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RESUMEN

El péptido sintético llamado GK1, derivado del cisticerco de Taenia crassiceps,
tiene capacidad adyuvante. Diversos estudios realizados han demostrado que la co-
inmunizacién de GK1 con la vacuna de influenza de uso humano (FLUZONER)
incrementa, en ratones de diferentes edades, los niveles de anticuerpos anti-influenza y
mejora la capacidad protectora esperada. Para comenzar a entender los mecanismos
inmunoldégicos involucrados en la capacidad adyuvante de GK1 se desarrollé una serie de
pruebas in vivo e in vitro utilizando ratones transgénicos cuyas células T expresan un
receptor especifico para una regién altamente conservada de la hemaglutinina (HA) del
virus de influenza PR8 (epitope 111-119 de la HA). Demostramos que la utilizacion del
péptido GK1 incrementa en 90% la respuesta proliferativa in vivo de las células T CD4
HA111.119 cuando es co-inmunizado con el epitope de la HA. Por otra parte, generamos
cultivos de células dendriticas derivadas de médula é6sea de ratdon; estas células
dendriticas fueron tratadas in vitro con GK1 y posteriormente puestas en contacto con las
células T transgénicas en presencia del epitope HA como fuente de antigeno, vy
encontramos que las células dendriticas estimuladas con GK1 son capaces de potenciar
la activacion y proliferacion de las células T hasta en 50% mas que la inducida sin el
estimulo con GK1. En sinergia con LPS, GK1 potencia la expresion de MHC Clase I
(hasta 100% de incremento) y moléculas co-estimuladoras de células dendriticas (en 25%
CD80 y en 125% CD86), promueve la secrecion de las citocinas pro-inflamatorias, TNF-o
e INF-y y la quimiocina CCL2, producto de su interaccién con linfocitos T. In vitro, GK1
aumenta la activacion de células linfoides NFAT (contienen insertado en el gen de la IL-2
el gen reportero LacZ que produce p-galactosidasa) que expresan el TCR especifico para
el epitope de HA441.419 inducida por el HAi11.119 presentado en células dendriticas
derivadas de médula 6sea

Los datos reportados en esta tesis constituyen las primeras evidencias de los
fendmenos en los que subyace la capacidad inmunopotenciadora de GK1.
Adicionalmente, los modelos experimentales desarrollados podrian ser de interés para

evaluar el potencial adyuvante de otros potenciadores.



ABSTRACT

GK1 synthetic peptide, first derived from Taenia crassiceps cysticerci, has showed
capabilities as immune adjuvant. Several studies have demonstrated that co-immunization
with GK1 and human influenza vaccine (Fluzone®) increases anti-influenza antibody
levels, and improves the expected protecting capacity in mice from different age groups.
Aimed to understand the immune mechanisms underlying GK1 adjuvant capability, a
series of in vitro and in vivo tests was performed, using transgenic mice with T cells
expressing a specific receptor for a highly conserved region in hemagglutinin (HA) from
PR8 influenza virus (111-119 HA epitope). Our studies have shown that GK1 increases by
90% the T CD4 HA111.119 proliferative response in vivo when co-immunized with HA
epitope. On the other hand, we have cultured dendritic cells from mice bone marrow.
These dendritic cells were treated in vitro with GK1, and then brought into contact with
transgenic T cells, in the presence of HA epitope as antigen source. We have found that
GK1-stimulated dendritic cells are able to increase T cells activation and proliferation up to
50% over that induced without the GK1 stimulus. Acting synergistically with LPS, GK1
enhances the MHC Class Il expression (up to 100% increase) and dendritic cells co-
stimulating molecules (25% CD80 and 125% CD86); additionally, it promotes the secretion
of TNF-a and INF-y pro-inflammatory cytokines, and CCL2 chemokine, as a result of their
interaction with lymphocytes. In vitro, GK1 increases the activation of NFAT lymphoid cells
(containing B-galactosidase-producer LacZ reporter gene inserted in IL-2 gene) expressing
the specific TCR for HA11.119 epitope, induced by HA;11.110 presented to bone-marrow
dendritic cells.

The data herein reported offer one of the first evidences of the phenomena
underlying the GK1 immunity-enhancer capability. Additionally, the experimental models
herein developed could be appropriate to assess the adjuvant potential of other immunity-

enhancers.



INTRODUCCION

Influenza

El virus influenza es un Orthomixovirus que infecta células epiteliales del tracto
respiratorio del humano y de otros animales causando la influenza, la cual es una
enfermedad altamente contagiosa de gran impacto tanto social como econdémico que
anualmente causa epidemias de enfermedades respiratorias a nivel mundial en personas
de todas las edades y puede ser considerada como la causa mas importante de atencion
de enfermedades respiratorias agudas [Glezenet et al., 1991]. La influenza es una
enfermedad estacional que se estima afecta del 10 al 20% del total de la poblacién
[A.D.M.E. 2000]. Los nifios y los adultos mayores de 65 afios son considerados las
poblaciones de mayor riesgo siendo los adultos mayores el grupo de edad que mas
muertes registra por influenza [Heller et.al., 1998]. Sin embargo el mayor numero de
hospitalizaciones por influenza también incluye a los grupos conformados por nifios y
mujeres embarazadas [Monto, 2008]. Se estima que en Estados Unidos se registran
alrededor de 30 mil muertes anualmente atribuidas a influenza [Simonsen et. al., 2000;
Thompson et.al., 2003].

En contraste con el sarampion, la viruela y la poliomielitis, la influenza
es causada por virus que sufren cambios antigénicos continuos y que poseen reservorios
en la fauna silvestre. En la actualidad se conocen 3 tipos de virus de influenza; el A, By
el C; los cuales se diferencian entre si por sus genomas y los productos generados de los
mismos. Los genomas de los virus de influenza A y B estan formados por ocho
segmentos de polaridad o sentido negativo, de RNA viral de cadena unica (VRNA)
mientras que el virus de influenza C tiene un genoma que consiste en siete de estos
segmentos (ver Tabla 1 del Anexo 1).

El virus de influenza A se ha caracterizado considerando el subtipo de sus
glicoproteinas de superficie: la Hemaglutinina (HA) y la Neuraminidasa (NA). Variaciones
genéticas en estas proteinas han permitido generar diversos subtipos (16 de HA y 9 NA),
3 de HA (H1, H2 y H3) y 2 de NA (N1 y N2) que han causado epidemias en la poblacién
humana [Palese and Shaw, 2007]. Los dos subtipos de virus de influenza A humana
actualmente en circulacion (H3N2 y H1N1) asi como el virus de influenza B producen
enfermedad con caracteristicas clinicas relativamente similares, aunque esta Ultima

genera menos complicaciones que la tipo A. Sin embargo, en nifios mayores asi como en



adultos sanos, se ha observado que es el virus A H3N2 el que se encuentra asociado con
las enfermedades mas severas, el virus A H1N1 con las enfermedades mas leves, vy el
virus tipo B se asocia a una patogenicidad intermedia, considerando el tiempo total de
duracién de la sintomatologia [Chin et. al., 1960]. En las poblaciones consideradas de
mayor riesgo, el virus A H3N2 es el que mas frecuentemente se asocia a complicaciones
que requieren hospitalizacién y pueden causar hasta la muerte [Lui and Kendal, 1987].

La frecuencia de infeccion con los diferentes tipos y subtipos de virus estan
relacionados con la edad [Monto et al., 1985]. Los nifios presentan mayor tasa de
infeccidén que cae conforme aumenta la edad, mas rapidamente para la cepa A HIN1 y
para el virus tipo B que para el virus tipo A H3N2. Este fenbmeno se atribuye a un mas
rapido “drift’” (mutaciones puntuales que generalmente se resultan en el cambio o
sustitucion de un reducido numero de aminoacidos en la estructura de la HA) y/o “shift”
antigénico (mutaciones mas extensas que resultan en el cambio de segmentos completos
en la secuencia de la HA). Los individuos ancianos son mas frecuentemente infectados
por la cepa H3N2 que por otra cepa de virus de influenza [Monto, 2008].

Influenza fue identificada como causa de muerte aun antes de que el virus que la
causa se hubiera identificado [Monto, 2008]. Entre numerosas estimaciones de la
prevalencia de influenza en el mundo, se reporta, por ejemplo, que en los Estados Unidos
aproximadamente 36 mil personas mueren anualmente por influenza, de las cuales | los
individuos mayores de 65 afios son los mas afectados, seguidos por aquellos mayores a
50 afos. Estos datos sustentan la propuesta de vacunar personas de mas de 50 anos.

En el éxito epidemioldgico de la influenza participan los constantes cambios
antigénicos que sufre el virus en las dos proteinas claves para su antigenicidad, que se
insertan en la envoltura lipidica de los viriones: la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa
(NA). Tanto la HA como la NA en el virus de influenza A se encuentran bajo dos
constantes tipos de variacién genética; el “drift” (tendencia) antigénico y “shift” (cambio)
antigénico [Murpy, 1988], mientras que el virus de influenza B solo muestra drift
antigénico. Las magnitud de las variaciones virales resultan en re-infecciones, epidemias
o0 pandemias de influenza como las ocurridas en los afios 1918, 1957, 1968 y mas
recientemente en el 2009.

