEMRA y T CD4 TCM
disminuyeron, mientras que las células T CD4 virgenes y T CD4 TEM
incrementaron en numero. En ambos casos la frecuencia de células se comparé
respecto a conteos en pacientes sanos publicados por Freitas y colaboradores
(102).

Estudios relacionados al envejecimiento en adultos y pacientes con ERC
terminal han mostrado una disminucion de recuentos de linfocitos, la disminucion
prematura de funcion timica tiene cambios notorios en las células de memoria.
Las poblaciones de células TEM (164.4 células/mm?3) son las que se encuentran
con mayor frecuencia, mientras que los recuentos absolutos de T virgenes (89
células/mms3), TCM (35 células/mm?®) TEMRA (120 células/mm?3) son mas bajos
(102).

En evaluaciones realizadas en pacientes con DM2 se han registrado porcentajes
elevados de células TEM (21,8 %) y TCM (38 %) en comparacion con los no
diabéticos, en los cuales TEM (17 %) y TCM (36 %). Ademas, la frecuencia de
las células T virgenes se reduce (35 %) en comparaciéon con los no diabéticos
(42,9 %) (12). Otro estudio con un menor namero de poblacién observo que

pacientes con ERC tenian una marcada reduccion de células T virgenes y TCM
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asociado a la apoptosis de estas células (n=12; p<0.05) (34). Se ha evidenciado,
ademas, que existen diferencias de la frecuencia de células T influenciada por la
modalidad de didlisis y edad, donde los pacientes con ERC en didlisis (n=220)
tienen una frecuencia menor de células CD8 TCM (2,4 p<0,001) y CD4 TCM
(19,2 p<0,001), a diferencia de pacientes con HD parenteral, asi como
marcadores de inflamacion como IL-6 y TNF-a (103). Por otro lado, la distribucién
de células T entre paciente con HD y pacientes con predidlisis no tienen
diferencias, lo cual sugiere que la didlisis no puede corregir la desregulacién
inmunologica causada por la uremia, sin embargo, se ha podido observar que la
cantidad de células T de memoria se incrementa con una elevada produccion de

IL-17 y disminucién de células virgenes (104).

La retencion de moléculas urémicas y citocinas en pacientes en etapa terminal
de ERC contribuyen a la generacion de estrés oxidativo e inflamacion, asociada
a uremia que deteriora las células T produciendo el envejecimiento inmunolégico
prematuro. En pacientes trasplantados, no se ha encontrado un estado de
normalizacion o reversion del envejecimiento inmunoldgico de las células T
(105). Es por ello, que la medicién y monitoreo de las células T en estos
pacientes deberian ser fundamentales, ya que algunas evaluaciones en
pacientes con ERC (n=977) previa al trasplante y seguimiento de 5 afios, han
determinado que la actividad timica con marcadores de células T periféricas
virgenes pueden predecir la supervivencia del paciente después del trasplante
(4,22; 1C del 95 %, 2,84—6,73 por cada disminucién de 1 registro en el RTE; p <
0,001) (106). Asi mismo, se ha observado que en receptores de trasplante de
rifidn con alta frecuencia de células T CD8 TEMRA presentan un riesgo dos
veces mayor de disfuncién renal que aquellos con baja frecuencia de estas
células (107).

Se ha demostrado previamente con diferentes investigaciones (34, 16, 40)
relacionadas a técnicas de citometria de flujo, que un incremento de células T
efectoras de memoria y disminucion de células T virgenes se asocia a un estado
de activacion inmune, asi como el aumento de inflamacion para ambas
poblaciones evaluadas, donde no existen diferencias significativas a la poblacién
evaluada, si bien es cierto la supervivencia del paciente diabético en dialisis es

inferior a la del paciente no diabético, debido a un incremento de otras
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comorbilidades como enfermedades cardiovasculares e infecciones, para ambos
casos el trasplante de rifion sigue siendo la mejor opcién para el tratamiento de
pacientes renales crénicos, por lo que es necesario que se realice mas
investigacion para conocer la interaccion de los mecanismos moleculares e

inmunologicos relacionados a la enfermedad.

En el presente estudio, los recuentos de las células Treg CD4+ CD25+ CD127-
en pacientes con ERC diabéticos fue superior en comparacion con los recuentos
de células de los pacientes con ERC no diabéticos. Sin embargo, no presentaron
diferencias significativas. La evaluacion de las poblaciones en base a sus
porcentajes evidencia una diferencia estadistica significativa, siendo la poblacién

de pacientes diabéticos con ERC mayor a los pacientes con ERC sin diabetes.

