ESTUDIO DE LINFOCITOS T ANERGICOS EN LA RESPUESTA INMUNE A
ROTAVIRUS

p n % )-\\6}.-{91

Bl
=GR

&..

Pontlficna Umver51dad

JAVERIANA

—— Bogota —

MARIA FERNANDA JACOME HERNANDEZ

PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
BOGOTA D.C. 2012



NOTA DE ADVERTENCIA

Articulo 23 de la Resolucion N° 13 de Julio de 1946

"La Universidad no se hace responsable
por los conceptos emitidos por sus
alumnos en sus trabajos de tesis. Solo
velard por que no se publique nada
contrario al dogmay a la moral catdlicay
porque las tesis no contengan ataques
personales contra persona alguna, antes
bien se vea en ellas el anhelo de buscar la

verdad vy la justicia".



AGRADECIMIENTOS

A mi directora Marta Mesa por ensefiarme y orientarme en la construccion de mi
conocimiento, por dedicar horas enteras en mi proceso de aprendizaje y aportar

con su conocimiento invaluable a la formacién de mi carrera profesional

A la Doctora Juanita Angel y al Doctor Manuel Franco por permitirme trabajar en su

laboratorio y conocer de cerca este mundo maravilloso de la investigacion.

A mi familia por su comprensién y estimulo constante, ademas de su apoyo
incondicional a lo largo de mis estudios y a todas las personas que de una u otra

forma me apoyaron en la realizacidn de este trabajo



RESUMEN

Objetivo: Evaluar la presencia de LT de memoria anérgicos especificos de RV en adultos

Sanos

Materiales y métodos: Se recolectaron muestras de sangre periférica con heparina de
adultos sanos para separar CMSP (Células Mononucleares de Sangre Periférica) que
fueron cultivadas con TLPs (1ug/ml) de RRV o dializados (control negativo) en presencia de
Acs monoclonales Anti-CD28 y Anti CD49d y de IL-2r (0, 50 y 100UI/ml), IL-12 (5ng/ml) 6
DGKi-o. (25uM), durante 10h en presencia de brefeldina 5pg/ml y monensina 5ug/ml
(Ultimas 5h). Los porcentajes de LT-RV productores de citocinas TNF-a., IL-2, IFN-y 6 1L-13
fueron evaluados mediante tincidn con Ac monoclonales fluorescentes y citometria de

flujo.

Resultados: Se observaron incrementos significativos en las frecuencias de LTCD3+,
LTCD3+LTCD4+ y LTCD3+LTCD8+ especificos de RV secretores de IFN-y+ en presencia de
100UI/ml de IL-2r (IL-2 recombinante) y de LTCD8-RV IFN-y+ con 5 ng/ml de IL-12r (IL-2
recombinante); no se observaron diferencias significativas en los cultivos con DGKi-a.
Tanto IL-2 como IL-12 y el DGKi incrementaron también la frecuencia de LT IFN-y+

inespecificos.

Conclusioén: El incremento de las frecuencias de LT secretores de IFN-y+ en los cultivos de
CMSP estimulados con RV en presencia de IL-2r 6 de IL-12r sugieren la posible existencia
de LT anérgicos especificos del virus; sin embargo estos hallazgos requieren confirmacion

de dicha especificidad.
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1. INTRODUCCION

La infeccidon por Rotavirus (RV) es una de las principales causas de gastroenteritis (GE)
severa en nifos menores de 5 afios (Parashar et al., 2006) y aunque las vacunas previenen
las manifestaciones clinicas (Angel et al., 2007), no protegen de reinfeccién. Esto ha
llevado a pensar que si bien se genera una respuesta inmunoldégica de memoria, ésta no
es esterilizante de modo que no protege al individuo frente a un segundo encuentro con
el virus.

El estudio de los Linfocitos T (LT) de memoria especificos de RV (LT-RV) ha mostrado que
las frecuencias de LT-RV CD4+IFN-y+ y de LT-RV CD8+IFN-y+ circulantes en adultos son
comparables a las de LT IFN-y+ especificos de otros virus que causan infecciones agudas;
sin embargo, las frecuencias de LTCD4+IFN-y+ y LTCD8+IFN-y+ en nifios son muy bajas o
inferiores al limite de deteccion (0,02%) (Jaimes et al., 2002; Mesa et al., 2010). Diversas
hipotesis se han planteado para explicar la baja frecuencia de LT especificos de RV en los

ninos.

Hipdtesis 1: RV puede evadir la respuesta inmune alterando la funcién de las Células
dendriticas (CD); sin embargo, en un estudio con CD mieloides derivadas de monocitos
(CDmo) se encontré que RV no inducia su apoptosis, no alteraba la maduracion de las CD
inmaduras (CDi), no modificaba el fenotipo de las CD maduras (CDm), no alteraba la
participacién de las CDm en la estimulacién policlonal (con enterotoxina de Stapylococcus
aureus /SEB) ni especifica de RV de LTCD4+ autdlogos, ni tampoco modificaba la capacidad
de las CDi de estimular LTCD4+ virgenes alogénicos en cultivo (Narvaez et al., 2005). Estos
estudios fueron realizados con CDm de adultos, pero su relevancia en el procesamiento y
presentacion de Antigenos (Ags) de RV por CD de nifios no ha sido establecida; sin

embargo los defectos reportados en las CD de nifios utilizando otros patdégenos enfatizan



la necesidad de realizar estudios similares con CD de nifios (Krumbiegel et al., 2007;

Upham et al., 2006; Velilla et al., 2006).

Hipdtesis 2: RV altera la produccion de IFN-a secretado por las CD plasmacitoides (CDp),
gue también participan en la activacién y polarizacion de los LT virgenes (Liu, 2005). En
CDp de adultos cultivadas en presencia de RV se observd que una subpoblacién de CDp,
permisiva a la infeccion por RV, secretaba menos IFN-a que las CDp no infectadas (Deal et
al., 2010); sin embargo, las CDp circulantes de nifios con GE-RV no presentan evidencia de
infeccidn por el virus, analizada como expresién de la proteina viral NSP4 (Mesa et al.,
2007). Por otro lado y aunque se ha observado que las CDp participan en la activacién de
LT-RV IFN-y+ de memoria (Mesa et al., 2007), hacen falta estudios sobre el papel de esta

poblacidn celular en la activacion de LT-RV virgenes.

Hipdtesis 3: RV puede inducir LT secretores de citocinas diferentes a IFN-y+, IL-13 (Jaimes
Jvirology 2002), IL-10 e IL-17 (Mesa et al., 2010).

Hipotesis 4: Las bajas frecuencias de LT son reflejo de la linfopenia absoluta observada en
nifios en algunos estudios; sin embargo; los LT-RV CD4+IFN-y+ son similares en nifios con

recuentos normales o bajos de linfocitos circulantes (Mesa et al., 2010).

Hipdtesis 5: Las bajas frecuencias de LT-RV IFN-y+ estan asociadas a LT reguladores
(LTreg); sin embargo, aunque la remocién de LTreg CD4+CD25+ y el bloqueo del TGF-B en
cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de adultos reveld una
mayor frecuencia de LT-RV IFN-y+; la inhibicidn del TGF-B en cultivos similares de nifios no
evidencid la existencia de un mecanismo regulador mediado por esta citocina (Mesa et al.,

2010).



Hipotesis 6: Las bajas frecuencias de LT-RV en nifios podian ser el resultado de la presencia

de LT anérgicos; esta hipodtesis esta sustentada en los siguientes antecedentes:

Antecedente 1: Por su naturaleza de patdgeno entérico, es probable que la inmunidad

contra RV generada en el ambiente tolerogénico del tejido linfoide asociado al intestino
(TLAI) incluya mecanismos moduladores de la respuesta efectora, tales como la induccién
de LT anérgicos (Nagler-Anderson and Shi, 2001; Pabst et al., 2007; Roncarolo et al.,
2001); adicionalmente se ha mostrado, que los LT de memoria se pueden anergizar
cuando son reestimulados con CD tolerizadas con IL-10/TGF-B (Torres-Aguilar et al., 2010)

producidas por CD del TLAI (Coombes and Powrie, 2008).

Antecedente 2: Las elevadas antigenemia y viremia observadas en ninos infectados por RV
(Blutt et al., 2007) pueden producir una inactivacion de los LT especificos de Ag (Goubier
et al., 2008)

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la existencia de LT anérgicos especificos de RV
en la sangre de adultos sanos, como un paso preliminar de estandarizacion de protocolos
de laboratorio y de andlisis para ser aplicados posteriormente en la evaluacién de estas
células en la sangre de nifios menores de dos afios con infeccidén natural ¢ vacunados con

RV.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de LT de memoria anérgicos especificos de RV en adultos sanos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de IL-2 sobre la frecuencia de LT de memoria circulantes especificos
de RV en adultos sanos.

2. Evaluar el efecto de IL-12 sobre la frecuencia de LT de memoria circulantes especificos
de RV en adultos sanos.

3. Evaluar el efecto del inhibidor de la diacilglicerol cinasa alfa (DGKi) sobre la frecuencia
de LT de memoria circulantes especificos de RV en adultos sanos.
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3. JUSTIFICACION

RV es el principal agente etioldgico de GE aguda en la poblacidn infantil a nivel mundial
(Parashar et al., 2006). Antes de la introduccion de las vacunas Rotarix y RotaTeq en los
planes de inmunizacidn de varios paises, entre los afios 1990 y 2000 RV causaba la muerte
de aproximadamente 1200 nifios cada dia, especialmente en los paises mas pobres de
Africa y Asia; en el mismo periodo de tiempo se reportaron 111 millones de episodios de
diarrea por afio, 25 millones de visitas clinicas, 2 millones de hospitalizaciones y 352,000-
592,000 muertes por afio en nifios menores de 5 afios a nivel mundial (Parashar et al.,
2003). En el 2008 la Organizacion Mundial para la Salud reporté 453,000 muertes de nifios
a nivel mundial principalmente en paises de Africa

(http://www.who.int/immunization monitoring/burden/rotavirus estimates/en/index.ht

ml consultado el 9 de septiembre del 2012). En Colombia, en los afios 2003 - 2004 en
Bogota, Barranquilla y Cali se detectd a RV como causa de diarrea en el 50% de los casos
siendo motivo de 16 hospitalizaciones/1000 y 1 muerte/2000 nifios (Caceres et al., 2006).