El virus de influenza se caracteriza por poseer un genoma segmentado de RNA de
polaridad negativa, su RNA es dependiente de una RNA polimerasa de origen viral para
su replicacion [Nicol, 2008]. Esta cubierto de HA y NA, en una relacion aproximada de 4 a

1, proyectados a partir de una membrana lipidica derivada de la célula hospedadora



[Palese and Shaw, 2007]. De manera similar canales de iones de la matrix (M2)
atraviesan la membrana lipidica, con una relacién M2: HA de un canal M2 por 101 a 102
moléculas de HA [Zebedee and Lamb, 1988]. La envoltura y sus tres proteinas integrales
de su membrana (HA, NA y M3), cubren a la proteina de matrix M1, que encierra al core
del virion. Interna a la proteina de matrix M1 se encuentra la proteina de exportacion
nuclear (NEP; proteina no estructural 2 o NS2) y el complejo de ribonucleoproteinas
(RNP), constituido por segmentos de RNA viral recubierto con nucleoproteinas (NP) y la
heterotrimérica RNA polimerasa dependiente de RNA compuesta de dos subunidades de
polimerasa basica y una polimerasa acida (PB1, PB2 y PA). La organizacion del virion de
influenza B es similar, con cuatro proteinas en la envoltura: HA, NA y en vez de M2, la NB
y la BM2.

Los viriones de influenza C son estructuralmente diferentes a los del virus de
influenza A y B; en la superficie de células infectadas, pueden formar largas estructuras
en el orden de los 500 nm. Sin embargo, los viriones de influenza C tienen una
composicion muy similar, con una glicoproteina situada en la envoltura lipidica alrededor
de la proteina de matrix y el complejo RNP. El virus de influenza C tiene solo una gran
glicoproteina en la superficie, la proteina hemaglutinina esterasa de fusiéon (HEF), que
funcionalmente corresponde a la HA y NA de los virus de influenza A y B, y una pequena

proteina de envoltura, la CM2 [Palese and Shaw, 2007].

Ciclo de replicacion del virus de influenza

Adhesion del virus.

El virus de influenza reconoce al acido N-acetilneuraminico (sialico) en la superficie
de la célula hospedadora. El acido sialico consta de nueve monosacaridos acidos
comunmente encontrados en la porciéon terminal de muchos glicoconjugados. Se
encuentran en muchos tipos celulares y muchas especies animales. El carbono 2 del
acido sialico terminal puede unirse al carbono 3 o al carbono 6 de la galactosa, formando
la union a -2,3 o la union a -2,6; estas diferentes uniones resultan en una configuracién
estequiométrica unica del acido sialico terminal. La fraccién de acido sialico es reconocida
y se une a la HA de la superficie del virus de influenza, especifica para las uniones a -2,3
0 a la unién a -2,6. En células epiteliales de la traquea en humanos, es predominante la
unioén a -2,6, mientras que la unién a -2,3 es mas comun en el epitelio intestinal de aves
acuaticas. En humanos el acido sialico con uniones terminales a -2,3; que en general son

menos abundantes, también esta presente en epitelios respiratorios de las vias



respiratorias bajas (bronquiolos y alveolos), aunque es menos abundante que las uniones
a -2,6 [Matrosovich et. al., 2004]. Como consecuencia, los humanos y otros primates
pueden ser infectados por virus de influenza que infectan a aves, aunque en general, con
menos eficiencia que los virus humanos [Beare and Webster, 1991]. Los pulmones de
humanos no son tan accesibles a las particulas virales en suspension que se encuentran
en el aire en el tracto respiratorio superior (nasofaringe, senos paranasales, traquea vy
bronquios), por lo que las infecciones con virus aviares son raros en humanos. Sin
embargo, cuando cepas aviares llegan a infectar pulmones humanos, el resultado es una
severa y rapida progresiva neumonia, con tasas de mortalidad de hasta el 60% [Gambotto
et. al., 2008].

La estructura de la molécula de HA esta conformada por un trimero con dos
regiones estructuralmente distintas, un tallo compuesto de una triple espiral de a-hélices,
y una cabeza globular ldminas  antiparalelas, posicionadas sobre el tallo [Wilson et al.,
1981]. La cabeza contiene el receptor de acido sialico que es el sitio de unién, que se
encuentra rodeado por los determinantes antigénicos predichos, denominados A, B, Cy D
en el subtipo H3 [Webster et. al., 1983], y Sa, Sb, Ca1, Ca2 y Cb en el subtipo H1 [Palese
and Shaw, 2007].

Durante la replicacién del virus, la HA es escindida por la serina proteasa en HA1 y
HAZ2; esta modificacidon es necesaria para la infectividad del virus. Se cree que la porcion
HA2 media la fusién de la envoltura viral con la membrana celular, mientras que la porcion
HA1 contiene el receptor que se une a los sitios antigénicos [Steinhauer, 1999]. Los
anticuerpos dirigidos a HA neutralizan la infectividad del virus. Aunque los virus
frecuentemente cambian los aminoacidos de los sitios antigénicos; la configuracién de la
cabeza del tallo de la molécula de HA se mantiene conservada entre las cepas y subtipos.
Estos cambios, relativamente menores, se acumulan dando lugar al "drift" antigénico.
Eventualmente, mutaciones en multiples sitios antigénicos resulta en una cepa viral la
cual no es neutralizada de manera efectiva por los anticuerpos del hospedero como lo son
con el virus original, y de esta manera el hospedero llega a ser susceptible a una infeccién

producida por la cepa que sufrié el "drift".

Entrada del virus
Una vez la HA del virus de influenza (o la proteina HEF del virus de influenza C) se
adhieren al acido sidlico, el virus es endocitado. La acidificacion del compartimiento

endosomal es crucial para desnudar al virus de influenza. Primero, el bajo pH dirige el
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cambio conformacional en la HA, exponiendo el péptido fusién que media la fusion de la
envoltura viral con membrana endosomal, abriendo asi el poro a través del cual la
ribonucleoproteina viral (RNPs) sera liberada al interior del citoplasma de la célula
hospedadora [Sieczkarski and Whittaker, 2005]. Posteriormente, los protones del
endosoma son bombeados al interior de la particula viral via el canal de iones M2. La
proteina M2, un canal de iones transmembranal encontrado Unicamente en el virus de
influenza A, tiene una porcion externa a la envoltura viral como la HA y la NA. La proteina
M2 de las drogas anti-influenza del tipo de las amantadina, bloquean la actividad de los
canales de iones y previenen que se desnude el virus [Wharton et. al.,, 1994]. La
acidificacion interna del virus de influenza via los canales M2 desorganiza las
interacciones internas proteina-proteina, permitiendo que la RNPs viral sea liberada de la

matrix viral al interior de la membrana citoplasmatica [Martin and Helenius, 1991].

Sintesis del RNA viral

Una vez liberado del virion, la RNPs trafica al nucleo celular de la célula
hospedadora por medio de proteinas virales de localizacion nuclear (NLSs), que importan
las RNPs y otras proteinas virales al interior del nucleo de la célula hospedadora [Cros
and Palase, 2003]. En el nucleo se sintetiza el RNA viral, tanto el "caping" como la
poliadenilacion del RNA mensajero que actua como templete para la transcripcion de las
proteinas virales por parte de la célula hospedadora, y la segmentacién del vVRNA que
forma el genoma de los nuevos virus creados. La RNA polimerasa viral dependiente de
RNA, un componente de la RNPs importada al nucleo, usa el vVRNA de sentido negativo
como templado para la sintesis de dos especies de RNA de sentido positivo: el templado
de mRNA para la sintesis de las proteinas virales y el RNA complementario (cCRNA)
intermediario del que la RNA polimerasa subsecuentemente transcribe mas copias en
sentido negativo, el VRNA gendmico [Nicole et. al., 2008].

A diferencia del mRNA de la célula hospedadora, que es poliadenilado por una
polimerasa poli (A) especifica, el tallo de poly (A) del mRNA del virus de influenza es
codificado en vVRNA de sentido negativo, como un tramo de 5 a 7 residuos de uracilo, que
la polimerasa viral transcribe en sentido positivo como una cadena de adenosinas que
forman un tallo de poly (A) [Li X and Palese, 1994]. El "caping" del mRNA ocurre de una
manera similarmente Unica, en la que las proteinas PB1 y PB2 hurtan los primers
5™"caping" de los transcritos del pre-mRNA del hospedero para iniciar la sintesis del

mRNA viral, proceso conocido como "cap snatching” (robo de cap) [Krug, 1981].



Una vez polimerizado y "caping", el mRNA de origen viral puede ser exportado y
traducido como el mRNA del hospedero. Sin embargo la exportacion nuclear de los
segmentos del VRNA es mediado por las proteinas virales M1 y NEP/NS2 [Cros and
Palese, 2003]. M1 interactua tanto con el vVRNA y la NP, y es asi que se cree que estos
dos componentes juntos dentro del complejo RNP, ademas que M1 también se asocia
con las proteinas de exportacion nuclear NEP, que media la exportacion M1-RNP via

nucleoproteinas al citoplasma.

Sintesis de proteinas virales

Las proteinas de envoltura HA, NA y M2 son sintetizadas a partir mMRNA de origen
viral en ribosomas de unién a membrana dentro del reticulo endoplasmico, donde son
plegadas y viajan al aparato de Golgi para su modificacion post-trancripcional. Las tres
proteinas tienen una sefal de localizacion apical que se dirigen directamente a la

membrana celular para ensamblar al viridn.

