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NOTA TECNICA

Disefio de un panel multicolor para evaluar moléculas intracelulares
y de superficie mediante citometria de flujo
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Introduccidn. La citometria de flujo permite detectar la presencia de moléculas intracelulares y de
superficie, de forma simultanea sobre cada célula.

Obijetivo. Describir un método para la construccion arménica de un panel multicolor con 11 parametros
para el andlisis fenotipico y funcional de linfocitos T (LT) CD8* por citometria de flujo.

Materiales y métodos. Para la construccién del panel multicolor, se seleccionaron las moléculas y se
titularon los conjugados con fluorocromos para la determinacién de CD3, CD8, CCR7, CD28, CD27,
CD45RA, CD95 y CD127, en células mononucleares de sangre periférica. Para la evaluacion del
panel, se hizo la construccién progresiva adicionando uno a uno los conjugados y la fluorescencia
menos uno (FMO). Este método fue aplicado para células ex vivoy para evaluar la produccién de IFNy,
IL-2 y TNFa frente al estimulo con la enterotoxina B de Staphylococcus aureus (SEB) y al antigeno
crudo de Trypanosoma cruzi. Finalmente, se procedi6 al andlisis de las subpoblaciones de LT CD8* ex
vivo en individuos sanos.

Resultados. La evaluacion de las moléculas con los conjugados no mostré interferencia en las sefiales
de fluorescencia. Las frecuencias de las subpoblaciones de LT CD8* evaluadas fueron cercanas a los
valores reportados en otros estudios. Ademas, se observd que la frecuencia de LT CD8* productores
de IFNy, IL-2 y TNFa fue mayor a las seis horas de cultivo con SEB y con el antigeno crudo de T.
cruzi.

Conclusiones. El método aplicado para la construccion del panel multicolor permite obtener frecuencias
de las subpoblaciones de LT CD8* que corresponden a lo reportado en la literatura cientifica.

Palabras clave: citometria de flujo, colorantes fluorescentes, subpoblaciones linfocitarias, linfocitos T,
citocinas, inmunofenotipificacién.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v33i4.1709
Design of a multicolor panel to assess intracellular and surface molecules by flow cytometry

Introduction: Flow cytometry allows simultaneous detection of surface and intracellular molecules on
each cell.

Objective: To describe a method for building up a harmonic multicolor panel with 11 flow cytometry
parameters for phenotypic and functional analysis on CD8* T lymphocytes.

Materials and methods: For the multicolor panel construction, we selected the molecules and titred
conjugated antibodies with fluorochromes for CD3, CD8, CCR7, CD28, CD27, CD45RA, CD95 and
CD127 determination in peripheral blood mononuclear cells (PBMC). To evaluate the panel, the
conjugated antibodies were gradually added one by one and fluorescence minus one (FMO) test was
performed. This method was applied to assess ex vivo subpopulations of T cells and the production of
intracellular IFNy, IL-2 and TNFa using polyclonal stimulation with enterotoxin B from Staphylococcus
aureus (SEB) and antigen-specific cells with crude Trypanosoma cruzi antigen. Finally, the ex vivo
CD8* T lymphocyte subpopulations frequencies were analyzed in healthy individuals.

Results: The evaluation of the selected molecules and conjugates did not show interference in the
fluorescence signals and detection. The frequencies of CD8* T cells evaluated were similar to the
values reported in other studies. Additionally, we observed that the frequency of CD8* T lymphocytes
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producing IFNy, IL-2 and TNFa was higher 6 hours after culture with SEB and crude T. cruzi lysate.
Conclusions: The method used for the construction of a multicolor panel allows obtaining frequencies
of CD8" T lymphocyte subpopulations corresponding to those reported in the literature.

Key words: Flow cytometry, fluorescent dyes, lymphocyte subsets, T-lymphocytes, cytokines,

immunophenotyping.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v33i4.1709

La citometria de flujo como técnica analitica ha sido
utilizada desde finales de 1960 en el laboratorio de
los esposos Herzenberg en Stanford University
en Estados Unidos y actualmente es una de las
tecnologias de evaluacion celular mas poderosa
empleada para el analisis celular (1,2).

El andlisis multiparamétrico permite medir sobre
una misma célula diversos parametros, como
tamafio, complejidad y presencia de moléculas
intracelulares o extracelulares, mediante su
marcacién con anticuerpos conjugados con
fluorocromos. Los primeros citdmetros de flujo
permitian analizar tres parametros, que incluian
una sefal fluorescente y dos sefiales de dispersion
de luz. La necesidad de analizar fenotipica y
funcionalmente subpoblaciones celulares, condujo
a mejorar la tecnologia y fue asi como a mediados
de 1980 se hicieron los primeros andlisis de
seis parametros, cuatro sefiales fluorescentes
y dos sefiales de dispersion de luz. En 1990,
los avances en citometria de flujo permitieron
ahondar en la complejidad del sistema inmunitario
y fue asi como se logré el analisis de 10 a 17
parametros por célula, lo que permitié identificar
cientos de fenotipos celulares diferentes asi
como los asociados a diversas funciones de cada
subpoblacion (3-5). Por lo tanto, el incremento en
el nimero de canales de deteccion y la variabilidad
de marcadores y anticuerpos conjugados a
fluorocromos disponibles, han permitido crear
paneles multicolor que evalian gran cantidad de
parametros de manera simultanea (5). Ademas, el
andlisis de alta velocidad es otra de las ventajas de
esta tecnologia, con la posibilidad de evaluar mas
de 10.000 eventos por segundo (6,7).

