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1. INTRODUCCIÓN  
 

1.1. El Timo 
	
  
El timo es un órgano linfoide primario que brinda un microambiente especializado a los 

progenitores de células T provenientes de médula ósea. Su función se basa en dar 

educación y maduración a los timocitos antes de que estos sean exportados a la 

periferia para establecerse como células T maduras y funcionales. El timo junto con la 

médula ósea son los encargados del mantenimiento homeostático del sistema inmune 

periférico. 

 

1.2. Estructura y Función Tímica 
	
  

El timo es un órgano lobulado dividido por septos y fibras y compuesto principalmente 

de estroma. El estroma es un elemento no hematopoyético de tejido conectivo, que 

provee el microambiente adecuado para el desarrollo de las células T y está dividido en 

dos componentes histológicos, uno externo cortical y una interno medular (Figura 1.1). 

	
  

 

Figura 1.1. M: tejido medular, C: tejido cortical, L: lóbulo, BV: vaso sanguíneo, C: 

corpúsculos de Hasall.  Pathology Department. University of Massachusetts Amherst. 
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El timo contiene las células T en todas las fases de maduración y son denominadas 

timocitos. La célula T más inmadura entra al timo desde la médula ósea a través de los 

vasos sanguíneos ubicados en la región cortico medular y desde allí comienzan su 

proceso de maduración, pasando luego por la porción cortical. Esta zona se encuentra 

densamente poblada de timocitos inmaduros y células epiteliales tímicas corticales 

(cTECs). Una vez los timocitos comienzan la maduración, migran hacia la médula tímica 

que está conformada por fibroblastos, células endoteliales, macrófagos derivados de 

médula ósea, células dendríticas y células epiteliales tímicas medulares (mTECs).  Las 

mTECs tienen un papel muy importante en la función tímica, pues son ellas las 

encargadas de expresar un ámplio abanico de antígenos propios (muchos de ellos no 

ubiquos sino restringidos a tejidos específicos) que se presentarán a las células T para 

educarlas en la respuesta antígeno-específica del sistema inmunológico (1). En esta 

región los timocitos aprenden la tolerancia a lo propio, la restricción dependiente de 

antígenos unidos a MHC y completan el reordenamiento del TCR. Además del 

componente celular, la médula tímica posee tejido conectivo, matriz extracelular y los 

corpúsculos de Hassall, que son capas concéntricas de células reticulares planas y 

granulares con alto contenido de queratina, encargadas de albergar remanentes de 

células tímicas en proceso apoptótico. Es en la médula tímica donde se encuentran los 

timocitos en estadios más maduros, incluyendo aquellos que ya son aptos para salir a la 

periferia; esta salida de células T se hace a través de una rica red de vasos linfáticos 

eferentes, que drenan las células hacia los ganglios linfáticos periféricos. 

	
  

El timo sufre una marcada involución asociada con la edad, hasta convertirse en un 

órgano atrófico. En la edad adulta se pierde gran parte del tejido epitelial tímico, lo que 

genera un desarrollo menos eficiente de las células T o timopoyesis, una reducción en 

las células T recién emigrantes del timo (RTEs) y una reducción en la eficacia de la 

respuesta inmunológica. En consecuencia, puede haber un detrimento en la salud del 

individuo, por patologías tales como infecciones oportunistas, autoinmunidad o aumento 

en la incidencia de cáncer (2,3). La función tímica además de la edad, puede verse 
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modificada por otros procesos no fisiológicos como son los tratamientos con esteroides, 

la irradiación y la malnutrición (caquexia) (4,5). 

 

1.3. Desarrollo y diferenciación de Células T  
	
  

Las células T humanas se originan a partir de un precursor pluripotente en la médula 

ósea o el hígado fetal. El precursor migra al timo, donde adquiere la identidad de célula 

T e inicia el proceso de diferenciación. Los progenitores que migran cada día son 

relativamente pocos, pero están adaptados para proliferar rápidamente una vez llegan 

al microambiente tímico (6). La proliferación celular en esta primera fase es inicada por 

acción de la IL-7, producida por las células epiteliales tímicas (7).  

 

Luego de la primera proliferación, estas células pasan por una serie de fenotipos 

celulares muy discretos para alcanzar las características y funciones propias del linaje 

T. Este proceso es complejo e involucra cambios en la expresión de muchos genes, 

factores de transcripción y factores de diferenciación, como se puede observar en la 

figura 1.2 (8-12).  

 

El primer estadio de diferenciación dentro del timo humano es la célula denominada 

progenitor linfoide común (CLP). El CLP llega a través de un vaso sanguíneo ubicado 

en la unión cortico-medular del timo. Esta célula aún tiene la capacidad de diferenciarse 

hacia células B, T, NK o célula dendrítica (13,14). El CLP se diferencia hacia célula pro-

T. Este estadio se caracteriza por la expresión en superficie del receptor de IL-7 (IL-7R) 

y el CD34. Se ha descrito que esta fase es altamente proliferativa. Posteriormente, 

aparecen las fases conocidas como pre-T (pre-T1 a pre-T4), donde se generan los 

cambios intratímicos más significativos. Durante estas fases comienza a evidenciarse la 

regulación negativa de la molecula CD34 y se sugiere que se inicia el commitment del 

linaje T. También se inicia el reordenamiento del TCR y aparece la expresión de los 

correceptores CD4 y CD8. Los timocitos continúan su maduración en la que completan 
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el reordenamiento de los loci del TCR. Además, inician la expresión en superficie de la 

molecula CD3. A partir de aquí, pasan a la fase de DP donde ya pueden expresar un 

TCRab maduro, lo cual es interpretado por la célula como una señal de sobrevida y 

expansión celular (14-17). A partir de la fase de DP, las células T inician los procesos de 

selección positiva y selección negativa que dan lugar a la célula T CD4 o CD8 (SP4 o 

SP8), que saldrá a periferia. 

	
  

De acuerdo con lo anterior, en la diferenciación de los timocitos tienen lugar tres fases 

claves que son: i) el reordenamiento de los loci del TCR; ii) la selección positiva y iii) la 

selección negativa. En ellas intervienen grupos de genes, factores de transcripción y 

citoquinas. 

 

 

Figura 1.2. Estadios del desarrollo temprano en timocitos. Los precursores emigran de 

medula ósea, ingresan al timo como precursor linfoide común (CLP) y comienzan su 

diferenciación pasando por los estadios de DN, DP y SP.Adaptado de Graux C, et al. 

Leukemia, 2006. 

  



16 

1.4. Reordenamiento y expresión del TCR 
 

Las células T maduras se caracterizan por la expresión en su membrana del complejo 

TCR/CD3. El TCR es un heterodímero transmembrana compuestos de dos cadenas ab 

o gd. Todas las proteínas a, b, g o d están compuestas por un dominio variable y uno 

constante. Los dominios variables son muy polimórficos y tienen la función del 

reconocimiento específico de los antígenos que son presentados por las moléculas 

MHC.  

	
  
En el humano los genes que codifican para las cadenas a y d (TCRA y TCRD), están en 

el cromosoma 14q11 y los que codifican para la cadena b y g (TCRB y TCRG), están 

localizados en el cromosoma 7q34 y 7q15 respectivamente. Los genes que codifican 

para varias de las cadenas del TCR, están conformados por diferentes segmentos, 

entre ellos el V (variable), el D (diversidad), el J (joining) y el C (constant). Durante el 

desarrollo de los timocitos, los genes y loci del TCR sufren un estricto reordenamiento 

que tiene una secuencia lineal donde se codifican unidades completas y se alcanza la 

exclusión de secuencias y alelos, a través de elecciones al azar entre varios de los 

segmentos (V, D, J) y por la delección de nucleótidos extras en la porción J de los 

genes. Estos reordenamientos son los que garantizan la alta variabilidad del TCR y 

generan el repertorio específico de células T que tendrá cada individuo. Las células T 

pueden expresar en su superficie diferentes tipos de receptores, el TCR ab o TCR gd. 

La expresión del TCR gd en la superficie de células T humanas comienza a partir de la 

semana 9 de gestación, mientras que la expresión del TCR ab se da a la semana 10. 

Mientras tanto los timocitos contienen los genes del TCR en estado inactivo y no se 

expresan. La recombinación solo se inicia después de que se activan los genes RAG1 y 

RAG2 que son esenciales para el reordenamiento de las regiones variables. Las 

señales del TCR a su vez son esenciales para la sobrevida de la célula T. El TCR se 

asocia con la molécula de superficie CD3 y la cadena z formando un complejo que 

activa una cascada de señales luego del primer contacto con el antígeno especifico. 
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Dentro de esta cascada las proteínas quinasas p56Lck y p59Fyn median la interacción 

entre el TCR y los correceptores CD4 y CD8. Además, se fosforila el residuo ITAM 

presente en el CD3 y la cadena z, lo que lleva al reclutamiento de otras quinasas tales 

como la ZAP-70 y la PI3K. Esta cascada de señales activa otros genes, entre ellos los 

de citoquinas y factores de crecimiento y diferenciación para que se de la expansión 

clonal (18,19).  

	
  

Cuando se generan todos estos eventos, el timocito expresa en su superficie el 

heterodímero TCR ab, el CD4 y el CD8. También se da la expresión del receptor de 

quimiocinas CCR7 que guía la migración del timocito DP hacia la medula tímica (8) y 

apaga la expresión de los genes RAG1 y RAG2.  

Existe también la variación de la célula T que reordena su TCR hacia gd. Este hecho 

puede darse si, durante el reordenamiento del gen que codifica para la cadena a que 

tiene incluido el locus para la cadena g, se incluye este locus y no el locus a, sólo así 

podrá expresarse un TCRgd (20) (Figura 1.3).  

	
  

 

Figura 1.3. Reordenamiento del TCR en humanos. Adaptado de Abbas AK, 2007. 
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1.5. Selección positiva 
 

La selección positiva de la célula T es dependiente del reconocimiento de antígenos 

presentados por el complejo MHC (Major Histocompatibility Complex). Con este proceso 

se garantiza la eliminación de células potencialmente nocivas para el sistema inmune. 

La célula T después de expresar el TCR en su superficie ya está preparada para 

reconocer cualquier péptido antigénico (propio o extraño), que sea presentado en el 

contexto de una molécula MHC. Las moléculas MHC son reconocidas como propias por 

las células T desde que están el timo y son expresadas principalmente, en la superficie 

de las células presentadoras de antígeno (APCs), que en el contexto del timo serian las 

TEC y algunas células dendríticas (DCs). Por tanto la selección positiva es el proceso 

en el que la célula T DP, cuyo TCR interactúa de forma débil o con baja afinidad frente 

al péptido propio presentado por una moléculas MHC, es estimulada para sobrevivir y 

dividirse, mientras que los timocitos cuyo TCR no reconoce ninguno de los péptidos 

MHC de clase I o clase II presentados por las APC, son inducidos a morir por apoptosis. 

Esto asegura que las células T maduras estarán restringidas por el MHC que expresa 

cada individuo.  

	
  
Durante la selección positiva también se fija la restricción del linfocito por las moléculas 

MHC de clase I o de clase II, asegurando que las células T CD8 solo reconozcan 

péptidos que son presentados por el MHC clase I, mientras que las células T CD4 solo 

estarán capacitadas para reconocer péptidos presentados por el MHC clase II y 

expresaran altos niveles de TCR en la superficie celular (TCRhigh) (7,21). 

 

 

1.6. Selección negativa 
 

La selección negativa es el proceso en el cual los timocitos cuyo TCR interactúa con los 

péptidos presentados por las moléculas MHC de una manera fuerte y con gran avidez 

(largo tiempo y difícil disociación) sean eliminados. Así, se asegura que las células T 



Estudio de reconstitución de poblaciones de linfocitos T, mediante marcadores epigenéticos	
  

19 

que son reactivas contra los antígenos propios presentes en altas concentraciones en el 

timo, sean eliminadas antes de salir a periferia. En esta fase, las células T estarán 

restringidas por un MHC propio y además toleran los antígenos propios que encontraran 

en periferia. Este proceso se denomina tolerancia central. En este punto los timocitos 

ya expresarán el CD4 o el CD8 en su superficie y no ambos, por lo que pasan a la 

siguiente fase de maduración como células T single positive (SP) 4 o SP8. 

 

 

1.7. Células T SP4 o SP8 
 

Como se mencionó antes, durante la selección positiva se da la diferenciación del 

timocito a SP4 o SP8. Esta selección lleva un intrincado cambio en la expresión de 

correceptores celulares. Requiere de una estricta regulación negativa sobre la expresión 

bien sea de CD4 o de CD8, según la identidad que haya adquirido la célula T, ya que 

los timocitos DP expresaban ambos correceptores.  

 

La regulación negativa se inicia sobre el CD8, antes que sobre el CD4. Se inicia con un 

fenotipo intermedio CD4+CD8lowTCRhigh. Posteriormente, este estadio derivará hacia 

SP4, mientras que los timocitos que se comprometen hacia SP8 pasan por dos estadios 

intermedios mas que son CD4lowCD8lowTCRhigh y CD4lowCD8+TCRhigh, antes de ser SP8 

(22, 23). En este punto las células T ya están maduras para salir del timo y presentan 

una correlación perfecta entre el MHC clase I o clase II y la expresión de CD8 o CD4. 

Sin embargo, se han planteado dos hipótesis sobre la decisión del compromiso de la 

célula T hacia CD4 o CD8. Una teoría propone que es un fenómeno completamente 

estocástico mientras la otra sugiere que la decisión es instructiva y se toma a partir de la 

intensidad de la señal con la cual responda el TCR al interactuar con el complejo MHC-

péptido (23). Ambas teorías han sido muy discutidas y hasta el momento no se ha 

probado lo suficiente ninguna de ellas en humanos. 
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El modelo de selección estocástica sugiere que la finalización de la expresión del gen 

de cada correceptor durante la fase de DP sucede completamente al azar. Luego, solo 

sobreviven las células T en las cuales coinciden la especificidad del TCR y el 

correceptor expresado y son estas células las que se diferencian al estadio SP. Sin 

embargo, esta hipótesis implicaría que la elección del linaje CD4/CD8 fuese un proceso 

altamente ineficiente, lo que se contradice con algunos estudios experimentales que 

sugieren que la eficiencia de tal proceso sería del 90% (23). Otro factor que va en 

contra de esta hipótesis es que los factores de regulación de la transcripción de los 

genes CD4 y CD8 son completamente diferentes y por tanto la opción de apagar o 

encender la expresión de uno u otro no sería la misma (24,25). 

	
  

El modelo instructivo de la selección del linaje CD4/CD8 postula que durante la 

selección positiva, la señal directa que da el TCR a las células T DP es la que suspende 

la expresión del correceptor que no corresponde con la señal emitida. Por tanto este 

modelo plantea que la señal del TCR está restringida por la molécula MHC con la que 

interactúa y que su intensidad es regulada por la interacción del complejo TCR/CD4 o 

TCR/CD8. Esta señal es regulada por el residuo intracitoplasmático de cada uno de los 

correceptores. El residuo intracitoplasmático del CD4 se une con mayor afinidad a la 

quinasa Lck, que el residuo del CD8 (26,27). Entonces, la unión TCR-CD4 es fuerte, 

mientras que la unión TCR-CD8 es más débil, pero son estas uniones las que dan la 

instrucción del gen que debe expresarse para la decisión del linaje y el paso a célula T 

SP. Sin embrago, algunos estudios experimentales concluyen que la instrucción de la 

interacción del TCR con el correceptor es válida pero no suficiente para que defina la 

célula T como CD4 o CD8 (28). Muchos estudios concluyen que la instrucción por 

señales tiene más que ver con el número de células T CD4 o CD8, pero que no 

interfiere con la decisión de linaje (29,30) (Figura 1.4). En conclusión, más estudios 

deben ser realizados en humanos, para definir claramente los procesos por los cuales 

las células se comprometen hacia el linaje CD4 o CD8 y conservan su fenotipo en 

periferia y durante el resto de su vida. 
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A. Modelo Estocástico 

 

 

B. Modelo Instructivo basado en la fuerza de la señal 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 1.4. A. Modelo estocástico de selección del linaje CD4 o CD8. B. Modelo instructivo 

de intensidad de la señal. Adaptado de Singer A et al, Nat Rev Immunol, 2008. 
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1.8. Regulación de los correceptores CD4 y CD8 
 

Las células T ab en timo tienen estadios claramente definidos a partir de la expresión 

de los correceptores CD4 y CD8 en la superficie celular. Estos correceptores son 

glicoproteínas que se unen a la membrana e interactúan con los dominios proximales de 

las moléculas MHC clase I y clase II, mientras que sus dominios citoplasmáticos 

reclutan miembros de la familia de Lck. Durante el desarrollo de las células T, estas 

hacen la elección del linaje entre CD4 y CD8, y este hecho implica como se menciono 

antes, la terminación de la expresión del gen contrario al de la identidad que asumirá la 

célula T. Además, induce la expresión de una cascada de genes propios de cada 

programa funcional, bien sea de células T helper CD4 o citotóxicas CD8.  

	
  

Muchos esfuerzos se han hecho para resolver la regulación de la expresión de los 

genes CD4 y CD8. Experimentos realizados a nivel nuclear muestran una compleja red 

de elementos reguladores positivos para ambos genes, al igual que otra red de 

elemento reguladores negativos. Pero actualmente se acepta que la expresión del CD4 

está regulada principalmente de forma negativa por la función de un silenciador, 

mientras que la regulación del CD8 es primordialmente regulada por la interacción de 

múltiples enhancers. 

	
  

El gen CD4 se sabe hasta el momento que posee elementos reguladores upstream del 

promotor que son dos enhancers, uno proximal y otro distal, conocidos como E4pro y 

E4dis, respectivamente. Además, posee un silenciador denominado S4.  

	
  
La regulación positiva del CD4 está controlada principalmente por el E4pro, mientras que 

el elemento principal durante la regulación negativa es el S4. Algunos estudios 

identificaron dos elementos reguladores mas, uno de ellos un enhancer ubicado en el 

primer intrón (Ein) del gen y un enhancer que solo está presente en las células T DP 

(EDP) (31). Funcionalmente se observó que el E4pro posee sitios de unión para proteínas 

Heb y E2a, requeridas para la activación de los LT, mientras que el E4dis está 
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involucrado en la activación del gen LAG3 (Gen de activación de linfocitos 3), el cual se 

encuentra cercano al gen CD4 tanto en humanos como en ratón. El E4in por su parte 

parece intervenir en la función del S4. Hasta el momento los estudios sugieren que los 

enhancer pueden tener diferente función e importancia en la regulación de la expresión 

de CD4 en diferentes estadios del desarrollo a partir de células T DP. Algunos 

experimentos sugieren que el S4 se requiere estrictamente en el silenciamiento del gen 

CD4 en los estadios de DP a SP, pero que en periferia ya no es necesario para que el 

LT mantenga su identidad (33,34). Al parecer no es necesario reprimir el locus CD4 a 

partir de que la célula T SP8 sale del timo, lo que hace concluir que se produce una 

herencia del silenciamiento cuando la clona se expande. In vivo se encontró que el S4 

del locus CD4 tiene motivos funcionales críticos que incluyen sitios de unión para 

RUNX3, MYB y HES1, los cuales son indispensables para que el silenciador actúe (32-

34) (Figura 1.5 A y C). 

	
  

En contraste con el mecanismo de regulación del CD4, la expresión del CD8 es 

regulada por los enhancers E8I-E8IV, localizados en el extremo 5’ del promotor del gen 

CD8a. El E8I controla la expresión inmediatamente después de que los timocitos pasen 

la selección positiva y este control es activo en LT CD8ab y LT CD8aa intraepiteliales 

(35). Al parecer la acción del E8I es dependiente de la conformación de la cromatina del 

gen, sin embargo la acción de este solo factor no es suficiente para inducir la expresión 

de los genes CD8a y CD8b, lo que sugiere que debe trabajar en conjunto con otros 

elementos reguladores. Los demás enhancers parecen actuar de modo especifico en 

cada estadio del desarrollo: el E8II funciona en DP y SP8, el E8III, solo actúa sobre los 

DP y el E8IV potencia la acción del E8II para regular los timocitos DP, SP8 y SP4 (36) 

(Figura 1.5 B y C). 
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A. Regulación de la expresión del gen para el correceptor CD4 

 

B. Regulación de la expresión del gen para el correceptor CD8 

 

C. Interacción de los elementos reguladores para CD4 y CD8 durante la 

diferenciación de células T 

 

Figura 1.5. Mecanismos de regulación de la expresión de los genes CD4 y CD8. A. 

Enhancers (E4dis, E4prox, E4DP), silenciador (S4) y factores nucleares que se unen a cada 

segmento. B. Enhancers involucrados en el control de la expresión del CD8 en los 

diferentes estadios del desarrollo y los factores nucleares que participan. C. Red de 

interacciones y estadios de los elementos de regulación de los genes CD4 y CD8 durante la 

elección del linaje. Adaptado de Singer A. et al Nat rev immunol. 2008. 
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Además, de los enhancer se sugiere la posible existencia de un silenciador que ayude a 

controlar la actividad del E8II y IV, pero hasta el momento no se ha identificado. El 

compendio de estudios existentes hasta ahora se resume en que, el primer paso para el 

control de la expresión del CD4 o el CD8 se inicia por la fuerza y duración de la señal 

que recibe el TCR al contacto con el antígeno. Luego se completan los procesos por la 

activación de vías intracelulares en las que participan diferentes genes y factores de 

transcripción como se resume en la Figura 1.5 C. Dos de los principales factores de 

transcripción identificados hasta ahora son el ThPOK y el RUNX3, específicamente 

expresados en timocitos CD4 y CD8 durante la diferenciación. El gen ThPOK codifica 

para un miembro de la familia de factores de transcripción Pok, que corresponden a una 

serie de dedos de zinc encargados de atraer e interactuar con otros factores de 

transcripción (37,38). Así, el ThPOK, se conoce como el POK de transcripción T helper. 

Estudios en modelos murinos muestran que una mutación de este gen desencadena 

una ausencia de LT CD4 mientras que los niveles de CD8 permanecen normales o 

aumentados. Algunos autores han sugerido también que este factor de transcripción 

puede actuar sobre el estadio intermedio de células CD4+CD8lowTCRhigh, 

direccionándolas aberrantemente hacia SP8. En condiciones normales en cambio, se 

observó que el ThPOK es necesario y suficiente para que se genere el linaje SP4 y se 

reprima el SP8, según el programa de señales del complejo TCR-MHC-péptido (39). La 

expresión de ThPOK es inducida por acción del GATA3, aunque no está claro si es por 

una acción directa o si está mediada a su vez por el RUNX3, que es un gen importante 

en el silenciamiento de las proteínas TOX, durante la diferenciación hacia LT CD4 (21). 

 

 

1.9. Marcadores celulares de timocitos 
 

El desarrollo y maduración del linaje T desde que empieza en la médula ósea o el 

hígado fetal hasta que se diferencian los timocitos en linfocitos T periféricos, se 
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acompaña de un fenotipo, dado por las moléculas de superficie que expresan en cada 

uno de sus estadios. 

	
  

El linaje linfoide proviene del mismo precursor que las demás células hematopoyéticas y 

es identificado por la molécula CD34. Algunos autores especulan que si el CD34 

aparece acompañado del marcador CD10, estas células son precursoras directas de 

células T y B (40,41). Algunos investigadores encontraron que el 14% de las células en 

médula ósea tenían el fenotipo CD34+CD10+CD45RA+CD43+ e IL7RA+. Estas células 

expresan transcritos para PAX5 e IGB. Además poseen transcriptos para GATA3 y pTa 

específicos de la diferenciación hacia célula T. Este fenotipo se acepta actualmente 

para identificar el CLP (42). Posteriormente, se identificaron los marcadores CD7+, 

CD38low y CXCR4+ como marcadores de precursores linfoides en sangre de cordón 

neonatal, con potencial para diferenciarse hacia célula T (43). Adicionalmente al CLP, 

se ha tratado de identificar el progenitor de establecimiento tímico (Thymus Seeding 

Progenitor, TSP) y el progenitor temprano en timo (Early Thymic Progenitor, ETP). 

Algunos autores sugieren que las células CD34+CD45RA+CD7+, corresponden al TSP, 

mientras que las células CD34+CD38low con  reordenamiento del TCR corresponden al 

ETP (44,45). Otros estudios muestran que no hay una sola célula que pueda migrar al 

timo, sino varias, con fenotipo diferente. Esto se respalda en el hecho de que se 

encontraron células CD34+CD19+ en timo (46). En resumen se podría pensar que un 

grupo de precursores tienen la capacidad de dirigirse e instaurarse en timo y que son 

multipotenciales, pero que aun no están restringidos al linaje de célula T por lo que esta 

cualidad la adquieren en una fase posterior del desarrollo tímico. 

	
  

Los estadios transicionales de la célula T en el timo han sido caracterizados 

fenotípicamente, por medio de la evaluación de los reordenamientos del gen TCR (45, 

47). Se ha encontrado que la célula CD34+CD1a+ es la primera población que se 
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compromete al desarrollo del linaje de célula T, perdiendo toda capacidad de 

transformarse en otra célula (48-51).  

 

Luego de que se establece el linaje de célula T, después del estadio pre-T, como se 

mencionó en apartados anteriores. El fenotipo de los timocitos se ha establecido de 

acuerdo a lo que se observa en la figura 1.6. De acuerdo con Blom et al. Hay un estadio 

de célula CD4 intermedio que denominan small CD4 ISP (immature single positive) en 

el que las células son CD34+CD1a+CD3e+CD2+CD5+CD7+IL-7Ra+. Es en este 

estadio donde se expresa por primera vez el correceptor CD4 y continúa madurando 

hacia estadios intermedios, antes de su paso a timocito DP (52).  

 

Los estadios más tempranos del desarrollo de la célula T también se han analizado a 

nivel molecular y la característica mas clara es el avance del reordenamiento de los loci 

TCR, donde se identificó que la secuencia era TCRd>g>b>a (47, 45). 
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Figura 1.6. Marcadores celulares en el desarrollo temprano de células T humanas. 