Empaquetamiento del RNA y ensamble del virus

El virus de influenza no es completamente infeccioso a menos que su virién
contenga un genoma completo de 8 segmentos (o siete segmentos para el caso del virus
de influenza C). Antes el empaquetamiento del VRNA se consideraba un proceso
completamente aleatorio, en que los segmentos de VRNA eran incorporados
aleatoriamente en la gemacién de las particulas virales, y solo aquellas que terminaban
con un genoma completo llegaban a ser infecciosos. Ahora nuevas evidencias sugieren
que el empaquetamiento es un proceso mas selectivo, en el que unas discretas senales
de empaquetamiento en los segmentos de VRNA aseguran que el genoma completo sea

incorporado a la mayoria de las particulas virales [Bancroft and Parslow, 2002].

Gemacion y Liberacion viral

La gemacion del virus de influenza ocurre en la membrana celular, probablemente
iniciado por una acumulacion de la proteina de matrix M1 en el lado citoplasmico de la
bicapa lipidica. Cuando la gemacién es completa, los picos de HA unen al virién con el
acido sialico en la superficie de la célula hasta que las particulas virales son liberadas por
la actividad de sialidasa de la proteina NA. La NA es un tetramero en forma de hongo,
anclada a la envoltura viral por un dominio transmembranal [Colman et. al., 1983]. Este

proceso destruye la actividad de receptor, liberando los residuos de &acido sialico



terminales de las glicoproteinas de la superficie celular y gangliosidos para liberar la
progenie del virus de la célula hospedadora. La NA también remueve los residuos de
acido sialico de la misma envoltura del virus, para prevenir la agregacion de otras
particulas virales y asi potenciar su infectividad y también ayuda a la infectividad del virus
mediante el rompimiento de musinas en secreciones del tracto respiratorio permitiendo al
virus penetrar a través del epitelio respiratorio, por lo que juega un rol en la entrada del
virus al epitelio respiratorio [Matrosovich et. al., 2004].

La influenza se adquiere por contacto directo a partir de individuos infectados, el
virus se multiplica rapidamente en las células epiteliales a lo largo del tracto respiratorio
promoviendo una marcada descamacion y degradacion de éstas células. Es también
caracteristica una clara infiltracion de neutrdfilos en las vias aéreas, siendo las células

pulmonares mas susceptibles que las del tracto respiratorio superior [Kristien, 2000].

Larespuestainmune asociada a la proteccion contra la enfermedad

La mucosa del tracto respiratorio no solo es el sitio de infeccién del virus de
influenza sino también el sitio de defensa en contra de la infeccion. La mayor parte de los
virus son inicialmente detectados y destruidos unas cuantas horas después de ingresar al
organismo a través de mecanismos relacionados con la respuesta inmune innata que se
desencadenan tan en forma casi inmediata [Murphy and Webster, 2007]. En esta primera
barrera de defensa también participa el moco y células fagociticas con produccion de INF
oy B asi como células NK y el sistema de complemento.

Cuando los virus de influenza logran escapar esta primera barrera se comienza a
desarrollar una inmune adaptativa donde los linfocitos T y B produccion de linfocitos
citotoxicos y anticuerpos y produccion de células de memoria antigeno-especifico (células
T y B) que pueden participar en la prevencién de infecciones subsecuentes [Tamura and

Kurata, 2004]. Entre los principales mecanismos de respuesta adaptativa Figuran:

Anticuerpos IgA de secrecion especificos, células dendriticas y linfocitos
citotdxicos

Anticuerpos de secrecion especificos IgA. Se ha observado que la
preexistencia de IgG y IgA en animales previamente inmunizados participan en la
eliminacién viral a través de la formacién de complejos virus-anticuerpo inmediatamente
después de la re-infeccion. Las evidencias experimentales indican que en ratones

normales la IgA es mas importante que la IgG en la proteccién del tracto respiratorio



superior mientras que la IgG es mas importante que la IgA en la proteccion de los
pulmones [Renegar et. al., 2004]. Por su naturaleza polimérica, la IgA, que es llevada a
las mucosas a través del epitelio en su forma polimérica, y provee no solo de proteccién
contra la infeccion de virus homdlogos sino también de proteccion cruzada contra
infeccion con virus que hayan sufrido "drift" antigénico. Las IgGs se encuentran
ampliamente distribuidas a través de los epitelios y pueden proveer proteccion en contra
de la infeccion por virus homologos y prevenir la neumonia por influenza. En ausencia de
Ac’s en animales pre-inmunizados, la produccién de Ac’s IgA e IgG especificos por parte
de las células B de memoria se ve acelerada después de la re-infeccion, y estos Ac’s
juegan un papel importante en la eliminacién viral. En células epiteliales de animales
infectados, la IgA dimérica especifica que trafica a través de las células epiteliales puede
estar involucrada en la prevencion del ensamble viral uniéndose a nuevas proteinas
virales sintetizadas. Las particulas virales que logran salvarse del efecto de los
anticuerpos pueden infectar las células del tracto respiratorio y la efectividad con que sean
destruidas dependera criticamente de la capacidad del hospedero para generar una
respuesta Th1 en contra del virus [Graham et. al.,, 1994]. Una 6ptima respuesta Th1
consiste en la presencia de células T CD4" virus-especificas secretoras de INF-y y de
células T CD8" citotoxicas que lisen células infectadas por el virus [Moran et. al., 1999].
En animales pre-inmunizados, la produccion de una respuesta CTL por células T de
memoria es muy acelerada y estas células parece que participan en la destruccion de
células hospedadoras infectadas con varios subtipos de virus (del mismo tipo) a partir del
tercer dia posterior a la re-infeccion. De la misma manera células Th1 de memoria que
median una acelerada respuesta de hipersensibilidad tipo retardada se encuentran
involucradas bloqueando la replicacion viral mediante la secrecion de INF-y. (Ver Anexo
2).

Células dendriticas. En la respuesta inmune contra de influenza participan
importantemente las Células Dendriticas (DC’s) como células presentadoras de antigeno,
las cuales son capaces de iniciar una respuesta inmune primaria [Mellman and Steinman,
2001] siendo mas eficientes que los Macrofagos en la generacién de una respuesta de
linfocitos T citotéxica contra influenza [Bender et. al., 1995]; censan el organismo y ante el
contacto con bacterias o virus, maduran y migran a los érganos linfoides donde presentan
los antigenos patégeno-especifico a las células T [Cella et. al.,, 1997]. Las DC’s se

encuentran en la mayor parte de los tejidos periféricos y son capaces de monitorear de
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una manera muy dinamica la superficie de las mucosas. Después de la activacion, se
movilizan hacia los 6rganos linfoides secundarios (nédulos linfoides) donde presentan el
antigeno a las células T e inician la respuesta inmune adaptativa. Los cambios fenotipicos
que ocurren durante la maduracién (activacion) incluyen la sobre regulacion del MHC Il y
moléculas co-estimulatorias asi como la liberacién de citocinas pro-inflamatorias y
quimiocinas que potencian la habilidad de las DC’s a estimular las células T, induciendo
una respuesta inmune adaptativa especifica en contra del patégeno en cuestidon
[Banchereau et. al., 2000]. En la actividad anti-viral del sistema inmune innato participan
los INF o/p. Ademas de la funcion primaria de iniciar la respuesta inmune adaptativa las
DC’s también son capaces de modular e incluso suprimir la respuesta inducida.

Se cree que todos los subtipos de DC’s se desarrollan en la medula 6sea y viajan
a los tejidos periféricos en un estado inmaduro [Holt et. al., 1994]. Existen diferentes
clasificaciones de las células dendriticas pero en general se mencionan 2 subtipos de
estas: las convencionales y las plasmacitoides. Del subtipo convencional se pueden dividir
en mieloides y linfoides dependiendo de los marcadores expresados en su superficie
[Kelsall et. al., 2002]. Las DC’s convencionales son las principales células presentadoras
de antigeno en el cuerpo, mientras que las DC’s plasmacitoides son las principales
productoras de Interferon o (INF-a) (INF tipo 1) y juegan un importante papel en la
modulacion de la respuesta inmune iniciandola. Existen evidencias en ratones que indican
que las DC’s mieloides preferentemente sesgan la respuesta de células T hacia una
respuesta Th2 y las DC’s linfoides hacia una Th1; subsecuentes investigaciones
demostraron que el sesgo de las células T es un evento mas bien plastico y que cada
sub-tipo de DC’s es capaz de inducir una respuesta Th1 o Th2 [Lambrecht et. al., 2000;
Dodge et. al.,, 2003]. Las DC’s plasmacitoides son capaces de migrar a los nédulos
linfoides pero carecen de la habilidad de presentar antigenos; por lo tanto, en los nédulos
linfoides influyen a las DC’s convencionales a sesgar la respuesta de células T via su
produccion de INF-a.

Aunque la mayoria de los estudios se han realizados en DC’s murinas, se asume
que los conocimientos adquiridos son extrapolables a las DC’s humanas. Asi, el subtipo
de DC’s humanas CD1 son analogas a las DC’s convencionales encontradas en ratén,

mientras que el subtipo CD2 es analogo a las DC’s plasmacitoides vistas en raton.