De modo similar a la infeccion natural, las vacunas de RV protegen a la persona de diarrea
severa pero no la protegen de reinfeccién, y aunque se genera respuesta inmunoldgica,
ésta no es permanente para proteger al individuo ante un segundo encuentro con el virus.
Estas observaciones plantean la necesidad de continuar estudiando los mecanismos de
induccion y mantenimiento de la inmunidad contra RV por las implicaciones que este

conocimiento puede tener en el desarrollo de mejores métodos de prevencion.
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4. MARCO TEORICO

4.1. ROTAVIRUS

4.1.1 Estructura

RV pertenece a la familia Reoviridae. Es un virus desnudo, su genoma consiste de 11
segmentos génicos de Acido Ribonucleico de doble cadena (ARNdc) que codifican para 6
proteinas estructurales (VP) y 6 no estructurales (NSP). La cdpside icosaédrica del virién
estd compuesta por 6 proteinas que se organizan en tres capas concéntricas: interna,
intermedia y externa; la capa interna estd conformada por VP1, VP2 y el genoma; la
intermedia por VP6 y la externa por las proteinas VP7 y VP4 (Ramig, 2007). Las particulas
virales infecciosas completas o de tres capas (TLPs, por su abreviatura en inglés: Triple
Layer Particles) cuando se tratan in vitro con quelantes de calcio, como tripsina, liberan la
capa externa de VP4 y VP7 generando particulas de doble capa (DLPs, por su abreviatura

en inglés: double layer particles) no infecciosas (Angel et al., 2007).

4.1.2 Fisiopatologia de la infeccién por RV en humanos

RV es trasmitido por ruta oro-fecal e infecta células de las vellosidades del intestino
delgado (enterocitos).

La infecciéon por RV causa la destruccidén de los enterocitos provocando una disminucién
de los procesos absortivos y pérdida de enzimas que degradan los polisacaridos en
mondmeros de glucosa necesarios para la célula. Al no ingresar estos azlcares al interior
del enterocito se produce un aumento de lactosa y glucosa en la luz intestinal, los cuales
ejercen presién osmatica, es decir, aumentan la salida de agua y electrolitos al espacio
extracelular, provocando un desequilibrio hidroelectrolitico; por otro lado, se produce
aumento de la motilidad intestinal; y todos estos fendmenos en conjunto conllevan a la

produccién de diarrea acuosa (Lundgren and Svensson, 2001). Estos procesos pueden
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estar mediados por la proteina viral NSP4, la cual se comporta como una enterotoxina que
eleva la concentraciéon de calcio intracelular provocando la ruptura de las uniones
intercelulares y el escape de liquido; en las células de la cripta, se produce un incremento
en la secrecién de CI" y agua; ademas, NSP4 produce activaciéon del sistema nervioso

entérico aumentando la secrecién de agua y electrolitos (Ramig, 2007).

Tabla 1. Caracteristicas y funciones de las proteinas de RV (Angel et al., 2007).

PROTEINA CARACTERISTICAS Y FUNCIONES

VP1 (pol) Polimerasa de ARN dependiente de ARN

VP2 Unidn no especifica a ARN, necesaria para la actividad replicasa de VP1

VP3 Guanililtransferasa, metiltransferasa, proteina basica, hace parte del complejo de
transcripcion del virién

VP4 Hemaglutinina

(VP5y VP8) | Se une alos receptores celulares in vivo e in vitro y media la entrada de los virus a la célula
blanco

Genera Ac neutralizantes anti-VP4

Clivada por tripsina en:

VP5: permeabiliza la membrana de la célula blanco y facilita la entrada del virdn a la célula
blanco

VP8: hemaglutinina altamente variable (contiene los Ag del serotipo P)
VP6 Proteina mas abundante del virién

Su variabilidad determina los Ag del grupo A-G

Necesaria para la transcripcion

VP7 Proteina mas abundante de la capa externa con alto grado de glicosilacion
Fija Ca++

Su variabilidad determina los Ag del serotipo G

Genera Ac neutralizantes Anti-VP7

NSP1 Proteina de mds alta variabilidad en los RV
Inhibe la produccidn de Interferdn tipo |

NSP2 Actividad de NTPasa y helicasa, esencial en la sintesis de dsARN
Cataliza el empaquetamiento del ARNm en estructuras tipo core

NSP3 Unidn al ARN y regulacién traduccional

NSP4 Proteina viral que se ubica en la membrana del RER para actuar como receptor de las DLP
gemantes y VP4

modula los niveles intracelulares de Cay la replicacion del ARN
actividad de enterotoxina

NSP5 Unidn a NSP2 y NSP6

Kinasa autocatalitica; se une a ARN cs

Componente del viroplasma; esencial para | replicacién viral
NSP6 Unidn a NSP5

Componente del viroplasma
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Ademads de la infeccién a nivel intestinal puede ocurrir también la diseminacién de Ags de
RV o de particulas virales a otros tejidos (Ramig, 2007) y de hecho, una elevada
antigenemia y viremia se han detectado en nifios durante la primoinfeccién por RV (Blutt

et al., 2003; Blutt et al., 2007).

4.1.3 Manifestaciones clinicas

El periodo de incubacion de RV en nifios es de 24 a 48h y puede ser mas prolongado en
adultos, antes de la aparicion de GE aguda. Las manifestaciones clinicas se presentan
como episodios repetitivos de diarrea acuosa, vomito, fiebre y deshidratacién (Ramig,
2007). La enfermedad es mas grave en nifos de 6 a 24 meses de edad y generalmente es
autolimitada con una duracién de 4 a 8 dias 6 de 4 a 12 dias cuando requiere
hospitalizacién.

Un aspecto importante es la infeccidon extraintestinal por RV, la cual se asocia con
manifestaciones sistémicas como hepatitis, neumonia, exantema y compromiso

neurolégico (Blutt et al., 2007)

4.2. RESPUESTA INMUNE CONTRA RV

Como se menciond anteriormente, RV infecta los enterocitos siendo el TLAI el encargado
de iniciar la respuesta inmune.

El TLAI esta conformado por el epitelio asociado a foliculos linfoides (EAF); las placas de
Peyer (PP) que son agregados linfoides de LT y LB ubicados en la submucosa del intestino
delgado; y los nddulos linfaticos mesentéricos (NLM) (Mowat, 2003).

En el EAF se encuentran unas células llamadas células M, las cuales permiten la entrada de
RV a las PP, y las células presentadoras de antigenos (CPAs) alli que reconocen al virus, lo
endocitan y procesan sus proteinas a péptidos que son ensamblados en las moléculas del

Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH-I11); posteriormente estas CPAs migran a los
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NLM, donde presentan los complejos péptidos de RV-CMH-II a los LT virgenes especificos
de RV que pueden entonces ser activados hacia LT efectores y LT de memoria (Butcher et
al., 1999). Estos LT efectores y LT de memoria especificos de RV presentes en los NLM
salen por los vasos linfaticos eferentes para llegar al conducto toracico y desembocar en la
circulacidn sanguinea para migrar a la ldmina propia del intestino delgado. La migracién de
los LT estd mediada por la integrina ausf37 y el CCR9 (Mowat, 2003). Durante la inflamacién
a nivel intestinal el ligando para la auB7 integrina, la molécula de adhesién celular adresina
de la mucosa 1 (MAdCAM1), localizada en el endotelio de las vénulas post capilares del
intestino es sobre-expresada permitiendo el trafico de LT hacia el intestino y
adicionalmente la interaccién entre el CCR9 y su ligando, la quimiocina CCL25, producida
en la ldmina propia del epitelio intestinal, regula el trafico hacia ese drgano (Butcher et al.,
1999; Kunkel and Butcher, 2002). En humanos, algunos de los LT de memoria circulantes

especificos de Rotavirus expresan la integrina aisf; (Rott et al., 1997).

En los primeros anos de vida, pocos dias después de una infeccidon natural por RV, se
detectan Acs IgM, IgG e IgA especificos en suero e IgA en heces y algunos estudios
muestran que la IgA en suero es un marcador de proteccion de enfermedad severa;
aunque, por razones desconocidas no es una respuesta permanente (Angel et al., 2007).

En cuanto a la respuesta de los LT, se ha observado que los LT-RV son detectables in vitro
en ensayos de proliferacion en etapas iniciales de la enfermedad; esta respuesta
desaparece al cabo de un ano en nifios con gastroenteritis aguda (Offit et al., 1992); en
algunos nifos de 5 afios y adultos, la linfoproliferacion frente a Ags de RV es mas estable,
tal vez por el contacto repetido con el virus (Offit et al., 1992). En adultos sanos se han
observado frecuencias bajas de LTCD4+-RV y LTCD8+-RV que sintetizan IFN-y y/6 IL-2;
éstas frecuencias se incrementan en adultos con infeccién aguda e incluso en algunos de
ellos se observan LT CD4+ IL-10+; la presencia de LT-RV IL-13+ 6 IL-4+ es mucho menor o

nula. En contraste con los adultos, en nifios con GE-RV el nimero de LT-RV circulantes es
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bajo o indetectable (menor al limite de deteccién de 0,02%) (Angel et al., 2007; Jaimes et

al., 2002; Mesa et al., 2010).