Adaptada de Blom B, et al. Annu Rev Immunol 2006 

 

 

1.10. Salida de células T del timo a periferia (Thymic Output) 
	
  

El sistema de vigilancia inmunológica genera las señales necesarias para que haya 

migración de células T desde el timo a la circulación periférica para así mantener el 

repertorio de LT y la homeostasis periférica. El mecanismo por el cual los timocitos 

salen del timo, es poco conocido. Hasta ahora la evidencia muestra que las quimocinas 
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tienen un papel muy importante en este proceso, pero también es sabido que esta 

acción por sí sola no sería suficiente para mantener la homeostasis. Algunos estudios 

sugieren que las células T salen del timo siendo aún inmaduras y que completan su 

desarrollo en órganos linfoides periféricos (53-55). Estos estudios se han enfocado en 

identificar y cuantificar las células T que recién salen del timo (Recent Thymic 

Emigrants, RTEs), las cuales son claves en la valoración de la función tímica y la 

reconstitución periférica (53,55). Hasta el momento se sabe que los RTEs salen con un 

fenotipo maduro en cuanto al perfil de TCR, CD4 y CD8. Los RTEs que son 

funcionalmente competentes 16 horas después de estar en periferia (56-60) y entre el 

10-20% sufren divisiones celulares extratímicas. Los estudios también sugieren que un 

50% de las células que están listas para salir del timo, sufren una división justo antes de 

ser RTEs. Estas células que se han dividido recientemente van a periferia pocas horas 

después de completar la síntesis del DNA. Esta fase de expansión intratímica tardía 

demuestra que los requerimientos diarios de LT en periferia son altos (61). Otros 

estudios realizados por Boursalian et al sugieren que la célula T continua su 

diferenciación post tímica con maduración progresiva en fenotipo y función. Por tanto, 

se acepta que la maduración final de los RTEs se da en órganos linfoides periféricos 

(62).  

	
  

La mayoría de estudios de output tímico muestran que no es un fenómeno al azar y que 

requiere de una serie de eventos de maduración antes de que la célula RTE pueda salir 

a periferia. Sin embargo, en humanos la diferenciación fenotípica y funcional entre los 

RTEs y las células T naive de larga vida ha tenido poco éxito. En general, los estudios 

sobre el output tímico y los RTEs en humanos están metodológicamente muy limitados. 

Ademas, las señales que regulan la migración de timocitos maduros a la periferia aún 

no están completamente claras. Se han propuesto varios procesos para la salida de 

células T hacia periferia: quimiorepulsión del estroma tímico, señales de quimioatracción 

desde la periferia o pérdida de respuesta a las señales de retención tímica (63). En 

estos procesos estarían involucradas las siguientes quimocinas y sus receptores: 
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CXCL12 y su receptor CXCR4 (64), CCL19 y CCR7 (65), CCL25 y CCR9 y CCL22 y 

CCR4.  

	
  

El output en un timo adulto puede reducirse hasta un 95% comparado con lo que un 

timo joven puede emitir y la tasa de exportación celular es insuficiente para reemplazar 

la pérdida diaria de células T naive en periferia. Por tanto se hace necesario activar la 

proliferación homeostática periférica de células T maduras y células T memoria para 

tratar de compensar la pérdida de función tímica (66).  

 

 

1.11 Monitoreo de la función tímica 
 

Relativamente poco se conoce acerca del número y composición normal de células en 

el timo humano y cómo varían sus parámetros de acuerdo con la edad, la respuesta 

inmunológica y los estados de salud y enfermedad. Hasta hace poco la medición de la 

función tímica se veía limitada a la determinación de los niveles de LT en el pool de 

células periféricas, pero esto no reflejaba de forma cuantitativa la contribución de RTEs 

a sangre periférica ni permitia determinar la diversidad del repertorio de células T 

periféricas (67,68). Luego se diseñaron una serie de métodos de imagen con emisión de 

fluorescencia o de radioactividad y algunos con marcaje celular específico, para evaluar 

el tamaño y celularidad del timo (69,70). Aún continúan siendo usados en protocolos 

clínicos. 

	
  

La inmunofenotipificación y la citometría multicolor se han convertido en una 

herramienta para medir el pool de células T (71,72). Muchos antígenos de superficie 

celular han sido explorados como marcadores de RTEs en diferentes especies. Por 

ejemplo, Kong et al describió el chT1 como un marcador de superficie de RTEs en aves 

de corral, e identificó que era expresado por las células que habían emigrado del timo 

en un tiempo máximo de dos semanas (73). Sin embargo, hasta el momento no se ha 
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identificado ningún homólogo de esta molécula de superficie en murinos ni en humanos. 

En humanos en cambio se encontró que el CD45RA (la isoforma de peso molecular alto 

de tirosin fosfatasa) y el CD62L (L-Selectina), son los marcadores de mayor utilidad 

para identificar los células T naive tempranas (74). La desventaja de estos marcadores 

es que no son exclusivos de RTEs o LT naive de novo, puesto que los LT de memoria 

que son CD45RA- CD45RO+, pueden revertir a CD45RA+ si han pasado un largo 

tiempo y no han iniciado su proceso de apoptosis. Estas células continúan siendo 

células de memoria efectoras funcionales, pero fenotípicamente podrían confundirse 

con una célula naive (75). Por tanto las poblaciones de células T con el marcador 

CD45RA+ no garantizan una correspondencia indiscutible con RTEs. Otros estudios 

sugieren que deben combinarse los marcadores CD45RA+/CD45RO-, CD62L+, CD27+, 

CD95low para la identificación de los RTEs CD4+ (76) o el CD103 y CD11a en el caso 

de los RTEs CD8+ (72). Por otra parte se reportó que la combinación de los marcadores 

CD31 y PTK7 podían identificar claramente los RTEs CD4+, pero no los RTE CD8+ (77-

80). Actualmente, sigue habiendo controversia en cuanto a la metodología que permite 

diferenciar entre RTEs y células T naive; pero el fenotipo más aceptado para las células 

T näive es el CD3+CD4+/CD8+CD45RA+CD62L+ (81), mientras que para RTEs CD4 

es el CD3+CD4+/CD8+CD45RA+CD62L+CD31+ y para RTEs CD8 aun no se define 

claramente.  

	
  

Otros métodos menos comunes para la identificación de RTEs en humanos han sido 

probados en protocolos investigativos o en pacientes infectados por VIH. Estos métodos 

consisten en el marcaje de la purina desoxirribosa, con un isotipo radioactivo, el 

deuterio glucosa (D-Glucosa), el cual se combina con una separación de células por 

citometría y un análisis de espectrometría de masas para evaluar la síntesis de DNA en 

las células T. Esta tecnología está restringida a protocolos clínicos y requiere de 

expertos en espectrometría de masas, lo que lo convierte en una metodología 

impráctica para el estudio e identificación rutinaria de los RTEs (82). 

Análisis de la función tímica a nivel molecular 
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1.13 Cuantificación de TREC 
 

Los estudios de imagen y de inmunofenotipo, así como los marcajes in vivo sirven para 

monitorear la timopoyesis pero, sin embargo, han sido insuficientes para medir la 

maduración y la cantidad y calidad de los RTEs que salen del timo para repoblar el pool 

de LT en periferia. Douek et al encontraron que como resultado del reordenamiento de 

segmentos de los genes que codifican para el TCR, ciertas secuencias eran expulsadas 

produciendo un bioproducto de DNA episomal llamado T-cell receptor rearrangement 

excision circle (TREC) (83,84). Estos TRECs son moléculas estables, no se duplican 

durante la mitosis y se diluyen con cada división celular (85-87). Los TRECs son 

producidos por un segmento génico que codifica para la cadena d del TCR (TCRD), 

ubicada dentro del locus TCRA, tanto en humanos como en ratones (85-87). Como 

funcionalmente el reordenamiento del TCRA requiere primero de la delección del locus 

TCRD, es esto lo que genera la formación del DNA circular sj-TREC (88). 

	
  

Los sjTREC se miden por técnicas moleculares como la PCR en tiempo real, en la que 

se cuantifica el numero de moléculas de DNA episomal (89). Después de la selección 

positiva, cada célula T de novo que sale del timo conducirá el mayor numero de 

sjTRECs posibles, por tanto se puede correlacionar la proporción de sjTRECs de una 

célula con la cantidad de progenie clonal que tiene. Sin embargo, los sjTRECs 

presentan desventajas como marcador de función tímica, ya que pueden haber 

moléculas de TRECs que se conservan en algunas LT naive de larga vida. Estas 

moléculas constituirían un resultado falso positivo a la hora de correlacionarlas con el 

número de RTEs. Por el contrario, puede haber divisiones celulares de los RTEs 

inmediatamente después de salir a periferia, lo que subestimaría el número de 

moléculas de TRECs, con respecto al porcentaje real de RTEs (89-93). Estos factores 

de confusión llevaron a estudiar y desarrollar otras técnicas para detectar la producción 

de células T de timo. Por tanto se analizó el bioproducto del reordenamiento del gen 

TCRB que es otro círculo de DNA de exclusión denominado el bTREC. Este es 
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inversamente proporcional a la división de la célula, por lo que la proporción entre el 

número de copias de sjTRECs/bTRECs, puede dar una medida más directa del output 

tímico (88) (Figura 1.7A y 1.7B). Sin embargo, como los TRECs no se replican, la mitad 

de las células que sufren división después de cada reordenamiento del TCR, no 

poseerán el mismo número de TRECs (ni b, ni sj), por lo que no serán identificadas 

como RTEs y esto dificultará la evaluación cuantitativa del número de RTEs que se 

encuentran en periferia, dando como resultado un valor subestimado del número real de 

células que han salido del timo. Por tanto los TRECs, continúan siendo una estrategia 

imperfecta de identificación y cuantificación de los RTEs. 

 

1.14 Spectrotyping 
 

El proceso de reordenamiento de las regiones VDJ durante la timopoyesis resulta en la 

expresión de un único TCR en cada célula T para generar las nuevas poblaciones de 

RTEs y células T naive que conforman el repertorio de LT en periferia (94). Basado en 

este reordenamiento se generó otro método molecular de análisis de la timopoyesis, 

conocido como Spectrotyping. Esta técnica estudia la tercera región hipervariable que 

se encuentra entre la región V y J de la cadena B del TCR, que se conoce con el 

nombre de tercera región determinante de complementariedad (CDR3). Los resultados 

del Spectrotyping permiten evaluar la diversidad del repertorio del TCR en periferia, el 

cual será alto si la reconstitución es de carácter tímico y bajo si es producto de 

homeostasis periférica. 

 

El método consiste en determinar por técnicas de PCR y RT-PCR, a partir del cDNA de 

LT, el tamaño y variabilidad de la región CDR3 de la cadena b del TCR. Este sitio es el 

que determina el contacto del TCR con el complejo péptido/MHC y tiene un papel clave 

en el reconocimiento antigénico. La gran diversidad del CDR3 se genera por la inserción 

al azar de nucleótidos durante el reordenamiento de la cadena b del TCR (95-97). Por lo 
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tanto, a mayor variabilidad de tamaño del cDNA, mayor policlonalidad del pool de 

células T. 

 

1. Conformación de los bTRECs y de los sjTRECs 

 

2. Análisis de proporciones de bTRECS/sjTRECS para evaluar el output tímico 

 

Figura 1.7. A. Conformación de los sjTRECs y los bTRECs. B. Generacion y 

seguimiento del DNA episomal, producto del reordenamiento del TCR en timocitos. 

Adaptado de Ferrando-Martinez R, J immunol Methods, 2010. 
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1.15 Reconstitución linfocitaria 
 

La reconstitución inmunológica depende de dos vías: la primera es la generación de 

nuevas células T a partir de progenitores hematopoyéticos y timopoyesis; la segunda 

corresponde a la expansión en periferia de LT maduros residuales que responden a re-

estimulación antigénica y a citoquinas homeostáticas (98). El mantenimiento 

homeostático y la diversidad del repertorio T en la periferia dependen de un balance 

dinámico entre estas dos vías y de la generación de linfocitos funcionales durante la 

edad adulta de los individuos. La vía tímica es más lenta pero garantiza un repertorio 

policlonal más alto. En ella se conserva la diversidad del TCR y hay generación de 

células T naive de novo. Esto garantiza una repoblación de LT CD4, CD8 y células T 

reguladoras. La vía periférica en cambio, puede activarse rápidamente y asegurar una 

reconstitución inmediata pero inestable, menos sostenida (3-6 meses) y con 

características oligoclonales, que puede constituir un desbalance importante de la 

respuesta inmune frente a algunos antígenos (99). 

	
  

Las dos vías de reconstitución pueden ser evaluadas por la combinación de marcadores 

celulares como el CD45RA, CCR7, CD62L con marcadores moleculares como el 

contenido de sjTRECs en las células. Aquellas células con fenotipo 

CD45RA+CCR7+CD62L+ y un alto contenido de sjTRECs se considera que provienen de 

células T naive de novo que acaban de pasar por el proceso de timopoyesis. En cambio 

las células con bajo contenido de sjTRECs y además con características oligoclonales 

de TCR, se acepta que provienen principalmente de reconstitución periférica por 

expansión de clonas de LT residuales maduros (100). 

	
  
La calidad y el tiempo que tarda en darse la reconstitución por la vía de la timopoyesis, 

depende de la edad del individuo y del estímulo generado por el desbalance periférico. 

Por ejemplo, en niños que se han sometido a quimioterapia, la renovación del pool de 

células T por timopoyesis puede tardar tan solo 6 meses. En adolescentes, este 
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proceso puede tomar entre 12 y 24 meses (101,102) y en adultos la renovación de 

células T naive de novo se limita significativamente, tardando entre 3 y 5 años (103-

105). Otros factores pueden alterar el proceso de reconstitución: es el caso de la 

radiación, la cual puede causar daños a nivel de la médula ósea que pueden verse 

reflejados en la duración y calidad de la timopoyesis, de forma independiente de la edad 

(106,107). Las citoquinas, principalmente la IL-7 y su receptor (IL-7R) pueden también 

afectar la reconstitución inmunológica por vía tímica (108-110). Algunos autores también 

han reportado que disminuciones en la hormona del crecimiento y en el IGF-1 (insuline-

like grow factor-1), también pueden afectar la función tímica (111-113). 

	
  

La reconstitución inmunológica periférica, también llamada expansión 

homeostática periférica (114), ocurre principalmente en procesos de depleción aguda, 

con una caída del pool de células T, en muy corto tiempo, con inducción de la 

conversión de células T naive a células T activadas, induciendo proliferación de las 

clonas de periferia (114). Algunos han propuesto que esta vía puede activarse de 

manera independiente de citoquinas y antígenos pero otros autores observan que la IL-

7 y la IL-15 son capaces de actuar sobre algunas células T naive en periferia y sobre 

células T memoria obligandolas a dividirse (115, 116), lo cual podría explicar los altos 

niveles de IL-7R en las células T naive en periferia (117). Estudios en humanos 

muestran que hay una correlación inversa entre los niveles de IL-7 en suero y la 

reconstitución de células T después de una linfodepleción, mientras que altos niveles de 

IL-7 en periferia, se asocian con severa linfopenia (118). La IL-15 también es 

determinante en el mantenimiento homeostático de LT, principalmente CD8 de 

memoria. 

	
  

La reconstitución periférica es diferente para los LT CD4 que para los LT CD8. La 

reconstitución por timopoyesis parece ser mas importante en la reconstitución de 

poblaciones de LT CD4 que en las de LT CD8 y se conoce también que solo las células 

T naive de novo tienen la capacidad de reconstituir el pool de LT CD4 memoria central 
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(119). Los LT CD8, en cambio, se recuperan principalmente por la vía de reconstitución 

periférica y tienen una tendencia oligoclonal. También se ha encontrado que hay 

reconstitución tímica del linaje CD8 pero, al parecer, con una dinámica diferente de la 

observada con las subpoblaciones de LT CD4. Además, se encontró que la 

reconstitución por vía tímica, de la línea CD8 se da con un repertorio de TCR restringido 

a largo tiempo. 

 

1.16 Maduración postímica 
 

El primer estadio periférico de las células T es el de célula RTE. Por esto, el número y la 

identificación de RTEs en son importantes pero hasta el momento muy complejos, ya 

que no hay biomarcadores claramente definidos para diferenciar entre RTEs y LT naive, 

lo cual sería de gran valor tanto en condiciones fisiológicas como en algunas 

condiciones clínicas como la inmunosupresión (bien sea de origen infeccioso, por 

linfoabrasión, trasplante o quimioterapia), la colitis ulcerativa (123), la leucemia mieloide 

crónica (124) o la tiroiditis autoinmune (125), entre otras. 

 

La mayoría de estudios sobre RTEs se desarrollan en modelos murinos, por las 

dificultades técnicas que se encuentran para su estudio en humanos. Estudios en 

ratones muestran que el pico máximo de RTEs se alcanza a las 3 semanas de edad y 

que la proporción con respecto al total de células T en periferia es del 100% entre el 

nacimiento y las 3 semanas y decrece a un 20% a las 6 semanas después de salir del 

timo, a partir de ese momento comienza el proceso de involución tímica. En ratones los 

RTEs se acumulan en el bazo y nódulos linfoides periféricos y allí maduran hacia LT 

naive (126,127). 

 

Se observó que los RTEs compiten por nichos vacios en los órganos linfoides 

periféricos con los LT naive de larga vida, que aún no han sido activados por ningún 

antígeno (126). Tambien sabemos que se ubican preferencialmente en espacios 
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linfopénicos, lo que parece favorecer su sobrevida y desarrollo hacia LT naive. Una vez 

los RTEs encuentran su espacio se mantienen allí y comienzan su maduración hacia 

células T naive; el primer paso es aumentar la expresión del CD24 (127), una molécula 

esencial para la proliferación homeostática de los RTEs. Además, incrementan altos 

niveles de expresión de TCR y CD2, en cambio expresan bajos niveles de MHCII, 

CD45RO, IL-7R y CD28 (127-129). 

	
  

Los RTEs CD4 y CD8 también varían en su fenotipo y comportamiento. Los CD8 

proliferan al llegar al nicho periférico, tienen altos niveles de CCR9 y producen menos 

niveles de citoquinas. Los RTEs CD4 tienen una menor proporción de proliferación, una 

menor producción de IL-2, IL-4 e IFNg y expresan bajos niveles de CD25 (127,130, 131) 

y tienen alterada la capacidad para diferenciarse en los linajes de células T helper (Th1, 

Th2, Th17, Treg), especialmente hacia el linaje Th2. (131). Además, algunos estudios 

encontraron que la regulación epigenética de los loci de la citoquinas IL-2 e IL-4 pueden 

direccionar la diferenciación de los RTEs CD4 a LT naive (127, 131,132).  

	
  

Estudios en RTEs humanos, identificados mediante el contenido de TRECs, sugieren 

que estas células proliferan en periferia, como respuesta a IL-2, IL-4 e IL-7, y su 

expansión es completamente independiente del TCR. Los RTEs humanos tienen altos 

niveles de CCR7 en su superficie, a través del cual reciben las señales quimiotácticas 

para dirigirse y permanecer en los órganos linfoides secundarios. Además, observaron 

que tienen la apoptosis disminuida hasta en un 33% para garantizar el mantenimiento 

del pool de células en periferia (54).  

	
  

Los RTEs CD4 y CD8 permanecen en el nódulo linfático hasta que completan su 

maduración y se convierten en células T naive. Los LT naive permanecerán en ese 

estado hasta que reconozcan el antígeno específico, presentado por células dendríticas 

(DC) que llegan al nódulo linfático. Cuando el LT naive reconoce el péptido, se forma un 

complejo APC-MHC I/II con el LT CD4/CD8 que genera la primera señal inmunológica y 
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luego recibe la segunda señal de activación a través de la molécula B7. Esto hace que 

se active la producción de IL-2 por parte del LT, que ejerce una acción autocrina para 

activar la expansión clonal de la célula T activada. Se acepta que a partir de esta 

expansión el LT deja de ser naive y continúa hacia el proceso de diferenciación (Figura 

1.8). En este proceso de diferenciacion participan citoquinas claves como son la IL-4, IL-

10 e IFN-g. Algunos de los LT activados dejan el órgano linfoide donde ocurrió la 

activación y entran en circulación como células efectoras. Otras células, particularmente 

las CD4+, permanecen en el órgano linfoide para inducir diferenciación del linfocito B 

hacia célula plasmática secretora de anticuerpos específicos contra el antígeno que 

indujo la activación de la célula T. Las células T efectoras pueden migrar hacia cualquier 

sito del organismo donde haya una infección o una inflamación. Alli, se encuentran con 

el antígeno específico que las activó. Muchas de estas células actúan bien como 

secretoras de citoquinas y activadoras de otras células inmunológicas (como es el caso 

de los LT CD4), o bien destruyendo las células afectadas (como en el caso de los LT 

CD8). En esta fase los receptores de superficie cambian y pasan a ser LT (CD4 o CD8), 

CD45RA-, CD45RO+, CD31- y la expresión de quimocinas y sus receptores también se 

modifica, especialmente la del CCR7. 

	
  

	
  
Figura 1.8. Diferenciación y activación de las células T periféricas. Adaptada de Abbas, AK. 

2007. 
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Después de que los LT CD4 y CD8 cumplan su función, muchas de estas células entran 

en apoptosis y son eliminadas para recobrar los niveles basales de LT en circulación, 

mientras que otro grupo se diferencia hacia células T de memoria que serán las 

encargadas de responder rápidamente frente a un segundo reto contra el mismo 

antígeno para el cual fueron educadas. La función de las células T de memoria ya solo 

dependerá de la primera señal del TCR, ya que en este caso las señales co-

estimuladoras no son requeridas. 

 

1.17 Epigenética y linfocitos T 
 

En los últimos 50 años se avanzó en la comprensión de los mecanismos moleculares 

que regulan la expresión génica en eucariotas y se identificaron nuevos procesos que 

intervenían en dicha regulación. Estos nuevos proceso parecían relacionados con la 

diversidad morfológica y funcional de las células y tejidos, y se les denomino 

epigenética, que es “el estudio de los cambios heredables meióticos y/o mitóticos en la 

función génica que no pueden ser explicados por cambios en la secuencia del DNA”. 

Los diferentes procesos que esta definición involucra, están basados en la modificación 

de la cromatina y la accesibilidad al DNA, por medio de varios aspectos: i) 

modificaciones de las histonas, que pueden regular el inicio de la transcripción. ii) la 

acción de los microRNAs (miRNAs) que son pequeñas moléculas de RNA con 

aproximadamente 22 nucleótidos que participan en la regulacion negativa de su gen 

blanco, al cual son complementarios. Los miRNA pueden unirse creando una 

interferencia postranscripcional, y iii) la metilación del DNA, que es el proceso 

epigenético de células eucariotas más avanzadas y que se describe como el más 

común en mamíferos. La metilación está involucrada en identidad celular, control de la 

expresión génica específica de tejido, modificaciones celulares dependientes de la 

edad, la alimentación y el ambiente. Tambien, comienza a tomar fuerza como 

biomarcador en algunas patologías.  
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1.18 Modificación de las histonas 
 

Este mecanismo es conocido por el profundo efecto que tiene en el control de la 

expresión génica y se basa en la observación de que el DNA no está “desnudo” sino 

que, por el contrario, se encuentra formando un complejo íntimamente ligado a las 

histonas que se encargan de mantenerlo plegado y comprimido. Esta estructura 

conforma la cromatina que da forma y estabilidad a los cromosomas. 

 

La cromatina es una estructura conformada por unidades que se repiten y que reciben 

el nombre de nucleosoma. El nucleosoma, a su vez, se conforma por un octámero de 

proteínas que contiene dos moléculas de cada histona (H2A, H2B, H3 y H4). Alrededor 

del octamero de histonas se plega una cadena de DNA de 147 pares de bases (pb) de 

longitud. Los nucleosomas son estructuras dinámicas que pueden tener muchas 

configuraciones, lo que hace que la cromatina adquiera diferentes características a lo 

largo del genoma y pueda presentarse de dos maneras: accesible o abierta, que en tal 

caso se conoce como eucromatina y se asocia con el favorecimiento del inicio de la 

transcripción génica; o cerrada y condensada, en cuyo caso se denomina 

heterocromatina y está asociada con la regulación negativa de algunos genes. 

	
  

Se conoce que los cambios en la cromatina se regulan por modificación de las histonas, 

y tales modificaciones pueden ser acetilación, metilación, fosforilación, ubiquitinización, 

deaminación, e isomerización de las prolinas presentes en cada proteina (133). En 

mamíferos las modificaciones que sufren las histonas son principalmente 

postransduccionales y se encuentran más comúnmente en sus extremos C-terminal o 

N-terminal. La combinación de modificaciones en las histonas, son propias de cada 

tejido y de cada tipo de célula, siendo interpretados como el código epigenético de la 

maquinaria celular o “código de histonas”. Las modificaciones más comunes en 

mamíferos son la acetilación y la metilación. La acetilación es el proceso mejor 

entendido hasta el momento; se sabe que las lisinas (K) en las posiciones 9 y 14 de 

todas las histonas pueden ser acetiladas por medio de las enzimas histona-
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acetiltransferasas (HATs), las cuales catalizan la unión de grupos acetilos, mientras que 

las histona-deacetilasas (HDACs) son enzimas que ayudan en la remoción de los 

grupos acetilos. Ambos grupos de enzimas actúan en conjunto para mantener el 

balance entre histonas en todas las células (134-136). La histona H4 clave en la 

compactación de fibras de DNA, a diferencia de las demás histonas, sufre un proceso 

de acetilación en K16, el cual se asocia con disminución o pérdida de factores de unión 

entre histonas, lo que genera descompactación de la cromatina, e inicio de transcripción 

(137,138). La metilación de las histonas por su parte es una modificación más estable 

que la acetilación. La histona H3 es la que tiene un mayor grado de metilación, seguida 

de la histona H4. También pueden metilarse las K, en los residuos 4,9, 27 y 36 de la H3, 

y en la posición 20 de la H4. Los patrones de metilación de estas dos histonas, H3 y H4, 

son un marcador epigenético importante para monitorear el estado de la cromatina a 

largo término (139). Las enzimas histona-metiltrasferasa (HMTs), son las encargadas de 

regular el sitio específico de metilación de los residuos de lisina. Se sabe que la 

hiperacetilación de la H3 combinada con dos o tres sitios metilados en K4 (H3K4me2, 

K4me3) se asocia con descompactación de la cromatina y accesibilidad al DNA 

incrementando la actividad transcripcional del gen, mientras que la metilacion de 

histonas, como por ejemplo H3K9me2/3 y H3K27me3 constituye un marcador de 

represión de la transcripción y condensación de la cromatina. 