Células dendriticas en pulmén. Se estiman entre 400 y 800 células dendriticas

por milimetro cubico en la superficie epitelial de las vias aéreas de las ratas [Stumbles et.
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al., 2001]. Se estima que el 85% de las células DC’s se recambian cada 36 a 48 hrs, con
un rango de vida media de entre 1.5 a 2 dias en las vias aéreas y de 3 a 4 dias en la
periferia. Esta corta vida media contrasta con la observada para células de la piel de entre
9 a 15 dias [Holt et. al., 1994; Ghaznawie et. al., 1999]. Otra diferencia entre pulmoén y piel
es que en la piel las células de Langerhans (un especializado tipo de DC’s de piel) son
capaces de mantener su numero por division celular, mientras que ninguna poblacién de
auto renovacion de DC’s de pulmén ha sido identificada [Merad et. al., 2002]. De hecho,
el mantenimiento homeostatico (reclutamiento y/o retencién) del nimero de DC’s en
pulmén parece depender principalmente de la quimiocina CCL5 (RANTES) y otro agonista
para el receptor de quimiocina CCR1 y CCR5 [Stumbles et. al., 2001].

La mayoria, sino es que todas las DC’s convencionales en el pulmén, existen en
estado inmaduro, el cual es definido como bajo nivel de expresion de moléculas MHC
clase | y Il y la carencia de moléculas co-estimuladoras como CD80/CD86 [Stumbles et.
al., 2001]. Las DC’s murinas inmaduras expresan receptores especificos de quimiocinas
(CCR1, CCRS5 y CCRG6), FCyR, FCeR, y varios receptores patron (como el receptor de
manosa y TLRs) [Stumbles et. al., 2001; Luster, 2002; Cochand et. al., 1999]. Via
pinocitosis y sus receptores, las DC’s muestrean su ambiente mediante la union a
distintos azucares (manosa), complemento (via CR3), lipopolisacarido (via TLR4), acidos
nucléicos (via TLR3, 7, 8 y 9) e inmunoglobulinas [Kelsall et. al., 2002]. De esta manera,
las DC’s inmaduras pueden virtualmente ingerir cualquier proteina o acido nucleico que
aparezca en el tejido. Las DC’s estan bien posicionadas en la superficie de la mucosa
para captar proteinas y organismos invasores que puedan estar presentes. En el intestino
las DC’s estan localizadas justo debajo de la superficie epitelial y son capaces de
extender sus dendritas y proyectarlas entre las células epiteliales hasta alcanzar el interior
del lumen permitiéndoles tener acceso a las proteinas en el intestino. Hasta el momento
no se conoce que sea de manera similar lo que ocurre en los pulmones pero se asume
que este sea el caso. Por otra parte, en el tracto respiratorio las DC’s han mostrado ser
capaces de migrar fuera del tejido al interior del espacio aéreo y regresar a través del
parénquima [Mitchell et. al., 2006]. Esta actividad de centinela permite a las DC’s estar
constantemente informando al sistema inmune sobre lo que ocurre y estar pendientes de
un posible dafio.

Una vez que las DC’s han captado el antigeno extrafio, el programa de
maduracién comienza. Estos cambios provocan se transformen de una célula que capta

antigenos en una célula presentadora de antigenos. Rapidamente son desregulados los
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receptores de quimiocinas involucradas en el “homing” de las DC’s a los tejidos
periféricos (principalmente CCR1, CCR5 y CCRG6). [Luster, 2002]. Esto permite la
maduracién de la DC’s para escapar del tejido y entrar en el flujo linfoide. Asociado a este
cambio se da la sobre-regulacion de CCR7, que les permite migrar hacia un gradiente
CCL19/CCL21. CCL19 y CCL20 son las quimiocinas que se encuentran las vénulas
endoteliales altas de los nddulos linfoides drenantes. De esta manera las DC’s alcanzan
la capacidad de enfilarse a los nddulos linfoides [Luster, 2002]. Una vez que entran a los
nodulos linfoides, ocurren una serie de cambios fenotipicos. En particular se observa un
incremento en la expresidon de moléculas co-estimulatorias y moléculas de presentacién
de antigeno por ejemplo, se observa un incremento de CD80/CD86 (B7.1/B7.2), CD1,
también aumenta la molécula de adhesion intracelular 1, se incrementa la expresién de
moléculas MHC clase | y Il [Shorman et. al., 2002; Kelsall et.al., 2002]. Junto con estas
moléculas de presentacién antigénica las DC’s sufren significantes cambios. Aunque las
DC’s inmaduras (y aquellas que se encuentran en transito en el linfa drenante) son
basicamente células redondas, las DC’s maduras tienen largas extension (lo que da lugar
al nombre de células dendriticas). Todos estos cambios hacen que la DC’s sea una mejor
células presentadora de antigeno, y sus dendritas proveen una mayor superficie con que
contactar a las células T.

Una vez que las DC’s han madurado y entrado al nédulo linfoide, estas presentan
su antigeno a practicamente cualquier célula T que vaya de paso. [Stoll et. al., 2002].
Durante este proceso, el receptor antigeno especifico en la célula T (el TCR) censa las
moléculas MHC presentes en las extensiones de las DC’s. Cuando una DC’s presenta el
antigeno adecuado en el correcto contexto de MHC, puede asociarse al TCR. Esta
asociacion se conoce como la sinapsis inmunolégica que se establece entre la célula T y
la DC’s [Shaw and Dustin, 1997; Dustin and Shaw, 1999]. Esta sinapsis resulta en la
estimulacion de la célula T por mas de 10 hrs en los que permanecen asociadas [Hurez
et. al., 2003]. Después de este periodo, las células T se separan de la DC’s y comienza a
proliferar, dandose asi la expansién clonal que caracteriza a la respuesta inmune. Una
vez que la respuesta antigeno-especifica es generada, la DC’s entra en apoptosis.

Las DC’s no solo inician la respuesta inmune sino que también son importantes
moduladores de esta. DC’s convencionales son capaces de dirigir el desarrollo de una
respuesta de células T CD4 o CD8 mediante una selectiva produccién de varias citocinas
durante la presentacion del antigeno. Por ejemplo, la produccion de IL-12 puede sesgar el

desarrollo de células T CD4 hacia un fenotipo Th1 mientras que la IL-4 la dirige hacia una
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respuesta Th2. Interesantemente no hace mucho se ha mostrado que el factor de
transcripcion t-bet, que se sabe es selectivamente expresado en células Th1 CD4,
requiere ser expresado en las DC’s para generar una respuesta Th1 completamente
funcional [Wang et. al., 2006]. En cambio, aunque distintos factores transcripcionales que
promueven una respuesta Th2 han sido identificados (GATA-3 y FN-ATc1), hasta el
momento su expresion en las DC’s y su papel en la polarizacién de una respuesta tipo
Th2 aun no han sido caracterizados [Yoshida et al., 1998]. Las DC’s también expresan la
enzima indoleamina-2-3-deoxigenasa (IDO), que cataboliza el triptofano, un aminoacido
critico para la proliferacion de células T [Fallarino et. al., 2002]. Por lo tanto, mediante el
incremento en la expresion de IDO, las DC’s pueden detener el desarrollo de las células T
y abolir por otra parte una respuesta inmune productiva. Las células dendriticas también
pueden inducir el desarrollo de células T experimentando apoptosis via la expresion de
FAS ligando dependiente de IL-12p40 [Legge et. al., 2005]. También las convencionales
DC’s son unas de las principales fuentes de CCL17, una quimiocina que recluta de
manera natural a las células T reguladoras (Tregs) [lellem et. al., 2001]. Por lo tanto, la
produccion de esta quimiocina en los noédulos linfoides drenantes pueden llevar a la
entrada de Tregs que ahoguen o corten el desarrollo de una respuesta inmune. Ademas,
esto puede ser un importante mecanismo de proteccién en contra del desarrollo de

enfermedades autoinmunes.

Virus y células dendriticas en pulmon. Algunos virus (herpes simplex, virus de
vaccina) son capaces de infectar células dendriticas y ser presentados en el contexto de
moléculas MHC clase |, aunque la mayoria no las infecta directamente [Tortorella et. al.,
2000]. Para presentar antigenos virales sin infectar células presentadoras como las DC's,
estas expresan receptores que se unen al virus y lo internalizan. Entre ellos Figuran el
virus del HIV, el cytomegalovirus, el del Ebola, Dengue y Hepatitis C, todos capaces de
ser internalizados a través de la union de la lectina tipo C, molécula de adhesién
intracelular especifica de DC’s [Cambi et. al., 2004]. Esta molécula participa en la
movilizacién de células en el endotelio y en la adhesion a las células T durante el proceso
de presentacion del antigeno. Otros virus no tienen receptores conocidos y no pueden
infectar directamente las DC’s, la célula debe ingerir células infectadas por virus y los
propios virus del medio extracelular donde se sintetizan y procesan proteinas virales en el
contexto de MHC. La respuesta antiviral involucra frecuentemente CD8 presentados en

MHC clase |. La asociaciéon con antigenos de MHC clase | puede también inducir
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fendmenos de tolerancia a la respuesta antiviral [Belz et. al., 2002]. La presentacion de
péptidos de un ambiente extracelular en el contexto MHC Clase | ha sido llamada
presentacion cruzada (cross-presentation) [Fonteneau et. al., 2003]. Una manera en que
antigenos exogenos pueden ser presentados por moléculas MHC Clase | a través del
procesamiento via endosomal de material apoptético o necroético ingerido por las DC’s. En
el endosoma tardio, la proteasa aspartica catepsina D puede inducir la liberacion de la
proteina endosomal contenida al citosol [Mitchell and Grayson, 2006]. Una vez que la
proteina parcialmente procesada ha sido liberada al citosol, puede ser degradada por el
proteosoma en el péptido apropiado. De esta forma, el péptido es exportado al Reticulo
Endoplasmico (RE) por los transportadores. Una vez en el RE, el péptido puede ser
cargado en la molécula MHC Clase | para ser transportado a la superficie de la célula.
Otro mecanismo de presentacion cruzada reportado involucra el reciclamiento de
moléculas MHC Clase | que encuentran péptidos antigénicos en el compartimiento
endosomal. En este caso, el péptido estabiliza la molécula MHC Clase |, que luego es
capaz de volver a la superficie y mostrar el péptido antigénico [Mitchell and Grayson,
2006]. Al parecer, la “cross-presentation” es un evento que ocurre regularmente en las
DC’s y principalmente inicia la tolerancia en ausencia de activacién de DC’s [Melief, 2003;
Ohashi and De Franco, 2002]. Sin embargo, en una infeccion viral la respuesta
inflamatoria rapidamente lleva a la activaciéon de las células dendriticas y la via de cross-
presentation conduce a una respuesta inmune productiva.