El aumento en la complejidad de los analisis,
requiere la introduccion de métodos de control que
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permitanlograrlaconstruccionde paneles multicolor
para un analisis adecuado de las poblaciones
celulares de interés, evitando interferencias o
pérdida de sensibilidad por autofluorescencia o
comportamientos no esperados en la combinacion
de fluorocromos (6,8).

Nuestro grupo de investigacion ha venido
trabajando en la respuesta inmunitaria de la
enfermedad de Chagas, causada por el parasito
intracelular Trypanosoma cruzi. Se han logrado
avances importantes en el estudio de parametros
inmunolégicos mediante el uso de la citometria de
flujo (9-12). En modelos de raton de la infeccion
por T. cruzi se ha mostrado que la eliminacion de
la poblacién de los linfocitos T (LT) CD8* conlleva
la muerte de los animales (13). En humanos
infectados crénicamente, se ha demostrado la
presencia de LT CD8* especificos del parasito,
células importantes en la eliminacién de antigenos
intracelulares (14).

Esta nota técnica muestra un método para la
construccion y evaluacién de paneles multicolor
para el analisis fenotipico y funcional de LT CD8*
en células ex vivo, y en respuesta a un estimulo
policlonal o especifico con base en metodologias
previamente descritas (6,8,15,16).

Materiales y métodos

El disefio experimental propuesto parala marcacion
de moléculas en células ex vivo y cultivadas,
involucra las siguientes etapas: seleccién de
moléculas y conjugados, titulacion de conjugados
y evaluacion del panel multicolor a partir de
células obtenidas de individuos sanos. Para incluir
parametros de validacién en el modelo de interés,
se evalud la produccién de citocinas en células de
pacientes con enfermedad de Chagas.

Obtencion de células

Las células mononucleares de sangre periférica se
obtuvieron por gradiente de densidad con Ficoll-
Hypaque (GE Healthcare; Uppsala, Suecia), a
partir de sangre periférica anticoagulada con
heparina de sodio (BD Vacutainer; Franklin Lakes,
NJ, USA). Para la titulacién de los conjugados y
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la evaluacién de los paneles, se incluyeron dichas
células de un individuo sano. Para el estudio de
las subpoblaciones de LT CD8*, se incluyeron
cinco individuos sanos. Para el analisis de la
produccién de citocinas (IFNy, IL-2 y TNFa), se
incluyeron células mononucleares de sangre
periférica de cinco individuos con serologia positiva
para anticuerpos especificos de T. cruzi por
ELISA e inmunofluorescencia indirecta (IFl), con
diagndstico clinico de enfermedad de Chagas en
fase cronica sintomdtica. Los individuos incluidos
aceptaron participar voluntariamente y firmaron
el consentimiento informado. Este estudio fue
avalado por los Comités de Etica de la Pontificia
Universidad Javeriana y el Hospital Universitario
San Ignacio.

Marcacioén de moléculas en células ex vivo
Seleccion de moléculas y conjugados

La seleccion de los fluorocromos para los
anticuerpos conjugados se basa en la expresion
del antigeno sobre las células de interés y el indice
de coloracién del fluorocromo (17). Este ultimo
permite establecer la capacidad de un fluorocromo
para discriminar entre una sefal positiva débil y el
ruido de fondo, es decir, establece la sensibilidad
de resolucién.

Los conjugados para cada molécula, se
seleccionaron teniendo en cuenta los siguientes
aspectos:

1) se seleccionaron los fluorocromos menos
brillantes para aquellos antigenos que permiten
identificar subpoblaciones celulares y separan
claramente las poblaciones positivas de las
negativas (antigenos primarios: CD3, CD8);

2) losfluorocromosconbrillointermedioseutilizaron
para antigenos que caracterizan poblaciones
celulares, pero su patrén de expresion es un
continuo (antigenos secundarios: CD45RA,
CD28);y

3) los fluorocromos con mayor sensibilidad de
resolucién, se usaron para aquellos antigenos
con bajo nivel de expresion, eventos poco
frecuentes o que no se encuentran bien
caracterizados (antigenos terciarios: [FNy,
IL-2) (6).

Los conjugados seleccionados para el andlisis
ex vivo (panel 1) fueron: CD3-Pacific Blue
(BD Pharmingen; clon UCHT1; Catalogo No.
558117; San Diego, CA, USA), CD8-APC H7 (BD
Biosciences; clon SK1; Catalogo No. 641400; San
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Jose, CA, USA), CD45RA-PE (BD Pharmingen;
clon HI100; Catalogo No. 555489), CCR7-PE-Cy7
(BD Pharmingen; clon 3D12; Catalogo No. 557648),
CD28-PerCP-Cy5.5 (BD Biosciences; Clon L293;
Catalogo No. 337181), CD27-Alexa Fluor 700 (BD
Pharmingen; Clon M-T271; Catéalogo No. 560611),
CD95-APC (BD Pharmingen; Clon DX2; Catalogo
No. 558814) y CD127-FITC (BD Pharmingen; Clon
HIL-7R-M21; Catalogo No. 560549). Ademas, se
incluyd el marcador de viabilidad Fixable Aqua
Dead Cell Stain (Invitrogen; Catalogo No. L34957;
Eugene, OR, USA).