 

 

1.18 MicroRNAs: 
 

Los miRNAs comprenden una clase de pequeños RNAs no codificantes con un tamaño 

entre 18-25 nucleótidos. Estos miRNAs no codifican para ninguna proteína, pero en 

cambio pueden ser complementarios a cadenas de DNA o RNA, interfiriendo en su 

traducción. En humanos, se conocen hasta el momento más de 1100 miRNAs 

diferentes (miRBase: the microRNA international database, http://www.mirbase.org/) 

(140-142). Muchos de estos miRNAs están involucrados en los procesos de 
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interferencia del RNA (RNAi). Los miRNAs también están involucrados en la estabilidad 

de los telómeros, la inducción de la recuperación de la heterocromatina y, la 

diferenciación celular. Se sabe que intervienen en procesos fisiológicos y patológicos y 

su biogénesis ha sido muy bien estudiada (143). Sin embargo, algunos aspectos siguen 

sin ser resueltos, como por ejemplo el mecanismo que regula su expresión y que genes 

son regulados por cada miRNA identificado. Los miRNAs se asocian con proteínas de la 

familia argonauta (AGO) y todos intervienen en la unión de complejos proteicos a 

secuencias específicas del DNA y el RNA (144-146). Esta actividad se identificó como 

un proceso clave en el control de la diferenciación tisular y el mantenimiento de la 

identidad de tejidos durante la embriogénesis y la vida adulta (146). Los miRNA 

participan en los circuitos de regulación epigenética, involucrando los elementos que 

actúan en cis de los diferentes factores de transcripción en regiones promotoras 

putativas. Se observa que los sitios de unión de los miRNA se encuentran presentes 

principalmente en las regiones 3’ UTRs de los genes y que cada grupo de miRNAs es 

específico de un tipo celular, pero aún queda por correlacionar cada miRNA con el gen 

que regula y la función que este cumple. Se ha identificado la importancia de esta 

regulación en procesos tumorales, de envejecimiento y desarrollo y en cambios génicos 

asociados con la metilación del DNA (147). 

 

 

1.19 Metilación del DNA 
 

La metilación del DNA es un mecanismo vital en la expresión de genes durante el 

desarrollo normal y también, en la etiología de muchas patologías. Juega un papel clave 

en el imprinting genómico, la inactivación del cromosoma X, la estabilidad del genoma y 

en el silenciamiento de retrotransposones a largo término. La metilación del DNA en 

células de mamíferos se da por la adición covalente y heredable de un grupo metilo al 

carbono 5 de los residuos de citosinas en el DNA (5meC). La metilación del DNA es 
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catalizada por las enzimas DNA metiltransferasas (DNMTs), principalmente en 

secuencias que contienen dinucleótidos CG, sobre los cuales puede modificar la 

expresión y actividad génica (148). En vertebrados, el 70-80% de los dinucleótidos CG 

se encuentran metilados, especialmente en regiones intergénicas; por el contrario hay 

unas zonas, ricas en dinucleótidos CG, llamadas islas CpG (CGIs), que poseen al 

menos 300 pb de longitud y que se caracterizan por no estar metiladas en diferentes 

organismos, pero especialmente en el humano y el ratón. Estas mantienen una 

cromatina permisiva a la transcripción.  

	
  

Generalmente, las CGIs se ubican cerca a los sitios de inicio de transcripción (TSS) de 

muchos genes. El 70% de los promotores génicos de mamíferos poseen estas CGIs 

(149,150). Los mecanismos por los cuales se mantienen las CGIs no metiladas aun no 

son muy claros, pero se sabe que involucran procesos complejos que tienen que ver 

con la función de las enzimas DNMT, la modificación de las histonas y la unión de 

factores de transcripción (151-153). Aunque, la mayoría de CGIs en regiones 

promotoras están no metiladas, se ha observado que algunas se metilan de forma tejido 

específica, especialmente durante la diferenciación y desarrollo temprano de las células.  

 

 

1.19.1 Características y funciones de las CGIs 
 

Los últimos hallazgos han clasificado las CGIs por subclases, de acuerdo con su 

ubicación en el genoma. La característica más recientemente encontrada es que hay un 

50% de CGIs ubicadas en sitios muy remotos en relación a los TSSs de los genes. Aún 

así, parecen influir sobre la función promotora y los mensajes de inicio de la 

transcripción (154-157). Otro grupo de CGIs se ha encontrado en regiones intragénicas, 

que abarcan los primeros exones e intrones del gen, donde el papel como reguladoras 
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de la expresión aun no esta claro (158,159). Sin embrago, estudios amplios del genoma 

completo, muestran que estas CGIs también interviene en la regulación de los genes, lo 

que sugiere que la metilación es un mecanismo regulador de la expresión a diferentes 

niveles (160-162). Por tanto las CGIs, pueden clasificarse por su ubicación en 

promotoras, intergénicas o intragénicas, estas dos últimas también se denominaron 

CGIs huérfanas (154,163), ya que su función sigue siendo incierto. Lo que parece estar 

más claro ahora es que la distribución de la metilación y las CGIs huérfanas y 

promotoras dentro de los genomas puede ser una característica evolutiva de las 

especies que va diferenciándose según su complejidad. Por ejemplo la distribución de 

las CGIs se encuentra altamente compartida por el genoma humano y el de ratón (figura 

1.9), pero difieren significativamente del de plantas y drosófilas, por ejemplo (163). 

 

 

Figura 1.9. Distribución del total de CGIs encontradas en el genoma humano y el de ratón. 

Adaptada de Deaton AM y Bird A, 2011. 

 

Se sugiere que las CGIs huérfanas están ubicadas en promotores alternativos que aun 

no se han identificado y parecen actuar en forma específica en cada tejido, lo que 

amplía la importancia de la metilación en el genoma humano (164-169). 

Interesantemente, se hallo que el 34% de CGIs ubicadas en regiones intragénicas 
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estaban metiladas, lo que sorprende, si se considera que sólo el 2% de las CGIs en 

regiones promotoras lo están (158). Esto sugiere que la metilación en el cuerpo de los 

genes tiene un mayor papel en regular la expresión génica específica de contexto y de 

tejido. 

	
  

Por otra parte las CGIs ubicadas en los promotores tienen características que las 

diferencian de las demás, por ejemplo, están presentes principalmente en genes que 

carecen de cajas TATA y que muestran heterogeneidad en sus TSSs. Se ubican 

preferencialmente en la región entre los 50-100 pb del TSS, al parecer como 

indicadores de que la maquinaria transcripcional tiene condiciones favorables en ese 

gen, lo que explica que generalmente no estén metiladas. Pero también se encuentran 

metiladas en algunos pocos casos y se asocian con silenciamiento total del gen (163). 

	
  

Además, las CGIs en las regiones promotoras se han clasificado en tres clases 

dependiendo de la proporción de CpG, del contenido de GC y del tamaño que conforma 

la región (170): de alto contenido de CpG (HCP), predominantemente hipometiladas; de 

bajo contenido de CpG (LCP), que no necesariamente corresponden a CGIs y se 

encuentran comúnmente metiladas; y las de contenido intermedio (ICP), que entran 

justo en el criterio para CGIs y que presentan un patrón de metilación variable (171). 

Algunos autores han podido identificar que la actividad de muchos promotores 

concuerda con el grado de metilación del DNA (170) y la localización de la CGIs en el 

gen (172). Al parecer los promotores que poseen CGIs HCP e ICP principalmente 

regulan la transcripción a través de modificaciones a la estructura de la cromatina y se 

combinan con otros mecanismos epigenéticos para el control transcripcional (173-175). 

Las CGI intragénicas presentan niveles variables de metilacion y tienen la particularidad 

de que los niveles de metilación decrecen e incrementan cuando cruzan las uniones de 

exones e intrones y en los sitios de terminación de la transcripción (TTS) (163). Estas 

variaciones en la metilación a lo largo del cuerpo del gen es lo que puede constituir un 

patrón para cada célula. Las CGIs huérfanas están asociadas con nuevos tránscritos y 



Estudio de reconstitución de poblaciones de linfocitos T, mediante marcadores epigenéticos	
  

47 

pueden representar la mayoría de la expresión génica restringida a tejidos y regulada 

por metilación específica del DNA (154, 159, 161). 

	
  

Recientes estudios indican que el 76% de la metilación diferencial de los tejidos se 

encuentra en regiones adyacentes de las CGI denominadas las “orillas de las islas” 

(CpG Island Shores, CGIsS) (176). Esta es una característica muy común en 

poblaciones hematopoyéticas, donde las CGIsS exhiben gran variabilidad en la 

metilación del DNA y esta variabilidad se correlaciona directamente con cambios en la 

expresión génica (177). 

	
  

Entre las funciones que se les atribuyen a las CGIs, están el silenciamiento o activación 

de genes por dos diferentes procesos: i) por influir directamente sobre la unión de 

factores de transcripción al DNA, pues se sabe que los sitios de unión para ellos en el 

genoma de mamíferos son ricos en GC y que muchos de estos factores contienen 

secuencias de reconocimiento CpG (178); ii) por interactuar con proteínas con dominios 

de enlace a grupos metilo (MBD) que pueden reconocer directamente el DNA metilado y 

reclutar complejos modificadores de la cromatina (179).  

	
  

Actualmente, los métodos avanzados de ultrasecuenciación han permitido encontrar 

que hay un gran número de metilaciones que no necesariamente se dan como 5meC y 

que pueden presentarse como metilaciones CpHpG y CpHpH trinucleótidos (H= A, T, 

C). Este fenómeno ocurre más comúnmente en células madre humanas embrionarias 

(hESCs) y en casos más infrecuentes en células ya diferenciadas. En cuanto a las 

células diferenciadas, se encontró que un 20% de la metilación en CpG es externa a 

CGIs y se observa también que hay una alta frecuencia de 5meCpA en todo el genoma 

(161,162) pero estos hallazgos requieren aún de más estudios que expliquen sus 

propiedades funcionales en la diferenciación celular, la identificación de patrones de 

metilación y la regulación de la expresión génica (Figura 1.10). 
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Figura 1.10. Clasificación de las CGIs en el genoma humano y clases de metilación 

identificadas hasta el momento. Adaptada de Matladi N, et al. Trends Biochem Sci, 2011. 

 

1.19.2 Regulación de la metilación del DNA 
 

El proceso de metilación del DNA es una modificación química muy regulada, que se 

caracteriza por ser heredable y semi-conservativa. Cualquier alteración en este proceso 

puede tener implicaciones funcionales, fenotípicas y patológicas. En células de 

mamíferos la metilación es regulada por la actividad enzimática de las DNA 

metiltransferasas (DNMTs) que actúan bien sea en el mantenimiento de la metilación o 

en la metilación de novo. La regulación de la metilación en humanos comienza hacia el 

día 11 de gestación y se da primordialmente en células germinales, luego se pasa a una 

re-metilación de todo el genoma, donde la metilación de novo tiene una función 

primordial. Finalmente, se fijan los patrones de metilación específica de género y sitios 

de imprinting de metilación que conforman las regiones diferencialmente metiladas 

(DMR) dentro del genoma. De esta manera también se regula la inactivación del 

cromosoma X.  

	
  
Después de regulados los procesos de metilación durante la etapa gestacional, 

comienzan las regulaciones específicas de tejido; en esta fase también participan las 

DNMTs identificadas en mamíferos que son DNMT1, DNMT3A y DNMT3B. 
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La DNMT1 es una enzima de mantenimiento que se encarga principalmente de metilar 

el DNA hemimetilado después de la replicación de sus cadenas durante el ciclo celular. 

Las DNMT3A y DNMT3B en cambio, se asocian con metilación de novo. Los proceso 

de metilación de novo, son restringidos a estadios pluripotenciales de las células (181). 

Además, son claves en la inactivación de genes como el caso de la IL-2 durante la 

diferenciación de LT (180) y en procesos patológicos como el de la hipermetilación de 

genes supresores de tumores, proceso clave en la generación del cáncer (Figura 1.11). 

	
  

 

Figura 1.11. Vías de metilación del DNA en mamíferos. A. Metilación de novo por acción de 

la DNMT3A y DNMT3B. B. Mantenimiento de los patrones de metilación del DNA después 

de la replicación, mediada por acción de la DNMT1 que mantiene la metilación en las 

cadenas hijas. Adaptado de Fan G, et al. Neuropsychopharmacology 2012. 

 

 

Metilación del DNA en la diferenciación de Linfocitos T  

	
  

Las cèlulas madre específicas de tejido son las responsables del desarrollo y la 

regeneración de órganos completos. Estas células tienen el potencial de autorenovarse 
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y pueden replicarse con un programa previamente introducido, pudiendo diferenciarse 

hacia progenitores con un potencial de desarrollo más restringido. 

El sistema hematopoyético y en particular el desarrollo de los linfocitos, es uno de los 

sistemas de diferenciación más complejos y bien establecidos. El estudio de los 

mecanismos epigenéticos que controlan la adopción del linaje linfoide sigue siendo muy 

activo. El esquema de diferenciación del sistema hematopoyético desde las células 

madre hematopoyéticas hasta las células sanguíneas ha estado bien caracterizado, 

gracias a la posibilidad de identificar y separar muchos de los estadios celulares con el 

uso de marcadores de superficie y las técnicas de FACS. Sobre estas poblaciones 

purificadas el estudio de la epigenética adquiere mucho más sentido y, hasta ahora, el 

linaje más estudiado es el de los linfocitos B (182). 

	
  

Como se mencionó antes, el desarrollo del linaje T involucra una serie de 

diferenciaciones celulares secuenciales, binarias e irrevocables. Primero está la 

elección entre LT y LB, luego viene la elección del TCRab o TCRgd, seguida de la 

decisión entre CD4 o CD8 y posteriormente en periferia la de linaje Th1, Th2, Treg, etc. 

Este desarrollo requiere, en un primer nivel, de modificaciones transcripcionales que 

involucran interacción de factores de transcripción y elementos reguladores o 

potenciadores de la expresión génica y, en un segundo nivel, se requiere de los 

procesos epigenéticos que regulen la accesibilidad de los factores de transcripción a las 

regiones reguladoras y a la cromatina (183-186).  

	
  
La DNMT1, por ejemplo, se requiere para la apropiada maduración de los progenitores 

tímicos en ratones. Mutaciones en esta enzima, conducen a una marcada demetilación 

del DNA en su paso hacia DP, lo que se asocia con una profunda disminución de 

células del linaje TCRab y posterior reducción en todos los estadios del linaje T (187-

189). En contraposición, estos mismos modelos muestran que el número de células 
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TCRgd incrementa en los ratones, pero con una replicación intratímica limitada 

(190,191).  

Otros eventos epigenéticos que involucran el gen TCR tienen que ver con que los loci 

se encuentran normalmente metilados en los estadios de DN, pero luego de recibir las 

señales de activación a través de la vía de señalización de IL-7R, se inicia la 

demetilación de los sitios CpG en los loci, lo que da paso a la recombinación V(D)J 

permitiendo la formación del complejo pre-TCR (192-196). Los estudios sugieren que la 

de metilación del locus TCRg también es necesaria para que el reordenamiento ocurra. 

(197)  

	
  
En cuanto al gen CD4 se sabe que es reprimido de manera reversible en los timocitos 

DN y que luego se silencia definitivamente cuando la célula pasa de DP a SP8. Este 

silenciamiento es epigenéticamente regulado, pero la metilación del DNA al parecer no 

es necesaria.  

	
  
En el CD8 en cambio se ha descrito una vía mediada por RUNX3 en la cual este gen 

puede mediar la unión de factores de transcripción e inducir deacetilación de las 

histonas, lo que induce el silenciamiento del gen CD8 (198,199). Pero, al parecer, los 

silenciamientos durante la diferenciación celular causan una regulación negativa 

definitiva y heredable de la expresión del gen CD8 en las células T CD4. 

	
  

Hasta el momento, solo se ha reportado que la demetilación de los genes CD8A y 

CD8B ocurre durante la maduración de timocitos desde los DN hasta DP. Estos genes 

también se mantienen desmetilados en algunas células T SP4, lo que apoya la hipótesis 

de que los SP4 provienen de precursores CD8 (200, 201). La metilación también parece 

ser un proceso importante en los genes CD8A y CD8B, donde una remetilación de novo 

de estos genes, se observa en células que son seleccionadas negativamente antes de 

salir del timo (202). Un mecanismo directo relacionado con el gen GATA3 y la 
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regulación epigenética de la expresión de CD8 no ha sido definido, como tampoco el 

papel que pueden jugar las proteínas MBD (203). En resumen los genes CD4, CD8A y 

CD8B están metilados en los estadios mas inmaduros de los timocitos hasta la fase de 

pre-T y pro-T1 y la de metilación de estos genes, además del TCRab, se correlaciona 

con el inicio de su expresión en los estadios de maduración de los timocitos desde DN 

hasta DP, pero luego el promotor de estos genes continua desmetilado en los estadios 

de maduración hasta SP4 (204-208). 

	
  

Además de la regulación epigenética del TCR y los correceptores CD4 y CD8, también 

se ha evaluado el papel de la regulación epigenética en la diferenciación funcional de 

los LT. Algunos autores encontraron que la expresión de la IL-2 era potenciada cuando 

se inhibía la metilación del DNA (209). Este gen es quinescente, el DNA se encuentra 

metilado en la región promotora y el locus se mantiene totalmente inactivo con la 

cromatina en reposo hasta que la célula madura a LT naive (210,211). Los resultados 

sugieren que el gen de la IL-2 sufre una rápida demetilación del DNA en respuesta a 

mensajes de activación celular, que parece iniciarse 20 minutos después de la 

estimulación del LT naive y durante la fase S de la división celular, esta demetilación se 

da específicamente en un grupo de dinucleótidos CpG ubicados a 800 pb del TSS de la 

IL-2 (210). Los hallazgos sobre el papel de la metilación del DNA en la regulación de la 

transcripción de la IL-2 y la IL-4, han sido claves en cuanto a la activación y 

diferenciación de células T en periferia y es uno de los grandes avances en la 

asociación de la epigenética y el sistema inmune.  

	
  
El IFN-g fue una de las primeras citoquinas que se encontró que tenía regulación 

epigenética: se observó que cuando las líneas de células T se trataban con inhibidores 

de metilación, estas líneas aumentaban la expresión de IFN-g (212, 213). Además, los 

niveles de metilación en el promotor del gen IFN-g se correlacionaban inversamente con 

los niveles de expresión de las células en células T naive, memoria y entre neonatos y 

adultos y entre células Th1 y Th2 (213,214). El gen IFN-g presenta un estado de 
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demetilación permanente y heredable en clones de células T CD8. También se observó, 

que metilaciones de novo en este gen se asocian con una reducida producción de esta 

citocina en las poblaciones de células T. Recientes estudios han aumentado el 

conocimiento de los cambios epigenéticos en el gen IFN-g, que no solo incluyen 

metilación del DNA sino también acetilación de la H3 y H4 (215-220) y metilación de la 

H3K4-Me (216,219). 

	
  

Las células Treg son otro grupo de LT sobre los cuales la regulación epigenética se 

encontró que tenía gran importancia. Las Treg naturales son producidas en el timo y se 

caracterizan por el fenotipo CD4+FOXP3+, mientras que en periferia las células T 

pueden adquirir un fenotipo de Treg por influencia del TGF-b, y esto parece estar 

mediado por regulación epigenética sobre el gen FoxP3. Se sabe que la metilación de 

sitios CpG específicos en las células T regulan la diferenciación de células Th en células 

Treg: específicamente la metilación de las CpG en la región entre -600 y -1 pb del 

promotor proximal de FOXP3. Esta región está encargada de regular su expresión. Así, 

entre el 10 y el 45% de los sitios CpG se encuentran metilados en células T naive 

CD4+CD25-, mientras que el 100% se encuentra desmetilado en las células Treg 

naturales. Se sabe también que el TGF-b puede inducir una desmetilación en el 70% de 

las CpG de células T CD4+CD25low reguladoras inducidas (221, 223). En resumen, son 

muchos los genes del sistema inmune identificados hasta ahora en los cuales la 

metilación del DNA regula su expresión durante los proceso de activación y 

diferenciación de los LB, células NK y en especial de LT, en humanos, como puede 

verse en la Tabla 1.1.  

	
  

Además, se ha encontrado que la metilación del DNA es un proceso clave en la 

plasticidad y flexibilidad de los LT CD4 en periferia (Figura 1.12). No obstante, aún se 

requieren muchos más estudios sobre los procesos de metilación, desmetilación y 

regulación epigenética en las etapas previas a la de LT naive y durante la transición de 
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timo a periferia, al menos en humanos, ya que al parecer los estudios realizados en 

ratón no son completamente extrapolables, en lo que a SP4, SP8 y RTEs se refiere. 

Gen Células  Función Referencia 

IFN-g  CD4 (Th1) 

CD8 

Citocina pro-inflamatoria. (224) 

IL-4 CD4 (Th2) Citocina pleiotrópica de activación para Th2. (225) 

IL-13 CD4 (Th2) Maduración y diferenciación de células B. (225) 

IL-17 CD4 (Th17) Citocina pro-inflamatoria. (226) 

RORC CD4 (Th17) Factor clave de transcripción para diferenciación 

de células T efectoras Th17. 

(226) 

FoxP3 CD4 (Treg) Factor clave de transcripción para diferenciación 

de células T reguladoras. 

(227-230) 

IL2 CD4, CD8 Activacion y proliferación de LT y LB. (231) 

CCR6 CD4 memoria Migración y reclutamiento de LT (232) 

PD1 CD8 Receptor inhibidor de la coestimulación de 

células T 

(233) 

PRF1 CD8, NK Molécula efectora que media citolisis por células 

T y NK 

(234) 

KIRs NK Regulación de muerte celular mediada por 

células NK 

(235, 236) 

NKG2A NK Reconocimiento de moléculas MHC clase I 

HLA-E en células NK 

(237) 

PU.1 LB Regulación de la división del linaje entre 

mieloide y linfoide B 

(238) 

CD5 LB Regulador negativo de la señalización por BCR (239) 

MHCII 

(DR-DQ-DP) 

APCs Presentación antigénica de péptido 

extracelulares 

(240-242) 

CD21 LB maduros Receptor del fragmento C3d del complemento (243) 

IL-1B Mo, MF Citocina proinflamatoria (244) 

CD209 

(DC-SIGN) 
DC, MF Facilitador del trafico de DC y del contacto entre 

LT y DC. 

(245) 

Tabla 1.1. Genes humanos con función inmune cuya expresión es regulada por los niveles 

de metilación del DNA durante la activación y diferenciación de células linfoides reportados 
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hasta ahora. DC: célula dendrítica, Mo: Monocitos, MF: macrófagos. NK: células natural 

killers 

 

Figura 1.12. Esquema de los patrones de metilación de genes asociados con la activación y 

diferenciación de LT en periferia.  Adaptada de López Larrea C, et al. Trends in Genetic, 

2012 (246). 

 

1.20 Métodos de estudio de patrones de metilación del DNA 
 

La metilación del DNA tiene un papel muy importante en la biología del desarrollo, la 

edad y la etiología del cáncer y ahora también comienza a plantearse como un 

biomarcador molecular de identificación celular y de respuesta personalizada a 

tratamiento, lo que ha hecho que se desarrollen cada vez mas metodologías que 

permitan identificar los loci y cuantificar el grado de metilación que estos tienen. La 

metilación del DNA es usualmente analizada en el contexto de amplificación mediante 

PCR de segmentos de DNA tratados con bisulfito de sodio. Estos fragmentos de DNA 
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pueden tener todos los sitios CpG metilados, o por el contrario todos desmetilados o, en 

la mayoría de los casos, tienen un número variable de CpG metiladas y no metiladas, 

por lo que generalmente una mezcla de células tendrá muchas moléculas de DNA con 

diferentes grados de metilación. La heterogeneidad de la metilación puede tener 

diferentes niveles de complejidad, desde el más simple en el cual los alelos están todos 

metilados o todos no metilados; también puede ser una mezcla homogénea de células 

que puede tener ambos grupos de alelos, metilados y no metilados y la más compleja 

alternativa es una mezcla heterogénea de células pero también de alelos metilados, no 

metilados o con diferentes proporciones de metilación. Hasta ahora la complejidad de la 

metilación heterogénea de las células no está totalmente entendida (247, 248). Estas 

consideraciones obligan al desarrollo e implementación de nuevas y más complejas 

técnicas de detección y cuantificación. De acuerdo con el objetivo del análisis y el grado 

de resolución que se pretenda, será la metodología a emplear. En el caso de búsqueda 

de patrones de metilación como biomarcadores, por ejemplo, requiere que se lleve a 

cabo en una primera fase el análisis del estado general de metilación de la CGIs y luego 

un análisis cuantitativo y de identificación de posiciones o zonas metiladas 

diferencialmente entre diferentes células o estadios de desarrollo (249,250). 