La activacion, maduracién y migracion de las DC’s pulmonares, resulta en la
induccién de una respuesta inmune adaptativa. Después de algunos dias, las células T
antigeno-especificas (CD8 y CD4) arriban a los pulmones. El virus puede ser eliminado y
controlada la respuesta inflamatoria. Las DC’s maduras pueden encontrarse en el pulmén
durante la fase de resolucion de la infeccién, lo que se podrian estas DC’s maduras
controlar la respuesta inducida, mediante la activacion de Tregs [Mitchell and Grayson
2006].

Células T. Los precursores naive de las células T se someten a diferentes etapas
de division y diferenciacion antes de adquirir la funcién efectora necesaria para mantener
sus actividades regulatorias [Swain et. al., 2003]. Algunas de sus actividades regulatorias
consisten en ayudar a las células B a promover el switching de isotipo de estas células, a
su mutaciéon somatica y a su diferenciacion en los centros germinales en células

plasmaticas y células de memoria [McHeyzer-Williams et. al.,, 2005]. Otra de las
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actividades reguladoras clave por parte de las células T, en especial de las CD4",
involucra ayudar a las células T CD8" naive a promover su optima diferenciacion en
células efectoras citotdxicas y de memoria y a soportar su mantenimiento [Jannsen et. al.,
2003]. Ademas hay una gran cantidad de efectos reguladores por parte de las CD4" en
macrofagos asi como en otras células presentadoras de antigenos (APCs). Estas
funciones de las células T CD4" estdn mediadas por co-receptores de superficie,
incluyendo a CD40L, CD28, antigeno 4 de los linfocitos T citotdxicos etc., que interactuan
con receptores en las células B, células dendriticas, macréofagos u otras APCs, y por
potentes citocinas secretadas por las CD4" efectoras bajo reconocimiento de antigeno en
APCs.

Las células T CD4" efectoras se dividen en diferentes subgrupos caracterizados en
parte por su habilidad para producir diferentes patrones de citocinas. Los 2 subtipos mejor
caracterizados son los llamados T helper 1 (Th1), productores de Interferon—y (INF-y) y
Th2, productores de IL-4, IL-5 e IL-13 como citocinas sefial. Recientemente, se ha
reportado un tercer subtipo de células (Th-17) productoras de IL-17 [Wynn, 2005]. El
pertenecer a cada uno de los subgrupos se define considerando el perfil de citocinas que
produce. Los linfocitos Th1 se promueven por IL-12 e INF-y e inhiben por IL-4 [Swain,
1991], los Th2 se promueven por IL-4 e inhiben por INF-y . El desarrollo de células Th-17
es dependiente de IL-23 e inhibido por IL-4 e INF-y [Wynn, 2005].

Los diferentes subgrupos de células T CD4" se asocian con diferentes actividades.
Las células efectoras Th1 regulan la respuesta contra patdégenos intracelulares, las
efectoras Th2 son esenciales para la eliminacion de ciertos patégenos [Mossman and
Coffman, 1989] y las Th-17 han sido implicadas en patogénesis de autoinmunidad [Park
et. al.,, 2005]. Las células efectoras una vez generadas, tienen la capacidad de llevar
multiples acciones al reencontrarse con el péptido antigeno/APC [Dubey et. al., 1996].
Tienen el potencial de desarrollarse en Células T CD4" de memoria de larga vida que
pueden responder mas rapida y vigorosamente cuando se re-encuentran con el antigeno
[Dutton et. al., 1999]. Esta respuesta secundaria es uno de los factores claves en la
proteccion en contra de patégenos después de una infeccidn primaria o de la vacunacion.

Si bien las células T CD4" son un importante componente de la respuesta anti-viral
contra infecciones locales y sistémicas, existen estudios discordantes al respecto de su
participacion en la respuesta contra influenza. Utilizando ratones carentes de células T
CD4" se han obtenido evidencias de que estas células parecen nos ser requeridas en la

respuesta primaria anti-vira. Otros reportes sefialan que los linfocitos CD4" son necesarios
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para inducir una respuesta citotoxica secundaria, contribuyen con la respuesta inmune en
el sitio de infeccion a través de la secrecién de citocinas [Tripp et. al., 1995]. Por otra parte
se ha observado que un gran numero de linfocitos CD4" efectores virus de influenza-
especificos que se acumulan en el pulmén antes de la completa eliminacion del virus
secretan INF-y [Roman et. al., 2002], lo que sugiere su posible relevancia en la resolucion
de la enfermedad. La participacion de linfocitos CD4" es aparente en ausencia de
linfocitos B y T cooperadores (Th) en estos ratones tratados con anticuerpos anti-CD4.
Los ratones depletados de estas poblaciones celulares no pueden eliminar el virus y
presentan una alta mortalidad a la cepa virulenta PR8 [Mozdanowska et. al., 2000]. Estas
evidencias son compatibles con que los linfocitos CD4" por si mismos no pueden eliminar
el virus de manera efectiva y apuntan a su relevancia promover la produccion de
anticuerpos [Topham and Doherty, 1998]. Estas observaciones nos llevan a considerar la
posibilidad que las células T CD4 efectoras y de memoria contribuyen a la inmunidad
contra influenza a través de promover la generacion de una respuesta CD8" citotoxica
influenza—especifica y la produccion de anticuerpos; y también la posibilidad de que
células T CD4" efectoras en el pulmén puedan directamente mediar la eliminacion viral
por mecanismos independientes de INF-y y/o por efectos citoliticos directos de células
infectadas [Deborah M. et al., 2004]. Otros estudios sefalan la relevancia de la respuesta
de linfocitos T citotéxicos (CTL) virus especificos en Influenza en el control de la infeccién
[Ennis et. al., 1978; Bot et. al., 1996] a través de la eliminacion del virus de pulmones
infectados [Taylor and Askonas, 1986]. Sin embargo, en ratones deficientes de (2
microglobulina (B,” ") que carecen de CTL’'s CD8", las células T CD4"* pueden eliminar el
virus de influenza A de los pulmones de ratones infectados, en forma independiente de
MHC Clase Il en células epiteliales del pulmén [Topham et. al., 1996], aunque un numero
significativo de CTL’s CD4" restringidos a MHC clase |l fueron recuperados de los
pulmones de ratones [32"' infectados con virus de influenza. Estas observaciones senalan

la posible participacion de diferentes mecanismos en el control de influenza.

Células T CD4" efectoras en una infeccion por influenza. Las células T reconocen
péptidos generados después de la infeccion replicacion y captura por parte de las APC;
de antigenos virales provenientes de virus que pueden infectar y replicarse antes de que
las ceélulas T respondan. Una vez preparadas, las células T de memoria podrian, en
principio, rapidamente secretar citocinas después del re-estimulo [Roman et. al., 2002].

Sin embargo, existen estudios que sugieren que las células T CD4" toman de 2 a 3 dias
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para convertirse en efectoras que eficientemente migren a sitios no linfoides como el
pulmén [Swain et. al., 2002]. De esta forma la inmunidad mediada por células T en
descanso o de memoria central pueden ser retardada comparada con la inmunidad
mediada por células de memoria efectoras en el pulmoén [Sallusto et. al., 2004]. Después
de unos pocos dias la respuesta retardada podria proteger contra efectos letales de una
infeccion por influenza si esta fuera suficientemente robusta.