Estas observaciones han llevado a concluir que RV no induce una buena respuesta de LT
en humanos, especialmente en nifios (Jaimes et al.,, 2002) y varias hipdtesis se han
planteado para explicar esta observacidon como se menciond en la introduccion. Una de
las hipoétesis que explicaria la baja frecuencia de LT-RV en nifios es la existencia de LT-RV

de memoria anérgicos. Esta hipdtesis estd sustentada en los siguientes antecedentes:

Antecedente 1: El ambiente tolerogénico del intestino puede inducir LT anérgicos

Las CD residentes del intestino son unas CPAs condicionadas por el ambiente tolerogénico
del TLAI que conlleva a estas células a limitar la expresién de citocinas proinflamatorias
promoviendo una respuesta reguladora, que logra asi una supresién de la respuesta
celular y humoral. La presencia de unas CPAs que controlen una respuesta inmune
exacerbada es necesaria puesto que el intestino es un reservorio de diferentes Ags (las
proteinas de la dieta, y la microflora comensal entre otras) que pueden desencadenar una
respuesta inflamatoria dafiina para el epitelio intestinal.

En el modelo murino se han identificado varios subtipos de CD capaces de modular la
respuesta efectora de los LT; por ejemplo en el compartimento intestinal se han descrito

las siguientes subpoblaciones:

CD de las PP: en modelo murino, las CD11"CD11b*CD80 CD4™ (CD11b+); las CD11"CD11b
CD8a" CD4 (CD8a+) y las CD11b-CD8a-; las primeras tienen una alta capacidad para
producir IL-10 (citocina que inhibe la producciéon de IFN-y y polarizar hacia una respuesta
Th2 (IL-10, TGF-B e IL-4), mientras que las dos ultimas producen IL-12 que favorece la
producciéon de IFN-y (Coombes and Powrie, 2008; Johansson and Kelsall, 2005; Scott et al.,

2011).
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CD de la Idmina propia (LP): las CD103" son CD que pueden captar Ags luminales y
presentarlos a los LT virgenes en los NLM, donde cumplen diferentes funciones como
producir Acido retinoico (AR), (derivado de la vitamina A), necesario para generar
LTFOXP3+ por un mecanismo mediado por TGF-B (Jaensson et al.,, 2008; Scott et al.,
2011). Otra de las funciones de las CD CD103+ es inducir la expresién de las moléculas
CCR9 y a4B7 en los LT. Esta propiedad ha sido observada en los LT de ratones y humanos

(Jaensson et al., 2008).

El mecanismo por el cual las CD103+ capturan los Ag luminales no es aln conocido pero
en un principio se pensaba que podian captar los Ag luminales a través de la extension de
pseuddpodos entre los enterocitos hacia la superficie apical en un proceso dependiente
del receptor 1 de la quemocina CX3-C (CX3CR1) (Mowat, 2003); pero esa propiedad parece
ser una funcién de los macréfagos CX3CR1 de la mucosa, los cuales pueden transferir los

Ag alas CD103+ en la LP (Scott et al., 2011).

CD de NLM: las CD103- son CD con actividad proinflamatoria porque tienen la capacidad

de inducir una respuesta Th1 (Scott et al., 2011).

Otro grupo de CD son las CD plasmacitoides presentes en los NLMs que promueven la

diferenciacién de los LTCD4+ virgenes a LTreg (Coombes and Powrie, 2008).

El ambiente tolerogénico del intestino puede inducir CD condicionadas

El ambiente tolerogénico del intestino puede ser el resultado de una respuesta reguladora
contra bacterias comensales para prevenir una respuesta inmune exacerbada. Se ha
reportado que la respuesta frente a estas bacterias puede inducir CD tolerizadas a través

de diferentes mecanismos; uno de ellos es la produccion de citocinas condicionantes por
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las células epiteliales del intestino (CEls) como la Linfopoyetina Estromal Timica (TSLP, por
su abreviatura en inglés), la IL-10 y el TGF-B. En modelos murinos se ha observado que la
TSLP es capaz de promover la produccion de TGF-B y AR por las CD, inhibir la produccidn
de IL-12 y promover la expresion de IL-10 por las CD activadas y aumentar su capacidad

para promover una respuesta Th2 (Artis, 2008; Rescigno, 2011; Rimoldi et al., 2005).

La IL-10 es una citocina inmunoreguladora que inhibe la produccién de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-6) y promueve la produccion de TGF-B por parte de las CD
(Artis, 2008); ademads, participa en la induccion de anergia y se ha observado que la
activacion de LTCD4+ en presencia de IL-10 o con CD tratadas con IL-10 resulta en la
induccion de LT anérgicos que aunque movilizan calcio después de estimulacién via TCR
no proliferan y estos LT no revierten ni en presencia de IL-2. Igualmente los LTCD8+
humanos activados con CPA alogénicas e IL-10 presentaron proliferacion y citotoxicidad

reducidas (Roncarolo et al., 2001).

El TGF-B es una citocina inmunoreguladora que controla la proliferacion de los LT a través
de la inhibicion de genes dependientes de NF-kB como la IL-2 e induce LTreg FOXPs+

(Artis, 2008; Worthington et al., 2011).

Para verificar si en el contexto del microambiente intestinal, RV podia modificar la funcién
de las CDm, se cultivaron CDI previamente tratadas con sobrenadante de células Caco-2
infectadas con RV de simio, RRV, con LT humanos de sangre periférica para comparar las
frecuencias de LT-RV IFN-y+ inducidos en presencia y ausencia de CDI precondicionadas;
los resultados mostraron una menor frecuencia de LTCD4+IFN-y+ en los cultivos realizados
con CD condicionadas; ademas se observé que el efecto inhibitorio de las CD

condicionadas era dependiente de TGF-B1 (Rodriguez et al., 2012).

18



Otros estudios han reportado que bacterias comensales como Lactobacillus spp,
Bacteroides spp y Escherichia coli pueden inhibir la activacion de NFkB mediada por TLR
expresados en los enterocitos o inhibir la degradacion de Ikb limitando asi la produccion

de citocinas proinflamatorias (Abreu, 2010; Rescigno, 2011).

En conjunto, estas observaciones sugieren que la respuesta de los LT puede estar
modulada por los LTreg que se generan de manera eficiente en este ambiente
tolerogénico; la remocién de LTreg CD4+CD25+, asi como el bloqueo de la sefializacion del
TGF-B en cultivos de CMSP con RV, incrementaron el porcentaje de LTCD4+-RV y LTCD8+-

RV IFN-y en adultos sanos (Mesa et al., 2010).

Antecedente 2: En niflos con primo-infeccion por RV se observan elevados niveles de Ag

de RV (Blutt et al., 2003) e incluso de particulas virales infecciosas en sangre periférica
(Blutt et al., 2007); y los altos niveles de Ag se han asociado con induccién de LT anérgicos

(Faria and Weiner, 2005).

La infeccion por RV es generalmente localizada en el intestino; sin embargo, varios
estudios en los ultimos 10 afios han sugerido que RV puede causar infeccién sistémica,
incluyendo hepatitis, nefritis, neumonia y complicaciones neurolédgicas como encefalitis.

En el 2003 un estudio reportd que el 66% de los nifios con muestras de heces positivas
para RV presentaban antigenemia en la primera semana de la infeccion; ademas 3/6
muestas de suero de nifios fueron positivos para ARN de RV detectado por PCR,
sugiriendo la presencia de viriones intactos. En el mismo estudio se mostré que todas las
muestras de suero de ratones sin contacto previo con RV inoculados con sueros de
ratones infectados con RV se volvieron positivas para Ag y RNA de RV; es decir, que los

sueros contenian particulas virales completas e infecciosas (Blutt et al., 2003).
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Posteriormente, en el 2007, se reporté la presencia de Ags y particulas virales en
muestras de suero de nifios con GE por RV; el 90% de los nifios con GE y heces positivas
para RV y GE presentaron antigenemia o RNA de RV; ademds, comprobaron que el suero
de estos nifios contenia particulas infecciosas porque cultivos sucesivos (5 pases) de
muestras de suero de 11 nifios con GE por RV en lineas de células de adenocarcinoma de

colon humano (HT-29) mostraron focos de particulas virales (Blutt et al., 2007).

Las concentraciones elevadas de Ag pueden inducir anergia; se ha observado que la
administracién de Ag por via oral en altas dosis produce inactivacion de LT especificos de
Ag (Faria and Weiner, 2005) y que las CDp del higado que presentan haptenos de
alimentos inducen anergia de LTCD8+ (Goubier et al., 2008). Estos estudios permiten
postular que la elevada antigenemia de RV observada en nifios con primoinfeccidon puede

producir una eliminacién o inactivacion (LT anérgicos) de los LT especificos del virus.

4.3 LT ANERGICOS

La anergia es un estado de hiporespuesta que un linfocito puede asumir luego de su
encuentro con el Ag y es caracterizada y es caracterizada por un bloqueo en la
sefializacion del TCR y la produccidn de IL-2 y la proliferacidn subsiguiente en respuesta a
un re-estimulo completo (Choi and Schwartz, 2007). La anergia clonal representa un
estado de bloqueo del crecimiento asociado con dafio en la sintesis de citocinas como la
IL-2 que tiene como consecuencia la incapacidad para proliferar y puede ser revertida por
estimulacion con IL-2 (Schwartz, 2003).