	
  

La prueba estándar para el análisis de metilación parte de la transformación del DNA 

con bisulfito de sodio. Esta transformación debe ser estrictamente controlada, ya que 

transformaciones parciales pueden generar una sobre estimación de sitios metilados en 

los análisis posteriores (falsos positivos). La mayoría de los métodos de análisis se 

basan en la amplificación por PCR de los loci que se desean analizar. El producto de la 

PCR corresponde al sitio delimitado por los oligonucleótidos específicos. El producto de 

la PCR siempre corresponderá a una mezcla compleja de muchos amplificados y de los 

heteroduplex formados por ellos. Después de la PCR que parte de un DNA tratado con 

bisulfito, los sitos CpG metilados se conservaran intactos, mientras que los sitios no 

metilados se convertirán en TpG (ver el apartado métodos para más detalles) y estos 

resultados permitirán continuar los análisis de los loci por diferentes técnicas que 
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pueden clasificarse en cuatro grandes grupos de análisis: el primer grupo utiliza primers 

que son específicos para la secuencia susceptible de estar metilada y discriminan 

directamente el estatus de metilación del DNA de partida, por tanto puede analizarse la 

presencia o ausencia de amplificación o hacer una discriminación de moleculas basada 

en el estatus de metilación. Este grupo incluye la PCR-MSP (methylation specific 

primers), o RT-MSP (real time-MSP) y son básicamente técnicas cualitativas de 

metilación (Figura 1.13A). El segundo grupo consiste en técnicas que permiten 

seleccionar secuencias metiladas, parcialmente metiladas y secuencias no metiladas, 

dependiendo de sus propiedades fisicoquímicas. Con estas técnicas se hacen análisis 

conformacionales de las cadenas sencillas de DNA (DNAss), ya que la adición de los 

grupos metilos pueden generar cambios conformacionales leves o fuertes según las 

características de las bases que conforman las cadenas. Los métodos más empleados 

en este grupo son la HPLC, el gradiente de electroforesis en geles desnaturalizantes o 

el high-resolution melting (HRM), que analiza el cambio en la temperatura de melting de 

las moléculas de DNA, la cual varia dependiendo de que la secuencia contenga C o T 

(metilada o no metilada respectivamente) (Figura 1.13B). Este grupo de pruebas ofrece 

resultados semi-cuantitativos y puede generar resultados cuantitativos si la muestra 

contiene moléculas con niveles de metilación muy homogéneos. El tercer grupo 

comprende las metodologías que investigan el nivel de metilación de uno o más sitios 

CpG y son por lo general dependientes de productos de PCR y se continúan con 

técnicas de secuenciación. A este grupo pertenecen la secuenciación directa de 

bisulfito, la pirosecuenciación, la espectrometría de masas y el análisis de metilación 

con primers sensibles a un solo nucleótido (MS-SNuPE), combinados con el análisis de 

restricción sobre bisulfito COBRA. En este tipo de técnicas se puede analizar el nivel de 

metilación para un sitio CpG dado y se podrá calcular como un promedio de su 

metilación de todos los posibles tipos de alelos amplificados durante la PCR (Figura 

1.13C). Este grupo de técnicas son más cuantitativas que las anteriores, pero no 

permiten dar valores absolutos y en muchos casos puede no ser posible identificar la 

posición CpG que esta metilada. El cuarto grupo puede examinar la metilación de cada 
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producto de PCR individualmente y esto se logra al clonar el producto de PCR y 

secuenciarlo o directamente secuenciando el amplificado sin clonar, utilizando alguna 

de las diferentes tecnologías de next-generation sequencing (NGS). Esta metodología 

es cuantitativa y permite establecer patrones de metilación y cuantificar el grado de 

metilación de los alelos metilados, no metilados o metilados en niveles variables, en 

muestras complejas o de las cuales se desconoce la complejidad de su patrón de 

metilación (Figura 1.13D). 

 

 

Figura 13 A-D. Técnicas usadas para el estudio de la metilación del DNA 

Adaptada de Mikeska T et al. J Mol Diag. 2011. 
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2 HIPÓTESIS  
 

La reconstitución del sistema inmune y en particular de los Linfocitos T, se considera un 

evento clave de muchos procesos fisiológicos, patológicos y terapéuticos. Experimentos 

realizados, principalmente en modelos murinos, permitieron identificar que existen dos 

vías para la reconstitución de células T en la periferia: 1) la dependiente de la función 

tímica que involucra la generación de células T näive de novo a partir de timocitos y 2) 

la independiente del timo, que consiste en la expansión de las clonas LT maduros en 

periferia, por influjo de citoquinas. En humanos, la determinación de la función tímica 

para la reconstitución periférica de células T requiere de nuevos métodos que permitan 

identificar y cuantificar las células que recién emigran del timo. Hasta el momento se 

emplea para esto la fenotipificación por citometría de flujo con marcadores de superficie 

celular: CD45RA+CD45RO-CD62L+CD31+PTK7+. Además, se combina con un marcador 

molecular cuantitativo que consiste en determinar el contenido de sjTRECs y �TRECs.  

No obstante, los métodos empleados, presentan desventajas metodológicas e 

interpretativas de la función tímica, por lo que la la identificación y cuantificación de 

células Recent Thymic Emigrants, aún requiere de la búsqueda e identificación de 

nuevos marcadores cuantitativos.  

	
  
Basados en lo anterior, planteamos como hipótesis que la metilación del DNA, juega un 

papel clave en la diferenciación e identidad celular en humanos y por tanto los perfiles 

de metilación del DNA de algunos genes, expresados diferencialmente en los estadios 

de maduración de los linfocitos T, como es el caso de los genes que codifican para los 

correceptores CD4 y CD8, establecen gradientes de metilación que permiten identificar 

los estadios de desarrollo de los linfocitos T y correlacionarlos con el pool de células T 

en sangre periférica. 
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3 OBJETIVOS 
	
  

Basados en los datos bibliográficos y funcionales de los genes CD4 y CD8A, entre 

otros. Y luego de identificar in sílico y confirmar que algunas de sus islas CpG se 

encuentran metiladas en tejidos totales, hemos planteado los siguientes objetivos 

concretos para la realización de ésta investigación: 

 

1) Analizar los patrones de metilación de genes involucrados en los estadios de 

diferenciación de los linfocitos T mediante pruebas moleculares de metilación del 

DNA. 

 

2) Diseñar una prueba molecular rápida, sensible y específica para identificar los 

patrones de metilación en los diferentes estadios de las células T y especialmente 

en emigrantes tímicos recientes. Además de explorar si la amplificación del DNA 

por PCR combinada con sondas FRET puede ser una nueva opción metodológica 

para el análisis de patrones de metilación en poblaciones celulares. 

 

3) Evaluar la posible aplicación de los patrones de metilación estudiados, como 

marcadores de emigrantes tímicos recientes y compararlos con los marcadores de 

uso actual que son los TRECs, el PTK7, el CD31 y el CD45RA 

 
4) Correlacionar los perfiles de metilacion que puedan haber en los diferentes genes 

analizados con los estadios de maduración en las sub-poblaciones de linfocitos T 

provenientes de timo, sangre de cordón y sangre periférica.  
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4 MÉTODOS 
	
  

	
  

4.1 Identificación in sílico de islas CpG  
 

Se empleó el UCSC (University of California, Santa Cruz) Genome Browser 

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) (251) para predecir y localizar las CGIs en 

nuestros genes de interés. Adicionalmente, complementamos la información utilizando 

la plataforma de análisis y predicción de CGIs CpGPAP que consiste en una aplicación 

en red, cuya interfaz puede predecir el contenido de CGIs en secuencias genómicas 

presentes en los bancos de datos del genoma o en secuencias específicas de cada 

investigador (252). Las CGIs seleccionadas para el análisis, fueron aquellas que 

cumplían con los parámetros internacionales fijados por el consorcio para el estudio del 

metiloma humano (253,254): i) Fragmentos de DNA entre 200 y 3000 bp. ii) Un 

porcentaje de dinucleótidos GC, en dicho fragmento de DNA, superior al 50%. iii) Una 

relación de las CpG observadas vs las esperadas (O/E) mayor al 60%. 

	
  

Previo al análisis bioinformático se estableció un listado de genes prioritarios, basados 

en reportes bibliográficos de que dichos genes presentaran algún tipo de regulación 

epigenética y/o, que estuvieran involucrados en el desarrollo y diferenciación de células 

T humanas (tabla 4.1). Se trataron con igual prioridad las CGIs localizadas en las 

regiones no traducidas y regiones promotoras de los genes de interés, que las CGIs 

intergénicas e intragénicas.  
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Locus Islas CpG Metilación en LT Referencia 

CD45 NO ND (251) 

CD1A NO ND (251) 

TCRa  SI SI (Timocitos DN) (251,203) 

CD34 NO ND (251) 

RAG1 NO ND (251) 

RAG2 NO ND (251) 

CD3 g ,d ,e  NO ND (251) 

CD8A SI ND (251) 

CD8B SI ND (251) 

CD4 SI ND (251) 

ThPOK NO ND (251) 

CCR9 NO ND (251) 

CCR7 NO ND (251) 

CD7 SI SI (Marcador de leucemia) (251, 255) 

Tabla 4.1. Identificación de genes asociados con el desarrollo de células T que están 

asociados con CGIs o regulación epigenética. 

 

4.2 Muestras y tejidos 
	
  

Los análisis preliminares sobre el grado de metilación de las CGIs en los genes 

seleccionados y la puesta a punto de la técnica de secuenciación de DNA tratado con 

bisulfito, fueron llevados a cabo en 3 tipos de tejidos humanos totales: timo, tiroides y 

sangre periférica. Los detalles y resultados de esta primera fase exploratoria fueron ya 

publicados y se encuentran anexos a esta tesis (Anexo 1) (256). 
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Adicionalmente, se recolectaron y procesaron muestras de timo, sangre de cordón y 

sangre periférica para todos los experimentos descritos en esta tesis. Todas las 

muestras se obtuvieron con el previo consentimiento escrito y firmado por los pacientes 

y donantes o sus representantes legales en los casos de menores de edad. Para todos 

los procedimientos se contó con la aprobación del comité de ética de la institución. Los 

timos se obtienen de pacientes infantiles de la unidad de cardiología neonatal e infantil, 

sometidos a cirugía de corazón abierto en el Hospital Universitari Vall d’Hebron (HUVH). 

La sangre periférica de adultos y la sangre de cordón se obtuvieron de donantes sanos 

del Banc de Sang i Teixits (BST) de Catalunya. Datos demográficos de los pacientes 

incluidos en el estudio se encuentran registrados en la tabla 4.2.  

 

 

4.3 Tratamiento de las muestras y obtención de células 
 

Timocitos 

Aproximadamente 5 g de tejido de timo, procedente de 9 infantes entre 1 y 48 meses de 

edad fueron sometidos a disgregación mecánica, por agitación a 4⁰C, durante 30 

minutos en medio RPMI con suero fetal bovino (FCS) al 1%. A continuación, el tejido 

disgregado se filtró a través de una membrana de nylon de 70 �m y se lavó tres veces 

con buffer fosfato salino (PBS) 1X que contenía FCS al 2% (PBSF). Cada lavado incluía 

una centrifugación de 5 minutos a 400 g. Al finalizar los lavados, las células fueron 

resuspendidas en PBS 1X y luego se realizó una lisis de eritrocitos con tampón de lisis 

(BD Bioscience. Europe) siguiendo las instrucciones comerciales. Luego de lavar los 

detritos celulares los timocitos obtenidos fueron filtrados por segunda vez y 

resuspendidos en stain buffer (BSA) (BD Pharmigen. bioscience. Europe). 

	
  

Cada muestra de timo se sometió a recuento celular por citometría de flujo empleando 

el reactivo prefect count microspheres/CyT-PCM100 (Citognos, Salamanca, Spain). 
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Brevemente, 25 �l de las células en suspensión se mezclaron con 25 �l de perfect 

count beads y se llevaron a un volumen final de 250 �l, empleando stain buffer. 

Posteriormente, se cuantificaron las células en el citómetro FACS-CANTO II (BD 

Bioscience, San José, CA). 

 

Tejido Código Edad Sexo 

Timo TMB 428i 1 mes Masculino 

Timo TMB 429i 22 meses Masculino 

Timo TMB 431i 46 meses Masculino 

Timo TMB 434i 1 mes Femenino 

Timo TMB 435i 7 meses Masculino 

Timo TMB 436i 9 meses Masculino 

Timo TMB 438i 9 meses Femenino 

Timo TMB 439i 5 meses Masculino 

Timo TMB 441i 48 meses Femenino 

Sangre de cordón CB1 N ND 

Sangre de cordón CB2 N ND 

Sangre de cordón CB3 N Masculino 

Sangre de cordón CB4 N Masculino 

Sangre de cordón CB5 N Femenino 

Sangre de cordón CB6 N Femenino 

Sangre de cordón CB7 N Femenino 

Sangre de cordón CB8 N Masculino 

Sangre de cordón CB9 N Femenino 

Sangre adulta SP1 ND ND 

Sangre adulta SP3 52 años Femenino 
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Sangre adulta SP4 47 años Femenino 

Sangre adulta SP5 38 años Femenino 

Sangre adulta SP6 57 años Femenino 

Sangre adulta SP7 ND ND 

Sangre adulta SP8 23 años Femenino 

Sangre adulta SP9 27 años Masculino 

Sangre adulta SP10 38 años Masculino 

Tabla 4.2. Datos demográficos de los individuos donantes de los diferentes tejidos. Edad en 

meses o años, sexo. ND: No dato. N: neonato. 

	
  

 

Células mononucleares de sangre periférica y cordón umbilical 

Muestras de sangre periférica de 9 donantes sanos entre los 23 y 52 años de edad y 9 

muestras de sangre de cordón fueron procesadas para la obtención de las poblaciones 

linfocitarias.  

	
  

Se emplearon 50 ml de cada muestra de sangre, tanto de cordón neonatal como de 

sangre adulta. Las muestras se diluyeron volumen a volumen con PBS 1X (pH 7,2). 

Luego fueron centrifugadas a 400 g durante 10 minutos. Después de centrifugar, se 

descartó el plasma y las células fueron diluidas nuevamente en PBS 1X para luego 

realizar una separación de los PBMC por gradiente de densidad, centrifugando cada 

muestra por 25 minutos con Ficoll-Hypaque (Histopaque 1077. Sigma Aldrich. Europa). 

La fracción de PBMC fue recolectada en stain Buffer (BD Pharmigen, bioscience. 

Europe) y se realizó el recuento celular bajo el mismo protocolo empleado para los 

timocitos. 
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4.4 Tinción con anticuerpos y separación de soblaciones selulares por 
FACS 

	
  

De cada muestra de timo se emplearon 25 x 106 células totales. Las células se 

marcaron durante 45 minutos a temperatura ambiente y protegidas de la luz, empleando 

los siguientes anticuerpos: anti-CD3APC, anti-CD4FITC y anti-CD8PE (BD Pharmingen 

bioscience. Europe). Posteriormente se procedió a la separación de 4 diferentes 

poblaciones de timocitos: DN, DP, SP4 y SP8 (tabla 4.3).  

	
  
Tejido Población celular Fenotipo 

Timo 

Timocitos DN CD3+CD4-CD8- 

Timocitos DP CD3+CD4+CD8+ 

SP CD4 CD3+CD4+CD8- 

SP CD8 CD3+CD4-CD8+ 

Sangre 

Cordón 

CD4-RTE CD3+CD4+CD8-CD45RA+CD62L+CD31+ 

CD8-RTE CD3+CD4-CD8+CD45RA+CD62L+CD31+ 

CD4-Naive CD3+CD4+CD8-CD45RA+CD62L+ 

CD8-Naive CD3+CD4-CD8+CD45RA+CD62L+ 

Sangre 

Adulta 

CD4-RTE CD3+CD4+CD8-CD45RA+CD62L+CD31+ 

CD8-RTE CD3+CD4-CD8+CD45RA+CD62L+CD31+ 

CD4-Naive CD3+CD4+CD8-CD45RA+CD62L+ 

CD8-Naive CD3+CD4-CD8+CD45RA+CD62L+ 

CD4-memory CD3+CD4+CD8-CD45RA- 

CD8-memory CD3+CD4-CD8+CD45RA- 

Tabla 4.3. Fenotipo de cada una de las poblaciones celulares separadas por FACS según el 

tipo de muestra. DN: timocitos dobles negativos, DP: timocitos dobles positivos, SP: 

timocitos single positive. RTE: Recent thymic emigrants. 
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En cuanto a las células de sangre de cordón y sangre periférica de adultos, se 

emplearon 30 x 106 PBMCs y se marcaron durante 45 minutos a temperatura ambiente 

y protegidas de la luz, usando los siguientes anticuerpos: anti-CD3V450 (BD Horizon), 

anti-CD4PECy7, anti-CD8PerCp, anti-CD45RAFITC, anti-CD62LPE  y anti-CD31Alexa647 (BD 

Pharmingen bioscience. Europe). 

	
  
Después de marcar las células se separaron 6 diferentes poblaciones de LT de sangre 

adulta y 4 poblaciones de LT de sangre de cordón (tabla 4), empleando el equipo 

FACS-ARIA II (BD Biosciences. San José. CA). Cada población se recolectó en tubos 

que contenían 2 ml de PBS 1X y FCS al 2%. La pureza de cada población celular se 

evaluó sobre 5000 eventos de la ventana de CD3+ y luego se confirmo su fenotipo. Para 

evaluar la pureza de las poblaciones se empleó el citómetro FACS-CANTO II (BD 

Bioscience. San José. CA).  

	
  
Las células separadas se centrifugaron a 400 g durante 6 minutos. El sobrenadante fue 

descartado y las células fueron lisadas y congeladas en nitrógeno líquido durante 15 

minutos para luego almacenarlas a -80 ⁰C, hasta la extracción posterior de DNA 

genómico y RNA total. 

	
  

Para todos los marcajes celulares de cada muestra se incluyeron los siguientes 

controles: muestra no marcada y controles de población positiva y negativa, empleando 

la técnica de FMO (Fluorescense minus one) para poblaciones continuas, las cuales 

permitieron fijar las ventanas de análisis. Este último control se empleo especificamente 

para paneles de más de cuatro fluorocromos, como en el caso de las poblaciones de 

sangre periférica y de sangre de cordón. 
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4.5 Extracción de DNA genómico y RNA total 
	
  

El DNA genómico (gDNA) y el RNA total de todas las poblaciones linfocitarias de timo, 

sangre periférica y sangre de cordón fueron obtenidos empleando el kit comercial ZR 

duet DNA/RNA (ZymoResearch corp. USA). Este kit permite extraer el RNA y el DNA 

partiendo de la misma muestra. Esto nos pareció apropiado para poder correlacionar los 

resultados de metilación del DNA con los resultados de expresión génica en cada 

población de LT. Todas las muestras se procesaron siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Además, en todos los casos se trataron las muestras de RNA con 10 UI de 

DNasa a 37⁰C, durante 15 minutos, de acuerdo con lo sugerido en el protocolo  para 

evitar contaminación con gDNA. La concentración y pureza del gDNA y del RNA se 

midió en todas las muestras por espectrofotometría con el equipo Nanodrop ND-1000 

Spectrometer (Thermo Scientific. USA). La calidad de ambos fue calculada con la 

relación de absorbancia A260/A280 y A260/A230. 

	
  

El gDNA fue almacenado a -20 ⁰C, hasta su tratamiento de conversión con bisulfito, 

mientras que el RNA fue almacenado a -80 ⁰C, hasta su utilización en la síntesis de 

DNA copia (cDNA) y la cuantificación de la expresión génica. 

 

4.6 Tratamiento del gDNA con bisulfito 
	
  

Un total de 117 muestras de gDNA (27 de timocitos, 54 de sangre periférica adulta y 36 

de sangre de cordón) fueron transformadas con bisulfito de sodio, un compuesto 

químico, capaz de mediar en la deaminación de citosinas a uracilos en el DNA 

desnaturalizado de cadena sencilla. En el caso de las citosinas metiladas dentro de la 

cadena de DNA, estas quedan protegidas de la acción del bisulfito y se conservan sin 

ningún cambio (257,258) (figura 4.1).  
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Figura 4.1. Esquema de reacciones generadas durante la conversión del DNA al ser tratado 

con bisulfito de sodio y el sistema de complementariedad de las bases en la doble cadena 

del DNA durante el tratamiento y después de la amplificación por PCR. 

 

La conversión del DNA con bisulfito es posible si se controlan las condiciones 

adecuadas de tiempo y temperatura de desnaturalización de la doble cadena de DNA y 

la concentración de sales durante la reacción. Aun así, el tratamiento es muy agresivo y 

entre el 5 - 20% del gDNA total puede ser degradado (259). Para nuestros 

experimentos, el tratamiento del DNA se realizó con el kit comercial EZ DNA 

MethylationTM Kit (Zymo Research Corporation. USA), siguiendo las instrucciones del 

fabricante, como se describe a continuación: para obtener una óptima conversión del 

DNA, empleamos entre 250-500 ng de gDNA. El DNA fue desnaturalizado con 50�l de 

Zymo M buffer que contiene NAOH y esta reacción se incubó durante 15 minutos a 
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37ºC. Después se adicionaron 150 �l de reactivo de conversión CT recién preparado a 

cada muestra. Esta mezcla fue incubada a 50°C durante 16 horas y protegida de la luz. 

Pasado este tiempo, el DNA transformado por el bisulfito se une a una columna de 

afinidad y es desulfonado con el reactivo M-Desulphonation buffer, durante 20 minutos 

a temperatura ambiente. Finalmente, el gDNA transformado por el bisulfito se eluyó de 

la columna después de centrifugar a >11.000 g durante 1 minuto con 15 �l de buffer de 

elución. 

 

4.7 Diseño de oligonucleótidos y PCR nested 
	
  

El tratamiento del gDNA con bisulfito introduce cambios en la secuencia dependiendo 

del estado de metilación del DNA de partida. En una muestra puede haber una mezcla 

heterogénea de niveles de metilación. La heterogeneidad da como resultado un pool de 

moléculas con diferentes secuencias, según la localización de las citosinas metiladas 

(meC). Así, el objetivo en el diseño de oligonucleótidos para el análisis de metilación es 

el de amplificar secuencias metiladas y no metiladas con igual eficiencia. Según lo 

anterior, los oligonucleótidos para gDNA tratado con bisulfito se diseñaron bajo los 

siguientes criterios: 1) que no se situaran sobre una posición CpG de la secuencia 

original de la isla. 2) Ambos oligonucleótidos, sentido y antisentido, se diseñaron sobre 

la secuencia original de DNA, y luego se reemplazaron todas las citosinas (C) por timina 

(T) en el oligonucleótido sentido y, todas las guaninas (G) por adeninas (A) en el 

oligonucleótido antisentido.  

 

Este diseño se realizó con el programa Methyl Primer Express® Software v1.0 (Applied 

Biosystems. Life Technologies) (260), para amplificar 3 diferentes CGIs del gen CD8A y 

una CGIs del gen CD4 (tabla 4.4).  
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Identificación Primer sentido 5’—3’ Primer antisentido 5’—3’ Pb 

CD8.CGI1.1ext TTTTTTGAAATTTTTGGTTTTTTT  AAAATATCCCCCAACCTCTT 762 

CD8.CGI1.1int  TTTGAAATTTTTGGTTTTTTTT' CTAACACTTCAACTCCACTATCTC 598 

CD8.CGI1.2ext  TTAAGGGTTGTTTAAGTGGTGG  TCCTTTCCCCTATTTCTTTAAAAA 807 

CD8.CGI1.21int TTAAGGGTTGTTTAAGTGGTGG  TTCTATCTCCCAAAAAAAAATACCT 398 

CD8.CGI1.2.2int GGTATAGGTATTTTTTTTTGGG  TAAAAACTTCTTATCCATCCTTC 402 

CD8A.CGI2ext GGTGTTAGGTTTTTAAATATATTGTTGT TAATTACACCACTACACTCCAACC 658 

CD8A.CGI2int TGTTTGTTTTTAGTTTGGGTTAGTTTTT TATACCCCAACAATCAACTTCTTACTTA 452 

CD8A.CGI3ext GTTTAAGGATTTGGTAGTAGTTGGTAG AAATCCCCAAACTTAAAAATCTC 600 

CD8A.CGI3int GTTTAAGGATTTGGTAGTAGTTGGTAG AAATCCCCAAACTTAAAAATCTC 600 

CD4.CGI2Exter GTTTTTGTTTTTGTTTTGTAATTAG TCCTCTACTCTTCTAAAAACTCTCC 654 

CD4.CGI2Int TCCTCTACTCTTCTAAAAACTCTCC ATAAAAACCCACCTCCCAAC 401 

Tabla 4.4. Secuencia de los primers especificos de metilacion para cada una de las CGI 

analizadas en el gen CD8A y el tamano de los respectivos productos de PCR en pb (pares 

de bases) 

	
  

Para amplificar las regiones de interés se empleó la técnica de PCR nested o semi-

nested, según los casos., La PCR nested o semi-nested se utiliza usualmente para 

incrementar la sensibilidad y especificidad de los productos de PCR y, para ello, se 

debe disponer de dos pares de oligonucleótidos para cada locus amplificado. El primer 

par de oligonucleótidos amplifica el locus de interés siguiendo los principios de una PCR 

convencional. El segundo par (oligonucleótidos nested) se unen dentro del producto de 

DNA de la primera PCR y produce un segundo producto que será más pequeño en 

tamaño que el primero y tendrá mayor especificidad, ya que esta estrategia reduce 

significativamente la posibilidad de amplificar moléculas no específicas.  
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Adicionalmente, como control del tratamiento con bisulfito, se diseñaron 

oligonucleótidos convencionales de amplificación esperando no observar ningún 

producto de PCR ya que el DNA estaba tratado con bisulfito y por tanto la secuencia no 

sería complementaria. De obtener amplificación, esto sería un indicativo de la existencia 

de gDNA sin transformar y podría traducirse en resultados falsos positivos. 

	
  
La amplificación de las 3 CGIs del gen CD8A se realizó de la siguiente manera: dado 

que la CGI-1 del CD8A era demasiado larga para ser amplificada como un solo 

fragmento (>2000 pb), nosotros la subdividimos con diferentes pares de 

oligonucleótidos en tres fragmentos con un tamaño entre 400-650 pb. Las otras dos 

CGIs (2 y 3) fueron amplificadas completas mediante una única PCR nested (figura 4.2, 

tabla 4.5). La CGI 4.2 completa también fue amplificada por PCR nested. 

	
  
Figura 4.2. Esquema del gen CD8A con sus respectivos exones e intrones. Ubicación de 

las  CGIs 1-3 y sus tamaños. 

	
  
	
  
Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo de la siguiente manera: el primer 

paso de la PCR nested fue realizado en un volumen final de 10 �l y durante 35 ciclos 

empleando 10 �M de cada oligonucleótido externo a una temperatura de annealing 
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preestablecida para cada CGI, (como se puede ver en la tabla 6), 2 �l de gDNA de cada 

muestra, tratado con bisulfito (50-80 ng aproximadamente), 2,0 mM de MgCl2, 0,2 mM 

de dNTPs y 0,5 UI de GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega). Debe tenerse en 

cuenta que algunas polimerasas, tales como la Pfu no toleran la presencia de uracilos 

(U) en las cadenas de DNA, por tanto este tipo de DNA polimerasas no pueden ser 

utilizadas para amplificar directamente DNA tratado con bisulfito, al menos en el primer 

paso de amplificación de la PCR nested. Las formas mutantes de Pfu desarrolladas 

recientemente pueden incorporar deoxy-uracilos (261), como es el caso de la GoTaq® 

Flexi DNA Polymerase (Promega Biotech Ibérica), empleada en nuestros experimentos. 