La relevancia de la inmunidad especifica mediada por CD4" en la proteccion contra
infecciones letales de influenza ha sido extensamente explorada. En experimentos de
transferencia de linfocitos CD4" influenza-especificas Th1, generados in vitro, entre
ratones singénicos [Roman et. al., 2002] desafiados con dosis letales de PR8 (cepa de
influenza relativamente patogénica), se logré suprimir la pérdida de peso esperada
después de la primera semana de infeccién [Brown et. al.,, 2006] y aumentar la
sobrevivencia a desafios virales letales respecto a los que los que recibieron células naive
influenza-especificas [Swain et. al., 2006]. Otros datos apoyan la relevancia de CD4"
sensibilizadas (primed) en la proteccion: CD4" efectores fueron efectivas en prevenir
mortalidad transferidas a ratones nu/nu deficientes de células T, independientemente de
la produccion de INF-y (los mismos efectos se obtuvieron transfiriendo células de ratones
enteros o0 “knock out” en INF-y [Brown et. al., 2004]. Las células efectoras generadas in
vitro fueron capaces de eliminar especificamente blancos pulsados con péptidos mediante
mecanismos dependientes de perforina, y en cambio, los efectores deficientes de
perforina fueron poco eficientes en revertir la pérdida de peso y promover la
supervivencia. Esto sugiere que algunos componentes de las células T CD4"
sensibilizadas (primed) pueden mediar un ataque citotoxico de células epiteliales del
huésped viralmente infectadas [Topham et. al., 1996]. Los linfocitos CD4" efectoras no
transfieren proteccion introducidas en ratones JhD deficientes en células B desafiados con
influenza, en los que se observa la pérdida de peso en la primera semana de infeccion y
eventual muerte. Es factible que las células transferidas a ratones deficientes de células B
actuen produciendo anticuerpos directamente responsables de la proteccion. La
observacién de que los niveles de anticuerpos en los huéspedes adoptivos que recibieron
CD4", aumentaron mas rapidamente en respuesta a la infeccion por influenza, que los no
transferidos apoya esta posibilidad [Brown et. al., 2004]. Para evaluar esta hipétesis,
Swain y colaboradores introdujeron pequefas cantidades de suero que contenia
anticuerpos una semana después de transferir células efectoras T CD4" y llevar a cabo la

infeccion letal con virus. Aquellos ratones que recibieron suero influenza-especifico, pero
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no los controles que unicamente recibieron suero, protegieron a los huéspedes deficientes
en células B reconstituidos con CD4" pero no a aquellos sin transferir. Los ratones que
solo recibieron suero no especifico no sobrevivieron. Estas observaciones sustentan la
posibilidad de multiples funciones asociadas a CD4". Independientemente de la factible
versatilidad de CD4+ estos resultados proporcionan evidencias de que tanto las células T
CD4" sensibilizadas (primed) en presencia de células B del huésped proveen una efectiva
protecciéon en contra de la influenza.

Linfocitos monoclonales especificos CD4" efectores generados in vitro aumentan
la supervivencia ante una infeccion letal con influenza, ahora la pregunta es ¢en qué
medida las células T CD4" producidas especificamente por una infeccion subletal de
influenza pueden proteger en contra de una infeccion letal? Las células generadas in situ
es muy probable que incluyan algunas que puedan reaccionar en contra de nuevas cepas
de influenza que no comparten determinantes de HA o NA pero pueden compartir
heterosubtipos. Para evaluar esta posibilidad se desafiaron ratones con una dosis subletal
de virus de influenza PR8 y se aisl6 tejido de pulmén y bazo. Los autores demostraron la
capacidad de ftransferencia de proteccion contra la dosis subletal a través de la
transferencia de CD4" efectoras provenientes de pulmoén y bazo. Los ratones knockout de
INF-y no generaron células T CD4" efectoras protectoras. Este resultado sugiere que el
INF-y producido por las células efectoras in vivo también puede contribuir a la proteccion
[Swain et. al., 2006].

Todos estos datos siguen soportando el concepto de que las células T CD4" tienen
multiples funciones que contribuyen a su habilidad para proteger de una infeccion letal por
influenza. Los mecanismos utilizados por las células efectoras para mediar la ayuda a las
células B pueden ser diferentes de aquellos mecanismos que median otras funciones de
las células T CD4*, como la actividad citotoxica detectada por las células efectoras
polarizadas a Th1 generadas in vitro.

Después de estas observaciones, Swain y colaboradores examinaron el impacto
de la deficiencia de la proteina asociada a SLAM (SAP) (proteina que participa en la
diferenciacion celular que conduce a produccién de patrones especificos de citocinas) en
la funcién de las células T helper. En respuesta a una infeccion por influenza, células T
CD4" SAP deficientes se expanden de manera normal, desarrollandose en células Th1
efectoras y manteniéndose largo tiempo en numeros normales después de la infeccidn
por influenza; siendo efectivas en su habilidad de dirigir la respuesta de células B. Estos

ratones desarrollaron una “casi” normal respuesta de anticuerpos IgM anti-influenza, pero
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la expansion primaria de células B y células plasmaticas de todos los otros isotipos fue
dramaticamente reducida, dejando a los ratones con aproximadamente 100 veces menos
cantidad de anticuerpos IgG antivirales en circulacion. Sin embargo, la respuesta IgA fue
mas independiente de la expresion de SAP. Ratones SAP deficientes pueden controlar
una infeccion subletal de influenza. Sin embargo, cuando los ratones desafiados con una
dosis subletal de influenza reciben un segundo desafio, los ratones “wild type” y no asi los
ratones SAP deficientes controlan la infeccién. Ademas, el suero inmune procedentes de
ratones “wild type” transferido en ratones naive permite la supervivencia a dosis de
influenza que resultan letales para ratones que no habian recibido ningun contacto previo.
Aunque células CD4" SAP deficientes tienen un defecto en la produccién de citocinas
Th2, este defecto no se ha visto como responsable de su inhabilidad de promover una
respuesta de células B porque la polarizacién de las células CD4" SAP deficientes hacia
Th2 in vitro restaura la produccion de citocinas pero no restaura la ayuda a las células B
en una transferencia pasiva. Estos resultados nos sugieren que la ayuda a las células B
para la generacion de una respuesta madura de anticuerpos es mediada por funciones de
CD4 SAP dependientes que son distintas de otras funciones CD4" que son SAP
independientes. Esto soporta la hipdtesis de que las CD4" efectoras que ayudan a las
células B usan diferentes mecanismos que aquellas que actian directamente en el
pulmoén para eliminar al virus.

A diferencia de los muchos pasos involucrados y los factores requeridos en la
generacion de células T efectoras altamente diferenciadas, la transicion de células
efectoras a células de memoria es mas simple. Cuando las células efectoras generadas in
vitro o in vivo son transferidas a huéspedes adoptivos, se desarrollan en células de
memoria [Swain, 1994; Hu et. al., 2001]. Gran cantidad de atributos funcionales de las
células efectoras son conservados por las células de memoria a las que dieron origen
entre los que se encuentran: rapida produccion de citocinas después de la re-estimulacion
[Stockinger et. al., 2004]; polarizacién de la producciéon de citocinas [Swain, 1994]
incluyendo IL-2 [Rogers et. al., 1998], responden a una relativamente baja dosis de
antigeno [Carter and Swain, 1998], e independencia de la mayoria de los requerimientos
co-estimulatorios [Croft and Dubey, 1997]. Las células de memoria también contienen la
expresion de altos niveles de algunas moléculas de adhesién que incluyen CD44, CD 49d
y CD11a/CD18, que permiten a las células de memoria interactuar de una manera mucho
mas efectiva con las APCs y células estromales que proveen factores de supervivencia
[Swain, 2003].
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Células T CD8" en una infeccion por influenza. Las células T CD8" de memoria
participan en la respuesta a una infeccidén secundaria por virus, incrementando su nimero
y potenciando la respuesta en contra del antigeno desafiante (reduciendo el requerimiento
de moléculas co-estimulatorias y el alto estatus de activacion de las células). Las CD8" de
memoria pueden ser clasificadas en dos subpoblaciones conocidas como células de
memoria central y células de memoria efectoras. Las células de memoria central expresan
altos niveles de CD62L y CCR7 y se acumulan en érganos linfoides secundarios asi como
en la médula 6sea mientras que las células T de memoria efectoras expresan bajos
niveles de CD62L y CCRY7 y se acumulan en tejidos y érganos periféricos [Becker et. al.,
2005]. Existen datos que sugieren que las células T CD8" de memoria efectora y las
células T CD8" de memoria central juegan diferentes papeles en respuesta a una
infeccién por influenza. En general, la respuesta se puede dividir en 3 etapas diferentes y
temporales [Hikoto et. al., 2006]. La respuesta inicial a la infeccion (podemos llamarla fase
) involucra a las células T CD8" de memoria efectoras que ya se encuentran presentes en
vias aéreas y pulmoén. Estas se encuentran éptimamente situadas lo que logra un rapido
encuentro con el patégeno en pulmén y la iniciacién de una inmediata respuesta anti-viral.
La segunda fase involucra a las CD8" de memoria efectoras que no proliferan y que son
directamente reclutadas al pulmén procedentes de la circulacion [Hikoto et. al., 2006].
Finalmente la tercera fase involucra tanto a las CD8" de memoria efectoras como a las de
memoria central que proliferan en los noédulos linfoides drenantes en respuesta al
antigeno y que son reclutadas a los pulmones como células T efectoras completamente
activadas [Cauley et. al., 2003]. Las tres fases operan para generar una rapida y
sostenida respuesta a la infeccion. Cabe remarcar que una proteccion 6ptima depende de
la fuerza de las primeras fases (fase 1 y 2) de la respuesta que se producen durante los
primeros dias después de la infeccion. Los estudios de transferencia de células por via
intra-traqueal han demostrado que las ceélulas de memoria presentes en las vias
respiratorias del pulmoén son capaces de reducir la carga viral [Hogan et. al., 2001].
Después de una infeccién intranasal, el contacto, activacion y expansion de las
células T CD8" naive ocurren en los nédulos linfoides drenantes medisetales entre los 3-4
dias después de la infeccion [Lawrenece et. al., 2004]. La capacidad antiviral de estas
CD8" influenza-especificas depende de su habilidad de migrar a los pulmones y epitelios
aéreos infectados [Cerwenka et. al., 1999], donde aparecen de 5 a 7 dias después de la

infeccién [Lawrence et. al., 2005]. Debido a que la replicacién viral se lleva a cabo en las
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células del epitelio respiratorio [Walker et. al., 1994], las células T CD8" ejercen su funcién
efectora en este sitio, produciendo citocinas antivirales y lisando las células blanco que
presentan los determinantes virales. La lisis de las células epiteliales infectadas es
mediada por la exocitosis de granulos que contienen perforina y granzimas [Topham et.
al., 1997]. La liberacién de perforina y granzimas por parte de las células T citotoxicas
influenza-especificas es constantemente regulada, ocurriendo muy pronto después de la
activacion o cerca del punto de contacto entre las células T citotoxicas y las células
blanco infectadas [Prendergast et. al., 1992].