Titulacién de conjugados

Para la titulacion de los conjugados, se hicieron
cinco diluciones seriadas 1:2 de cada conjugado,
partiendo de la concentracién recomendada por
la casa comercial (8). Posteriormente, un millén
de células mononucleares de sangre periférica se
incubaron en la oscuridad durante 30 minutos a 4
°C, con las concentraciones de cada anticuerpo
conjugado. Para disminuir la unién inespecifica
entre las células y los conjugados, las células se
lavaron con la solucion tampén fosfato-alcalino para
tincién (PBS 1X, PBS 0,01 M, pH 7,4) (Eurobio;
Les Ulis, Francia) con suero fetal bovino al 1 %.
Para cada concentracion se obtuvo el indice de
tincién, dado por el cociente entre la intensidad
media de fluorescencia de la poblacion positiva
para la expresion del marcador y la intensidad
media de fluorescencia de la poblacién negativa.
En cada uno de los casos se seleccioné el punto
de saturacién con base en el mejor indice de
tincién, que representa la mayor separacion entre
la poblacién positiva y la negativa. Ademas, se
seleccioné la concentracién de conjugado que
permite la mejor distribucion de las poblaciones,
con respecto a los ejes en las graficas de puntos
o dispersogramas. Finalmente, la frecuencia de la
poblacion celular obtenida con la concentracién
seleccionada del conjugado, se compar6 con las
frecuencias reportadas en otros estudios (5,8).

Evaluacién del panel multicolor

Una vez seleccionados los marcadores y
fluorocromos por utilizar, se procedi6 a hacer el
montaje progresivo del panel con el fin de evaluar
posibles interferencias entre los fluorocromos
usados.Paraello,unmillondecélulasmononucleares
de sangre periférica se incubaron en la oscuridad
durante 30 minutos a 4 °C con los conjugados
previamente titulados y, posteriormente, se lavaron
con la solucién tampon para tincién. En el primer
tubo se incubaron las células con el marcador
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de viabilidad, y en el siguiente tubo se adiciond,
ademas del marcador de viabilidad, el conjugado
para CD3. De esta manera, se adicionaron uno
a uno todos los anticuerpos conjugados a cada
tubo, en el siguiente orden: anti-CD8, seguido por
anti-CCR?7, anti-CD28, anti-CD27, anti-CD45RA,
anti-CD95 y anti-CD127. La interferencia de los
conjugados se evalud con base en que la adicion
progresiva de un anticuerpo conjugado pudiese
modificar la sefial de los conjugados agregados
anteriormente.

El panel también fue evaluado por el control de
fluorescenciamenos uno (Fluorescence Minus One,
FMO), en la cual para evaluar las interferencias
producidas por determinados conjugados, se
marcaron las células con todos los conjugados
menos el conjugado por evaluar, incubando un
millén de células mononucleares en la oscuridad
durante 30 minutos a 4 °C, y luego lavandolas
con la solucion tampdn para tincion. Por ejemplo,
la fluorescencia menos uno para la molécula
CD45RA se hizo marcando las células con todos los
anticuerpos conjugados antes mencionados, menos
el conjugado para CD45RA. De la misma forma se
procedié para cada una de las moléculas. En el
control fluorescencia menos uno, la interferencia
de un anticuerpo conjugado especifico se observa
por la presencia de fluorescencia en el canal de
deteccion del conjugado no adicionado.

Marcacion para la evaluacion de citocinas
intracelulares en células cultivadas

Obtencién del antigeno crudo de tripomastigotes
de Trypanosoma cruzi

La obtencién de tripomastigotes de T. cruzi se hizo
en células VERO (ATCC CCL-81, Manassas, VA,
USA), segun lo reportado por Yoshida, et al. (18),
con algunas modificaciones. Brevemente, formas
metaciclicas de la cepa de T. cruzil MHOM/CO/01/
DA se incubaron 24 horas con células VERO a
37 °Cy 5 % de CO, en medio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, Eurobio) con suplemento
de suero fetal bovino al 10 % en una relacion
parésito/célula de 10:1. El antigeno crudo de
tripomastigotes de T. cruzi se obtuvo de acuerdo
con lo descrito en el 2007 por Martinez-Calvillo, et
al. (19), con algunas modificaciones después de
hacer dos lavados de los tripomastigotes con PBS
1X, se volvieron a suspender en solucion tampén
de lisis (10 mM Tris—HCI pH 8,0, 150 mM NaCl,
0,1% NP40), teniendo en cuenta que por 1 millén
de parasitos se adicioné 1 pl de tampédn de lisis,

Disefio de un panel multicolor para citometria

Triton X-100 (Sigma; Saint Louis, MO, USA) a una
concentracién final de 1,4 % y un coctel inhibidor
de proteasas (Sigma-Aldrich) a una concentracion
final de 2 %. Los parasitos se incubaron en hielo
durante 30 minutos y se centrifugaron a 12.000
rpom durante 15 minutos a 4 °C. La concentracion
de proteinas del lisado del parasito se determind
por el método de Bradford y el analisis del perfil
de proteinas se evalud en un gel de poliacrilamida
(BIORAD) al 10 % con dodecil-sulfato de sodio
(SDS-PAGE, Sigma-Aldrich) tefiido con nitrato de
plata (Sigma-Aldrich) o azul de Coomassie R250
(Gibco BRL; Grand Island, NY, USA) (20).