 

Después del primer paso de PCR, el producto de PCR fue purificado mediante 

columnas de Sílica (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up. Macherey-Nagel) y se eluyó 

en 10�l de H2O grado molecular. Este procedimiento se incorporó para mejorar la 

eficiencia y especificidad del segundo paso de PCR.  La segunda amplificación fue 

realizada para cada CGI en un volumen final de 10 �l y durante 30 ciclos, empleando 10 

�M de cada oligonucleótido interno a una temperatura de annealing preestablecida 

(tabla 4.5), 2 �l del DNA purificado producto de la primera PCR, 2,0 mM de MgCl2, 0,2 

mM de dNTPs y 0,5 UI de GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega Biotech Ibérica).  

	
  
De nuevo, el producto de PCR del segundo paso fue purificado en las columnas de 

sílica (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up, Macherey-Nagel) y se eluyó en 10 �l de 

H2O grado molecular. El producto eluido de cada PCR fue evaluado por electroforesis 

en un gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio (BrEt) y visualizado con luz UV, para 

confirmar el tamaño y la integridad del producto obtenido. Una vez verificado esto, se 

paso a la fase de clonación de cada uno del los amplímeros específicos, procedentes 

de la amplificación por PCR nested. 
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CGIs / Fase de 

amplificación 
Oligonucleotidos Ciclos Annealing DNA amplificado 

CGI-1 externo  

PCR1 

CD8.CGI1.1ext  

sense/ antisense 
30 56⁰C 

Genómico-tratado 

con bisulfito 

CGI-1.1 interno 

 PCR2 

CD8.CGI1.1int  

sense/ antisense 
35 56⁰C Producto de la PCR 1 

CGI-1.2 externo  

PCR3 

CD8.CGI1.2ext 

sense/ antisense 
30 60⁰C 

Genómico-tratado con 

bisulfito 

CGI-1.2.1 interno  

PCR4 

CD8.CGI1.2.1int 

sense/ antisense 
35 62⁰C Producto de la PCR3 

CGI-1.2.2 externo  

PCR5 

CD8.CGI1.2.2int 

sense/ antisense 
35 58⁰C Producto de la PCR3 

CGI-2externo  

PCR6 

CD8A.CGI2ext 

sense/ antisense 
30 62⁰C 

Genómico-tratado con 

bisulfito 

CGI-2 interno  

PCR7 

CD8A.CGI2int 

sense/ antisense 
35 60⁰C Producto de la PCR6 

CGI-3 externo  

PCR8 

CD8A.CGI3ext 

sense/ antisense 
30 60⁰C 

Genómico-tratado con 

bisulfito 

CGI-3 interno  

PCR9 

CD8A.CGI3int 

sense/ antisense 
35 58⁰C Producto de la PCR6 

Tabla 4.5. Condiciones de PCR para las CGIs del gen CD8A con DNA genómico 

tratado con bisulfito. 

4.8 Clonación 
	
  

Un análisis cuantitativo y detallado de la metilación del DNA es posible a partir de la 

secuencia de fragmentos de DNA tratados con bisulfito y amplificados por PCR. Estos 
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productosde PCR luego son clonados en plásmidos. Así, cada clon secuenciado 

corresponde a una sola molécula de DNA. El porcentaje total de metilación de ese 

fragmento de DNA y para esa muestra estará dado por el total de metilación de sus 

clones secuenciados. 

	
  
Cada fragmento de PCR purificado de las CGIs de los genes CD4 y CD8A, fueron 

clonado dentro del vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen Coorporation. USA), usando el kit 

comercial TA Cloning® (Invitrogen Coorporation. USA). Este kit utiliza la actividad 

terminal transferasa que tiene la enzima Taq DNA polimerasa, que consiste en 

sobrecargar los productos de la PCR con una A en ambos extremos de las cadenas del 

DNA, esto los hace fuertemente complementarios a los extremos del vector, que 

terminan en T (Figura 4.3). Este sistema incrementa la eficiencia de la enzima en la 

reacción de ligación (262). 

	
  

 

 

Figura 4.3. Esquema del vector de clonación pCR2.1-TOPO empleado para evaluar 

cada producto de PCR, del DNA tratado con bisulfito. El mismo vector se empleó para cada 

población celular de cada muestra y para cada una de las CGIs amplificadas por PCR. 
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Para la reacción de ligación y clonación, usamos 2 �l del producto de PCR purificado, 2 

�l del vector pCR2.1-TOPO (ª 50 ng), 1 �l de buffer de ligación 10X y 1 �l de T4 DNA 

ligasa (4 weiss unit/�l), en un volumen final de 10 �l. La reacción de ligación fue 

incubada a 14 ºC, durante 16 horas. Luego de esta incubación, se utilizó 1 �l de la 

reacción para transformar las células bacterianas competentes E. coli One Shot® TOP 

10 F’ (Invitrogen Coorporation. USA). La transformación de las células fue llevada a 

cabo siguiendo el protocolo comercial. En resumen, 1 �l del producto de cada ligación 

fue adicionado a 50 �l de células competentes e incubado durante 30 minutos en hielo. 

Luego de este tiempo se realizó un choque térmico por 30 segundos a 42 ºC en un 

baño de agua. Las células fueron puestas de inmediato en hielo para facilitar la captura 

del DNA y su viabilidad.A continuación, se adicionaron 250 �l de medio de cultivo 

enriquecido para bacterias S.O.C (Invitrogen Coorporation. USA) y se incubaron durante 

1 hora a 37 ºC, para estabilizar las células y favorecer su crecimiento en fase 

exponencial. 100 �l de las E coli transformadas fueron cultivadas en platos de LB-agar, 

preparados con la mezcla de cultivo selectivo comercial InMedia Amp Blue (Invitrogen 

Coorporation. USA), el cual contenía LB-ampicilina (100 �g/ml) y 50 µ g/ml de X-

Gal/IPTG. Este agar permite seleccionar las colonias positivas por su color blanco. Las 

colonias que poseen el inserto alteran la capacidad del gen LacZ, de degradar la b-

Galactosidasa (XGAL), por lo que las colonias no pueden transformar el compuesto y 

continúan siendo de color blanco, después de una incubación por 16-18 horas a 37 ºC 

(Figura 4.4). 
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Figura 4.4. Colonias bacterianas en cultivo, transformadas con el vector pCR2.1-

TOPO y el producto de PCR de las CGIs evaluadas. En azul se observan las colonias que 

no poseen en inserto, por tanto se consideran negativas (-). En blanco, las colonias que 

contienen el inserto y que serán secuenciadas posteriormente por ser positivas (+). 

 

Para la selección de colonias positivas y su posterior secuenciación, desarrollamos un 

protocolo metodológico que modifica el protocolo convencional y optimiza el tiempo, 

manipulación y costos. Comúnmente, la obtención de colonias blancas transformantes 

para secuenciación, requiere i) la identificación del plásmido con el inserto en cada 

colonia por PCR, ii) el crecimiento durante 18 horas de los clones bacterianos positivos 

en medio de cultivo LB-liquido + antibiótico y finalmente, iii) la extracción del DNA 

plasmídico. Este protocolo es tedioso y costoso, especialmente cuando se tiene un gran 

número de clones bacterianos para ser analizados, como es el caso de los estudios de 

metilación del DNA. Por esto, hemos puesto a punto un protocolo en el cual hacemos la 

identificación directamente del clon bacteriano positivo por PCR (263), sin crecimiento 

previo en medio líquido y sin extracción de DNA plasmídico. Las colonias de bacterias 

fueron pinchadas directamente del plato de agar LB-ampicilina usando una micropunta 

estéril. Cada colonia fue diluida en 50 �l de PBS 1X con un fuerte vortex durante un 

minuto a máxima potencia. 2 �l de la colonia bacteriana diluida en PBS fue usada 

directamente como molécula molde de DNA. La colonia bacteriana fue amplificada por 

PCR convencional en un volumen final de 10 �l. Para esta PCR empleamos los mismos 

oligonucleótidos internos de la PCR nested diseñados para cada CGIs de interés. Las 
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condiciones de amplificación fueron: una desnaturalización inicial de 7 minutos a 95 ºC 

para la lisis bacteriana, luego se realizaron 30 ciclos de 95 ºC durante 30”, 58 ºC por 30” 

y 72 ºC durante 45”. Finalmente, se hizo un ciclo de extensión a 72 ºC durante 5 

minutos.. Después de finalizada la PCR, 5 �l de la reacción fueron empleados para 

electroforesis en gel de agarosa al 2% con Bromuro de etidio (BrEt) y visualizados por 

luz UV. Una vez confirmada la existencia y el tamaño del DNA amplificado, el volumen 

restante (5 �l) fue purificado con 2 �l del reactivo ExoSap-iT (USB. Affymetrix,.USA), 

incubado a 37 ºC por 15 minutos y 15 minutos mas a 80 ºC para inactivar y degradar el 

ExoSap-iT presente en la reacción. El producto de PCR purificado se usó para 

secuenciar. 

 

4.9 Secuenciación 
	
  

Para obtener resultados cuantitativos y estadísticamente suficientes, se secuenciaron 

un gran número de clones bacterianos positivos. De cada producto de PCR clonado, se 

secuenciaron un mínimo de 10 clones. Las reacciones de secuenciación se hicieron de 

forma automatizada, siguiendo el protocolo establecido para el BigDye (Applied 

Biosystems, USA). Las muestras fueron amplificadas y preparadas siguiendo las 

instrucciones del servicio de secuenciación de la fundación IGTP. El DNA de interés se 

secuenció por electroforesis capilar en el analizador genético ABI 3100 (Applied 

Biosystems. USA). La reacción se realizó en un volumen final de 10 �l que contenían: 2 

�l de BigDye Terminator v1.1 ready reaction mix (Applied Biosystem), 1 �l de 10 �M del 

primer interno reverso y 1,5 �l de cada producto de la PCR purificado con EXoSap-iT 

(USB, Affymetrix, USA) y 5.5 �l de H2O grado molecular.  
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4.10 Análisis de metilación 
	
  

El grado de metilación del DNA fue analizado al comparar los resultados de la 

secuencia original (DNA sin tratar con bisulfito) con los resultados de la secuencia del 

DNA tratado. Básicamente se identificaron y cuantificaron todas las C no metiladas que 

habían sido convertidas a T. Luego, se identificaron y cuantificaron los picos de C, que 

al no estar convertidos a T, indicaban la presencia de citosinas metiladas 5-mC en la 

secuencia del genoma. El estado de cada posición CpG dentro de las CGIs analizadas 

se graficó en un esquema de círculos blancos (no metiladas) y negros (metiladas), para 

cada clon secuenciado; esto nos permitió calcular las frecuencias y los porcentajes de 

metilación de cada región del DNA (figura 4.5). 

	
  

	
  

	
  

Figura 4.5. En A se observa un ejemplo de una secuencia correspondiente a un clon con 

DNA metilado en las posiciones 14,19 y 25. Abajo los círculos blancos corresponden a las 

posiciones CpG susceptibles de metilarse pero que no lo están y en negro se observan las 

posiciones CpG metiladas. En B se observa la misma secuencia correspondiente a un clon 

diferente y que en este caso no posee posiciones CpG metiladas. 
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En resumen, para el desarrollo de esta tesis se analizaron 6 diferentes productos de 

PCR y clonación: uno de la CGI-4.2 del gen CD4, uno de la CGI-2, uno de la CGI-3 y 

tres de la CGIs 1 del gen CD8A. Además, los 6 productos se generaron para tres tipos 

de muestras diferentes (timo, sangre de cordón y sangre periférica adulta). De los tres 

tipos de muestras se separaron 13 diferentes grupos de células T, procedentes de 3 

individuos. De cada tipo de producto procedente de cada una de las muestras y para 

cada población de LT secueciamos al menos 10 clones. 

 

4.11 Síntesis de cDNA y análisis de expresión génica por PCR 
cuantitativa en tiempo real 

	
  

La retrotranscripción se hizo a partir de 2 �g de RNA total, mezclados con 1 �l de oligo-

dT de 15–18mer (Pharmacia-Biotech) a una concentración de 0,5 �M en un volumen 

final de 13 �l en H2O. Esta mezcla fue llevada al termociclador durante 10 minutos a 

68⁰C y 10 minutos más de incubación en hielo. Posteriormente, se preparó una 

segunda mezcla, con un volumen final de 7 �l por reacción, a la que se adicionaron 1 �l 

de la enzima retrotranscriptasa reversa M-MLV RNaseH-, Point mutant 200 UI/�l 

(Promega Corporation. Madison. USA), 1 �l de inhibidor de RNAsas RNasin 

Ribonuclease Inhibitor a 40 UI/�l (Promega Corporation. Madison. USA), 1 �l de dNTPs 

10mM (Promega Corporation. Madison. USA) y se completó el volumen (4 �l) con H2O 

libre de DNasas y RNAasas. La segunda mezcla fue agregada a la primera reacción 

hasta completar un volumen final de 20 �l. Luego, cada tubo fue llevado al 

termociclador durante 10 minutos a 40⁰C y 45 minutos más a 42⁰C.  

	
  

Una vez obtenido el cDNA, se realizó la qRT-PCR para CD4 y CD8A usando los 

oligonucleótidos y sondas pre-diseñados TaqMan Gene Expression assay (Applied 

Biosystems. Foster City. CA. USA). La expresión del CD8A se evaluó con tres sets de 

sondas TaqMan y oligonucleótidos, cada uno correspondiente a sus tres diferentes 
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transcriptos: i) CD8A wt; ii) CD8A-�4, y iii) CD8Avar3 (una variante larga que incluye 

exones adicionales que se ecuentran upstream del intron 1 original) (Figura 4.6). El 

tránscrito CD8Avar3 no disponía de TaqMan Gene Expression assay comercial, por lo 

que fue necesario diseñar un set de oligonucleótidos y la sonda correspondiente con el 

software LightCycler Probe Design 2.0 (Roche. Mannheim. Germany). Los 

oligonucleótidos y la sonda TaqMan seleccionados fueron los siguientes: Primer sentido 

CD8A-v3 5’-ACCCATACGCCAGCTTCACATA-3’, primer antisentido CD8A-v3 

5’CCTCCAAAATGCTGGGATTACAG-3’. Sonda TaqMan: 5’FAM-

AGCATGAACCAGGTGCAGTGGC-3’MGB-NFQ. 

 

	
  

	
  

Figura 4.6. Gen CD8A y los diferentes tránscritos reportados. El mRNA1 corresponde al 

transcrito canónico o wild type, el transcrito mRNA2 corresponde a una forma alternativa en 

la cual el exon 4 del gen no se transcribe y finalmente el mRNA3 corresponde a una tercera 

variante (V3) que posee un TSS diferente. V3 posee 3 exones más en la región 5’UTR del 

gen. 
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La cuantificación relativa de la expresión de CD4 y CD8A, se hizo por duplicado en 

placas de 96 pozos (LightCycler Multiwell plate. Roche,.Mannheim,.Germany) en una 

reacción que contenía: 7,5 µl de TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems. Foster City. CA. USA), 0,75 µl del TaqMan Gene Expression assay 

correspondiente. 2 µl de cada cDNA (100-200 ng) y ajustamos a un volumen final de 15 

µl de reacción con H2O grado molecular. Cada reacción fue amplificada en el equipo 

Light Cycler LC480 (Roche. Mannheim. Germany). Los ciclos de qRT-PCR incluyeron: 

desnaturalización a 95⁰C por 10 minutos, 50 ciclos de amplificación con cuantificación 

de fluorescencia de 95⁰C por 15 segundos y 60⁰C de annealing y extensión por 1 

minuto; finalmente un último ciclo a 40⁰C por 20 segundos. Los valores de expresión 

corresponden al �Ct de cada muestra y fueron recolectados y analizados en el software 

LightCycler 480 SW 1.5 (Roche. Mannheim. Germany). La media del valor de la 

expresión de las muestras fue normalizada frente a la media expresión del gen GAPDH, 

que se identificó empleando el mismo protocolo que para los demás genes.  

	
  

4.12 Monitoreo y cuantificación de la metilación del DNA con PCR y 
sondas FRET  

	
  

La transferencia de energía por resonancia de fluorescencia (FRET) es un fenómeno 

cuántico que se da entre dos moléculas. La excitación es transferida de un fluorocromo 

donador a un fluorocromo receptor por una interacción dipolo-dipolo sin emisión de 

fotones. Como resultado, la molécula fluorescente donadora es extinguida, mientras que 

la molécula fluorescente receptora es excitada perdiendo energía por emisión de 

fluorescencia. La FRET hace que la intensidad y vida media del donador disminuya 

hasta extinguirse mientras que la intensidad de fluorescencia del aceptor se incrementa 

(264). La teoría de FRET tiene muchas aplicaciones biológicas y se ha desarrollado 

desde la década de los 80s para el análisis de moléculas de DNA. Esta aplicación 

requiere que las dos moléculas de fluoróforos (donante-receptor) se encuentren 

físicamente ubicadas a una distancia muy corta entre ellas (micras) (Figura 4.7).  
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Figura 4.7. Principio del método de análisis con sondas FRET acopladas a fragmentos 

específicos de DNA amplificado por PCR. 

	
  
Bajo este principio se han diseñado diferentes ensayos in vitro para evaluar la 

conformación del DNA, bien sea detección de SNPs, mutaciones o metilación (264). La 

metodología propuesta para esta tesis busca combinar una PCR seguida de un estudio 

de curvas melting con el uso de un par de sondas FRET, cada una con una emisión de 

fluorescencia diferente que permita cuantificar el grado de metilación de un fragmento 

de DNA.  

	
  

4.13 Cuantificación del contenido de TRECs en los diferentes estadios 
de desarrollo de linfocitos T 

 

Los niveles de sjTRECs fueron medidos en el gDNA de cada una de las poblaciones de 

células T separadas, tanto de timo como de periferia. Para ello empleamos la técnica de 

qRT-PCR partiendo de 50-100 ng de gDNA, previamente cuantificado por 

espectrofotometría con el equipo Nanodrop ND-1000 Spectrometer (Thermo Scientific, 

USA). La amplificación se hizo con los oligonucleotidos y sondas TaqMan previamente 

reportados: Sentido 5’-CACATCCCTTTCAACCATGCT-3�; anti-sentido 5�-

GCCAGCTGCAGGGTTTAGG-3� y la sonda  5�-FAM-ACACCTCTG 

GTTTTTGTAAAGGTGCCCACT-TAMRA-3�. La reacción de amplificación se llevo a 

cabo en el equipo Light Cycle LC480 (Roche, Mannheim, Germany). Las muestras se 
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sometieron a un ciclo inicial de 1 minuto a 95 °C, seguido de 50 ciclos de 15 segundos a 

95°C y 1 minuto a 62 °C. La fluorescencia fue monitorizada en modo de adquisición 

simple. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.  El número de copias de 

DNA episomal se cuantificó basado en los estándares construidos a partir de un 

amplímero de sjTREC, purificado clonado y cuantificado por espectrofotometría. La 

concentración de �g/�l de DNA amplificado fue calculada como número de copias del 

DNA. Para el estándar se hicieron diluciones seriadas desde 107 hasta 100 copias. Los 

estándares fueron almacenados a -20⁰C y empleados en cada reacción de 

cuantificación. 

	
  
Adicionalmente, empleamos el gen de la albumina ALB2 como  gen constitutivo, para la 

normalización y cuantificación del contenido de sjTRECs por cada célula T. Partiendo 

de los estándares, junto con el gen de normalización fijamos el límite inferior de 

sensibilidad de la cuantificación. 

 

4.14 Análisis estadístico 
	
  

La frecuencia de metilación se calculó para cada CGI de cada población celular, en 

todas las muestras involucradas en el estudio. La desviación estándar entre muestras y 

el valor de p fueron derivados de pruebas estadísticas a 2 colas empleando el software 

de análisis GraphPad Prims 5.0. Se considero un intervalo de confianza de 95%. En 

todos los casos una p<0.05 fue considerada como significativa. 

El coeficiente de correlación se calculó para pruebas no paramétricas (Sperman), con 

un IC 95%, entre el grado de metilación de cada CGI y cada uno de los grupos celulares 

evaluados.  

	
  
La relación entre el estado de metilación de cada CGI, los niveles de expresión de CD4 

y de los diferentes tránscritos de CD8A, se evaluaron por la prueba de Mann-Whitney U.  
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5 RESULTADOS 
 

5.1 Resultados I: Analisis de metilacion en poblaciones de 
linfocitos T 

 

Consideraciones previas 

Como se mencionó en la introducción, la diferenciación y el desarrollo de LT es un 

proceso complejo, en el cual intervienen muchos procesos biológicos. Hay diferentes 

vías de señalización, regulación diferencial de la expresión génica e interacciones 

celulares, que mantienen el pool de células T en la periferia. Sin embargo, aún se búsca 

un biomarcador cuantitativo que permita identificar el estadio de células RTEs, que es 

un indicador clave de la función tímica y la reconstitución linfocitaria periférica. Es por 

esto que consideramos que combinando los actuales conocimientos sobre epigenética 

con el desarrollo de nuevas metodologías que nos permitieran definir algunos patrones 

de metilación propios de algunos genes que no hubiesen sido evaluados previamente 

en estos grupos celulares y que fuesen claves en el desarrollo de las células T en 

humanos, como es el caso de los correceptores CD4 y CD8, podríamos encontrar 

nuevos marcadores moleculares para un fenotipo complejo como es el de célula RTE.  

	
  
Para cada gen evaluamos los siguientes parámetros: 1. La presencia de CGIs de 

acuerdo con los parámetros establecidos por el consorcio para el estudio del metiloma 

humano (254), 2. La clasificación de las CGIs, según se encontraran en la región 

promotora, en las regiones intergénicas o en regiones intragénicas y 3. Si habían datos 

registrados en el UCSC (Universidad de California-Santa Cruz) Genome Browser (252). 
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5.1.1 Identificación y ubicación de las CGIs en los genes CD4, CD8A y CD8B 
 

Gen CD4 

Encontramos que el gen CD4 ubicado en el cromosoma 12 p13.31, no posee ninguna 

CGI en su región promotora, ni intragénicas, pero en cambio posee una CGI 

intergénica, ubicada aproximadamente a 12 Kb upstream de su TSS y que se ubica en 

una región común con el gen LAG3. Esta CGI la identificamos como CGI-4.2, posee 44 

sitios CpG y un tamaño total de 328 pb (Figura 5.1). 

	
  

Figura 5.1. Representación del gene CD4 y la ubicación de la CGI identificada por estudios 

in sílico 

 

Genes CD8A y CD8B 

En cuanto al gen CD8A ubicado en el cromosoma 2p11.2 hemos encontrado que posee 

tres CGIs: dos en una región intergénica ubicadas a unas 16 Kb de su TSS (en una 

región común entre el gen CD8A y CD8B) y la tercera en una región intragénica que 

incluye desde del exón 1 al intrón 4 del gen. Estas CGIs las hemos identificado como 

CGI-1, CGI-2 y CGI-3. La CGI-1 a su vez la subdividimos en CGI-1.1, CGI-1.2 y CGI-

1.3, por su gran tamaño (2.208 pb). 
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La CGI-1.1 corresponde al extremo 3’ de la CGI-1. Posee un tamaño de 598 pb y un 

total de 33 posiciones CpG. La CGI-1.2 tiene 398 pb y 24 posiciones CpG, mientras que 

la CGI-1.3 posee 402 pb y 31 dinucleotiodos CpG. En cuanto a las CGIs 2 y 3, poseen 

231 y 431 pb respectivamente y tienen 41 y 36 dinucleotidos CpG. (Figura 5.2) 

 

Figura 5.2. Representación del gene CD8A y la ubicación de las CGIs identificadas por 

estudios in sílico 

 

El gen CD8B no posee CGIs y solo se observan las CGIs ya mencionadas en la región 

intergénica con el gen CD8A. 

	
  
Ademas de los genes CD4, CD8A y CD8B, los otros genes que consideramos (ver tabla 

4.1 apartado de métodos), no poseía CGIs ni regiones teóricas susceptibles de 

metilación, excepto algunos loci del TCR que ya habían sido reportados previamente 

pero donde se observó que el estado de metilación solo variaba en la fase de 

reordenamiento en células T intratímicas (203).  
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5.1.2 Marcaje y separación de poblaciones de células T 
	
  

Luego de identificadas las CGIs en los genes CD8A y CD4, quisimos evaluar los perfiles 

de metilación, mediante pruebas moleculares en diferentes estadios de desarrollo de  

células T tanto CD4 como CD8. Para esto separamos por FACS sorting cada grupo 

celular. 

 

Poblaciones tímicas 

Los grupos celulares más inmaduros fueron separados de 9 timos infantiles con una 

media de edad de 16 meses, correspondientes a 3 individuos de sexo femenino y 6 

individuos de sexo masculino. Las poblaciones de timocitos obtenidos fueron: DP, SP4 

y SP8 (Figura 5.3), todas separadas por FACS, empleando los anticuerpos previamente 

descritos en el apartado de métodos. Las poblaciones obtenidas tenían una pureza 

entre 97 y 99% como puede verse en la Tabla 5.1. 

 

Figura 5.3. Poblaciones celulares de timo, separadas por FACS, donde se pueden observar 

las ventanas de análisis, con las respectivas poblaciones, correspondientes a 2 de las 9 

muestras separadas. 
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Población Media 

(% de células) 

Media 

(# de células) 

Pureza 

CD3 61,38 + 2,52 17 + 0,8 X 106 98 + 0,2 

DP 68,52 + 29,56 4,2 + 0,5 X 106 97 + 0,5 

SP4 19,35 + 12,75 2,5 + 0,9 X106 98 + 0,1 

SP8 5,5 + 1,5 1,1 + 0,6 X 106 99 + 0,5 

	
  
Tabla 5.1. Poblaciones de timocitos separadas por FACS. Los datos están expresados 

como media de los porcentajes y los números absolutos (+ su desviación estándar). 

Además, se registra la media de la pureza para cada población. 

	
  

Como esperábamos, se encontró un mayor porcentaje de timocitos DP, seguido de los 

SP4 y finalmente los SP8 . 

	
  

Poblaciones de células T periféricas 

 

Las poblaciones periféricas de LT, se obtuvieron de un total de 9 muestras de sangre de 

cordón neonatal y 9 muestras de sangre periférica adulta.  