Las células T CD8" influenza-especificos reconocen multiples antigenos virales en
las células blanco y en las células presentadoras de antigeno; por ejemplo, las cepas
HKx31 y PR8 comparten 6 genes derivados de PR8 que son procesados para generar
péptidos reconocidos por células T CD8" influenza-especificos. La respuesta primaria a
cualquier cepa es dominada por células T CD8" que reconocen dos determinantes, la
nucleorpoteina (NPggs.374, H2DP) [Townsed et. al., 1986] y la polimerasa acida (PA%*%3,
H2DP) [Belz et. al., 2000]. Una baja proporcién de similares células T CD8" reconocen
otros 4 determinantes: la subunidad 1 de la polimerasa basica (PB1703.711. H2Kb), la
proteina no estructural 2 (NS114.121, H2Kd), la proteina de matriz 1 (M1128.135, H2Kb), y la
proteina derivada de un alternativo marco de lectura abierto en el gen PBI (PBI-F24;.70,
H2D®) [Chen et. al., 2001]. Las subsecuentes poblaciones de memoria parecen ser
estables, las células T CD8" D°NPzgs.374 y D°PA,,4.033 de memoria son aun detectables
hasta al menos o mas de 570 dias posteriores a la infeccion inicial [Kedzierska et. al.,
2007].

La respuesta secundaria de CTL influenza especifica surge aproximadamente 2
dias mas rapido que la respuesta primaria, con un incremento de nivel y actividad. La
reduccion de las células T CD8" reduce la capacidad de los ratones para responder a la
infeccion por influenza, lo que nos sefiala la relevancia de las CD8" en la respuesta
protectora secundaria. El desafio experimental puede ser realizado con HKx31 y PR/8 ya
que todos los epitopes reconocidos provienen de sus proteinas internas. Las cepas
HKx31 y PR/8 expresan diferentes HA y NA asi como proteinas de superficie. A pesar de
una similar magnitud en la respuesta primaria hacia D°PA4033, las CD8" D°NPsgs.374
especificas dominan la respuesta secundaria ante el desafio HKx31 ---—- PR/8,
representado hasta con el 80% de las CD8" influenza especifica. Este dominio se
mantiene en la poblacién de células de memoria: el nimero de CD8" NP-especificas

excede todas las otras poblaciones de CD8" influenza-especificas cuantificadas [Marshall
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et. al., 2001]. A pesar del dominio NP, las células CD8" especificas para los otros 5
determinantes pueden ser aisladas después de un desafio secundario, aunque en menor

frecuencia.

Vacunacion contra influenza

La principal estrategia utilizada para prepararse controlar influenza ha sido

mediante a través del desarrollo de vacunas [Potter, 2001].

Vacunas de virus inactivado

Las vacunas de influenza mas comunmente licenciadas son las preparadas con
virus inactivados. Las tres formulaciones que han estado disponibles, se basan en la
generaciéon de anticuerpos neutralizantes contra la proteina HA y NA. Aunque la
respuesta de anticuerpo es eficiente contra un desafio homodlogo, su especificad resulta
en su inefectividad contra variantes de la misma cepa o contra nuevos subtipos virales.
Estudios clinicos han demostrado que las vacunas inactivadas tienen una eficiencia de
hasta el 70%, medida por la reduccion serolégica de influenza, en el grupo de etario de 14
a 60 afios [Demicheli et. al., 2002]. Anticuerpos IgA secretores anti-influenza pueden
prevenir significativamente la infeccion [Treanor et. al., 2005] Sin embargo su eficiencia
es baja tanto en los nifios como en los ancianos [Jefferson et. al., 2005]. La primer vacuna
inactivada fue utilizando el virion entero, cuyo uso experimental data desde los afos
1940s. La segunda en aparecer fue con el virion fragmentado con detergentes y
finalmente se desarrolld la conocida como subunidad viral, que es preparada por
enriquecimiento de proteinas virales de superficie, la HA y la NA después de la ruptura de
las particulas virales. Aunque las vacunas preparada con virus inactivado completo son
mas inmunogénicas [Gross et. al., 1977], los efectos colaterales asociados a la
vacunacion, particularmente en infantes y nifos, condujo al desarrollo de vacunas
basadas en viriones fragmentados alrededor de las afios 60s [Mostow et. al., 1969]. Tanto
la vacuna de virion fragmentado como la formulada por sub unidades virales han
demostrado ser seguras y han sido aplicadas a millones de personas por todo el mundo
[Brenson et. al., 2006]. Debido a la limitada inmunogenicidad de las vacunas
fragmentadas estas deben de administrase en dos dosis para generar proteccion en
individuos que nos han sido previamente inmunizados [Atmar et. al., 2006], lo que

representa un problema de logistica [Ellebedy and Webby, 2009] en casos de epidemia.
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Otra dificultad que limita la efectividad de las vacunas inactivadas radica en la
dependencia de su sistema de produccion dependiente de huevos embrionados de pollo y
el tiempo que requiere su preparacién que incluye la seleccion de cepas de la vacuna
[Fedson, 2006; Gerdi,. 2003].

Vacunas de virus vivos atenuados

A diferencia de las vacunas inactivadas, las vacunas de virus vivos atenuados
(LAIVs) son administradas por la inoculacién intranasal de los virus competentes. En
estas vacunas la HA y la NA son introducidas dentro de un virus atenuado adaptado en
frio [Wareing and Tannock, 2001]. El virus resultante tiene de fenotipo antigénico de la
cepa deseada (en este caso la cepa que se requiere para esta temporada) pero el
fenotipo atenuado de la cepa maestra. Cabe mencionar que se estan explorando otras
estrategias para desarrollar vacunas de virus vivos atenuados, dirigiendo la expresion de
otros segmentos de gen del virus de influenza como la proteina M2, PB2 y NS1
[Watanabe et. al., 2001]. Las vacunas de virus vivos atenuados presentan la ventaja de
inducir respuesta local de anticuerpos neutralizantes y una respuesta mediada por células
dirigida a las proteinas virales mas conservadas [Thomas et. al., 2006]. Esta inmunidad
podria proteger entre las diferentes cepas de virus de influenza. En la practica, al
comparar las vacunas de virus vivos atenuados con las vacunas inactivadas en
temporada de influenza, la tedrica ventaja de la inmunidad inducida por las vacunas de
virus vivos atenuados es minima [Ohmit et.al., 2006]. A pesar de sus supuestas ventajas,
las vacunas hechas a base de virus vivos atenuados sufren de las mismas desventajas
que padecen sus contrapartes inactivadas., requieren de una segunda dosis para generar
una respuesta inmune adecuada y su tiempo degeneracion no es substancialmente
diferente al de las vacunas inactivadas. Ademas, el virus vacunal puede infectar el tracto
respiratorio superior del humano [Shinya et. al., 2006].

Si bien la eficiencia de vacunacion es baja en los grupos considerados de alto
riesgo (nifios y ancianos principalmente), las vacunas actualmente disponibles reducen
los indices de morbilidad y mortalidad en estas poblaciones, o que sustenta la
recomendacion de su aplicacion [Jacqueline et. al., 2000]. Asi, en ancianos, la tasa de
neumonia y muerte provocada por influenza ha disminuido como consecuencia de la
aplicacion de las vacunas comerciales actualmente existentes [Phair et. al., 1978].

En humanos, la vacuna de virus vivo atenuado intranasal estimula la produccion

tanto de IgA como de IgG en mucosas y de IgG en plasma, mientras que la vacuna
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inactivada intramuscular estimula la produccion de 1gG sistémica pero no la produccion de

anticuerpos IgA en mucosa [Clements et. al., 1986; Wagner et. al., 1987].

Estrategias para aumentar la eficiencia de la vacuna contra influenza

En los Estados Unidos las vacunas de influenza inactivadas han estado
disponibles por mas de 30 afios y desde el 2003 ha salido al mercado una vacuna de
influenza viva atenuada [Nichol and Bouviera, 2008]. Sin embargo, la insuficiente
eficiencia de la vacuna de influenza para su prevencién, en particular en la poblacién de
mayor riesgo de morbi/mortalidad aunada a las indicaciones de posibles nuevas
pandemias ha desencadenado importantes esfuerzos mundiales para su potenciacion.
Para este fin se estan utilizando diferentes estrategias para la generacién de nuevas
propuestas para combatir a la influenza, algunas de estas se basan en la generacién de
nuevas y mas efectivas vacunas asi como la utilizacion de nuevos adyuvantes o
estrategias de presentacién de antigeno. La utilizacion de plasmidos basados en sistemas
genéticos reversos [Hoffmann et. al., 2000] es una de las nuevas posibilidades; otra es la
utilizacion de lo que han llamado vacunas de nano-particulas, las cuales incorporan
componentes antigénicos de influenza y en su caso de otros virus como el Virus sincitial
respiratorio y la parainfluenza tipo 3 [Adair, 2009]. También se ha trabajado en la
generacién de vacunas de DNA [Kodihalli et. al., 2000], asi como también la propuesta de
usar nuevos adyuvantes [Lindblad, 2004; Bernstain et. al., 2008]. La vacuna de influenza
virosomal es otra propuesta que se ha considerado [Herzog et. al.,, 2009]. Con la
pandemia en fase 6 en el 2009 para el virus de influenza humana tipo A, se han realizado
esfuerzos significativos para desarrollar vacunas de influenza a mayor velocidad en
sistemas que sustituyan al actualmente en uso, utilizando la expresion de la vacuna en
cultivos celulares. Para este propodsito se han utilizado 3 diferentes lineas celulares
(Madin-Darby Canine Kidney, Vero and PER.C6) y en la actualidad la evaluacion de estas
vacunas se encuentran en ensayos clinicos [Genzal and Reichl, 2009].