Curva de produccién de citocinas

Con el fin de determinar el tiempo de cultivo
requerido para detectar LT CD8* productores
de IFNy, IL-2 o TNFa bajo las condiciones
experimentales de este estudio, se cultivd un millén
de células mononucleares de sangre periférica en
1 ml de medio AIM-V (Gibco) sin estimulo (control
negativo), con estimulo policlonal utilizando 1,5 pg/
ml de enterotoxina B de Staphylococcus aureus
(SEB, Sigma-Aldrich) o con 1 pg/ml de proteinas de
lisado de tripomastigotes de T. cruzi como estimulo
para evaluar las células especificas en presencia
anticuerpos anti-CD28 (1 pg/ml) (BD Biosciences;
Catalogo No. 340975) y anti-CD49d (1 pg/ml) (BD
Biosciences; Catalogo No. 340976) durante 6, 12,
16y 20 horas a 37 °Cy CO,al 5 %. Después de 1, 3,
7'y 11 horas de cultivo, respectivamente, se adiciond
el inhibidor de transporte intracelular Brefeldina A
(BD GolgiPlug™; Catalogo No. 555029; San Diego,
CA, USA). Una vez terminado el tiempo de cultivo,
las células se marcaron con los anticuerpos de
superficie y posteriormente se permeabilizaron y
fijaron de acuerdo con las instrucciones del estuche
comercial (BD Cytofix/Cytoperm™ Plus; Catélogo
No. 555028, San Diego, CA, USA). Finalmente,
las células se incubaron con los anticuerpos
conjugados anti-citocinas (panel 2): IFNy-Alexa
Fluor 700 (BD Pharmingen; Clon B27; Catalogo
No. 557995), IL-2-PerCP-Cy5.5 (BD Biosciences;
Clon MQ1-17H12; Catalogo No. 560708) y TNFa-
APC (BD Biosciences; Clon 6401.1111; Catalogo
No. 340534) en la oscuridad durante 30 minutos
a 4 °C. El estimulo policlonal permite incluir un
parametro de validacion para la comparacion de las
frecuencias obtenidas bajo las mismas condiciones,
con las reportadas en otros estudios. El antigeno del
parasito permite, ademas de evaluar la respuesta
especifica, asegurar la deteccion de las células de
interés para posteriores andlisis.
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El panel multicolor para la deteccion de citocinas
en células cultivadas, se evaluo de la misma forma
como se describié anteriormente para la marcacion
en células ex vivo.

Adquisicion y analisis de datos por citometria
de flujo

Las lecturas se hicieron en el citometro de flujo BD
FACSAria Il (BD Immunocytometry Systems), el
cual cuenta con un programa de control de calidad
que se hace periédicamente. Con las perlas
Cytometer Setup & Tracking Beads (CS&T, BD
Biosciences; Catalogo No. 642412), se establecio
la linea de base del citbmetro que permite definir
los voltajes de los fotomultiplicadores, asi como el
alineamiento y el retardo de los laser. Para verificar
el correcto funcionamiento del equipo, se establecid
dia a dia la variacion de los valores con respecto
a la linea de base con las perlas anteriormente
mencionadas, en todos los casos con coeficientes
de variacion menores de 6 % (check perfomance).

Para asegurar la validez y la reproducibilidad de la
deteccién de los paneles utilizados, se aplicaron
los mismos parametros correspondientes a los
voltajes de los fotomultiplicadores, umbrales
(thresholds) y area scaling a cada experimento,
mediante la creacion de los parametros de lectura
(application settings), segun el boletin técnico de BD
Biosciences (21). Posteriormente, para cada lectura
se hizo la compensacién de las fluorescencias
incluidas en el panel multicolor para corregir la
posible superposicién de los espectros de emisién
de los fluorocromos (spillover), utilizando las
perlas de captura de anticuerpos CompBeads (BD
Biosciences; Catalogo No. 552843). Estas ultimas
tienen capacidad de unir de manera uniforme a
todos los conjugados, de tal forma que permiten
una adecuada compensacion de las fluorescencias,
evitando interferencias en la deteccion de eventos
poco frecuentes. Se utilizaron perlas marcadas
con cada fluorocromo y perlas sin marcar, para
desarrollar el proceso de la compensaciéon del
equipo, calculado automaticamente por el programa
de analisis FACSDiva, version 6.0 (BD Biosciences)
(8,22). Una vez calibrado el equipo, se adquirieron
al menos 50.000 LT CD8". Los datos obtenidos se
analizaron usando el programa FlowdJo, version
9.3.2 (Tree Star; Ashland, OR, USA).

Resultados
Seleccion de moléculas y fluorocromos

Con el objetivo de evaluar el fenotipo de las
diferentes subpoblaciones de LT CD8* se
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seleccionaron las siguientes moléculas: CDS3,
CD8, CCR7, CD28, CD27, CD45RA, CD95 y
CD127. EI CCR7 es un receptor de quimiocina
expresado en LT virgenes y células de memoria
con un estado de diferenciacion temprana, los
cuales migran a los érganos linfoides secundarios.
CD28 y CD27 son moléculas coestimuladoras y
su coexpresioén identifica poblaciones de LT CD8*
con diferenciacion temprana (CD28*, CD27%),
intermedia (CD28-, CD27*) o tardia (CD28-, CD27")
(23). CD45RA es una fosfatasa que permite
diferenciar LT con fenotipo virgen y LT activados,
y en conjunto con la molécula CCRY7, diferencian
cuatro subpoblaciones de LT CD8*: LT virgenes (T, )
(CD45RA*, CCR7*), LT de memoria central (T,
(CD45RA", CCR7"), LT de memoria efectora (T,,)
(CD45RA", CCR7") y LT efectores terminales (T,;)
(CD45RA*, CCR7) (24). CD95 es una molécula
expresada en LT activados (25) y, en conjunto con
CD45RA, permite la identificacion de las células
Teom (stem cell memory T cells) (26). Finalmente,
la disminucion de la expresion de CD127 se ha
asociado con un mayor grado de diferenciacién en
LT CD8* (27,28).