A la fecha, se han realizado estudios similares y se han encontrados algunos
donde la cantidad de linfocitos Treg es superior en pacientes con DM2, como se
muestra en el estudio realizado por Rattik et al. 2019, donde pacientes con DM2
con o sin enfermedad cardiovascular (n=198) tienen diferencias en la
cuantificacion de células Tregs (16), Otra investigacion en pacientes con
Nefropatia diabética (n=25) (1,8 +1,5) tenian un porcentaje de linfocitos Treg
superior que los controles sanos (n=23) (0,5 +0,3) p= 0,002 (17). Este ultimo
autor discrep6 de estos resultados debido a que el recuento de Treg no estuvo
asociado al tiempo de diabetes, ya que se ha observado en otras investigaciones
gue el nivel de células Treg CD4+ CD25+ Foxp3+ disminuyen notablemente en
pacientes con DM2, lo que puede contribuir al aumento de la activaciéon

inmunitaria, la inflamacién y progresion de la DM2 (25).

En el presente trabajo, se debe tener en cuenta que los pacientes con diabetes
de CENESA se encontraban en tratamiento y estaban controlados con una
poblacién linfocitaria controlada como se ha observado en un estudio con
pacientes diabéticos realizado por Cheng et al. 2019, donde los pacientes con
DM2 al recibir el tratamiento con insulina la respuesta inflamatoria se aliviaba
(26). Por otro lado, Freitas et al. 2019 en una investigacion de recuentos
absolutos de Treg fue inferior en pacientes adultos con ERC en comparaciéon con
controles normales, sin embargo, no se encontrd diferencias significativas (102).
Estos resultados son similares a los recuentos de Treg obtenido en nuestra

poblacion de pacientes con ERC. Esta disminucion de Treg no solo esta
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potenciada solo por la enfermedad, sino por la edad, ya que ha medida que
pasan los afos estas poblaciones disminuyen ya sea en pacientes con ERC o
controles sanos (102). Las poblaciones linfocitarias en este trabajo no presentan
diferencias en cuanto a los conteos celulares, pero si tienen diferencias
significativas en los porcentajes, siendo superior en los pacientes con ERC con
DMZ2, este resultado coincidio con los resultados de otro trabajo (25), no obstante
podemos observar que la cantidad de células Treg es baja en todos los pacientes
evaluados lo cual esté relacionado al progreso de los trastornos inflamatorios de
la ERC.

La citometria de flujo es una herramienta poderosa para descubrir, describir e
implementar biomarcadores de células T asociados con diabetes. Sin embargo,
hasta la fecha, ninguno de estos marcadores se ha adoptado ampliamente en la
practica estandar, por lo que existe una necesidad de armonizar el disefio de
ensayos de con la finalidad de integrar los hallazgos de mecanismos
inmunorreguladores y efectoras con la respuesta clinica y la progresion de la
enfermedad.

Expresion génica relativa de los factores de transcripcion T-bet, GATAS,
RORyT y FoxP3

Nuestros resultados han evidenciado una mayor expresion de ARNm de T-bet y
GATAS, precursoras de las células Thl y Th2 y una disminucién de la expresién
de Foxp3 en la poblacion evaluada de pacientes con ERC, sin embargo, no
existen diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con y sin
DM2.

Se observo que la proporcion T-bet/Gata3 para diabéticos fue menor en
comparacion con los no diabéticos con ERC, debido a la predominancia de la
expresion de T-bet como precursor de Thl. La proporcion de RoryT/ Foxp3, por
el contrario, fue mas elevado en los pacientes diabéticos en comparacién con los

no diabéticos, lo cual se debe a una baja expresién de Foxp3.

El equilibrio en las proporciones de las poblaciones celulares Thl/Th2 y
Th1l7/Treg es muy importante para mantener las funciones inmunoldgicas
normales dentro del cuerpo, ya que el desequilibrio de estas juega un rol

importante en diferentes enfermedades como cancer, autoinmunes, alérgicas,
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endocrinas, infecciosas, asi como en la respuesta de implantes de 6rganos. En
enfermedades como cancer, su predominio esta orientado como un mecanismo
de escape inmunologico, haciendo el interés en su estudio como objetivo en

inmunoterapia (32).