La induccion del estado anérgico fue inicialmente descrita como el resultado de la
ausencia de sefiales coestimuladoras proporcionadas por la interaccidon entre CD80/CD86
de las CD con el receptor CD28 presente en los LT virgenes. Cuando las CPAs presentan el
Ag en moléculas del CMH-II al TCR del LT y las moléculas CD80/CD86 presentes en las CPAs

se unen al coreceptor CD28 del LT se produce la activacién de la fosfolipasa Cy (PLCy) y de
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la proteina quinasa C (PKC), dos enzimas que activan rutas de sefializacién intracelular
mediadas por las proteinas qunasas activadas por mitégenos (MAPK), las quinasas Jun
(JNK), la fosfatidil inositol 3-qunasa (PI3K/Akt) y la movilizacién de calcio intracelular
(Chappert and Schwartz, 2010). Estas vias inducen a su vez la activacién de factores de
transcripcion, NFAT-1, AP-1 y NFkB, los cuales son importantes para la transcripcion del
gen de la IL-2 (Chappert and Schwartz, 2010). La activacién del TCR en ausencia de CD28
produce un bloqueo en las vias de sefalizacidon anteriormente descritas que llevan a la
falta de produccion de IL-2 y a la induccidn del estado anérgico (Radziewicz et al., 2010;

Wells, 2009).

La anergia de los LT especificos de patdégenos ha podido ser revertida en diferentes
modelos experimentales. En este trabajo se propuso la utilizacién de algunas de ellas para
evaluar si las bajas frecuencias de LT de memoria especificos de RV se relacionan con la

presencia de LT anérgicos.

4.4 REVERSION DE LA ANERGIA CON IL-2

Como se describié anteriormente, la ausencia de moléculas coestimuladoras lleva a la
falta de produccion de IL-2, un importante factor de crecimiento de los LT. Uno de los
rasgos caracteristicos de la anergia es la reversién en presencia de IL-2 exdgena que actua
a través del receptor de la IL-2 (IL-2R) induciendo la activacién de vias de sefializacién

como la via JAK3-Stat5 y MAPK (Wells, 2009).

La adicion de IL-2 puede activar otras vias de sefializacion dependientes de IL-2R, que
involucran a PI3K'y mTOR/Akt. Se ha observado en LT CD4+ murinos que la proteina mTOR
es capaz de bloquear a lkaros, una proteina de anillo de zinc que se une al promotor del
gen de la IL-2 impidiendo la unién de factores de transcripcidn necesarios para la

produccion de IL-2 (Wells, 2009). Si la via mTOR/Akt se encuentra bloqueada esta proteina
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no puede inhibir a lkaros y ésta permanecera unida al promotor de la IL-2. Asi pues, al
agregar IL-2 a los LT anérgicos la via de sefializacidn mTOR/Akt se desbloquea y ésta
proteina puede unirse a lkaros; la adicién de IL-2 al cultivo de LT murinos previno la
induccidn de LT anérgicos mediante la inhibicién de la expresién del gen Ikaros (Dure and

Macian, 2009).

En modelos humanos se ha observado que la adicién de IL-2 a cultivos de CPAs con LT
especificos del virus de la hepatitis C (HCV) induce en las CD la expresion de CD86 que
entonces genera la “sefial 2” necesaria para que el LT se active adecuadamente, sintetice

citocinas y prolifere (Radziewicz et al., 2010).

Otros estudios en humanos muestran que cuando se cultivan CMSP de pacientes positivos
para el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) en presencia de IL-2, se produce un
aumento en la proliferacién de los LTCD4+ y LTCD8+ y de los LTCD4+ y LTCD8+, asi como
de la frecuencia de los LT-HIV CD4+ y LTCD8+ que secretan IFN-y (Gu et al., 2007; Yu et al.,
2006).

4.5 REVERSION DE ANERGIA CON IL-12

La IL-12 secretada por las CPAs, especialmente por las CD activadas por el Ag, participa en
la conversion de LTCD4+ virgenes a LTCD4+ efectores y es un estimulo crucial para la

secrecion de IFN-y por los LTh1 (Hilkens et al., 1997; Ylikoski et al., 2005).

Los estudios en humanos han mostrado que La IL-12 previene y revierte el estado
anérgico de los LT. En el caso de los LT especificos de virus, es interesante la observacion
del efecto inhibitorio del IFN-I sobre la produccién de IL-12 por las CD y el desarrollo de los

LThl (McRae et al., 1998); por ejemplo, en los cultivos de CMSPs de pacientes VIH+, la
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adicién de IL-12 mostrd que los LTCD4+ recuperaron la capacidad de proliferacion y de
sintesis de IFN-y, de modo que pudieron ser detectados en mayor porcentaje (Dybul et al.,
2000). Resultados similares fueron observados en cultivos de LT especificos de sarampién
de adultos (Gans et al., 1999) y de nifios (Gans et al., 2008) asi como para LT especificos

del virus de la Hepatitis B (VHB) (Szkaradkiewicz et al., 2005).

4.6 REVERSION DE ANERGIA CON EL INHIBIDOR DE LA DGK-o. (DGKi)

Cuando el LT es activado a través del TCR varias vias de sefializacion intracelular se activan
para promover la traslocacion al nucleo de los factores de transcripcion NF-kB, NFAT y AP-
1, que son claves en la proliferacién y sintesis de moléculas de un LT activado. Una de esas
vias es la ruta de la fosfolipasa C gama 1 (PLCyl) que degrada el fosfatidilinositol 4,5
bisfosfato (PIP,) a los segundos mensajeros inositol trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG). El
IP; aumenta la concentracién de calcio intracelular que se une a la calmodulina y activa la
fosfatasa calcineurina para activar a NFAT y promover su traslocacién al nucleo de la
célula. El DAG activa la PKCO que induce la activacion y traslocaciéon de NFxB y de Jun;
ademas el DAG activa la molécula Ras, involcurada en la via que fosforila las quinasas de
proteinas asociadas con mitégenos (MAPK) que activan la traslocacion de Fos; Fos y Jun
conforman el factor de transcripcién AP-1 (Chappert and Schwartz, 2010).

Cuando los tres factores de transcripcién se traslocan al ndcleo se unen a regiones
promotoras de varios genes e inducen su transcripcion; estos genes estan a cargo de la
proliferacion y diferenciacién del LT; uno de ellos es el gen de la IL-2. Cuando un LT es
anérgico las rutas de sefializacidn estan parcialmente bloqueadas y ademas se produce la
transcripcion de varios genes que conforman un programa genético diferente que
codifica las proteinas del estado anérgico; entre ellas, la enzima diacilglicerol quinasa alfa
(DGK-a). Esta enzima degrada el DAG a acido fosfatidico, de modo que la deplecién del

DAG inhibe la activacion de Ras, NFkB y NFAT y por lo tanto la sintesis de IL-2 (Fathman

23



and Lineberry, 2007). Algunos estudios en ratones han mostrado que la inhibicién de la
DGK-q, revierte al LT de su estado anérgico a un estado efector.

En uno de estos trabajos se observé que los LTh1l murinos anérgicos sobre-expresaban el
gen de DGK-a y que el bloqueo de esta enzima se relacionaba con la recuperacion de la
produccién de IL-2 por los LTh1 anergicos en una respuesta dosis dependiente (Zha et al.,
2006). En otro estudio se observo que los LT dgka'/' de ratones estimulados con Anti-CD3
proliferaron notablemente en comparacién con los LT de ratones silvestres y el bloqueo
de la DGK-a., con el inhibidor R59022, de LT de ratones silvestres mostrdé un aumento en la

produccién de IL-2 (Olenchock et al., 2006).
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5. METODOLOGIA

5.1. PRODUCCION DE RRV

5.1.1 Cultivo de células MA104

Se cultivaron células epiteliales de rifion de mono, MA104, en medio DMEM (Invitrogen-
GIBCO, Grand Island, NY) suplementado con HEPES 20mM (Invitrogen-GIBCO); Penicilina-
estreptomicina glutamina 100X (Invitrogen-GIBCO); Ciprofloxacina 0,5ug/ml y Suero Fetal
Bovino al 10% (SFB; Invitrogen-GIBCO).

Las células fueron infectadas con RRV activado con tripsina 2ug/mL (Sigma, St. Louis, MO)
durante 48 horas y posteriormente sometidas a procesos de congelacion a -70°C vy
descongelacién para liberar las particulas virales. Luego los sobrenadantes se congelaron a
-70°C hasta la purificacién de las TLPs. De los cultivos se obtuvieron dos lotes de RRV los

cuales se rotularon como p54 y p58.

5.1.2 Purificacion de particulas virales de triple capa (TLPs)

Los lisados de las células MA104 infectados co RRV, p54 y p58, se centrifugaron a 10000
rom (Allegra® X-12R, Beckman Coulter) durante 30 minutos para remover detritus
celulares y los sobrenadantes obtenidos se ultracentrifugaron a 36000 rpm (L8-70M,
Beckman Coulter) por 1h y 40 minutos a 4°C. Los “pellets” que contenian los virus se
resuspendieron en tampén TNC pH=7 [Tris 10mM (BioRad, Hercules, CA), CaCl, 10mM
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany), NaCl 140mM (Carlo Erba, Val de reuil, Paris)], se
mezclaron con vertrel (MicroCare, New England, CT) y se centrifugaron a 10000 rpm
(Eppendorf 5415R) durante 5 minutos a 4°C para liberar particulas virales retenidas en las

membranas celulares. Los sobrenadantes con las particulas virales se separaron y los
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“pellets” de membranas remanentes se sometieron a dos rondas adicionales de

extraccidn con vertrel y centrifugacién.

Finalmente, las TLPs se purificaron por centrifugacién en gradiente de densidad de cloruro
de cesio/CsCl (USB corporation, Santa clara, CA); para esto, se transfirio el sobrenadante
con las particulas virales a tubos de polialdmero y se mezclé con una solucion de CsCI-TNC
hasta llenar el 80% del tubo; se determiné el indice de refraccién (IR) de esta mezcla hasta
alcanzar un IR = 1,369 y se ultracentrifugd a 30500 rpm (L8-70M, Beckman Coulter) por
18h a 4°C. Cumplidas las 18h de ultracentrifugacion se realizé la extraccidon de las bandas

de TLPs y de DLPs.