En el cuadro 1 se muestran los paneles disefiados
y las moléculas seleccionadas para la identificacion
de las subpoblaciones de LT CD8* en células ex
vivo (panel 1) y las subpoblaciones de LT CD8*
productores de IFNy, IL-2 y TNFa en células
cultivadas (panel 2).

Titulacién de anticuerpos conjugados

La titulacion de los anticuerpos se hizo para
determinar la concentracion éptima del conjugado y
minimizarelruidodefondo. Latitulaciénylaseleccién
del punto de saturacion se determinaron para cada
uno de los conjugados mostrados en el cuadro 1.
La figura 1A muestra como se escogieron los LT
CD8* para el andlisis de moléculas de superficie y
la produccién de citocinas; se eliminaron las células
agrupadas, se seleccionaron las células vivas y la
poblacion de linfocitos que expresan CD3y CD8.
La figura 1 muestra un ejemplo de titulacién para el
anticuerpo conjugado a ficoeritrina-cianina 7 (PE-
Cy7) para la evaluacion de CCR7 en LT CD8*. Con
base en lo recomendado por la casa comercial del
conjugado CCR7-PE-Cy7 (1 pg/ml), se evaluaron
las siguientes concentraciones: 0,062, 0,125, 0,25,
0,5 y 1 pg/ml, para marcar un millén de células
mononucleares de sangre periférica siguiendo las
condiciones experimentales y seleccionar el punto
de saturacion. Cuando las células se marcaron
con 0,5 pg/ml del conjugado, la distribucion de la
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Disefio de un panel multicolor para citometria

Cuadro 1. Panel multicolor para la determinacion fenotipica y funcional de las subpoblaciones de LT CD8* en células ex vivoy

cultivadas

Laser violeta (405 nm) Laser azul (488 nm) Laser rojo (640 nm)
Panel Amcyam Pacific Blue FITC PE PerCP-Cy5.5  PE-Cy7 Alexa-Fluor700 APC-H7 APC
12 Aqua CD3 CD127  CD45RA CD28 CCR7 CcDh27 CD8 CD95
20 Aqua CD3 - CD45RA IL-2 CCR7 IFNy CD8 TNFo?

Panel para la evaluacién de las subpoblaciones de LT CD8* en células ex vivo.

®Panel para la determinacién de células productoras de IFNy, IL-2 y TNFa en subpoblaciones de LT CD8* cultivados con SEB y

antigeno crudo de T. cruzi.

0,062 pg/ml

SSC-A
SSC-A

SSC-H
0 o

1 pg/ml

0,125 pg/ml

0,25 pg/ml

0,5 pg/ml

SSC-W

FSC-H
SSC-A

)

FSC-W

[

)

2,27

indice de tincién
=

SSC-A

634 20
540 561 . — 60

CCR7-PE-Cy7

69,4

?34 50

4,86

+.H4J0+8AJL1%

o

CD8-APC-H7

0,062 0,125

CD83 Pacific Blue CD83 Pacific Blue

0,25 0,5 1,0
Concentracion (ug/ml)

Figura 1. Curva de titulacion de conjugados. A). Se seleccionaron las células no agrupadas, vivas y la poblacion de LT que expresan
las moléculas CD3 y CD8. B). Dispersogramas representativos de LT CD8* marcados con el conjugado CCR7-PE-Cy7 con las
siguientes concentraciones: 0,062, 0,125, 0,25, 0,5y 1 pg/ml. C). indice de tincién (e) y porcentaje de los LT CD8* (m) marcados
con el conjugado para la identificacion de la poblacion CCR7*en un individuo sano. El indice de tincién es igual al cociente entre la
intensidad media de fluorescencia de la poblacion positiva para el anticuerpo conjugado y la de la poblacion negativa.

poblacion CCR7* en LT CD8" fue adecuada: la
poblacion positiva se separa de la negativa y su
posicion sobre los ejes en los dispersogramas
permite identificar los limites de la poblacién de
manera clara (figura 1B). Ademas, cuando las
células se marcaron con esta concentracion del
conjugado, se observd que el indice de tincion
correspondia al punto més alto de la curva (figura
1C). Con esta concentracion, la frecuencia de
LT CD8* positivos para CCR7 fue de 63,4 %. En
algunos estudios se reportan frecuencias de LT
CD8* CCR7" en individuos sanos de 4917 % (29)
y 55 % (80). Por lo anterior, para este ejemplo el
punto de saturacion fue 0,5 pg/ml, en el cual la
concentracién fue adecuada para determinar la
expresiéon de LT CD8*CCR7*.