En pacientes con DM2 la reduccion de las células Treg contribuye a la patogenia
y al progreso de los trastornos inflamatorios, esto se ha visto en un estudio donde
hubo una reduccion de Foxp3 en pacientes con DM2 en comparacion con los
controles sanos, asi como el desequilibrio de Th17/Th1/Tregs puede inducir el
progreso de la DM2 (29). Asi como el aumento de IL6, TGF-B, TNF-a, y

disminucién del porcentaje de Tregs periférico e IL-10 (31).

La mayoria de los trabajos realizados sobre poblaciones Th1/Th2/Th17/Treg han
sido estudiadas por citometria de flujo. Zhang et al. 2014, determiné en pacientes
con DM2 (n=93) un entorno de células Thly Th17 y una correlacién positiva con
la creatinina y progresion de nefropatia diabética (33). Otro estudio encontré una
correlacion inversa entre la progresion de la enfermedad y expresion de células
Treg (39). Madhumitha et al, 2019, observé que los pacientes con DM2 (n=60)
mostraron un perfil mixto de Thly Th2, mientras los pacientes con comorbilidad
de enfermedad coronaria presentaron aumento de la respuesta de Thl y
supresion de Th2 (34).

En pacientes con hepatocarcinoma (n=20), se midieron los factores de
transcripcion T-bet, Gata-3, RoryT y Foxp3. Los niveles de T-bet (52,34 + 34,07)
disminuyeron, mientras que el nivel de ARNm de Gata-3 (1,38 + 1,15) se
incrementaron. La relacibn T-bet/Gata-3 (86,01+116,71) se redujo
significativamente. Mientras que RoryT (72,32+32,82) y Foxp3 (3,17+1,59),
aumentaron significativamente, lo que evidencio la existencia de un fenébmeno
predominantemente Thl7 y Treg en estos pacientes (32). En pacientes con
Leucemia linfatica crénica se ha observado que la proporcién de T-bet / Gata-3
y RoryT /Foxp3 es menor que en los controles normales, cuanto mas avanzada

sea la etapa, menor seré la relacion de T-bet /Gata-3 y RORyt /Foxp3 (107).

En los resultados obtenidos en este trabajo se puede observar que no hay
diferencias significativas entre los pacientes de ERC con y sin DM2, lo que debe

verse reflejado debido a que estos pacientes diabéticos tienen la hiperglucemia
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controlada. Esto se ha registrado en un trabajo donde los pacientes que fueron
tratados con insulina presentaron una proporcion disminuida de células Th1/Th2
y aumento de células Treg, concluyendo que la insulina puede aliviar las
respuestas inflamatorias causadas por la hiperglucemia (26), asi como la
expresion de Treg representa un importante mediador en el entorno
proinflamatorio que puede mejorar la resistencia a la insulina en pacientes con

DM2 recién diagnosticados (25).

La disminucion de las proporciones de Treg/Thl7 y Treg/Thl, pueden tener
impacto en la prevencion y tratamiento de pacientes con DM2 (36), como se ha
visto en el desequilibrio de Treg/Thl7 hacia un antiinflamatorio Treg como
responsable del éxito en la conservacion del aloinjerto luego del trasplante con
niveles altos de IL-10 (108). En pacientes con DM2 post-transplantes y niveles
reducidos de células Treg, la transferencia adoptiva de células Tregs ha tenido
mejora a la sensibilidad a la insulina, asi como incremento de la expresion de
ARNmM de Foxp3 (109). Asi mismo, la proporcion de T-bet/Gata-3 méas elevado
ha sido correlacionado con una mala respuesta al tratamiento con esteroides que
podria usarse para individualizar el tratamiento, donde el predominio de la
expresion de T-bet intraglomerular se correlaciona con el rechazo mediado por

anticuerpos y la resistencia al tratamiento con esteroides (110).

El uso de la cuantificacion relativa de una PCR en tiempo real con Syber green
es una técnica de bajo costo, que no necesita controles o estandares para poder
desarrollarse a diferencia del uso de sondas especificas, permitiendo de esta
forma medir la expresion genética de multiples marcadores de activacion
inmune, en paciente trasplantados se ha realizado ensayos con la finalidad de
realizar seguimiento no invasivo de aloinjertos renales, a partir de muestras de
orina, donde la cuantificaciébn de perforina, granzima B, Fas-L y Treg han
demostrado ser Utiles para el seguimiento, ademas de permitir el tratamiento

preventivo del rechazo agudo (26, 111).