	
  
La sangre periférica de adultos sanos era en su mayoría de individuos de sexo 

femenino (F-5: M-2). En dos de los casos no se pudieron registrar los datos de la edad 

ni el sexo de los donantes. En el caso de sangre de cordón 4 de las muestras eran de 

neonatos de sexo femenino, 3 de sexo masculino y en dos casos no pudimos registrar 

el sexo.  

	
  
Las poblaciones de LT periféricas, separadas fueron: RTEs CD4, RTEs CD8, naive 

CD4, naive CD8, en el caso de la sangre de cordón (figura 5.4, tabla 5.2). Para la 
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sangre adulta se separaron además de las poblaciones anteriores, las de memoria CD4 

y memoria CD8 (figura 5.5, tabla 5.3). 

\ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.4. Ventanas de análisis para la identificación y separación de las poblaciones de 

LT por FACS, en las cuales se identifican los RTEs CD4, RTEs CD8, naive CD4 y naive 

CD8 en una de las muestras de sangre de cordón analizadas. El esquema de análisis fue el 

mismo para todas las demás muestras. 
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 Población Media 

(% de células) 

Media 

(# de células x 105) 

Pureza 

RTE CD4+ 66,1 + 3,2 5,5 + 0,5 98 + 0,5 

RTE CD8+ 43,6 + 15,3  3,5 + 0,8 98 + 0,6 

Naive CD4+ 26,4 + 4,8 6,3 + 0,5 99 + 0,1 

Naive CD8+ 14,2 + 10,5 0,32 + 0,02 96 + 0,5 

	
  
Tabla 5.2. Poblaciones de sangre de cordón, separadas por FACS. Los datos están 

expresados como media de los porcentajes y los números absolutos (+ su desviación 

estándar). Además, se registra la media de la pureza para cada población. 

 

Las poblaciones obtenidas tenían una pureza entre 96 y 99% .El porcentaje mas alto de 

células T en cordón neonatal fue el de RTE CD4 (63 – 70%). Las células T naive CD8, 

encambio fueron las más escasas en todas las muestras. La población en la que mayor 

variación se encontró, tanto en porcentajes como en número de células, fue la de RTEs 

CD8. 

	
  
Las poblaciones de LT de sangre periférica de adulto se separaron teniendo en cuenta 

los marcadores celulares estándar para la identificación por citometría de poblaciones 

periféricas en humanos. Además, se emplearon los marcadores de superficie para 

RTEs reportados hasta el momento, como son el CD31, el CD45RA y el CD62L. 

Adicionalmente, se empleó el marcador PTK7 en uno de los marcajes exploratorios de 

sangre periférica humana, para tratar de reproducir los resultados reportados por Heins 

et al (79) y confirmar si presentaban un patrón de metilación diferente a las demás 

poblaciones. Nuestros resultados no confirman los porcentajes obtenidos para RTEs 

PTK7+, ya que en nuestras muestras y en otras evaluadas por investigadores de 

nuestro grupo, los porcentajes de células naive CD4+PTK7+ en sangre periférica de 

donantes sanos adultos son menores al 0,05% del total de CD4+ (datos no mostrados). 
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Las poblaciones linfocitarias periféricas de los donantes sanos presentaron parámetros 

de normalidad (41,42, 265).  

 

 

 

Figura 5.5. Ventanas de análisis para la identificación y separación de las poblaciones de 

LT por FACS, en las cuales se identifican los RTEs CD4, RTEs CD8, naive CD4 y naive 

CD8 y memoria CD4 y CD8, en una de las muestras de sangre periférica adulta analizadas. 

El esquema de análisis fue el mismo para todas las demás muestras. 
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Población Media 

(% de células) 

Media 

(# de células x 105) 

Pureza 

RTEs CD4 17 + 8,3 8,6 + 4,0 99 + 0,1 

RTEs CD8 5 + 3,1 7,3 + 4,0 96 + 0,5 

Naive CD4 35 + 2,8 11,1 + 5,6 98 + 0,1 

Naive CD8 45 + 11,3 7,8 + 2,9 97 + 0,3 

Memoria CD4 34 + 6,3 13,3 + 4,2 99 + 0,2 

Memoria CD8 13 + 3,7 5,1 + 0,5 97 + 0,2 

Tabla 5.3. Poblaciones de sangre periférica adulta, separadas por FACS. Los datos están 

expresados como media de los porcentajes y los números absolutos (+ su desviación 

estándar). Además, se registra la media de la pureza para cada población. 

	
  

Las poblaciones de LT obtenidas de sangre periférica de adultos, tenían una pureza 

entre 96 y 99% .El porcentaje mas alto de células T fue el de naive CD8 (45%). 

Encontramos también que el porcentaje de células RTEs CD4 y CD8 es muy diferente 

en una misma muestra y también entre individuos. En todos los casos la población 

minoritaria fue la de células RTE CD8. 

	
  

	
  

5.1.3 Análisis cuantitativo de la metilación en CGIs de los genes CD4 y CD8A 
por secuenciación del DNA tratado con Bisulfito. 

 

Evaluamos el grado de metilación de las CGIs CD4-2.1, CD8A-1, CD8A-2 y CD8A-3, en 

un total de 13 poblaciones de linfocitos T, separadas como se indicó en los apartados 

anteriores. Para la evaluación de la metilación empleamos tres de las muestras de timo 

infantil (TMB428i, 429i y 431i), 3 muestras de sangre de cordón (CB1, CB2, CB3) y 3 

muestras de sangre periférica de adulto (SP1, SP2, SP3). En total se evaluaron 39 

poblaciones celulares. 
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El DNA de cada población celular fue extraído y cuantificado. Entre 200 y 500 ng de 

gDNA fueron transformados con bisulfito de sodio. La calidad de la transformación fue 

evaluada, empleando oligonucleótidos específicos para la CGI-2 del gen CD8A y la 

CGI-4.2 del gen CD4, diseñados para ser complementarios a dos o más sitios CpG del 

DNA no tratado. El 10% de las muestras de DNA convertidas con el bisulfito fueron 

empleadas para amplificar por PCR, con los oligonucleótidos previamente 

mencionados. Ninguna de las muestras de prueba produjo amplificación, lo que nos 

muestra que la conversión del DNA con el bisulfito fue eficiente. 

	
  
Todas las CGIs evaluadas por PCR nested, amplificaron con alta especificidad y 

eficiencia. El fragmento de DNA esperado se visualizó a partir del segundo ciclo de 

amplificación en un gel de agarosa al 2% como se puede observar en la figura 5.6. 

	
  

Figura 5.6. Gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio, para visualizar las bandas 

producto de la PCR nested para la CGI 1.2 del gen CD8A. Podemos ver en la primera 

columna, el marcador de peso molecular de 100 pb, en las columnas siguientes podemos 

observar primero (2) el producto del primer ciclo de amplificación de la PCR nested con los 

oligonucleótidos externos, luego (3) observamos el producto específico de 402 pb 

correspondiente al segundo ciclo de amplificación de la PCR nested con los 

oligonucleótidos internos. El carril 4 es el control negativo de amplificación. 
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En total se amplificaron 6 diferentes fragmentos de DNA, que correspondían a las 4 

CGIs evaluadas en los genes CD4 y CD8A (ya que de la CGI-1 del CD8A se 

amplificaron 3 fragmentos diferentes). Cada producto de PCR fue purificado y clonado 

en el vector pCR2.1-TOPO (como se menciona en el apartado de métodos).  

	
  
Para el proceso de transformación y verificación de los insertos de cada clon bacteriano, 

llevamos a cabo el protocolo optimizado publicado previamente en Correa PA, et al. 

2012 (Anexo1). El resumen puede verse en la figura 5.7. 

	
  
El análisis cuantitativo de los patrones de metilación es un proceso exploratorio largo y 

complejo, que requiere de la secuencia de al menos 10 clones diferentes de cada 

producto de PCR, para cada población celular y para cada muestra, por tanto 

realizamos aproximadamente 2.500 secuencias de DNA clonado y tratado con bisulfito 

para poder determinar los patrones de metilación de cada una de las CGIs estudiadas.  
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Figura 5.7. Representación esquemática de los pasos metodológicos estandarizados para 

la amplificación, clonación, transformación de colonias bacterianas y análisis cuantitativo de 

la metilación del DNA tratado con bisulfito  
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5.1.3.1 Análisis cuantitativo de la metilación en la CGI-4.2 del gen CD4 
	
  

La CGI-4.2 del gen CD4, posee una metilacion total inferior al 15% en todas las 

poblaciones de LT analizadas, tanto de CD4 como de CD8.	
  

	
  
El mayor porcentaje de metilación se encuentra en las CpG que conforman los 

extremos de la CGI, pero no observamos diferencias estadísticamente significativas 

entre poblaciones. La variación entre individuos es poca, pero donde más se observa es 

en el estadio de células RTE CD4 (Figura 5.8. 

 

Figura 5.8. Analisis del porcentaje de metilacion en las 44 CpGs que la conforman la CGI-

4.2., Datos evaluados en 3 diferentes muestras y en todas las poblaciones de LTs. Nd: no 

determinado por falta de material genético suficiente. 

 

La CGI-4.2 se metila más en timocitos (>10%), que en sangre periférica, tanto adulta 

como de cordón. pero estas diferencias no son significativas. La metilacion de esta CGI 

no diferencia entre linajes CD4 y CD8, excepto en la fase de LT de memoria en sangre 

periférica adulta. 
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La distribución de la metilación para la CGI-4.2 se grafica en la figura 5.9 A-C. En la 

figura podemos ver cada una de las líneas con esferas, que representan el patrón de 

metilación de cada uno de los clones secuenciados, para cada población celular. Las 

gráficas de esferas blancas y negras, corresponden a los resultados de un individuo 

representativo de los 3 evaluados para cada tejido. Cada esfera representa las 44 

posiciones CpG que conforman la CGI-4.2. Las esferas blancas indican una posición no 

metilada, mientras que las esferas negras corresponden a un sitio metilado.  

	
  
	
  

Timocitos DP 
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Timocitos SP4 

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

Timocitos SP8 

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
 

 

Figura.5.9. A Patrón de metilación de la CGI-4.2 en timocitos humanos. Las gráficas 

representan la media del % de metilación de cada posición CpG dentro de la CGI-4.2 y la 

desviación estándar entre los individuos analizados. 
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Sangre de cordón. RTEs CD4. 

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

Sangre de cordón. RTEs CD8. 
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Sangre de cordón. naive CD4. 

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

Sangre de cordón. naive CD8 

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
Figura.5.9. B Patrón de metilación de la CGI-4.2 en LT de sangre de cordón. Esquema de 

análisis igual que en la figura 5.8C 
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Sangre periférica. RTEs CD4. 

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

Sangre periférica. naive CD4.  
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Sangre periférica. Memoria CD4.	
  	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

Sangre periférica. RTEs CD8. 
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Sangre periférica. LT naive CD8.  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
 

Sangre periférica. LT memoria CD8.  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
Figura.5.9.C Patrón de metilación de la CGI-4.2 en LT de sangre de periférica. Esquema de 

análisis igual que en la figura 5.8B 
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5.1.3.2 Análisis cuantitativo de la metilación en la CGI-1 del gen CD8A 
	
  

Como mencionamos previamente en el apartado de métodos, la CGI-1 del gen CD8A, la 

subdividimos en tres fragmentos, debido a su longitud (2.208 pb). El fragmento CGI-1.1 

del extremo 3’ de la isla presentó una metilación muy escaza (< 2%) en las poblaciones 

evaluadas y no se detectaron diferencias entre ellas. Este fragmento tuvo las mayores 

dificultades técnicas, debido a que la amplificación era escaza cuando el DNA de 

partida, tratado con bisulfito, contenía concentraciones de DNA inferiores a 500 ng. Por 

tanto, este fragmento no se consideró como una región adecuada para la búsqueda de 

perfiles de metilación en las poblaciones de LT. 

	
  
En el fragmento CGI-1.2  se observa una clara diferencia entre células T CD4 y CD8, 

aunque no estadísticamente significativa. Sin embargo, la metilacion total de este 

fragmento de la CGI-1 puede considerarse poca ya que es < 10% en poblaciones CD4 y 

< 5% en poblaciones CD8 (figura 5.10).  

	
  

 

Figura 5.10. Analisis del porcentaje de metilacion en las 24 CpGs que conforman la CGI-1.2 

del gen CD8A. Datos evaluados en 3 diferentes muestras y en todas las poblaciones de 

LTs.  
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Los timocitos presentan una metilacion acendente a medida que se van diferenciando 

Tambien es evidente que desde el estadio SP en timo ya existen diferencias entre el 

linaje CD4 y CD8 en esta región de la CGI-1.  

	
  
En el fragmento CGI-1.3 del gen CD8A se observa una metilación superior a la 

encontrada en CGI-1.2 en todas las poblaciones evaluadas. La variación en los niveles 

de metilacion entre individuos para CGI-1.3 no es significativa (figura 5.11). 

	
  

 

Figura 5.11. Analisis del porcentaje de metilacion en las 31 CpGs que conforman la CGI-1.3 

del gen CD8A. Datos evaluados en 3 diferentes muestras y en todas las poblaciones de 

LTs.  

	
  
En timo los estadios de DN y DP presentan una metilacion del 12%. Ademas, la 

diferencia entre células T CD4 y CD8 comienza a ser significativa desde el estadio SP 

(18 vs 2%).  

	
  
Posteriormente, en las muestras de sangre de cordón encontramos una desmetilación 

importante entre el estadio de células RTE CD4 vs LT naive CD4 (17% vs 7%). Esto 
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mismo se observa en los de RTE CD8 vs LT naive CD8 (8% vs 5%) aunque la 

diferencia es menor. 

	
  
En sangre periférica de adultos en cambio vemos que las poblaciones CD4 conservan 

un nivel de metilacion del 25% en todos los estadios, mientras que en las poblaciones 

CD8, los porcentajes son menores y solo se alcanza un 11% en el estadio de LT CD8 

memoria,  

 

Luego de escontrar estos porcentajes de metilación pasamos a buscar donde se 

concentraba el mayor grado de metilacion de la CGI-1 (en sus fragmentos 1.2 y 1.3). 

Nuestros resultados muestran que el grado de metilacion más alto se concentra en la 

región 5’ del fragmento 1.3. Ademas, en esta región se observa una diferencia aun más 

significativa entre las células T CD4 y CD8 en todos sus estadios. Tambien se evidencia 

un gradiente creciente de metilación, no detectable al analizar la metilacion total de la  

CGI-1, que se presenta tanto en LT CD4 como CD8 en la sangre periférica de adultos. 

 

La distribución de la metilación para cada posición de la CGI-1 (fragmentos 1.2 y 1.3) 

del gen CD8A, se encuentra graficada en la Figura 5.12 A-C, donde podemos ver cada 

una de las poblaciones celulares, con su respectivo patrón de metilación.  
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Timocitos DP 

 
 

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

Timocitos SP4 
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Timocitos SP8 

 
	
  
	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
Figura.5.12.A Patrón de metilación de la CGI-1 (fragmentos CGI-1.2  1.3) del gen CD8A en 

timocitos. Esquema de análisis igual que en la figura 5.8 
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Sangre de cordón. RTEs CD4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sangre de cordón. RTEs CD8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sangre de cordón. 
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Naive CD4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sangre de cordón. Naive CD8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura.5.12.B Patrón de metilación de la CGI-1 (fragmentos CGI-1.2  1.3) del gen CD8A en 

LT de sangre de cordón. Esquema de análisis igual que en la figura 5.8 
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Sangre periférica. RTEs CD4  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sangre periférica. RTEs CD8 
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Sangre periférica. Naive CD4  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sangre periférica. Naive CD8  
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Sangre periférica. Memoria CD4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Sangre periférica. Memoria CD8  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura.5.12.C Patrón de metilación de la CGI-1 (fragmentos CGI-1.2  1.3) del gen CD8A en 

LT de sangre de periférica. Esquema de análisis igual que en la figura 5.8 
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5.1.3.3 Análisis cuantitativo de la metilación en la CGI-2 del gen CD8A 
 

La CGI-2 del gen CD8A, ubicada en la región intergénica compartida con el gen CD8B 

no se metila en ninguno de los estadios de desarrollo de los LT CD4, ni tampoco de los 

LT CD8 evaluados. La no metilación de esta isla también se confirmó en tejidos totales 

de timo, sangre periférica y tejido tiroideo, como control no hematopoyético. En ninguna 

de las muestras analizadas se encontró metilación. Por tanto esta CGIs no fue 

considerada como región candidata para continuar con los objetivos de esta 

investigación. 

 

	
  

5.1.3.4 Análisis cuantitativo de la metilación en la CGI-3 del gen CD8A 
	
  

La CGI-3 del gen CD8A tiene el más alto grado de metilación de todas las CGIs 

analizadas. En las poblaciones de células T del timo es donde se encuentra el mayor 

porcentaje de metilación (>50%) y no se observan diferencias entre los SP4 y SP8 

(figura 5.13). Además, aunque en la figura 5.7 se presente un esquema de la 

distribución de la metilación de la CGI-3, se debe aclarar que esta isla posee una alta 

variabilidad en la distribución de la metilación, pues encontramos algunos clones 

completamente metilados en todas las posiciones CpG que conforman la isla y en todas 

las poblaciones de LT analizadas, mientras que otros clones dentro de la misma 

población pueden tener uno o ninguno de sus sitios CpG metilados. En los LT de 

sangre de condón se observa un grado de metilación similar entre las poblaciones CD4 

y CD8 RTEs, mientras que en las naive, comienzan a surgir diferencias discretas entre 

LT CD4 y CD8 pero sin ser significativas, especialmente por la alta variabilidad entre 

individuos y entre clones, donde aparece el mismo fenómeno de todas las posiciones 

metiladas vs ninguna metilada. Por otra parte, en las poblaciones separadas de sangre 

periférica adulta se observa que el grado de metilación entre LT CD4 y CD8 es alto 

(≥30%), en la mayoría de posiciones CpG. También observamos que en este tipo de 
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muestra la variabilidad entre individuos es muy alta, pero comienzan a observarse 

diferencias claras entre LT CD4 y CD8 ya desde el estadio de LT naive. Es en el estadio 

de LT CD8 memoria donde hay un menor grado de metilación, pero sin que ninguna de 

estas diferencias delimiten posiciones o regiones de la isla claramente diferentes que 

constituyan un patrón diferencial en los estadios de desarrollo de los LT evaluados. 

	
  

 

Figura 5.13. Analisis del porcentaje de metilacion en las 31 CpGs que conforman la CGI-1.3 

del gen CD8A. Datos evaluados en 3 diferentes muestras y en todas las poblaciones de 

LTs. 

Nuestros resultados sugieren que el patrón de metilación de la CGI-3 podría influir en la 

expresión o función del gen CD8A y/o CD8B de los LT CD4 y CD8 memoria. Este hecho 

podría ser interesante de profundizar en nuevos estudios pero dado el patrón que 

hemos observado, la metilación de la CGI-3 no parece estar involucrada en el desarrollo 

e identidad celular de las poblaciones de LT de individuos sanos.La metilación para la 

CGI-3 se encuentra graficada en la Figura 5.14 A-C, donde observamos un patrón de 

metilación representativo de las muestras evaluadas. 
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Timocitos DP 

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
 

 

 

Timocitos SP4 
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Timocitos SP8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
  
Figura.5.14.A Patrón de metilación de la CGI-3 en timocitos. Esquema de análisis igual que 

en las figuras anteriores 

Sangre de cordón. RTEs CD4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Estudio de reconstitución de poblaciones de linfocitos T, mediante marcadores epigenéticos	
  

123 

Sangre de cordón. RTEs CD8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sangre de cordón. Naive CD4 
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Sangre de cordón. Naive CD8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura.5.14.B Patrón de metilación de la CGI-3 en sangre de cordón. Esquema de análisis 

igual que en las figuras anteriores  

 

Sangre periférica. RTEs CD4 
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Sangre periférica. RTEs CD8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sangre periférica. Naive CD4 
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Sangre periférica. Naive CD8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sangre periférica. Memoria CD4 
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Sangre periférica. Memoria CD8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura.5.14. C Patrón de metilación de la CGI-3 en sangre periferica. Esquema de análisis 

igual que en las figuras anteriores  

 

5.2 Resultados II: Diseño de una prueba molecular basada en qPCR-
FRET 

 

Consideraciones Previas  

Una vez identificado el perfil de metilación de las CGIs de los genes CD4 y CD8A 

empleando la técnica considerada como gold standard, que es la secuenciación de DNA 

tratado con bisulfito y clonado, establecimos que la región 5’ de la CGI-1 del gen CD8A 

era una zona candidata para ser estudiada como región diferencialmente metilada 

(DMRs), dentro de los estadios de desarrollo de los LT en humanos sanos.  
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Para confirmar este hallazgo era necesario ampliar el número de muestras estudiadas y 

aplicar una prueba molecular sensible y específica, dirigida a cuantificar el grado de 

metilación de la región seleccionada en cada población de LT. 

	
  

La metodología que nos propusimos optimizar combina por primera vez una PCR 

seguida de un estudio de curvas melting a partir del uso de un par de sondas FRET que 

permite cuantificar el grado de metilación de un fragmento de DNA tratado con bisulfito.  

	
  
El diseño se realizó para el extremo 5’ de la CGI-1 del gen CD8A y la amplificación se 

hizo directamente de bacterias transformadas con un plásmido vector que posee el 

fragmento de DNA de interés. Este método se espera que sea un modelo metodológico 

que pueda ser aplicado a otras regiones del DNA cuyo patrón de metilación pueda ser 

considerado como biomarcador, tanto en poblaciones celulares normales, como en 

diferentes patologías de interés. 

 

El protocolo consistió en el diseño de dos primer específicos que amplifican la región 

que contiene las 6 últimas CpGs de la CGI-1(fragmento CGI-1.3) del gen CD8A. 

Basados en la secuencia contenida en este locus, se diseñaron dos sondas FRET que 

se hibridan específicamente una adyacente a la otra. La primera sonda (sensor o 

donante) posee una secuencia complementaria a la cadena del DNA e incluye 4 de las 

6 posiciones CpG de la isla CGI-1 en su estado no metilado. Esta sonda posee en su 

extremo 3’ el flourocromo fluoresceina (FAM). La temperatura de melting (Tm) de esta 

sonda (temperatura a la que el 50% de las moléculas de sonda están hibridadas en el 

DNA) variará dependiendo de si su secuencia complementaria en el DNA posee 4, 3, 2, 

1 o ninguna de las posiciones CpG metiladas. Continua a la secuencia de la sonda 

donante se diseño la segunda sonda (anchor o receptora), que hibrida a dos 

nucleótidos de distancia de la primera y tiene una secuencia complementaria al DNA 

amplificado que no incluye ninguna posición CpG en su secuencia. Por tanto esta sonda 
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siempre estará unida de manera totalmente complementaria a la secuencia molde 

independientemente del tipo de muestra amplificada y será la encargada de recibir la 

energía trasferida por la sonda donadora y excitarse para emitir la fluorescencia 

correspondiente, que en este caso es emitida por el fluorocromo LC Red 640 en el 

extremo 5’ de la sonda. Como esta emisión de fluorescencia depende de que las dos 

sondas (sensor y anchor) estén hibridadas en el DNA, las Tms de esta emisión se darán 

a diferentes temperaturas, según el grado de metilación de la secuencia (Figura 5.15). 

El diseño los oligonucleótidos y las sondas FRET se realizó con los programas 

LightCycler Probe Design 2.0 (Roche. Mannheim. Germany) y OLIGO primer analysis 

software (Molecular Biology Insights, Inc).	
  

 

 

Figura 5.15. Esquema del diseño y ubicación de las sondas y primers para la amplificación 

del extremo 5’ de la CGI-1 del gen CD8A humano, que incluye 6 sitios CpG y permite 

analizar de manera cuantitativa el estado de metilación de 4 de ellos. 

 

 

La PCR se realizó en un volumen final de 10 �l que contenían 0,5 �l de cada primer (10 

uM), 1 �l de dNTPs (2 mM), 1 �l de Buffer 10X FastStart Taq DNA polymerase with 

MgCl2 25mM (Roche Diagnostics. Mannheim. Germany), 0,2 �l de cada sonda de 

hibridación (10 �M) y 2 �l (ª 100ng) de cada clon de bacterias totales transformadas 

con el DNA tratado con bisulfito y clonado en el vector bacteriano descrito previamente. 
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El protocolo de amplificación se llevo a cabo en el equipo LightCycler LC480 (Roche. 

Mannheim. Germany) y consistió en 10 minutos a 95⁰C para la lisis bacteriana, la 

desnaturalización del DNA y la activación de la enzima seguido de 45 ciclos de 

amplificación así, 95⁰C por 10 segundos, 58⁰C de annealing, 20 segundos y 72⁰C de 

extensión por 30 segundos. Inmediatamente después de la PCR se llevó a cabo el 

análisis de curvas de melting. El ensayo de melting se generó con los siguientes pasos: 

95⁰C por 1 segundo, 62⁰C por 1 minuto, 42⁰C durante 2 minutos (todo con una rampa 

de proporción 2.2⁰C/segundo) y subida hasta 80⁰C con una lenta rampa de 

0.06⁰C/segundo con adquisición continua de la fluorescencia. Finalmente un último 

paso de enfriamiento de 40⁰C por 20 segundos. El análisis de los resultados se hizo con 

el software del equipo LightCycler 480 SW 1.5 (Roche. Mannheim. Germany), donde se 

fijó la Tm para las sondas. El grado de metilación de las moléculas de DNA evaluadas 

se basó en la Tm de las sondas según el número de CpGs metiladas. Para facilitar el 

análisis y maximizar su fiabilidad se generaron estándares de metilación que 

correspondían a DNAs clonados y secuenciados con todos los niveles posibles de 

metilación. Los estándares tenían secuencias correspondientes a 0, 1, 2, 3 y 4 

posiciones metiladas. Lo que nos permitió establecer las diferentes Tm en cada 

situación de metilación (Figura 5.16). Una de las principales ventajas del uso de las 

sondas FRET en este estudio es su gran capacidad de discriminación entre las 

diferentes situaciones posibles. A modo de ejemplo podemos observar que la diferencia 

de temperatura entre las dos situaciones más extremas (4 posiciones metiladas vs 0 

posiciones metiladas) es de 13 grados (Figura 5.16). Los estándares se incluyeron 

sistemáticamente en todas las reacciones y por triplicado.  
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Figura 5.16. Curva de estándares para el análisis de metilación del extremo 5’ de la 

CGI-1 del gen CD8A humano. Los estándares permite identificar 5 diferentes Tm que 

corresponden cada una a un número exacto de sitios CpG metilados en la muestra. 