Evaluacion del panel multicolor

La evaluacion del panel multicolor permite
identificar los conjugados de anticuerpos que
crean problemas de interferencia alterando su
sensibilidad y, ademas, evalla el efecto de cada
uno de los anticuerpos conjugados sobre la
coloracion completa (6,16). La evaluacién del
panel multicolor incluyé la construccién progresiva
del panel y la fluorescencia menos uno. Al hacer
la construccién progresiva del panel multicolor
con los anticuerpos mostrados en el cuadro 1,
las frecuencias de las poblaciones no cambiaron,
ni alteraron la intensidad media de fluorescencia
de cada marcador evaluado a medida que los
conjugados se agregaban progresivamente para
las células marcadas ex vivo (figura 2). De igual
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manera, la fluorescencia menos uno no mostrd
disminucion de la sensibilidad de los conjugados
en el panel para marcar las células ex vivo (figura
3), como tampoco sefiales de fluorescencia en
los canales para los cuales no fue adicionado el
conjugado.

Frecuencia de las subpoblaciones de LT CD8*
en individuos sanos

Con el fin de utilizar otro parametro para la
evaluacién del panel, se determiné la frecuencia
de las subpoblaciones de LT CD8" T, To.\ T
memoria transicional (T,,), T, ¥ T, en individuos
sanos utilizando dos (CD45RA y CCRY7) y seis
moléculas (panel 1, cuadro 1) (figura 4). Segun
los reportes previos, las subpoblaciones se
escogieron con base en la expresion de las
moléculas seleccionadas (cuadro 2). Dado que

Biomédica 2013;33:660-72

la frecuencia de las subpoblaciones de LT CD8*
evaluadas corresponde a los valores reportados
en otros estudios y estas frecuencias dependen
del nimero de moléculas que se utilizaron para
el andlisis de las subpoblaciones evaluadas, el
método propuesto en el presente trabajo asegura
la calidad y reproducibilidad de los datos obtenidos
(cuadro 3).

Curva de produccion de citocinas

En cuanto a la cinética de produccién de IFNy,
IL-2 y TNFa en células cultivadas con un estimulo
policlonal (figura5A),alas6horaslaprincipalcitocina
producida fue TNFa, seguida de IFNy y, por ultimo,
IL-2. A las 12 horas de cultivo, la frecuencia de las
citocinas evaluadas no vari6 considerablemente,
pero IL-2 mostré su mayor pico de produccién a
este tiempo. A las 16 horas, mientras la frecuencia

LT cD8’
CCR7-Cy7 %
CD28-PerCP-Cy5.5 Qg
CD27-Alexa Fluor 700
CD45RA-PE
=S e Y s, 5] A2 o
CD95-APC
ool BT B skt g oo oo ]
CD127-FITC g’
=, <>, 8 B o e ] P e R )
< < i < <
&) o0 O &) O (&)
n a n n () )
w O w n (9] wn
cp3’ cp3’ CCR7" cD28" CcD27" | CD45RA" CcD95" cD127"

Figura 2. Construccion progresiva de un panel multicolor. El panel multicolor para marcar células ex vivo se construy6 con los
conjugados para las moléculas CCR7, CD28, CD27, CD45RA, CD95 y CD127, previamente titulados. Las células mononucleares
de sangre periférica de un individuo sano se marcaron con los conjugados de manera progresiva, se agregé uno a uno hasta
completar el panel. Cada fila representa el nimero de conjugados que se afadieron. La adicién progresiva de los conjugados no
mostré cambios en la distribucién, frecuencia e intensidad media de fluorescencia de las moléculas analizadas. Los LT CD8* se
seleccionaron en cada uno de los casos como se muestra en la figura 1A.
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CCR7-PE-Cy7
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Figura 3. Fluorescencia menos uno. Cada fila representa la poblacion marcada de células ex vivo con el total de conjugados del
panel multicolor menos uno. Los dispersogramas resaltados corresponden a la poblacién de células sin el conjugado descrito a la
izquierda. En cada uno de los casos, no se observo alteracion de la sensibilidad del conjugado que no se adicion6. Los LT CD8* se
seleccionaron en cada uno de los casos como se muestra en la figura 1A.
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Figura 4. Andlisis de las subpoblaciones de LT CD8*. Los LT CD8"* se seleccionaron como se muestra en la figura 1A. A partir de
estos, se escogieron las subpoblaciones de LT CD8* con dos moléculas (CD45RA y CCRY7) y seis moléculas (CCR7, CD28, CD27,
CD45RA, CD95 y CD127) en cinco individuos sanos.
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Cuadro 2. Moléculas para la determinacién de las subpoblaciones de LT CD8*

TN TSCM TCM TTM TEM TTE
CD45RA + + - - 3 .
CD95 - + + + + +
CCR7 + + + - -
CD28 + + + + - -
CDh27 + + + + + -
CD127 + + + + - -
Referencias (24,27,31) (26) (24,27,31) (27) (24,27,31) (24,27,31)
A B
30 - 2.0 1
= |FNy
+ +
£ 2 1571 - TNFa
8 2%1 3 - L2
2 £ 101
5 8
10 4
5 5 05 -
R xR
0 . T T ] 0.0 T T = d
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25

Tiempo de cultivo (h)

Tiempo de cultivo (h)

Figura 5. Curva de produccién de citocinas intracelulares. Analisis representativo de la frecuencia de LT CD8* que producen IFNy,
TNFa e IL-2 después del cultivo durante 6, 12, 16 y 20 horas, con un estimulo policlonal (SEB) (A) y especifico (antigeno crudo de
tripomastigotes de T. cruzi) (B), en un paciente con enfermedad de Chagas.