5.1.3 Titulacion de las TLPs

En placas de 96 pozos (Microtest tissue culture plate, BD Bioscience; San Diego, CA) se
cultivaron células MA104 durante 48h a 37°C. Las TLPs purificadas de cada produccién
(p54 y p58) se activaron con tripsina 2ug/mL durante 30 minutos a 37°C y se diluyeron
seriadamente 1/5, 1/25, 1/125, 1/625, 1/3125, 1/15625, 1/78125, 1/390625. Cada
dilucion de TLPs se cultivé por duplicado sobre las células MA104 simultdneamente con un
control positivo de RRV y un control negativo (sin particulas virales) diluidos de modo
similar. La placa se incubd por 16h a 37°C y finalmente las células se lavaron con PBS 1X
estéril precalentado y se fijaron con metanol frio durante 20 minutos. Después de retirar
el metanol y lavar la monocapa celular con PBS 1X se realizé la tincidn para la deteccién de
la proteina de RV, VP6; para esto, se utilizaron en secuencia los siguientes reactivos: Ac
monoclonal anti-VP6 1/2000 (donacidn generosa de E. Kohli, Université de Dijon, France)
45 minutos a 37°C, Ac de cabra anti IgG de ratdn acoplado a biotina 1/2000 (GAM biotina;
KPL, Washington, WA) 45 minutos a 37°C, estreptavidina peroxidasa 1/1000 (KPL) 45

minutos a 37°C, AEC (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA) hasta observar la aparicién
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de un color marrén en el control positivo; una vez se observd este color se adiciond agua

de la llave y se realizé el recuento de células marcadas por pozo.

Tabla 2. Titulo de TLPs

1,46x10° UFF/mL 1,9x10% UFF/mL

5.1.4 Cuantificacion de proteinas de las TLPs
Se realizé por el método del Acido Bicinconinico (BCA) (Thermo Scientific, Nuevo ledn,
México) mediante nanoespectrofotometria utilizando una curva de calibracién de

Albumina sérica bovina/BSA (Merck KGaA) de 0 a 500 pg/ml de TNC.

Tabla 3. Concentracion de proteina en las preparaciones de TLPs

452,8 pg/mL 212,5 pg/mL

Para los ensayos de estimulacion de los LT, se utilizaron TLPs (1 ug/ml) dializadas tres
veces contra medio AIMV (GIBCO, Grands Island, NY), con una membrana de nitrocelulosa
de 0,2 um con el fin de remover el CsCl. El medio del tercer paso (dializado) se utilizé

como control negativo.

5.2 CULTIVO DE CMSP CON RV

5.2.1 Muestras de sangre
Se recolectaron muestras de sangre periférica de voluntarios adultos sanos en tubo seco y
con heparina previa firma de un consentimiento informado asignando a cada individuo un

codigo numérico. La muestra del tubo seco se utilizé para separar suero que se conservo a
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-70°C para analisis de Acs especificos de RV y la sangre heparinizada se utilizo para separar
CMSP que se procesaron inmediatamente para los ensayos de estimulacion de los LT con
RV.

5.2.2 ELISA para medir Acs IgG especificos de RV en suero

Para la deteccion de Acs 1gG especificos de RV, placas de 96 pozos se cubrieron con 70yl
de sobrenadantes dil 1/10 en PBS de células MA104 infectadas con la cepa bovina de RV,
RF 6 sobrenadantes de células MA104 sin infectar (Mock & control negativo) y se
incubaron toda la noche a 4°C. Después de retirar los sobrenadantes, los pozos se
bloquearon con 150ul/pozo de BLOTTO al 5% (PBS, Tween 20 0,1%, leche descremada
5%) a 37°C por 1 hora; luego el BLOTTO fue retirado y 70ul de cada dilucion de las
muestras de suero (1/6400, 1/25600, 1/102400, 1/409600, 1/1638400) en BLOTTO 2.5%
(PBS, Tween 20 0,1%, leche descremada 2,5%) se depositaron en pozos con RF y Mock.
Después de 2 horas de incubacién a 37°C, se realizaron lavados con PBS-Tween 0,1%, y
luego se adicionaron 70 pl de Ac de cabra anti IgG humana acoplado a biotina (Kirkegaard
and Perry Laboratories, KPL, Gaithersburg, MD) diluido 1/1000 en BLOTTO al 2,5% vy se
incubo por 1 hora a 37°C. Después de lavar la placa, se adicionaron 70ul de estreptavidina
peroxidasa (KPL) diluido 1/1000 en BLOTTO al 2,5% y se incubd por 1 hora a 37°C.
Finalmente las placas fueron lavadas con PBS-Tween 0,1% y se revelaron con 70ul del
sustrato-cromdgeno H,0, (KPL)-tetrametil bencidina (TMB; KPL). La reaccién se detuvo
con 17,5ul de acido sulfurico 2M vy la absorbancia se ley6é a 450nm en un lector de ELISA
(multiskan EX, Thermolab System). Las muestras se consideraron positivas cuando la
densidad optica (DO) era mayor a 0,1 (DO>0,1) y por lo menos el doble del control

negativo (mock).

5.2.3 Obtencion de CMSP
La sangre heparinizada diluida 1/3 en PBS 1X se centrifugd en un gradiente de densidad de

Ficoll paque (d=1,077) (GE Healthcare, Belfast, UK) a 1400xg por 30 minutos. El anillo de

28



CMSP se separd y las células se lavaron con medio AIMV tres veces a 400xg por 10

minutos y se ajustaron a una concentracién de 1x10° CMSP/ml de AIMV.

5.2.4 Estimulo (primer dia)

Las CMSP se cultivaron a una concentracién de 1x10°/ml de AIMV en tubos de poliestireno
cénicos de 15 ml con los siguientes estimulos: SEB (Sigma) 1,25 ug/ml (Control positivo),
TLPs 1 pg/mL (5uL) 6 Dializado de TLPs (5uL) (Control negativo) en ausencia o presencia de
IL-2 100UI/ml (Proleukin, CHIRON), IL-12 5ng/ml (Peprotech, Zacatecas, México), DGKi
25uM (Sigma) en presencia de 1 uL de Anti-CD28 (BD Pharmingen, San Diego, CA), mds 1
uL de Anti-CD49d (BD Pharmingen). Las dosis de IL-2, IL-12 y de DGKi se establecieron en
ensayos previos de titulacion empleando concentraciones publicadas en la literatura. Los
tubos se incubaron por 5 horas en atmésfera himeda a 37°C y 5% de CO; con un angulo
de inclinacidn de 5°; posteriormente se agregd Brefeldina A (Sigma) 5ug/ml y Monensina

(Sigma) 5ug/mly se incubaron durante 5 horas mas a 37°C en bafo seroldgico.

5.2.5 Tincidn (segundo dia)

Las células se lavaron con PBS 1X filtrado a 1000xg por 10 minutos, se agregd PSB-EDTA
(Sigma) 0,05mM para desprender células adherentes y se centrifugaron a 1000xg por 10
minutos. Las células se incubaron con 10ul de Aqua (Invitrogen) dil 1/20 durante 10
minutos antes de adicionar los Acs monoclonales (BD Bioscience): anti-CD3 Pacific Blue,
anti-CD4 PercP-Cy5.5, anti-CD8 APC-H7, Anti-CD14 V500 y anti-CD19V500 para continuar
la incubacion por 30 minutos. Transcurrido el tiempo las células se lavaron una vez con
PBS 1X seguido de un lavado con PBS-BSA 0,5%-AZIDA 0,02% (Mallinckrodt Chemicals,
Kentucky, KY); luego se permeabilizaron con Cytofix Cytoperm (BD Bioscience), se lavaron
2 veces con PermWash (BD Bioscience) y se realizé tincion intracelular con los siguientes
Acs monoclonales (BD Bioscience): anti-IFN-y FITC, anti-TNF-a. APC, anti-CD69 PeCy7, anti

IL-13 PE y anti-IL-2 AlexaFluor700 (Biolegend, San Diego,CA). Las muestras fueron
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adquiridas en un citometro FACSAria llu y el andlisis se realizé con el programa FlowJo V
8.6.3 (Treestar Inc., San Carlos, CA). Los valores netos de las frecuencias de LTCD3+,
LTCD4+ y LTCD8+ especificos de RV y positivos para cada citocina fueron calculados

restando el valor del dializado correspondiente a cada estimulo.

5.2.6. Controles de citometria

Se realizaron “Application settings” con CMSP estimuladas con SEB pero sin tefiir para
ajustar los voltajes de las sefiales negativas por encima del ruido electrénico del equipo.
Cada dia se hicieron controles de calidad con perlas CST/Cytometer Setting and Tracking
Beads (BD Bioscience) para establecer las variaciones en el voltaje con respecto a la linea
de base del citdmetro.

Los protocolos de compensacion se realizaron con perlas Compbeads (BD Bioscience) para
todos los Acs y perlas SMPLX (Bangs Lab, Fishers IN) para el AQUA para eliminar los

sobrelapamientos entre las sefiales de los fluorocromos.

COMPBEADS RATON ‘ COMPBEADS DE RATA SMPLX

CD3 Pacific Blue IL-13 PE AQUA

CD4 PerCP-Cy5.5 IL-2 AF700

CD8 APC-H7

IFN-y FITC

TNF-o APC

CD69 PECy7

A cada tubo se le agregd una gota de las perlas positivas y una gota de las perlas
negativas, los tubos se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente, se lavaron con
2mL de PBS 1X y se centrifugaron a 1500rpm 10 min a 18°C.