Si bien es cierto que los pacientes con diabetes presentan un estado de
activacion inmune con aumento de inflamacion debido a que estos pacientes
presentan un mayor riesgo a infecciones, algo similar pasa en los pacientes con
ERC por la degeneracion de las células T y no necesariamente se puede
considerar que existan diferencias en pacientes con ERC con y sin DM2, ya que
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el tratamiento de dialisis también puede disminuir la capacidad de proliferacion
de las células T, exacerbar la apoptosis de las células T y reducir la produccion
timica debido a que estdn sometidos a estimulaciones antigénicas por la HD a
los que estan sometidos. No se puede concluir la existencia de una diferencia
entre las dos poblaciones evaluadas, debido a que el numero de pacientes

evaluados es pequefio.
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VI. CONCLUSIONES

No se detecto diferencias significativas las caracteristicas fenotipicas y la
expresion genética de los reguladores maestras de los linfocitos T de los
pacientes con Enfermedad renal cronica que padecen o no DM2.

En ambos grupos de estudio, la frecuencia de las células T CD8+ virgenes
y TCM evidenciaron una menor frecuencia, y las células TEM y Temra
mostraron conteos elevados, con respecto a lo reportado. Asi mismo, los
pacientes mostraron una menor cantidad de células T CD4+ Temra y
TCM, mientras que las células T virgenes y TEM incrementaron en
namero.

La citometria de flujo permitié detectar un incremento significativo en el
porcentaje de las células Treg CD4+CD25+CD127- en pacientes con ERC
diabéticos; sin embargo, el recuento de estas células no evidencid
diferencias entre los grupos. Lo anterior confirma la importancia de
complementar la informacion de la citometria de flujo y el hemograma para
caracterizar funcionalmente a los linfocitos T en este tipo de pacientes.
La cuantificacion relativa, a través de PCR cuantitativo, de la expresion de
los reguladores maestros evidencié que T-bet y GATAS son factores de
transcripcion que mas se expresan, mientras que Foxp3 tiene una baja
expresion, independientemente de que los pacientes padezcan o no DM2.
No se observaron diferencias significativas en la razon T-bet/GATA3 ni
RORYT/FOXP3 en pacientes de ERC, diabéticos o no diabéticos, en
hemodialisis.
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RECOMENDACIONES

1. Extender el alcance de las conclusiones al desarrollar estudios que
incluyan otras instituciones de salud donde se diagnostiquen y traten
pacientes con ERC.

2. Considerar en futuros disefios metodoldgicos, un grupo control de
personas sanas para discriminar el aporte de la ERC a las alteraciones
inmunoldgicas detectadas en estos pacientes

3. Realizar estudios prospectivos de cohorte en pacientes de ERC, con o sin
diabetes, que explore el uso de la citometria de flujo y el PCR cuantitativo
para evaluar el valor pronéstico de biomarcadores inmunofenotipicos e

inmunogenéticos.
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ANEXOS

Anexo 1. Expresion de los valores de Ct de los genes FOXP3, RORYT, GATA 3, T-bet
y actina como gen enddgeno

CODIGO FOXP3 RORYT GATA3 TBET ACTINA

LMO03 0 39.86 40.54 32.58 27.92
LMO13 39.32 36.46 34.95 29.64 19.06
LMOO7 39.8 35.72 32.66 28.09 21.82
LMO17 37.25 29.94 30.65 29.47 19.56
LMO12 42.85 34.92 34.55 28.67 21.08
LMO025 40.29 33.83 3291 29.66 20.72
LMO028 32.64 28.36 27.13 22.89 17.67
LM026 42.74 34.85 34.23 29.26 21.86
LMO27 29.33 24.51 24.09 21.06 14.54
LMO08 40.44 36.87 35.04 29.97 21.89
LMO10 39.61 35.07 40.61 28.79 21.78
LMO19 39.58 30.07 32.7 28.6 19.54
LMO16 35.82 28.84 28.7 25.56 18.84
LMO021 39.09 31.75 32.69 29.65 19.97
LMOO06 41.11 35.72 0 30.95 21.96
LMO024 41.1 34.74 34.53 29.62 21.96
LMO15 35.5 31.82 27.33 23.87 18.08
LM022 41.33 31.82 33.15 29.29 21.51
LMO11 40.78 35.69 38.36 28.62 21.14
LM023 38.6 31.59 31.99 27.78 20.23
LMO020 35.88 32.26 28.99 25.04 17.96
LMO014 40.75 32.3 31.89 29.18 19.82
LMOO01 42.63 35.74 35 28.77 22.52
LM002 0 35.55 34.97 29.22 21.19

LMO18 38.82 33.68 29.59 26.8 19.55