 

5.2.1 Perfiles de metilación del extremo 5’ de la CGI-1 en el gen CD8A 
analizados por qPCR-FRET en el desarrollo de los linfocitos T. 

 

Para el análisis de los patrones de metilación en la orilla 5’ de la CGI-1 del gen CD8A se 

emplearon 6 nuevas muestras de timo infantil, 6 muestras de sangre periférica de 

adultos sanos y 6 muestras de sangre de cordón. Todas las muestras se procesaron de 

igual manera que las empleadas para el análisis de secuencia de DNA tratado con 

bisulfito y se separaron las mismas poblaciones, empleando los mismos marcadores 

celulares. Para cada una de las poblaciones celulares separadas se realizó la técnica 

de qPCR-FRET, siguiendo las condiciones descritas en el apartado anterior. Los 

resultados se analizaron como el número y porcentaje de moléculas de DNA con 4, 3, 2, 

1 o ninguna de sus CpG metilados. Los clones totales correspondea a la suma de todos 

los clones de una misma población, provenientes de las 6 muestras. 
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5.2.1.1 Grado de metilación del extremo 5’ de CGI-1 en muestras de timo 
	
  

Los resultados de metilación de los clones procedentes de 6 diferentes muestras de 

timocitos SP4 o SP8 se muestran en números totales y porcentajes en la tabla 5.5. 

Ademas hemos calculado la media y la desviación estándar y la significancia estadística 

(p<0.005) aplicando el test de Mann Withney, entre las 6 muestras de timo analizadas, 

para cada uno de los grados de metilación y se encuentran graficados en la figura 5.17. 

Posiciones 
Metiladas 

Número % de Metilación 

4 3 2 1 0 Clones 
Totales 4 3 2 1 0 

SP4 4 11 17 15 33 80 5 14 21 19 41 

SP8 4 7 7 15 59 92 4.4 7.6 7.6 16 64 

 

Tabla 5.5. Perfiles de metilación de las poblaciones de timocitos SP4 y SP8 en timos 

infantiles. Se expresan como el número total y % de moléculas de DNA con 4, 3, 2, 1 o 0 

posiciones CpG metiladas para cada población. 

 

 

En timo encontramos que en las poblaciones SP8 hay un mayor porcentaje de clones 

no metilados que en la población SP4 (62% vs 32%), anque la diferencia no es 

significativa. Tambien encontramos que hay diferencias estadísticamente significativas 

entre las poblaciones SP4 y SP8 con clones que tienen un grado intermedio de 

metilacion (* p= 0.041), siendo mucho mas frecuente esta condición en clones SP4 que 

en clones SP8. 
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Figura 5.17. Perfil de metilación por qPCR-FRET de la orilla 5’ de la CGI-1 del gen 

CD8A en timocitos SP. Resultado de 6 diferentes muestras de timo infantil.* p<0.05 

 

 

5.2.1.2 Grado de metilación del extremo 5’ de CGI-1 en muestras de 
sangre de cordón 

	
  
Los resultados de metilación de los clones procedentes de 6 diferentes muestras de 

células RTE CD4 y RTE CD8, así como también de LT naive CD4 y CD8 se muestran 

en números totales y porcentajes en la tabla 5.6.  

	
  
Además, hemos calculado la media y la desviación estándar y la misma prueba 

estadística empleada previamente. Analizamos, un total de 6 muestras para cada uno 

de los grados de metilación.  
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Posiciones 

Metiladas 

Número % de Metilación en CB 

4 3 2 1 0 
Clones 

Totales 
4 3 2 1 0 

RTE CD4 22 44 69 29 37 201 10.9 21.9 34.3 14.4 18.4 

LT naive CD4 13 43 48 33 18 155 8.39 27.7 31 21.3 11.6 

RTE CD8 1 4 13 24 13 169 0.59 2.37 7.69 14.2 75.1 

LT naive CD8 3 3 9 58 53 126 2.38 2.38 7.14 46 42.1 

Tabla 5.6. Perfiles de metilación de las poblaciones de Linfocitos CD4 y CD8 en sangre de 

cordón. Se expresan como el número total y % de moléculas de DNA con 4, 3, 2, 1 o 0 

posiciones CpG metiladas para cada población. 

 

	
  
Nuestros resultados muestran que los clones de células RTE CD8 se presentan 

principalmente de forma no metilada 66%, mientras que sólo un 24% de los clones de 

RTE CD4 no se metilan,esta diferencia es estadísticamente significativa (p=0.018). 

Igualmente, vemos que las diferenciación entre clones RTE CD4 vs RTE CD8 pueden 

detectarse en todos lo grados de metilación posibles, excepto con tres posiciones 

metiladas, así: dos posiciones metiladas 32% vs 9%, p= 0.018), con tres posiciones 

metiladas 22% vs 3%, p=0.02 y con 4 posiciones metiladas 10% vs 0%,p=0.0017. 

Estos resultados se encuentran graficados en la figura 5.18.	
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Figura 5.18.  Perfil de metilación por qPCR-FRET de la orilla 5’ de la CGI-1 del gen CD8A 

en células RTE CD4 y CD8. Resultado de 6 diferentes muestras de de sangre de cordón. 

*p<0.05, ** p<0.005. 

 

En cuanto a los clones correspondientes al estadio de diferenciación de LT naive en la 

misma muestra, vemos que el porcentaje de clones CD8 no metilados disminuye con 

respecto al estadio anterior de células RTE CD8 (naive CD8 36% vs RTE CD8 66%). 

Sin embargo, la diferencia entre los clones no metilados del linaje CD4 y CD8 sigue 

siendo evidente (11% vs 36% respectivamente). Ademas, en este estadio continúan 

observándose que los clones CD4 con 3 y 4 posiciones metiladas son mas abuntantes 

que los clones CD8, como puede observarse en la figura 5.19. Estas diferencias son 

estadísticamente significativas asi: cuando encontramos 3 posiciones metildas los 

clones de LT naive CD4 respresentan el 27% vs 2% de los LT naive CD8, la 

significancia es p=0.04 y, los clones CD4 con 4 posiciones metiladas con respecto a los 

CD8 son el 7% vs 3% con una p=0.0012. 
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Figura 5.19.  Perfil de metilación por qPCR-FRET de la orilla 5’ de la CGI-1 del gen CD8A 

en células naive CD4 y CD8. Resultado de 6 diferentes muestras de de sangre de cordón. 

*p<0.05, ** p<0.005. 

 

 

5.2.1.3 Grado de metilación del extremo 5’ de CGI-1 en muestras de 
sangre periférica de adultos 

	
  
Los resultados de metilación de los clones procedentes de 6 diferentes muestras de 

células RTE CD4 y RTE CD8, de LT naive CD4 y CD8 y de LT memoria CD4 y CD8, se 

muestran en números totales y porcentajes en la tabla 5.7.  

 

Además, hemos calculado la media, la desviación estándar y el nivel de significancia, 

empleando la prueba de Mann Whitney. Analizamos un total de 6 muestras para cada 

uno de los grados de metilación.  
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Posiciones 

metiladas 

Número % de metilación en SP 

4 3 2 1 0 
Clones 

Totales 
4 3 2 1 0 

RTE CD4 14 30 29 5 6 84 16.7 35.7 34.5 5.95 7.14 

LT naive 

CD4 
14 36 33 18 4 105 13.3 34.3 31.4 17.1 3.81 

LT memoria 

CD4 
21 22 17 6 5 71 29.6 31 23.9 8.45 7.04 

RTE CD8 1 11 6 3 95 116 0.86 9.48 5.17 2.59 81.9 

LT naive 

CD8 
0 0 1 13 74 88 0 0 1.14 14.8 84.1 

LT memoria 

CD8 
0 0 2 24 80 106 0 0 1.89 22.6 75.5 

Figura 5.7. Perfiles de metilación de las poblaciones de Linfocitos CD4 y CD8 en sangre 

periférica. Se expresan como el número total y % de moléculas (clones) de DNA con 4, 3, 

2, 1 o 0 posiciones CpG metiladas para cada población. 

 

 

Nuestros resultados muestran que los clones de células RTE CD8 se presentan 

principalmente de forma no metilada (92%) en porcentajes superiores a los observados 

en la misma población en sangre de cordó (66%). La diferencia entre células RTE CD4 

y RTE CD8 es evidente en todos los grados de metilacion de la región 5’ de la CGI-1. 

Esta diferencia es aun mas evidente cuando no hay metilacion (RTE CD8 98% vs RTE 

CD4 8%, p= 0.0025). También observamos una clara diferencia entre los RTE CD8 y 

CD4 a partir de 2, 3 y 4 posiciones metiladas, lo cual es mucho mas común en los 

clones de RTE CD4 que en los clones de RTE CD8. Las diferencias encontradas se 

pueden observar en la figura 5.20. 

 

Encontramos que el 33% de los clones RTE CD4 poseen 2 posiciones CpG metiladas, 

mientras que sólo el 3% de los RTE CD8 presentan este grado de metilación, esta 

diferencia es significativa (p=0.03) y en el caso de tres posiciones metiladas 
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encontramos que un 37% de los clones RTE CD4 estan en esta clasificación  vs un 2% 

de los RTE CD8 (p= 0.02). Tambien, debemos resaltar que ningún clon de los RTE 

CD8 evaluados presentó un grado de metilación de 4 posiciones, en cambio si, el 15% 

de los RTE CD4 tienen este grado de metilación.  

 

 

Figura 5.20.  Perfil de metilación por qPCR-FRET de la orilla 5’ de la CGI-1 del gen CD8A 

en células RTE CD4 y CD8. Resultado de 6 diferentes muestras de de sangre periférica de 

adulto. *p<0.05, ** p<0.005. 

 

En cuanto a los clones correspondientes al estadio de diferenciación de LT naive en la 

misma muestra, vemos que es en esta población celular en la que los clones CD4 y 

CD8 se encuentran mas diferenciados. En el caso de los LT naive el 82% de los clones 

están desmetilados, mientras que no observamos ningún clon que posea 3 o 4 

posiciones metiladas. En el caso de los LT naive CD4 se observa el fenómeno 
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completamente opuesto, es decir, el 35% de los clones tienen 3 posiciones metiladas y 

el 20% se encuentra totalmente metilado vs el 5% de clones no metilados. Estas 

diferencias son estadísticamente significativas en las comparaciones que hacemos 

entre LT naive CD4 vs CD8 no metilados, p=0.004, entre CD4 vs CD8 con dos 

posiciones metiladas, p= 0.002 y en el caso de 3 y 4 posiciones metiladas la p < 0.001 

como puede verse en la figura 5.21. 

	
  

 

Figura 5.21.  Perfil de metilación por qPCR-FRET de la orilla 5’ de la CGI-1 del gen CD8A 

en LT naive CD4 y CD8. Resultado de 6 diferentes muestras de de sangre periférica de 

adulto. *p<0.05, ** p<0.005. 

 

El análisis de los clones correspondientes al estadio de diferenciación de LT memoria 

en sangre periférica de adultos muesta un patrón muy similar al que observamos en la 

población de LT naive CD8 y CD4. Hay que resaltar que en este estadio los clones LT 

memoria CD4 completamente metilado es del 43%. Igualmente hay diferencias 

estadísticamente significativas entre LT memoria CD4 vs CD8 no metilados (3% vs 
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78%), p=0.004, entre CD4 vs CD8 con tres posiciones metiladas (31% vs 0%), p= 0.002 

y en el caso de 4 posiciones metiladas (43% vs 0%) la p < 0.0001 como puede verse en 

la figura 5.22. 

	
  

 

Figura 5.22.  Perfil de metilación por qPCR-FRET de la orilla 5’ de la CGI-1 del gen CD8A 

en LT memoria CD4 y CD8. Resultado de 6 diferentes muestras de de sangre periférica de 

adulto. *p<0.05, ** p<0.005, ***p<0.0005. 

 

5.2.2 Gradiente de metilación del gen CD8A en diferentes poblaciones de 
células T 

	
  
Basados en los resultados de la qPCR-FRET y teniendo en cuenta que las mayores 

diferencias en todas las poblaciones de LT CD4 y CD8, se observan cuando no hay 

ninguna posición CpG metilada, quisimos evaluar un gradiente de metilación para todas 

las poblaciones linfocitarias, tanto CD4 como CD8, con respecto al grado de metilación 

de este fragmento del gen CD8A. Para esto fijamos un nivel de metilación en una escala 

de 0 a 1 (0 = No metilado, 1=  metilado en 1 o mós sitios), que representan los patrones 
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potencialmente diferentes en todas las poblaciones celulares de todos los tejidos 

evaluados. 

 

El gradiente de metilación lo evaluamos primero en las poblaciones de células T CD4. 

Encontamos que el grado de metilacion de la DMR 5’ CGI-1 incrementa 

paulatinamente a medida que los LT CD4 avanzan en su desarrollo, esto se confirma 

tanto en sangre de cordón como en sangre periférica adulta (figura 5.23). La condición 

contraria también es cierta, es decir, el nivel de clones de LT CD4 no metilados 

disminuye a medida que avanza el desarrollo de estas células. Esto es más evidente en 

sangre de cordón, ya que en sangre periférica el porcentaje de clones de LT CD4 no 

metilados es muy conservado. Sin nembargo, ninguna de las diferencias en el gradiente 

de metilacion es estadísticamente significativa.  

	
  

 

Figura 5.23. Gradiente de metilación de las diferentes poblaciones de LT CD4 analizadas 

por qPCR-FRET, desde el estadio tímico de SP4, hasta el estadio de memoria. No 

metilado= 0 CpGs metiladas, Metilado ≥ 1 CpG metiladas. 
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El mismo análisis descrito en el apartado anterior lo realizamos en poblaciones de 

células T CD8. Interesantemente, encontamos que el grado de metilación de la DMR 5’ 

CGI-1 incrementa en la transición de célula RTE CD8 a LT naive CD8 (33% vs 47%), 

en sangre de cordón y en sangre periférica de adultos sanos (7% vs 19%), siendo esta 

última diferencia estadísticamente significativa en este tipo de muestras (p=0.043). No 

obstante los porcentajes de CD8 metilado son bajos. En cuanto a la condición contraria, 

observamos que las células RTE CD8 en sangre periférica de adultos se demetilan 

significativamente al salir del estadio tímico SP8 (93% vs 62%, p=0.012), resultado que 

se confirma con el dato inverso y es que los SP8 estan mas metilados (37.5%) que los 

RTEs CD8 perifericos (7%), p=0.012. El porcentaje de células no metiladas sigue 

siendo alto en los estadios de LT naive y LT memeoria CD8, en periferia (figura 5.24).  

 

 

Figura 5.22. Gradiente de metilación de las diferentes poblaciones de LT CD8 analizado por 

qPCR-FRET, desde el estadio tímico de SP4, hasta el estadio de LT CD8 memoria. No 

metilado= 0 CpGs metiladas, Metilado ≥ 1 CpG metiladas. *p<0.05. 
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5.3 Resultados III: Analisis de expresión de los correceptores CD4 y CD8  
 

Consideraciones previas 

	
  

Después de analizar lo patrones de metilación en las diferentes poblaciones de LT 

quisimos evaluar los nivel de expresión de los correceptores CD4 y CD8 en cada una de 

ellas.  

Los resultados de expresión de los correceptores nos permiten analizar si hay una 

correlacion entre el grado de diferenciación y desarrollo de las poblaciones de LT 

evaluadas, el contenido de TRECs en cada una de ellas y el gradiente de metilación 

encontrado en la CGIs-1.3 del gen CD8A. 

 

Finalmente, los niveles de expresión de CD4 y CD8 que encontramos en las 

poblaciones de LT evaluadas, pueden considerarse como un segundo control de la 

clasificación celular que hemos hecho, especialmente si se tiene en cuenta que el RNA 

cuantificado proviene exactamente del mismo grupo de células a las cuales se les ha 

evaluado el grado de metilación (ver apartado de métodos pígina 81). 

 

Niveles de Expresión de los genes CD4 y CD8, en poblaciones de 
linfocitos T determinados por qRT-PCR, con sondas TaqMan. 

	
  
Evaluamos la expresión del CD8 wt, CD8-V3 y del CD4, tanto en LT CD4 como en LT 

CD8 de todos los grupos celulares estudiados. Para el análisis de expresión incluimos 

también la población de timocitos DN como un indicador de la expresión basal de los 

correceptores. Los resultados pueden verse en la tabla 5.8 y están expresados como 
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unidades de expresión relativa de cada gen calculado con la fórmula del � CT y 

normalizados de acuerdo con la expresión del gen GAPDH humano. 

Tejido 
Población 

Celular 

Expresión de 

CD4 

Expresión de 

CD8 wt 

Expresión de 

CD8-V3 

Timo 

DN 291 4596 83 

DP 14500 285716 807 

SP4 7055 2991 51 

SP8 85 140761 583 

Sangre de 

Cordón 

RTE CD4  4126 366 4 

Naïve CD4 5250 77 Nd 

RTE CD8 275 89740 147 

Naïve CD8 385 23258 Nd 

Sangre 

Periférica 

RTE CD4  6657 178 Nd 

Naïve CD4 3883 78 Nd 

Memoria CD4 5404 84 Nd 

RTE CD8 36 84127 99 

Naïve CD8 440 94648 62 

Memoria CD8 21 76638 735 

Tabla 5.8. Valores de expresión relativa de los genes CD4, CD8-wt y CD-v3, en todas las 

poblaciones de LT. Estos valores corresponden a la media de 7 muestras diferentes de 

cada tipo de tejido (timo, sangre de cordón y sangre periférica de adulto). Nd: no detectable. 

 

5.3.1 Expresión de CD4 y CD8 en timo 
	
  
A partir de los resultados expresión del CD4, CD8-wt y CD8-v3 en timocitos DN, hemos 

fijado el límite inferior de expresión para cada gen. Nuestros resultados muestran que a 

nivel del timo se puede detectar la expresión de CD4, CD8 wt y CD8-V3 en todas las 

poblaciones celulares. El estadio de timocitos DP es en el que encontamos los niveles 

más altos de expresión para los tres transcritos (CD4, CD8wt, CD8-v3). También 

encontramos que el CD8-wt tiene niveles “basales” más altos que los demás 
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correceptores. Otro resultado a destacar es que el CD8-V3, se expresa principalmente 

en timocitos. Además, observamos que una vez los timocitos se diferencian al estadio 

de SP, el nivel de expresión del CD4 en los timocitos SP4, baja exactamente en un 50% 

con respecto a la población de DP. Exactamente lo mismo, ocurre para la expresión de 

CD8wt en SP8. 	
  

 

5.3.2 Expresion de CD4 y CD8 en linfocitos de sangre de cordón y sangre 
periférica (adultos) 

	
  
En términos generales nuestros resultados confirman lo esperado. Las células de linaje 

CD4 en general expresan altos niveles de transcritos de CD4 y lo mismo se observa 

para las células de linaje CD8 y el nivel de expresión de CD8 –wt y CD8-v3.  

	
  
En cuanto a los niveles de expresión de los genes evaluados en sangre de cordón y 

sangre periférica, observamos que las poblaciones se comportan diferentes según el 

tipo de muestra analizada. 

	
  
Encontramos que la expresión de CD4 aumenta al pasar del estadio de célula RTE CD4 

al de LT naive CD4 en sangre de cordón (media = 4.126 vs 5.250 unidades), mientras 

que en las muestras de sangre periférica adulta el resultado se presenta a la inversa 

entre RTEs CD4 y LTs naive CD4 (media= 6.657 vs 3.883 unidades). El evento 

completamente opuesto se observa en los linfocitos T CD8. En este caso observamos 

que los niveles de expresión de CD8-wt disminuyen al pasar de célula RTE CD8 al 

estadio de LTnaive CD8 en sangre de cordón (media = 89.706 vs 23.258 unidades), 

mientras que en sangre periférica adulta el resultado es opuesto RTEs CD8 84.127 vs 

LT naive CD8 94648 unidades relativas. 

Adicionalmente, uno de los resultados más interesantes es que los niveles de expresión 

de CD8-wt disminuyen gradualmente desde el estadio de SP8 en el timo hasta el 

estadio de LT naive CD8 en sangre de cordón. El nivel de expresión relativa del CD8-wt 
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es estadísticamente diferente entre los estadios de célula RTE CD8 y LT naive CD8 de 

las muestras de cordón (p=0.0051), pero no en las de sangre periférica adulta.  

	
  
Otro resultado a resaltar es que los LT naive CD8 continuan expresando el correceptor 

CD4, a pesar de su estadio de desarrollo. En cambio los LT CD4 expresan valores de 

CD8-wt y CD8-V3 por debajo del valor de expresión de los timocitos DN, que fueron 

considerados como nuestro límite inferior. 

	
  

El gradiente de expresión de los tres transcritos analizados en todas las poblaciones de 

LTs, puede observarse en las graficas 5.55, 5.26 y 5.27, con sus respectivas medias y 

desviaciones estándar, 

 

El nivel de expresión del transcrito CD8-v3 en los LT CD8 de memoria en sangre 

periférica es alto (media = 735 unidades). Esta variable sóo se detectó en los estadios 

tímicos y específicamente en el linaje CD8, donde se mantuvo aunque en menor nivel 

hasta el estadio de célula RTE CD8 de sangre de cordón. Las diferencias entre la 

expresión de CD8-v3 en células RTE CD8 vs LT memori CD8 no alcanzan a se 

significativas debido a la alta desviación que presenta el transcrito en la población de LT 

de memoria. 

 

Resaltamos que en nuestro estudio no detectamos expresión de la variante CD8-

�Exon4, en ninguna de las muestras analizadas. 
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Figura 5.25. Gradiente de expresión relativa del gen CD8wt, en los estadios de 

diferenciación y desarrollo de los LTs CD8 y CD4 de timo, sangre de cordón y sangre 

periférica. La línea discontinua representa el punto fijado como limite inferior de expresión, 

basado en la expresión relativa del CD8-wt en timocitos DN. 
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Figura 5.26. Gradiente de expresión relativa del gen CD8-v3, en los estadios de 

diferenciación y desarrollo de los LT CD8 y CD4 de timo, sangre de cordón y sangre 

periférica. En algunas poblaciones de LT los niveles de expresión de esta variante no 

pudieron ser detectados (nd) con la metodología que empleamos. La línea discontinua 

representa el punto fijado como limite inferior de expresión, basado en la expresión relativa 

del CD8-v3 en timocitos DN. 
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Figura 5.27. Niveles de expresión relativa del gen CD4, en los estadios de diferenciación de 

LT CD8 y CD4 de timo, sangre de cordón y sangre periférica. La línea discontinua 

representa el punto fijado como limite inferior de expresión, basado en la expresión relativa 

del CD8-v3 en timocitos DN. 

  



150 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSIÓN 

  



Estudio de reconstitución de poblaciones de linfocitos T, mediante marcadores epigenéticos	
  

151 

6 DISCUSION 
 

 

Durante su desarrollo los LT tienen una serie de elecciones secuenciales para definir su 

identidad, primero la selección entre el linaje T o B, luego la definición de su TCR como 

ab vs gd e inmediatamente después definir sus correceptores CD4 vs CD8. Esta toma 

de decisiones continúa en periferia después de la activación. En esta fase la elección 

consiste en definir si el linaje será Th1, Th2, Treg o Th17. 

	
  
Durante todas las fases de diferenciación que sufren los LT solo hay registro de 

cambios en la información genética primaria (secuencia de bases) durante la elección 

de TCRab vs TCR gd. Las demás elecciones son iniciadas y mantenidas sin cambios en 

la secuencia del DNA. No obstante, la elección de linaje en los LT requiere de la 

activación y represión controlada de transcritos en grupos completos de genes. Este 

control de la expresión génica define los diferentes fenotipos celulares, ya no solo en los 

LT, sino en la mayoría de linajes del sistema inmune (203). Por tanto la regulación 

epigenética en conjunto con los complejos formados por los factores de transcripción, 

tiene un papel fundamental en la determinación del linaje, la expresión de genes y las 

características fenotípicas de los LT.   

	
  
Algunos estadios de diferenciación en las células T son complejos de cuantificar y 

definir desde el punto de vista fenotípico y especialmente en sangre periférica, como es 

por ejemplo el caso de los LT reguladores o las células RTEs. Ambos grupos de células 

son de suma importancia en el diagnóstico, seguimiento y pronóstico de muchas 

patologías. Sin embargo los métodos actuales de detección para estas células no 

permiten cuantificarlas con exactitud por la ausencia de especificidad de los marcadores 

utilizados para identificarlas (266, 267). Los avances en el estudio de la epigenética y 

en especial de la metilación del DNA sugieren que los patrones de metilación de 

algunos genes o regiones dentro el genoma asociadas con el desarrollo de los LTs y su 
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fenotipo, podrían constituirse en marcadores de bona fide para la identificación de 

estadios complejos.  

	
  
Nosotros hemos examinado el estado de metilación de las CGIs presentes en los genes 

CD4 y CD8A de humanos sanos. Para ello separamos los LT en grupos celulares según 

su estadio de diferenciación tanto en su fase tímica como periférica, dando especial 

importancia al grupo de células RTEs CD4 y CD8. El DNA de cada población celular se 

trató con bisulfito de sodio y luego se analizó la metilación por secuenciación. Esta 

metodología se aplicó en una primera fase exploratoria para cuantificar el grado de 

metilación de las CGIs en cada población de LT. Una vez identificado el perfil de 

metilación de las CGIs en cada gen, pasamos al diseño y puesta a punto del análisis de 

metilación para DMRs, basándonos en la técnica de PCR con sondas FRET, una 

metodología novedosa en el estudio de perfiles de metilación del DNA. Finalmente, 

comparamos los niveles de metilación de la CGI-1.3 del gen CD8A, única región DMR 

encontrada en los diferentes estadios celulares de LT evaluados, con los niveles de 

expresión de los correceptores CD4 y CD8 y con el contenido de TRECs, que es la 

metodología cuantitativa disponible hasta el momento para la identificación de células 

RTEs. 