También se realizaron controles FMO (Fluorescence minus One) para establecer el umbral

entre las sefiales positivas y negativas para cada citocina (TNF-a., IFN-y, IL-2 y Anti-IL-13)
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5.3 ANALISIS DE DATOS

El andlisis estadistico fue realizando usando el programa GraphPad Prism v5.0a. Las
diferencias en las frecuencias de LT-RV TNF-a+, IL-2+, IL-13+ 6 IFN-y fueron evaluadas
mediante el test de Wilcoxon para los tratamientos con IL-12 y el DGKi.

Para los tratamientos con IL-2 se utilizé el test de Friedman con comparaciones post test
de Dunn’s vy cuando estas diferencias fueron significativas se realizaron comparaciones

pareadas con el test de Wilcoxon.
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6. RESULTADOS

6.1 Voluntarios sanos

En este estudio se emplearon muestras de sangre periférica de 10 voluntarios sanos, 7
mujeres y 3 hombres, con una mediana de edad de 24,5 afos (rango=19-35) que habian
tenido contacto previo con RV, de acuerdo con los titulos de Acs IgG especificos (Tabla 4)

contacto previo con RV, de acuerdo con los titulos de Acs IgG especificos (Tabla 4)

Tabla 4. Datos sociodemograficos voluntarios sanos

VOLUNTARIO SEXO EDAD (afios) TITULO DE Acs*

1 M 204800
2 F 34 409600
3 F 35 1638400
4 M 24 204800
5 F 21 1638400
6 F 23 >25600
7 M 22 102400
8 F 25 6400

9 F 19 409600
10 F 25 204800

* Inverso de la mayor dilucién positiva

6.2 Reversion de anergia con IL-2

6.2.1 Estandarizacion del ensayo para la reversion de anergia con IL-2

De acuerdo con la literatura revisada se determinaron las diferentes concentraciones de
IL-2 que se debian agregar a los cultivos (Gu et al., 2007; Radziewicz et al., 2010; Yu et al.,
2006) y se realizaron ensayos con muestras de 2 adultos sanos. Las CMSP se cultivaron en
presencia de RRV mas 2,5, 25, 50 6 100 Ul/ml de IL-2 como se describié en materiales y

métodos utilizando la plantilla de jerarquia que se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Plantilla de analisis
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Cuando las CMSP fueron cultivadas en presencia de IL-2 se observd un incremento en las
frecuencias de los LTCD3 y LTCD8-RV IFN-y* a medida que la concentracién de IL-2 fue
aumentando; esa tendencia fue similar en los dos voluntarios (Figura 2) y se escogieron las
concentraciones mas altas (50 y 100Ul/ml) de IL-2 para los cultivos de reversion de anergia

con esta citocina.

A
LTepst Ltcos*
» 0.
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£ / £ £ o4 __/___,./
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1’ 10" 102 10° 10° 10 102 10° 10° 10" 102 10%
B 0.2
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IL-2 (Uliml) IL-2 (Ulmnl) IL-2 {ULm1)
== %o IFN-y* = % TNF-o* e % IL-2° - YoIL-137

Fig 2. Titulacion de IL-2 para los ensayos de reversion de anergia. Las CMSP de dos voluntarios adultos
sanos V3 (A) y V5 (B) fueron cultivadas con TLPs (1ug/ml) de RRV o dializados (control negativo) en presencia
de Acs monoclonales anti-CD28 y anti CD49d mas IL-2r (2,5, 25, 50 y 100UI/ml) durante 10h en presencia de
brefeldina 5ug/ml y monensina 5ug/ml (dltimas 5h). Los porcentajes de LT-RV productores de citocinas TNF-
a, IL-2, IFN-y e IL-13 fueron evaluados mediante tincién con Ac monoclonales fluorescentes y citometria de
flujo. Las graficas muestran las frecuencias netas de LT-RV TNF-a+, IL-24, IFN-y+ 6 IL-13+. La linea punteada
representa el limite de deteccion. Los puntos aislados en color sobre el eje de las Y corresponden a las
frecuencias de LT-RV cultivados en ausencia de IL-2 (0 Ul/ml)

6.2.2 Efecto de la IL-2 sobre la frecuencia de LT-RV
Para explorar el papel de la IL-2 en la reversion de la anergia de los LT-RV, las frecuencia
de LT-RV TNF-a+, IL-2+, IFN-y+ 6 IL-13+ fueron evaluadas en cultivos de CMSP de

voluntarios sanos estimulados con TLPs de RRV en presencia de 50 y 100UI/ml de IL-2r. La
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frecuencia de LT-RV IFN-y+ se incremento significativamente con 100Ul/ml de IL-2r en las
poblaciones de LTCD3+ (p = 0,0008; Test de Friedman; p<0,05; posTest de Dunn), LTCD4+
(p = 0,0239; Test de Friedman p<0,05 una cola; posTest de Dunn) y LTCD8+ (p = 0,0008;
Test de Friedman; p<0,05; posTest de Dunn).

También se observé un aumento significativo en las frecuencias de LTCD4-RV TNF-a.+ (p =
0,0085; Test de Friedman; p>0,05; posTest de Dunn) y de los LTCD8-RV TNF-a+ en
presencia de 100Ul/ml de IL-2r (p = 0,0008; Test de Friedman una cola; p<0,05; posTest de
Dunn); sin embargo es importante anotar que la mayoria de valores de LTCD8+-RV TNF-a.+

eran menores al limite de deteccién del ensayo (0,02%) (Figura 3; Tabla 5)
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Figura 3. Efecto de la IL-2 sobre la frecuencia de LT-RV TNF-a+, IL-2+, IFN-y+ 6 IL-13+. Las CMSP de cinco
voluntarios adultos sanos fueron cultivadas con TLPs (1ug/ml) de RRV o dializados (control negativo) en
presencia de Acs monoclonales Anti-CD28 y Anti CD49d mas IL-2r (0, 50 y 100Ul/ml) durante 10h en
presencia de brefeldina 5ug/ml y monensina 5ug/ml (ultimas 5h). Los porcentajes de LT-RV productores de
citocinas TNF-o,, IL-2, IFN-y e IL-13 fueron evaluados mediante tincién con Ac monoclonales fluorescentes y
citometria de flujo. Las gréficas muestran las frecuencias netas de LT-RV TNF-q, IL-2, IFN-y e IL-13. Las lineas
horizontales corresponden a la Mediana; la linea punteada representa el limite de deteccion. p<0,05;
Friedman una cola (extremo superior del eje Y) con comparaciones post test de Dunn *p<0,05 (sobre la
barra horizontal).
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Tabla 5. Efecto de IL-2r sobre la Frecuencia de LT-RV citocina+

IL-2 Ul/ml .
Citocina LT Friedman Dunn (<0,05)
0 50 100 Una cola
0,019 0,035 0,034
LTCD3+ 0,1242
(0,016-0,035) | (0,015-0,056) | (0,018-0,072)
TNF LTCD4 0,015 0,025 0,028 0,0085
- + ),
o (0,009-0,024) | (0,011-0,061) | (0,014-0,044)
0,004 0,007 0,019
LTCDS+ 0,0008 0vs 100
(0,000-0,025) | (0,006-0,025) | (0,012-0,032)
0,005 0,004 0,004
LTCD3+ 0,6914
(0,001-0,012) | (0,010-0,024) | (0,002-0,021)
0,006 0,002 0,005
IL-2 | LTCDA4+ 0,9537
(0,001-0,011) | (0,000-0,027) | (0,000-0,018)
0,002 0,001 0,004
LTCDS8+ 0,3673
(0,000-0,006) | (0,001-0,008) | (0,000-0,011)
0,058 0,180 0,188
LTCD3+ 0,0008 0vs 100
(0,284-0,136) | (0,083-0,320) | (0,112-0,336)
0,039 0,090 0,102
IFN-y | LTCD4+ 0,0239 0vs 100
(0,013-0,138) | (0,054-0,336) | (0,087-0,318)
0,051 0,102 0,151
LTCD8+ 0,0008 0vs 100
(0,036-0,078) | (0,045-0,193) | (0,080-0,236)
0,008 0,025 0,035
LTCD3+ 0,2731
(0,006-0,016) | (0,004-0,04) | (0,006-0,046)
0,010 0,024 0,037
IL-13 | LTCD4+ 0,4306
(0,005-0,021) | (0,003-0,043) | (0,005-0,040)
0,005 0,012 0,016
LTCDS+ 0,2731
(0,004-0,014) | (0,002-0,034) | (0,006-0,023)

En cada poblacion celular el valor superior corresponde a la mediana y el inferior entre paréntesis al rango.

6.3 Reversion de anergia con IL-12

6.3.1 Estandarizacion del ensayo para la reversion de anergia con IL-12

De acuerdo con la literatura revisada se analizaron diferentes concentraciones de IL-12r
(Dybul et al., 2000; Gans et al., 1999; Gans et al., 2008; Szkaradkiewicz et al., 2005) y se

realizaron ensayos con muestras de 2 adultos sanos (V4 y V7). Las CMSP se cultivaron en
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presencia de RRV mas IL-12 a las concentraciones de 0,5, 5 y 10ng/m, como fue descrito
previamente.