Cuadro 3. Frecuencia de subpoblaciones de LT CD8* en
individuos sanos

Fenotipo Dos moléculas™ Seis moléculas?*

Ty 34,60 % (27,20-62,90 %) 18,80 % (12,10-36,10 %)
Teem - 2,49 % (1,96-2,86 %)
Toum 25,90 % (24,20-33,40 %) 12 % (9,17-16,80 %)
T - 6,22 % (1,35-9,85 %)
Tew 16,10 % (4,18-27,90 %) 1,39 % (0,95-3,38 %)
T 12 % (2,33-17,90 %) 2,16 % (0,26-3,86 %)

n=5

1=CD45RA, CCR?.

2=CD45RA, CCR7, CD28, CD27, CD95, CD127.
*Los datos estan mostrados en mediana (rango).

de células productoras de IFNy se mantuvo, la de
las otras citocinas disminuyé. Finalmente, a las
20 horas de cultivo, mientras TNFa se mantuvo,
IFNy e IL-2 disminuyeron considerablemente.
Para el estimulo especifico, a las 6 horas de
cultivo se observé la mayor frecuencia de LT
CD8* productores de las tres citocinas evaluadas,
frecuencia que disminuyé gradualmente con
el tiempo de cultivo (figura 5B). Este andlisis
mostré que, bajo las condiciones experimentales
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utilizadas en la presente nota técnica, en cinco
ensayos independientes, se logra una mayor
deteccion de las células productoras de citocinas
a las 6 horas de cultivo sin diferencia significativa
al comparar con los tiempos evaluados. Ademas,
se valor6 el panel para evaluar la produccion de
citocinas intracelulares (panel 2, cuadro 1) y no
se observaron cambios en las frecuencias de las
poblaciones, la intensidad media de fluorescencia
de las citocinas o la sensibilidad de los fluorocromos
con la construccién progresiva del panel multicolor
y el control de fluorescencia menos uno (no se
presentan los datos).

Discusion

En la citometria de flujo se han desarrollado varios
métodos para marcar antigenos de superficie y
antigenos intracelulares, como citocinas, factores
de transcripcion y proteinas. Muchos fluorocromos
con diferentes espectros de excitacion y emision se
encuentran disponibles para marcar desde 9 hasta
17 moléculas distintas sobre una célula (3,5,16).
En esta nota técnica, se muestra un método para
la construccién arménica de un panel multicolor
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con 11 parametros, que permite evaluar LT CD8*
fenotipica y funcionalmente a partir de células
mononucleares de sangre periférica ex vivo y
cultivadas. Este método incluye tanto la seleccion
de antigenos y fluorocromos, como la titulacion
de anticuerpos conjugados y la evaluacion de la
armonia del panel multicolor.

La titulacion de los conjugados tiene el objetivo de
minimizar el ruido de fondo, mediante la seleccién
de concentraciones éptimas paralaidentificacion de
una molécula (8). El ruido de fondo se ha asociado
tanto a falsos positivos como a falsos negativos.
La inclusion de un marcador de viabilidad ha
mostrado que disminuye el ruido de fondo, dado
que las células muertas pueden unirse de manera
inespecifica a los anticuerpos conjugados. Por
ejemplo, Lamoreaux, et al., mostraron que, con la
adicién del marcador de viabilidad ViViD en conjunto
con la eliminacién de poblaciones no deseadas en
un canal de descarte (dump channel), se obtiene
una frecuencia de LT CD4* que expresan CD107a
de 0,061 %. Por el contrario, cuando no se incluyen
estos parametros, la frecuencia observada es
5,35 %, alejandose significativamente del valor
real (8). El canal de descarte corresponde a un
grupo de conjugados con un mismo fluorocromo
para marcar moléculas en células que no son
de interés y descartar poblaciones celulares no
deseadas para un analisis mas adecuado (8,17).
Estas células podrian generar fluorescencia no
especifica y aumentar el ruido de fondo. La adicién
del canal de descarte es recomendada cuando
se evallan poblaciones con bajas frecuencias y
puede ser agregado en conjunto con el marcador
de viabilidad (17,32). Perfetto, et al., recomiendan
que, para una mejor deteccion y discriminacion
de subpoblaciones de LT, se deben incluir en el
canal de descarte conjugados para las moléculas
CD19 (linfocitos B), CD56 (células NK) y CD14
(monocitos) (5).

La inclusién de métodos para optimizar un panel
multicolor asegura una alta sensibilidad, asi como
la obtencidon de datos exactos y reproducibles (5).
La sensibilidad de los conjugados con fluorocromos
en citometria multiparamétrica esta determinada
por tres factores: la autofluorescencia de las
células, el desempefio del conjugado y la unién de
otros conjugados en la misma célula. Para obtener
una alta sensibilidad, todos los conjugados deben
ser evaluados y analizados para identificar el mejor
panel multicolor. Mahnke y Roederer mostraron
que el proceso de marcacién de moléculas con
conjugados puede verse afectado por la presencia