	
  
Para el desarrollo de los objetivos de esta investigación tratamos de definir una serie de 

parámetros metodológicos y conceptuales que nos permitieran un estudio sistemático 

de la metilación en las poblaciones de LT de interés. Por tal motivo la discusión se ha 

subdividido en fases de acuerdo con los parámetros que consideramos claves durante 

la tesis y dado la carencia de trabajos similares en LT humanos. 
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6.1 Selección de los marcadores celulares para la separación de 
poblaciones de células T humanas. 

 

Nuestros resultados incluyen poblaciones de células T tanto en la fase tímica como 

periférica. Para la selección de los timocitos se cuenta con marcadores celulares 

claramente definidos que no dan lugar a confusión en la clasificación de las 

poblaciones, no obstante, una primera dificultad fue definir los marcadores celulares a 

utilizar en periferia, especialmente para la población que consideraríamos como células 

RTEs, ya que precisamente los marcadores celulares actuales dan lugar a confusión. 

Por tanto, nuestras poblaciones de células RTEs tanto CD4 como CD8 se han separado 

por FACS, empleando la combinación de marcadores celulares reportada hasta ahora 

para RTEs CD4, que incluye el CD45RA, CD62L y CD31. Además; hicimos algunos 

marcajes de prueba con el PTK7 descrito por Hains et al (79), como un marcador 

específico de RTEs CD4. Sin embargo, nuestras muestras tenían un porcentaje de 

células positivas para este marcador inferior al 0,01%, lo que concuerda con resultados 

de otras investigaciones realizadas por miembros de nuestro grupo (Teniente A, et al. 

datos no publicados) y contradice los resultados previamente reportados (79,80) y 

además lo convierte en un marcador inadecuado para nuestro estudio, ya que el 

número de células al separar la población sería muy escaso para los análisis 

moleculares posteriores. Por tanto sólo incluimos el marcador CD31 como indicador de 

RTEs aunque no es del todo específico y en el caso de los RTEs CD8 es de poca 

utilidad. Efectivamente, nuestros resultados muestran que el marcador CD31+ no 

correlacionaba adecuadamente con las poblaciones CD8+/highCD45RA+CD62L+ de 

sangre periférica adulta. Este hecho ya había sido observado por Tanaskovic S, et al 

(78). Las células RTEs CD8 no cuentan hasta ahora con un marcador de superficie 

celular. Algunos autores proponen que el CD69 y CD103 podría asociarse con esta 

población (268), pero los resultados aun son controvertidos, por tanto la población de 

RTEs CD8 de este estudio se seleccionó con los mismos criterios empleados para la 

población RTE CD4 y se confirmó su grado de diferenciación por su contenido de 

TRECs. 
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En las demás poblaciones de periferia empleamos el marcador CD45RA como criterio 

básico de definición de células naive (CD45RA+) y de células memoria (CD45RA-), 

acorde con lo propuesto por el human immunology project (269). Incluimos además el 

marcador CD62L para completar el fenotipo y aunque no reemplaza completamente la 

información que podría brindar el marcador CCR7, si es de utilidad en nuestras 

poblaciones de interés.  

	
  
Nuestro estudio tiene la fortaleza de incluir tres grandes grupos de LT periféricos que 

son las células RTEs, los LT naive y los LT memoria, además de tres grupos tímicos 

DP, SP4 y SP8 de humanos sanos. Esta afirmación la basamos en que la mayoría de 

trabajos sobre metilación del DNA y LT se han concentrado en el estudio las 

poblaciones generadas luego de la activación del LT y en su transición de LT naive a LT 

Th1, Th2, Treg, etc. (246), pero se ha dejado un poco de lado lo que pasa en las 

poblaciones de células T más inmaduras, pese a que la mayoría de datos que se tienen 

de estos estadios provienen de resultados en modelos murinos que no son siempre 

extrapolables a humanos. 

 

6.2 Perfiles de metilación de los genes CD4 y CD8A y características de 
sus CGIs 

 

Nuestros resultados describen el estado de metilación de las CGIs en los genes CD4 y 

CD8A humanos, durante las diferentes fases de diferenciación y desarrollo de los LT. 

Nosotros encontramos que la metilación de la CGI en el gen CD4 es muy conservada 

en los diferentes estadios de desarrollo de los LT analizados. La CGI-4.2 posee una 

metilación <10% en casi todas las poblaciones celulares estudiadas. Aunque esta 

metilación puede considerarse escasa, es un dato relévate si se tiene en cuenta que 

varios estudios de metiloma humano reportan que la mayoría de las CGIs asociadas a 

genes del sistema inmune no se metilan (155). En la CGI-4.2 observamos también que 
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el grado de metilación tiende a disminuir en las poblaciones de LT periféricos, pero no 

sólo CD4 sino también CD8, lo que sugeriría que la metilación va disminuyendo con el 

desarrollo de las células T. Resultados similares han sido observados por Tutt Landolfi, 

et al. (270)), quienes evaluaron el grado de metilación de la región 5’ del gen Cd4 

murino en la diferenciación de los LT CD4 y encontraron que hay una leve 

desmetilación de la región ubicada upstream del TSS. No obstante, la ubicación de la 

CGI de nuestro estudio incluye una región diferente a la estudiada por los otros grupos. 

La CGI-4.2 se encuentra presente en la región intergénica con el gen LAG3, que 

también participa en los procesos de diferenciación de LT.  

	
  
Cuando comparamos los resultados de la metilación de la CGI del gen CD4 con los 

niveles de expresión de este correceptor en LT CD4, vemos que en sangre periférica de 

adultos sanos y sangre de cordón los niveles de expresión son bastante constantes en 

los diferentes estadios de desarrollo evaluados, al igual que lo observado en los niveles 

de metilación. Sin embargo, la expresión de CD4 en LT CD8 es ausente como era de 

esperarse y no se observan cambios en los niveles de metilación evaluados en el gen 

CD4, en el grupo de poblaciones de LT CD8, lo que sugiere que la metilación, al menos 

de este locus del gen no influencia la expresión del correceptor CD4 en los LT ni 

interviene en la identidad celular, ni en el desarrollo y diferenciación de los LT en 

humanos sanos.  

	
  
En el gen CD8A por el contrario encontramos diferencias en el estado de metilación de 

cada una de sus CGIs. El caso más extremo lo observamos en la CGI 2, ubicada en la 

región intergénica con el gen CD8B, a unas 16 Kb upstream del TSS del gen CD8A. 

Esta CGI está completamente desmetilada, en todos los estadios de diferenciación de 

las células T, tanto CD4 como CD8. Adicionalmente, evaluamos el estado de metilación 

de esta CGI-2 en otros tejidos no hematopoyéticos, como es el caso de tirocitos totales 

y timo total y tampoco encontramos ninguno de sus dinucleótidos CG metilados. Estos 

resultados sugieren que la desmetilación de esta región del gen CD8A no es exclusiva 
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de células T, ni un evento específico de tejido, sino que se corresponde con la 

naturaleza no metilada descrita para las CGIs cercanas a regiones promotoras a lo 

largo del genoma (159). 

	
  
Este resultado es importante porque sugiere que esta región no está involucrada en la 

regulación de la expresión del CD8 y que probablemente posea una cromatina 

permisiva a los eventos de control de expresión y diferenciación que se lleven a cabo en 

regiones adyacentes o cercanas, bien sea para el gen CD8A u otros genes. 

	
  
También encontramos que la CGI-3, ubicada aproximadamente a 1.5 Kb upstream de la 

CGI-2, se metila más que las demás CGIs en todos los estadios de diferenciación de los 

LTs.  En la CGI-3 llama la atención el hecho de que sólo se metila de manera diferente 

en los LT CD4 y CD8, en los estadios periféricos y especialmente en la fase de linfocitos 

de memoria, mientras que en los estadios tímicos o periféricos tempranos, la CGI 3 no 

presenta diferencias entre las poblaciones de LT CD4 o CD8. Estos resultados pueden 

sugerir que la metilación en esta región intergénica, puede tener un papel importante 

después de la activación de los LT pero no en los estadios tempranos de diferenciación 

periférica. También, podríamos pensar que esta CGI influye sobre transcriptos 

diferentes del correceptor CD8, como es el caso del CD8-v3. Esta variante del CD8 

posee dos exones más que el transcrito CD8-wt (ver figura 4.6). Esto obliga a la 

existencia de un TSS diferente para el transcrito CD8-v3, que se ubique upstream del 

TSS canónico y por tanto este más cercano a la CGI-3. Casualmente, la mayor 

expresión de CD8-v3 se encuentra en estadios tímicos y en LT CD8 de memoria, por lo 

que sería de gran interés profundizar en la relación que pueda existir entre estas 

variables. 

 

Nosotros encontramos que la CGIs 1 del gen CD8A tiene el perfil de metilación más 

variable de todas las en CGIs evaluadas y en todas las poblaciones de LTs CD4 y CD8. 
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Esta CGIs cumple con las características de las CGIs intragénicas. Se encuentra 

ubicada al interior del gen CD8A. Su inicio está ubicado a 111 pb upstream del TSS y se 

continua hacia el interior del gen finalizando a aproximadamente a 400 pb del intrón 4.  

Toda la CGI se metila de forma variable, pero encontramos que el fragmento CGI-1.3 

ubicado al extremo 5’ de la CGIs es el que presenta un gradiente de metilación 

claramente diferenciable entre LT CD4 y LT CD8. La metilación del DNA en esta región 

no había sido estudiada previamente en linfocitos humanos, pero, existen dos trabajos 

previos en diferentes estadios de desarrollo de linfocitos T CD4 y CD8 murinos. En 

estos estudios encuentran, por medio de enzimas de restricción sensibles a metilación, 

que hay una región en el gen Cd8a ubicada exactamente entre sus exones I y IV en la 

que se observa una metilación diferencial entre timocitos murinos (transición de DN a 

DP) y que luego también hay una demetilación en los estadios periféricos de la misma 

región, en LT CD4 (271, 272). Los resultados de Carbone et al (272), coinciden en parte 

con nuestros resultados. A pesar de las diferencias en las metodologías empleadas, la 

región descrita por el autor es la misma en la que nosotros encontramos las diferencias 

más significativas del estudio en humanos. Sin embargo, nuestros resultados no 

concuerdan en cuanto a la desmetilación observada en los estadios periféricos de LT 

CD4, nosotros por el contrario encontramos que la metilación al menos en la orilla 5’ de 

la CGI-1 incrementa gradualmente en los estadios periféricos de los LT CD4 y estos 

resultados nos parecen más lógicos, si se tiene en cuenta que a mayor desarrollo de la 

célula hay una mayor pérdida de plasticidad y mayor identidad con el linaje, en este 

caso CD4, lo que a su vez sugiere que el aumento de la metilación se asocia con la 

perdida de expresión del correceptor CD8, como era de esperarse en el linaje CD4. 

 

La región ubicada en la orilla 5’ de la CGI-1 (fragmento CGI-1.3) tiene una gradiente de 

desmetilación en la transición de timocitos a células RTE CD8 periférica. Especialmente 

en sangre periférica de adultos (62% vs 93%). Sin embargo en los estadios periféricos 

la dinámica de metilación de esta región se invierte y comienza a darse un gradiente de 
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metilación ascendente, tanto en LT CD4 como CD8 que se correlación con los niveles 

de expresión del correceptor CD8 en las poblaciones de LT CD8 y CD4 estudiadas.  

	
  
Estos resultados son de gran interés si tenemos en cuenta que varios estudios han 

reportado que la metilación diferencial de las CGI en el sistema inmune, se encuentra 

principalmente en regiones intragénicas donde la metilación se asocia con la identidad y 

la diferenciación de los tejidos y células. Aun, no es claro si los patrones de metilación 

presentes en las CGI intragénicas pueden tener algún papel sobre la regulación de la 

expresión de los genes en los cuales se encuentra (166,177), pero algunos autores 

comienzan a postular posibles mecanismos por los cuales estas CGIs intragénicas y 

sus perfiles de metilación podrían tomar parte de la dinámica del genoma: el primero 

que se propone es que están asociadas con el silenciamiento de promotores no 

caracterizados o específicos de otros tipos de célula, lo que explicaría su papel en el 

desarrollo y diferenciación de las células y tejidos (157, 158). Otro es que puedan tener 

algún papel sobre la unión de factores de transcripción o splicing alternativos para los 

transcritos del gen. Todos estos postulados retan a las descripciones previas de que la 

expresión de los genes en mamíferos está regulada (en parte) por metilaciones del DNA 

en su región promotora o CGIs TSS. 

 

Aunque hasta ahora no se establece claramente el significado funcional de la metilación 

en las CGIs (158, 167). En nuestro estudio la CGI intragénica 1 del gen CD8A, tiene una 

metilación creciente a medida que el LT se va diferenciando. Esto apoya la hipótesis 

funcional que sugiere que a mayor metilación de la CGI intragénica, mayor definición de 

la especificidad del tejido, mayor represión de la cromatina, mayor restricción de la 

expresión de algunos genes y por tanto mayor identidad celular y pérdida de la 

plasticidad. También podemos plantear que nuestros resultados representan el primer 

paso para confirmar que el grado de metilación de una CGI intragénicas, de un gen en 

concreto, en este caso del CD8A, se puede correlacionar directamente con sus niveles 

de expresión. 
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Nuestros resultados también concuerdan con trabajos previos que describen que las 

diferencias en los grados de metilación se evidencian más en los extremos de las CGI 

(CG islands shores), que en el cuerpo mismo de la CGI (159).  

 

6.3 Nuevas metodologías y la PCR-FRET en el análisis de metilación del 
DNA 

 

Nuestros resultados emplean por primera vez la técnica de PCR seguida de un estudio 

de curvas de melting a partir del uso de dos sondas FRET para el análisis cuantitativo 

de la metilación del DNA tratado con bisulfito en un locus concreto. Con esta 

metodología alcanzamos niveles cuantitativos altamente reproducibles y la amplificación 

se logró sin la necesidad de extraer el DNA, sino directamente de clones bacterianos 

que contenían los insertos de interés. Los resultados fueron comparados siempre frente 

a una curva estándar que incluía un número variable de posiciones CG metiladas para 

el locus analizado y la resolución fue incluso de una sola posición CG metilada.  

 

La técnica fue validada frente a los resultados de secuenciación de DNA tratado con 

bisulfito de sodio y las frecuencias de metilación para el locus analizado fueron 

reproducibles. 

	
  
Consideramos que esta metodología puede ser un modelo para la evaluación de la 

metilación del DNA en otros locus que puedan ser considerados como biomarcadores 

asociados con enfermedad y que requieran una resultado cuantitativo de la metilación. 

	
  
Nuestra metodología, al igual que otras que se han desarrollado para el estudio de la 

metilación del DNA presenta ventajas y desventajas dependiendo del grado de 

resolución al que se pretenda llegar y de la heterogeneidad de la metilación en las 

muestras analizadas. 
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La principal ventaja es que ofrece una sensibilidad de hasta un dinucleótido CG 

metilado (o no metilado dependiendo del diseño) y que la distancia entre los picos de 

temperaturas de melt es lo suficientemente amplia como para obtener la especificidad 

adecuada. Otra ventaja importantes es que es completamente cuantitativa y permite el 

análisis de múltiples clones o muestras a la vez, a partir de amplificaciones en placa e 

incluyendo una curva estándar para cada amplificación. Cabe también resaltar que para 

muchos protocolos puede incluso reemplazar la información que genera la técnica de 

secuenciación del DNA tratado con bisulfito en los laboratorios o instituciones que no 

cuenten con un secuenciador. Además, los costos de reactivos y equipos también 

pueden disminuir significativamente. 

	
  
Esta técnica continúa empleando como base el tratamiento del DNA con bisulfito de 

sodio que es considerado el gold standar en los estudios de metilación por lo que puede 

ser validada con cualquier otra metodología cuantitativa de Metilación. 

	
  
La técnica desarrollada para esta estudio presenta ventajas sobre la Metilation sensitive 

High resolution melting (MS-HRM). Esto lo pudimos comprobar experimentalmente en el 

laboratorio, donde también empleamos esta técnica para evaluar el grado de metilación 

de la misma región del gen CD8A, pero los resultados fueron menos sensibles que los 

obtenidos con la PCR-FRET y además la diferenciación entre las temperaturas de melt 

eran mucho más estrechas, lo que también disminuía la especificidad de la técnica 

(datos no mostrados). La MS-HRM está basada en el uso de un marcador de color que 

se intercale en condiciones saturantes al DNA de doble cadena. Esta metodología 

requiere de antemano contar con controles positivos de metilación y tener una eficiencia 

muy alta de conversión con bisulfito de sodio. Se puede generar mucho ruido de fondo 

por la presencia de DNA de doble cadena no específico o por dímeros de 

oligonucleótidos. Este problema es eliminado en el diseño de PCR con sondas FRET 

porque la especificidad del fragmento está dada por los oligonucleótidos y la 

complementariedad de ambas sondas. 
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Consideramos que nuestra metodología también puede ser menos compleja y mas 

económica que la técnica de MS-qFRET (metilation specific quantitative FRET), en la 

cual se emplean primer que diferencian entre fragmentos metilados y no metilados que 

luego son capturados con Quantum dots y cuantificados por la resonancia FRET (273). 

	
  
Una de las desventajas es que si se evalúa la metilación por posiciones CG específicas, 

este no debe ser el método de elección, pues se debe tener en cuenta que la sonda es 

más o menos complementaria al fragmento de DNA según el número de CG metiladas, 

lo que se traduce en más o menos grados de temperatura de melt, pero que no puede 

resolver la posición exacta a la cual no es complementaria la sonda (para el caso de 

nuestro protocolo). En cambio, si lo que se busca, son zonas o regiones del DNA que 

puedan o no estar metiladas y saber la frecuencia exacta de metilación, entonces este 

tipo de metodología puede ser la de elección.  

	
  
Otra posible desventaja tiene que ver más con las características de la muestra. Si se 

tienen grupos celulares complejos en los que las moléculas de DNA pueden presentar 

diferentes grados de metilación, esta técnica al igual que la secuenciación de DNA 

tratado con bisulfito, requiere que los fragmentos sean clonados, para poder obtener 

datos cuantitativos, si por el contrario son muestras homogéneas como es el caso de 

muchos tumores sólidos en los que las células son mono u oligoclonales entonces no es 

necesario el proceso de clonación para obtener datos cuantitativos del grado de 

metilación de un locus en concreto. Finalmente, es importante considerar el tamaño del 

fragmento y la secuencia del DNA de interés como en toda técnica basada en PCR, 

para el diseño, la eficiencia y la especificidad de los oligonucleótidos. 
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6.4 La metilación del gen CD8A como biomarcador de células RTEs. 
 

Nuestros resultados nos han llevado a confirmar la hipótesis de trabajo sólo 

parcialmente, pues como observamos previamente, encontramos una región 

diferencialmente metilada del gen CD8A, lo cual es muy interesante desde el punto de 

vista de las características moleculares de los LT en los diferentes estadios de 

diferenciación y en la regulación de los correceptores CD4 y CD8. También es muy 

interesante que hayamos encontrado que el estadio de célula RTE CD8 tiene una grado 

de metilación significativamente inferior al de los LT naive CD8 en las muestras de 

sangre periférica de adultos sanos. Sin embargo, llama la atención que estos mismos 

resultados presentan una tendencia similar en las poblaciones de sangre de cordón, 

pero no alcanzan a ser estadísticamente significativos, a pesar de que son estas 

muestras, las que consideraríamos como el parámetro de comparación para el estadio 

de células RTEs. También, es de considerar que la diferencia en los porcentajes de 

metilación entre ambas poblaciones es muy escaso (17% vs 29%) como para ser 

considerado un biomarcador eficiente en la identificación de una población celular. Por 

tanto si que el grado de metilación de algunos genes como el CD8A varían con el 

estadio de diferenciación y desarrollo de los LT, al menos es las poblaciones analizadas 

en este estudio, de acuerdo con nuestra hipótesis de trabajo, pero por si solos no 

constituyen un marcador de diferenciación celular. No obstante, valdría la pena explorar 

más a fondo la diferencia observada entre los niveles de expresión del CD8 en células 

RTE CD8 de sangre de cordón y los LT naive CD8, pues de confirmarse en otras 

muestras podría ser un marcador que combinado con otros ya existentes permitiría 

diferenciar RTEs CD8 los cuales hasta ahora son los que más carecen de un buen 

marcador.  
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6.5 La expresión de los correceptores CD4 y CD8 en las poblaciones de 
células T analizadas 

 

Los niveles de expresión de los correceptores CD4 y CD8 encontrados en nuestro 

estudio confirman lo esperado de acuerdo con la pureza obtenida durante la separación 

de las poblaciones de células T. Además, vale la pena resaltar que hemos encontrado 

algunos datos interesantes que nos han brindado información sobre el comportamiento 

de los transcritos de dos correceptores tan importantes en el campo de la inmunología. 

Por ejemplo encontramos que la expresión de ambos correceptores se disminuye 

exactamente en un 50% en la transición del estadio de timocitos DP a SP, bien sea CD4 

o CD8. También, es de resaltar que la expresión de CD4 se mantiene hasta el estadio 

de LT naive en el linaje de LTs CD8, lo cual podría estar asociado con una mayor 

plasticidad de la célula CD8 para reprogramarse hacia el linaje de LT CD4, antes de la 

activación en periferia, si fuese necesario. Estos datos ya habían sido sugeridos 

previamente por otros grupos (203). La expresión de CD8 en cambio solo parece 

mantenerse hasta el estadio de célula RTE CD4 en el linaje de LT CD4. 

 

En cuanto a las variantes CD8-v3 y CD8-�exon4, encontramos resultados muy 

interesantes, como por ejemplo, que a pesar de estar reportada en el banco de datos 

genéticos oficial, el transcrito del CD8 con la delección del exón 4 no se detecta en 

ninguno de los estadios celulares evaluados en esta tesis. Por otra parte el transcrito v3 

que es una versión larga que incluye dos exones más upstream el TSS del gen CD8A, 

se expresa exclusivamente en el linaje de LT CD8 en periferia, pero mayoritariamente 

en LT CD8 de memoria. También presenta altos niveles de expresión en LT DP pero 

desconocemos si tiene algún papel funcional o de identidad de linaje en estas células. 
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6.6 Una modificación química diferente en el DNA de mamíferos puede 
ser confundida con la metilación. 

 

Recientemente se ha confirmado la existencia de una modificación química en el DNA 

de mamíferos, descrita previamente. La modificación es la 5-Hydroxymethylcytosine 

(5hm-C) (162, 272) y es generada por las enzimas TET, catalizadoras de la oxidación 

de las 5meC en dinucleótidos CG. Con esta confirmación surge la hipótesis de que este 

mecanismo puede regular la expresión génica o representar una forma intermedia de un 

proceso de desmetilación del DNA (272). Las 5hmC se han implicado en la interferencia 

de la unión de las proteínas MBD y por tanto en la modificación de complejos de 

cromatina. Dada la gran similitud entre las 5hmC y la 5meC, las técnicas basadas en 

transformación con bisulfito no pueden distinguir actualmente entre las dos 

modificaciones y consecuentemente tampoco se puede discriminar su impacto 

funcional. Nuevas técnicas que discriminen entre estas dos modificaciones se vienen 

desarrollando y algunas podrán dar luces sobre la distribución de las 5hmC en el 

genoma. Algunas detecciones por secuenciación SMRT (single-molecule real time 

sequencing) comienzan a sugerir que esta modificación está presente en niveles 

fisiológicamente relevantes de manera tejido específica, lo que implica que cualquier 

modificación en ellas puede tener implicaciones biológicas. También debe tenerse en 

cuenta que muchas de las metilaciones descritas actualmente pueden ser realmente 

hidroximetilaciones en las citosinas y que por tanto el significado biológico de unas y 

otras puede verse afectado. En nuestro estudio por razones metodológicas obvias no 

discriminamos entre estas dos modificaciones. 
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7 CONSLUSIONES 
 

1. Describimos por primera vez que la metilación del DNA en una región del gen 

CD8A humano incrementa de forma gradual durante el desarrollo de los linfocitos 

T CD4 y que esta región  involucrada en la identidad y diferenciacion del linaje de 

LT CD4 y LT CD8. 

 
2. El incremento en la metilacion en el extremo 5’ de la CGI-1 del gen CD8A es 

significativo, especialmente en la transición del estadio de células RTE CD8 a 

linfocitos T naive CD8, tanto en neonatos como en adultos. 

 
3. No todas las CGIs de los genes son igualmente útiles para la diferenciación de 

poblaciones de linfocitos T. Lo que sugiere que cada región es susceptible de 

metilarse y cada patrón de metilación en genes candidatos a biomarcadores, de 

identidad celular o asociación con enfermedades, deben ser previamente 

caracterizados en tejidos normales y en poblaciones celulares específicas. 

 

4. Igualmente, no todas las posiciones CpG de la isla 1 del gen CD8A son validas 

para la diferenciación de estadios de desarrollo de los Linfocitos T en humanos 

normales y a pesar de que el patrón de metilación, al menos en el gen CD8A, no 

está dado por una posición CpG específica, si es claro que la variabilidad en el 

grado de metilación de esta isla se concentra en una pequeña zona 5’ a la orilla 

de la isla, que puede ser claramente identificada, lo que coincide con lo 

observado en otros genes a lo largo del genoma humano.  

 

5. Hemos diseñado una técnica totalmente cuantitativa para el análisis de metilación 

en locus específicos basada en PCR a tiempo real con sondas FRET. Esta 

metodología puede ser aplicada a cualquier genes y cualquier población celular, a 

partir del diseño de sondas y oligonucleotidos específicos para cada locus de 
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interés, brindando un grado de resolución similar al de secuenciación de DNA 

tratado con bisulfito. 

 

6. La expresión relativa del CD8-wt se encuentra aumentada en las poblaciones de 

LT RTE CD8 con respecto al estadio de LT naive, en muestras de sangre de 

Cordón, pero no así en las muestras de sangre periférica. 

 
7. Las poblaciones de linfocitos T de sangre de cordón tienen características 

diferentes en la expresión de  correceptores  CD4 y CD8, comparadas con las 

poblaciones de sangre periférica en adultos. 

 
8. Los niveles de expresión del CD8-wt se correlacionan con los perfiles de 

metilacion de la CGIs intragenica del gen CD8A, en los diferentes estadios de 

desarrollo y diferenciacion de las células T, tanto en sangre de cordon como en 

sangre periférica de adultos sanos. Este hallazgo confirma por primera vez que la 

metilacion de una CGI intragenica se asocia con la expresión del gen que la 

posee 
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