Cuando las CMSP fueron cultivadas en presencia de IL-12 5 ng/ml se observé un
incremento en las frecuencias de los LT-RV IFN-y+ en los dos voluntarios (Figuras 4A y 4B)
y V7 (Figura 4B); para los siguientes ensayos se escogié la dosis de 5ng/ml porque aunque
las frecuencias de LT-RV IFN-y+ fueron menores en comparacion con las frecuencias
ejercidas por la IL-12 10ng/ml, el ruido de fondo (frecuencias observadas con el dializado +

IL-12 5 ng/ml) fue menor que el observado en presencia de IL-12 10ng/ml.
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== oINSy == % TNFo' == % L-2* == ol -13

Figura 4. Titulacion de IL-12r para los ensayos de reversion de anergia. Las CMSP de dos voluntarios adultos
sanos V2 (A) y V7 (B) fueron cultivadas con TLPs (1ug/ml) de RRV o dializados (control negativo) en presencia
de Acs monoclonales anti-CD28 y anti CD49d mas IL-12 (0,05, 0.5, 5 y 10ng/ml) durante 10h en presencia de
brefeldina 5ug/ml y monensina 5pg/ml (Gltimas 5h). Los porcentajes de LT-RV productores de citocinas TNF-
a, IL-2, IFN-y e IL-13 fueron evaluados mediante tincidn con Ac monoclonales fluorescentes y citometria de
flujo. Las graficas muestran las frecuencias netas de LT-RV TNF-a+, IL-24, IFN-y+ 6 IL-13+. La linea punteada
representa el limite de deteccién. Los puntos aislados en color sobre el eje de las Y corresponde a las
frecuencias de LT-RV cultivados en ausencia de IL-12 (0 ng/ml)

38



6.3.2 Efecto de la IL-12r sobre la frecuencia de LT-RV

Para estudiar el papel de la IL-12 en la reversidon de la anergia de los LT-RV las frecuencias
de LT-RV TNF-o+, IL-2+, IFN-y+ 6 IL-13+ fueron evaluadas en cultivos de CMSP de
voluntarios sanos estimulados con TLPs de RRV en presencia de 5ng/ml de IL-12. Las
frecuencias de los LT-RV TNF-a+, IL-2+ 6 IL-13+ no mostraron cambios significativos en
presencia de IL-12 aunque si hubo un incremento significativo en la frecuencia de los

LTCD8-RV IFN-y+ (p = 0,031; Test de Wilcoxon una cola) (Figura 5; Tabla 6).
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Figura 5. Efecto de la IL-12 sobre la frecuencia de LT-RV TNF-a+, IL-2+, IFN-y+ 6 IL-13+. Las CMSP de seis
voluntarios adultos sanos fueron cultivadas con TLPs (1ug/ml) de RRV o dializados (control negativo) en
presencia de Acs monoclonales anti-CD28 y Anti CD49d mas IL-12 (5ng/ml) durante 10h en presencia de
brefeldina 5 pg/ml y monensina 5 pg/ml (ultimas 5h). Los porcentajes de LT-RV productores de citocinas
TNF-q, IL-2, IFN-y 6 IL-13 fueron evaluados mediante tincidn con Ac monoclonales fluorescentes y citometria
de flujo. Las graficas muestran las frecuencias netas de LT-RV TNF-a, IL-2, IFN-y &6 IL-13. Las lineas
horizontales corresponden a las Medianas y la linea punteada representa el limite de deteccion. p<0.05;
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Tabla 6. Efecto de IL-12r sobre la Frecuencia de LT-RV citocina+

citocina IL-12 ng/ml
0 5 Wilcoxon
Una cola
0,014 0,026
LTCD3+ ™ 50-0,0780) (0,0-0,0570) 0,916
0,021 0,019
TNF-a LTCDA+ (0,0030-0,1130) | (0,0020-0,0400) 0,563
0,009 0,013
LTCD8+ (0,0-0,0290) (0,0-0,0250) 0,916
LTCD3+ 0,008 0,001 0,279
(0,0-0,0150) (0,0-0,0080) ’
IL-2 LTCD4+ 0,008 0,002 0,248
(0,0010-0,0150) (0,0-0,0110) ’
LTCD8+ 0,005 9,001 0,172
(0,0-0,0100) (0,0-0,0020) ’
0,080 0,260
LTCD3+ (0,0490-0,2080) | (0,0960-0,4150) 0,156
0,053 0,123
IFN-y LTCD4+ (0,0180-0,2730) | (0,0060-0,2010) 0,438
LTCD8+ 0,032 0,132 0,031
(0,0180-0,1440) | (0,0350-0,2440) ’
IL-13 LTCD3+ 0,016 0,018 0,813
(0,0030-0,0350) (0,0-0,0370)
LTCD4+ 0,019 0,017 0,685
(0,0-0,0440) (0,0-0,0410)
LTCDS+ 0,032 0,132 0,563
(0,0180-0,1440) | (0,0350-0,2440)

En cada poblacion celular el valor superior corresponde a la mediana y el inferior
entre paréntesis al rango.

6.4 Reversion de anergia con DGKi-a

6.4.1 Estandarizacion del ensayo para la reversion de anergia con DGKi-a

De acuerdo con la literatura revisada y de los resultados obtenidos en ensayo previos
realizados en el laboratorio con sobrenadante de cultivo de MA104 infectadas con RRV, se

determinaron las concentraciones del DGKi-a que se debian agregar a los cultivos
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(Olenchock et al., 2006; Zha et al.,, 2006). Se realizaron ensayos con las CMSP de 2
voluntarios adultos sanos que se cultivaron en presencia de RRV mas DGKi-a a las
concentraciones de 2,5, 12,5 y 25uM.

En el V9, las frecuencias netas de LT-RV en cultivos de CMSP con y sin DGK-a. fueron muy
bajas (Figura 6A), debido al elevado ruido de fondo. En el V10 las frecuencias de los
LTCD3-RV y LTCD4-RV TNF-a+ e IFN-y+ aumentaron a medida que la concentracién de
DGKi-o. fue aumentando, alcanzando el pico mas alto a la concentracién de 25uM (Figura
6B); sin embargo, se observod una ligera disminucion de los LTCD8-RV IFN-y+ (Figura 6B).
Con base en este resultado y los resultados previos realizados en el laboratorio con
sobrenadante de cultivo de células MA104 infectadas con RRV, se escogid Ia

concentracion de 25uM para los siguientes experimentos.
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Figura 6. Titulacion de DGKi-o. para los ensayos de reversion de anergia. Las CMSP de dos voluntarios
adultos sanos V9 (A) y V10 (B) fueron cultivadas con TLPs (1ug/ml) de RRV o dializados (control negativo) en
presencia de Acs monoclonales Anti-CD28 y Anti CD49d mas DGKi-a (2.5, 12.5 y 25uM) durante 10h en
presencia de brefeldina 5ug/ml y monensina 5ug/ml (Ultimas 5h). Los porcentajes de LT-RV productores de
citocinas TNA-q,, IL-2, IFN-y e IL-13 fueron evaluados mediante tincién con Ac monoclonales fluorescentes y
citometria de flujo. Las graficas muestran las frecuencias netas de LT-RV TNF-a+, IL-2+, IFN-y+ & IL-13+. La
linea punteada representa el limite de deteccidn. Los puntos aislados en color sobre el eje de las y
corresponde a las frecuencias de LT-RV cultivados en ausencia de DGKi-a. (OpuM)

6.4.2 Efecto de la DGKi-a sobre la frecuencia de LT-RV

Para estudiar el papel de la DGKi-a en la reversidn de la anergia de los LT-RV la frecuencia
de LT-RV TNF-o+, IL-2+, IFN-y+ 6 IL-13+ fueron evaluadas en cultivos de CMSP de
voluntarios sanos estimulados con TLPs de RRV en presencia de 25uM de DGKi-a.. Las
frecuencias de los LT-RV TNF-a.+, IL-2+, IFN-y+ 6 IL-13+ evaluadas en los cultivos sin y con
DGKi no mostraron diferencias significativas (Figura 7; Tabla 7); aunque en algunos

voluntarios se observaron altas frecuencias de LTCD+-RV y LTCD4-RV TNF-a.+ (Tabla 7).
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Figura 7. Efecto del DGKi-a sobre la frecuencia de LT-RV TNF-a+, IL-2+, IFN-y+ 6 IL-13+. Las CMSP de cinco
voluntarios adultos sanos fueron cultivadas con TLPs (1ug/ml) de RRV o dializados (control negativo) en
presencia de Acs monoclonales Anti-CD28 y Anti CD49d mas DGKi-a. (25uM) durante 10h en presencia de
brefeldina 5pg/ml y monensina 5ug/ml (ultimas 5h). Los porcentajes de LT-RV productores de citocinas TNF-
a, IL-2, IFN-y 6 IL-13 fueron evaluados mediante tincidn con Ac monoclonales fluorescentes y citometria de
flujo. Las graficas muestran las frecuencias netas de LT-RV TNF-q, IL-2, IFN-y 6 IL-13. Las lineas horizontales
corresponden a la Mediana y la linea punteada representa el limite de deteccidn.
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Las CMSP de todos los voluntarios en todos los experimentos realizados sintetizaron

citocinas en respuesta a SEB; se observaron mayores frecuencias de LTCD4+ productores

de TNF-a+ 6 IL-2 y de LTCD8+ secretores de IFN-y (Tabla 8).