Disefio de un panel multicolor para citometria

de otros conjugados, el orden en el que se agregan,
el clon del cual se obtiene el anticuerpo utilizado
para identificar una molécula o la superposicion
de las sefales de fluorescencia sobre un mismo
detector (spillover). Estos autores mostraron, por
ejemplo, que bajo sus condiciones experimentales,
la adicién del marcador de viablidad ViViD
disminuye la sensibilidad del conjugado CD28-
PE-Cy5 (6). Perfetto, et al., mostraron que el
fluorocromo Rojo Texas-Ficoeritrina (TRPE) tiene
una gran superposicién sobre los canales de PE,
PE-Cy5 y PE-Cy5.5 (5). Por otra parte, el control
de isotipo es utilizado en la citometria de flujo
porque permite determinar el ruido de fondo o la
unién inespecifica entre las células y anticuerpos
conjugados, haciendo posible diferenciar la
poblacion de células negativas de las positivas. En
la actualidad, en algunos estudios se recomienda
el uso del control de isotipo como control negativo
(33). Sin embargo, el uso de este control para
determinar antigenos con bajo nivel de expresion o
eventos poco frecuentes, no se recomienda porque
podria subestimar la poblacién positiva (34).

En 1999, Sallusto, et al, utlizando dos
marcadores (CD45RA y CCR7) describieron cuatro
subpoblaciones para los LT CD8": LT virgenes
(T,), de memoria central (T,,), memoria efectora
(Tg,) y efectoras terminalmente diferenciadas (T,,)
(24). En diferentes estudios se han utilizado estas
moléculas para evaluar la frecuencia y funcion de
estas subpoblaciones. Segun O’Connor, et al.,
utilizando CD45RA y CCRY7 la frecuencia de las
subpoblaciones en LT CD8* es de: 36 a 53,9 %
para T, 14a29,3 % para T, 14,3 a 23,8 % para
T, ¥ 10,6 a 20,2 % para T, (35). Por otro lado,
Austin, et al., mostraron que la frecuencia es para
los T, de 41,3+14,7 %, para los T, de 27,4£12,6
%, para los T, de 19,319,8 % y para los T, de
12,1£10,2 % (36). Por lo tanto, la frecuencia de
las subpoblaciones de LT CD8* utilizando CD45RA
y CCR7 en estos estudios, es cercana a las
frecuencias encontradas en el presente trabajo.
No se encontraron estudios donde se evallen las
subpoblaciones de LT CD8* con 6 marcadores.
Ademas, se encontr6 una amplia variacién de la
frecuencia de los T, cuando se evaluaron con dos
o seis marcadores. Esto podria explicarse por la
presencia de distintos subtipos de T, como los
LT de memoria intermedia o T,,, (27,28,37,38).
Recientemente, los T, fueron descritos como
una subpoblacion de LT distinta de los T, por la
expresion de CD95, en un estado de diferenciacion
temprana con una alta capacidad proliferativa por
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la alta expresion de CD127, CD27 y CD28, y su
capacidad de diferenciacion en T, y T,. Segin
Gattinoni, et al., la frecuencia de los T, en
individuos sanos va de 2 a 3 %, lo cual corresponde

a lo encontrado en el presente trabajo (26).

La deteccion de la produccion de citocinas
intracelulares en células cultivadas, depende de
las citocinas evaluadas, el estimulo, la poblacién
celular de interés y el tiempo de cultivo. El estudio
del fenotipo para establecer la subpoblacion
celular asociado al tipo de citocina producida,
permite identificar con mayor precision el grado
de diferenciacién celular, tal como se ha descrito
anteriormente (39). Ademas, de acuerdo con
los parametros establecidos en cada modelo
experimental, se hace necesario establecer el
tiempo adecuado de deteccion de las citocinas.
Por ejemplo, Mascher, et al., determinaron que
un cultivo de cinco horas corresponde al mejor
momento para evaluar la produccién de IFNy,
IL-2 y TNFa en células mononucleares de sangre
periférica estimuladas con fitohemaglutinina
(PHA) (15). Rostaing, et al, cuando evaluaron
la producciéon de IFNy, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10
en células mononucleares de sangre periférica
estimuladas con acetato de forbol miristato
(PMA) con ionomicina, encontraron que el tiempo
recomendable para evaluar IFNy e IL-2 era de
ocho horas de cultivo, en cambio, las demas solo
hasta las 36 horas de cultivo (40). Por otro lado, la
evaluacién del panel multicolor para la deteccion
fenotipicay funcionalde LT cultivados, debe hacerse
bajo las condiciones experimentales. Con base en
esto, aunque existen distintos controles positivos
disponibles (SEB, PHA, PMA-ionomicina), es
importante evaluar el efecto del estimulo sobre las
moléculas y las citocinas que se determinan. Bajo
nuestras condiciones experimentales, el tiempo de
produccion de las citocinas IFNy, IL-2 y TNFa se
selecciond con base en el control positivo y en la
poblacion de células productoras de las citocinas
con el estimulo especifico.

En conclusién, el método propuesto para la cons-
truccién de un panel multicolor con 11 parametros
para la evaluacién fenotipica y funcional de
las subpoblaciones de LT CD8*, no presentd
interferencia de los fluorocromos. Este método
permite obtener frecuencias de las subpoblaciones
de LT CD8*" que corresponden a lo reportado
en la literatura cientifica. Por otro lado, para la
evaluacién funcional es necesario evaluar bajo las
condiciones experimentales del estudio, el tiempo
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adecuado para revelar la produccion de citocinas
intracelulares.
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