Tabla 7. Efecto DGKi-a. sobre la Frecuencia de LT-RV citocina+

0 25
LTCD3+ 0,018 0,213 0,063
(0,0110-0,1980) | (0,0260-0,7850) ’
TNF-a | LTCD4+ 0,016 0,247 0,063
(0,0030-0,0830) | (0,0640-1,012)
LTCD8+ 0,015 0,032 0,625
(0,0010-0,3140) |  (0,0-0,1820) ’
LTCD3+ 0,000 0,014 0,750
(0,0-0,0470) (0,0-0,0290) ’
IL-2 | LTCD4+ 0,003 0,016 0,438
(0,0010-0,0450) | (0,0020-0,0380)
LTCDS+ 0,006 0,010 0,875
(0,0-0,0320) (0,0-0,0310) ’
LTCD3+ 0,055 0.177 0,063
(0,0180-0,3330) | (0,0780-0,3990) ’
IFN-g | LTCD4+ 0,021 0,088 0,063
(0,0110-0,2810) | (0,0590-0,3750)
0,021 0,060
LTCDS+ 0,625
(0,0180-0,4470) | (0,0110-0,2530)
LTCD3+ 0,010 0,000 0,125
(0,0-0,0940) (0,0-0,0220) ’
0,023 0,000
IL-13 | LTCDA+ : d 0,125
(0,0-0,0430) (0,0-0,0380)
0,015 0,003
LTCDS+ 0,438
(0,0-0,0690) (0,0-0,0440)

En cada poblacidn celular el valor superior corresponde a la mediana y el inferior entre paréntesis al rango.
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Tabla 8. Frecuencia de LT citocina+ estimulados con SEB

CITOCINAS LT %
4,070
LTCD3+
(2.660-9.510)
6,370
TNF-a LTCD4+
(2.400-11.60)
LTCD8+ 1,150
(0.4550-3.610)
LTCD3+ 3,470
(1.220-6.920)
5,210
IL-2 LTCD4+
(1.370-8.620)
LTCD8+ 0,5350
(0.0700-1.720)
LTCD3+ 2,610
(1.250-4.720)
2,560
IFN-g LTCD4+ 2
(0.7210-4.820)
2,480
LTCDS+ .
(1.380-7.220)
LTCD3+ 0,0840
(0.0180-0.3640)
IL-13 LTCD4+ 0,1070
(0.0580-0.5520)
LTCDS+ 0,0479
(0.0090-0.1830)

En cada poblacion celular el valor superior corresponde a la mediana
y el inferior entre paréntesis al rango.
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7. DISCUSION

En este trabajo se explord el efecto de la IL-2, IL-12 y del DGKi-a sobre la frecuencia de los
LT-RV CD69+ secretores de citocinas con el fin de evaluar la presencia de LT anérgicos. Se
observaron incrementos significativos en las frecuencias de LT-RV IFN-y+ en presencia de
IL-2 y de LTCD8+ IFN-y+ en los cultivos con IL-12; sin embargo, no se observd ninguna

diferencia significativa en los cultivos con DGKi-a..

La IL-2 es un importante factor de crecimiento de los LT y se ha reportado que su ausencia
induce LT anérgicos (Choi and Schwartz, 2007). Los ensayos de reversion de anergia con IL-
2 en humanos han sido realizados en la mayoria de los casos con lineas o clonos de LT con
resultados variables en cuanto a proliferaciéon, secrecion de citocinas y especificidad (Boon
et al., 2005; Lyngstrand et al., 2002); sin embargo el estimulo breve ex vivo de LT de
sangre periférica muestra resultados diferentes en el sentido de revelar los LT anérgicos
circulantes presentes en un individuo. Usando esta metodologia en pacientes infectados
con VIH se observd que las frecuencias de LTCD4+IFN-y+ aumentaron en presencia de IL-2
(Gu et al., 2007); sin embargo, en el mismo estudio se observé que la mayoria de LT
especificos de tetrameros de gag no secretaban IFN-y, indicando posiblemente una
respuesta inespecifica (Gu et al., 2007). En el presente estudio, es posible que entre los LT-
RV IFN-y+ revelados en presencia de IL-2, existan LT no especificos del virus; una
observacién que apoyaria esta idea es que en los cultivos con dializado mas IL-2 también
se observo un incremento de la frecuencia de LT-IFN-y+, lo que quiere decir que la IL-2 por
si sola fue capaz de inducir secrecion de citocinas; en efecto, se ha observado que el
cultivo de CMSPs en presencia de IL-2 y sin estimulo antigénico muestra un incremento en

la secrecidon de TNF-a e IFN-y después de un dia de incubacion (Sereti et al., 2000).

En presencia de IL-12 no se observaron cambios significativos en las frecuencias de LTCD3-
RV ni de LTCD4-RV en los cultivos de CMSP de adultos, pero si de los LTCD8-RV IFN-y+. Los

resultados en los LTCD3+ son similares a los observados en cultivos de CMSP de adultos
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estimulados con virus de sarampion en los cuales ni la IL-12 ni un coctel de IL-12/IL-15
indujo un aumento de los LT-IFNy+ (Gans et al., 2008); sin embargo en este estudio no se
analizaron los LTCD4+ y LTCD8+ de manera independiente. El incremento de los LTCD8-RV
IFN-y+ observado en el presente estudio esta de acuerdo con hallazgoss publicados sobre
el papel de IL-12 en la expansidn, activacion y diferenciacion de los LTCD8+ (Mescher et
al., 2006) y de la reversién del estado de hiporespusesta de LTCD8+ infiltrantes de

carcinoma de pulmoén (Broderick et al., 2006; Simpson-Abelson et al., 2009).

El analisis de la reversién de anergia en LT-RV puede ser particularmente importante en el
caso de los nifios en los cuales se ha reportado un defecto en las CPAs (Krumbiegel et al.,
2007; Velilla et al.,, 2006); por lo tanto, aunque la IL-12 no ejercio efecto sobre la
frecuencia de los LT-RV de adultos no se puede descartar la hipdtesis de que esta citocina
pudiera aumentar las frecuencias de LT-RV en los nifios. Al respecto es interesante la
observacion del incremento de LT-IFN-y especificos de sarampion inducidos en cultivos de

CMSP de nifios en presencia de IL-12 junto con la IL-15 (Gans et al., 2008).

La exposicion de los cultivos de CMSP humana al DGKi no evidencié mayor frecuencia de
LT-RV. Estos resultados pueden ser atribuidos al aumento de la frecuencia de LT IFN-y+
inespecificos como se observd en los controles realizados con dializado mdas DGKi que
pueden haber enmascarado un aumento de las células especificas de RV. Otra posible
explicacion para este resultado es que otras vias de sefializacion intracelular estén

involucradas en el estado anérgico.

La DGK-a es una enzima que se sobre-expresa en LT anérgicos y recientemente se observé
que el gen que la codifica es uno de los blancos del factor de transcripcién Egr2, inductor
clave del estado anérgico, al menos en modelos de anergia inducida con anti-CD3, SEB 6
tumores; sin embargo en ratones con regulacion negativa del gen Egr2 no se observd

aumento en la respuesta inmune contra los Ags menores de histocompatibilidad, la
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infeccidn por Toxoplasma gondii ni el virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV); es
decir que es posible que Egr2 no sea un regulador universal de anergia y que otros
factores de transcripcion y otras vias de sefalizacién como se menciond anteriormente
estén involucradas en la anergia de los LT especificos de otros Ags (Zheng et al., 2012). En
modelos murinos se ha observado que los LT anérgicos presentan un fracaso en la
fosforilacién de la PLC-y (Srinivasan and Frauwirth, 2009) 6 que la anergia de ratones que
sostienen una infeccién persistente por Staphylococcus aureus revierte con PMA,
activador directo de la PKC (Ziegler et al., 2011). Hacen falta entonces muchos estudios
para identificar los inductores centrales de anergia asi como sus genes blanco en LT

especificos de diferentes Ags en modelos animales experimentales asi como en humanos.

El incremento en la frecuencia de LT-IFNy+ 6 TNF-a inespecificos observados en los
cultivos estimulados con dializados de RV mas IL-2, IL.-12 é DGKi podria atribuirse a
activacion de los LT independiente del TCR. Se ha observado por ejemplo, que en ausencia
de CPA, la flagelina y los imidazoquinoles, ligandos para TLR5 y TLR7/8 respectivamente,
actuaron de manera sinérgica con la IL-2 para inducir la producciéon de IFN-y por los
LTCD4+ de memoria CCR7- en mayor proporcién que por los LTCD4+ de memoria CCR7+,
lo que sugiere que los LT que han entrado en contacto con el Ag y que migran a los tejidos
periféricos son mas sensibles al estimulo mediado por TLR independiente de TCR (Caron et
al.,, 2005). Seria interesante descartar que en dializado de RV existan moléculas con

potencial activador de los LT en una forma independiente de Ag.

El aumento de LT-IFNy+ & TNF-a inespecificos observados en este trabajo requiere
experimentos adicionales para detectar los LT especificos de RV; por ejemplo, la tincion de
los LT con tetrameros de péptidos de RV y moléculas del CMH clase | y Il podrian
contribuir a aclarar la verdadera contribucién de IL2, IL-12 y DGKi en la reversién del

estado anérgico de los LT-RV.
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Mononuclear Cells ) were cultured with TLPs ( Lug/ml ) of RRV or dialyzed (negative control) in the presence of monoclonal
Anti- Acs CD28 and CD49d and anti IL -2r (0, 50 and 100Ul/ml ) , IL-12 ( 5ng/ml ) or DGKi-o (25uM) for 10h in the
presence of brefeldin A and monensin 5ug/ml 5ug / ml (last 5h) . The percentages of Tcell- RV producing cytokines TNF-a,
IL-2, IFN-y 6 IL-13 were assessed by staining with fluorescent monoclonal Ac and flow cytometry.

Results: -RV LTCD8 IFN significant increases were observed at frequencies of CD3 + Tcell , CD3 + CD4 + T cells and
LTCD3 + LTCDS8 + specific RV secreting IFN-y + in the presence of 100Ul/ml of IL -2r ( recombinant IL-2 ) and 5 ng/ ml
of IL - 12r ( recombinant IL -2 ), no significant differences were observed in the cultures with DGKi-a.. Both IL-2 and IL -12
and DGKi also increased the frequency of IFN-y + Tcell nonspecific.

Conclusion : The increased frequency of secreting IFN-y + T cell in cultured PBMC stimulated with RV in the presence of IL
- 2R or IL- 12R suggest the possible existence of specific anergic LT virus , but these findings require confirmation of such
specificity

60




	TRABAJO DE GRADO MAFE JACOME PORTADAS.pdf
	trabajo de grado 2102013 paginas (5).pdf