La estrategia de identificar inmunopotenciadores para aumentar la eficiencia
vacunal se ha explorado utilizando modelos murinos de influenza. El parametro que mas
extensamente se ha evaluado con este propésito ha sido la produccién de anticuerpos
especificos in situ y en circulacion contra antigenos de influenza, considerando la clara

asociacién entre la proteccion y la respuesta inmune humoral especifica. La
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determinacion de los efectos de posibles inmunopotenciadores en la respuesta celular

especifica ha sido menos explorada. [Lamb et. al., 1982].

ANTECEDENTES

En los ultimos afios comenzamos a evaluar la capacidad inmunopotenciadora del
péptido sintético inflamatorio de 18 aminoacidos denominado GK1 como alternativa para
incrementar la inmunogenicidad de la vacuna de influenza. Este fue identificado a partir de
un antigeno recombinante de Taenia crassiceps llamado KETc7 que ha demostrado ser
efectivo como vacuna contra la cisticercosis experimental murina. Basados en la
deduccion de la secuencia de aminoacidos de este polipéptido rico en prolina, se
sintetizaron quimicamente 3 fragmentos llamados: GK-1, GK-2 y GK-3; de los cuales,
unicamente GK1 incluye epitopes protectores contra cisticercosis murina. GK1 es una
secuencia de 18 aminoacidos (G-Y-Y-Y-P-S-D-P-N-T-F-Y-A-P-P-Y-S-A) que ha
demostrado tener la habilidad de inducir una respuesta de anticuerpos. GK1 también es
capaz de estimular la proliferacion de células CD8" y en un menor grado de células CD4".
También se ha observado que el sobrenadante de células estimuladas contiene altos
niveles de IFN-y y bajos niveles de IL-4. Resultados similares se obtuvieron cuando se
midid la produccién de citocinas en células T por citometria de flujo. Los altos niveles de
esta citocina inflamatoria promovida por la inmunizacién con GK1, sefalan su potencial
capacidad de inducir un proceso inflamatorio [Toledo et. al., 1999].

La promocion de un fendmeno inflamatorio podria aumentar la efectividad en el
fendmeno de presentacion de antigenos vacunales y de esta manera obtener una
respuesta inmune mas efectiva con la vacuna de influenza. Esta posibilidad se evalué
recientemente en forma experimental estableciendo un modelo murino de influenza que
nos permiti6 comenzar a evaluar las propiedades inmunoestimulatorias del péptido
sintético GK1 [Segura-Velazquez et. al., 20086].

El efecto de la co-administracién de GK1 con la vacuna de influenza humana se
determiné en base a dos criterios: los niveles de anticuerpos en suero especificos contra
antigenos vacunales de tipo IgG y el aspecto histolégico de los tejidos pulmonares antes y
después de la vacunacién y del desafio viral. La determinacion de los niveles de
anticuerpos especificos inducidos resulta pertinente considerando que se ha establecido
extensamente que los anticuerpos participan criticamente en la capacidad protectora en

contra de esta infeccion viral [Clemens et. al., 1986; Clemens and Murphy, 1986] En este
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modelo de influenza que montamos utilizamos ratones de dos diferentes edades (jévenes
de 8 a 10 semanas de nacidos y viejos mayores de 18 meses de nacidos) y observamos
inmunopotenciacion en la respuesta inducida por la vacuna de influenza cuando esta es
coadministrada con GK1. En ratones jévenes la co-inmunizacion de la vacuna de
influenza con GK1 no aumenté de manera estadisticamente significativa los niveles de
anticuerpos IgG séricos mientras que un aumento de anticuerpos se observo en los
ratones viejos antes y después de la infeccion (>18 meses de nacidos) (Figura 1). Lo que
nos demuestra que GK1 es capaz de sobre-estimular la respuesta inmune en ratones que
por edad se encuentran inmunocomprometidos.

Hallazgos interesantes se encontraron cuando los ratones fueron desafiados con
virus de influenza cepa A subtipo H1N1. Tanto en ratones jévenes como en ratones viejos
el grupo que recibié la vacuna co-administrada con GK1 presenté la menor carga viral en
extractos de pulmén. Las evidencias mas claras al respecto de la capacidad
inmunopotenciadora de GK1 se establecieron en la evaluacion histolégica de los
pulmones. En esta fase es clara la potenciacion del efecto de la vacunacion utilizando
GK1 antes como después de la infeccién. Es aparente que se promueve la llegada de
células de aspecto linfoide mas tempranamente y el dafio pulmonar se resuelve mas
eficientemente en los ratones que son inmunizados con la vacuna de influenza
coadministrada con GK1 (Figura 2). Cuando los pulmones de los ratones que recibieron
los distintos tratamientos fueron evaluados histologicamente observamos un patrén similar
independientemente de la edad de los ratones evaluados: Antes del desafio la sola
inmunizacion con la vacuna contra influenza induce una congestion pulmonar que se
manifiesta en el engrosamiento de las paredes alveolares y reduccién de los respectivos
espacios aéreos (Figura 2B). Esta congestion no se observé en los ratones co-
inmunizados con la vacuna + GK1, que de manera sobresaliente presentaron un infiltrado
aparentemente de tipo linfoide (Figura 2C). Esta aparente inflamacién temprana se asocié
con una evolucioén favorable de la inflamacién resolviéndose casi completamente a los 9
dias posteriores a la infeccién (Figura 2F); mientras tanto, en el grupo de ratones que solo
recibid la vacuna se observé un patrén similar pero retrasado en el tiempo (Figura 2E). El
infiltrado inflamatorio se detect6 a partir de los 6 dias de infeccidon permaneciendo, aun a
los 9 dias, signos de inflamacion sin resolverse.

La reduccion de la patogénesis del virus inducida por la co-inmunizacion de la
vacuna de influenza y GK1 sefala la relevancia de estudiar posibles factores vy

mecanismos mediante los cuales este péptido genera una respuesta inmune mas
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eficiente en contra del virus de influenza. Algunos de estos factores o mecanismos
pueden estar mediados por poblaciones celulares virus de influenza-especificas, que
intervienen en la respuesta inmune anti-influenza, resultando sumamente relevante el
observar su comportamiento ante la inmunizacion con GK1. Especificamente, nos
centramos en determinar el efecto ejercido sobre las células T CD4 inducido por la
utilizacion de GK1; células en las que esta ampliamente discutida su funcién que resulta
fundamental en la proteccion en contra de infecciones por influenza, ya sea por la
proteccion inducida con su presencia dirigiendo una respuesta citotdéxica o por la ayuda
que brindan en la generacion de anticuerpos por parte de las células B, que resultan
fundamentales en controlar una infeccion por influenza; y en las células dendriticas que
son cruciales para la induccién y regulacion de la respuesta inducida por las células T.
Para esto, desarrollamos modelos experimentales que nos permitieron observar el papel
que desempena el péptido GK1 en la activacion y proliferacién de células linfoides
involucradas directamente en la generacién de una respuesta inmune en contra del virus
de influenza; tomando en cuenta que para determinar el papel funcional de las células T
CD4" en contra de una infeccion por influenza surgen una serie de dificultades como por
ejemplo: se ha demostrado que al utilizar clonas de células T CD4" sus propiedades in
vitro e in vivo pueden llegar a cambiar con el tiempo al tenerlas en cultivo [Taylor et. al.,
1990], No solo existe variacion entre diferentes clonas, sino que una misma clona puede
variar estando en cultivo con respecto a la produccién de citocinas inducidas por el
antigeno, su actividad citolitica y la funcién efectora inducida in vivo [Taylor et. al., 1990].
Por lo que los resultados sugeridos en un experimento in vitro pueden estar diferir de los

acontecimientos llevados a cabo in vivo.
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JUSTIFICACION

El péptido GK1 potencia la respuesta contra la vacuna de influenza aumentando
los niveles de anticuerpos inducidos por la vacunacién y promueve la resolucién mas
eficiente de la infeccion. El efecto adyuvante encontrado justifica la busqueda de los
mecanismos que lo median.
HIPOTESIS

GK1 co-inmunizado con la vacuna de influenza o sus componentes promueve un
fendmeno inflamatorio optimizando la presentacion antigénica y potenciando la respuesta
inmune adquirida.
OBJETIVO

Identificar los mecanismos que subyacen en la capacidad adyuvante de GK1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de GK1 sobre células presentadoras de antigeno.

2. Evaluar el efecto de GK1 en potenciar la respuesta inmune celular.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

1.- Desarrollo de un modelo para evaluar la capacidad inmunopotenciadora del
péptido GK1 en larespuestainmune celular

Considerando la relevancia de las células CD4+ en la induccion de la respuesta
protectora contra influenza desarrollamos el siguiente modelo murino para estudiar el
efecto de GK1 sobre esta poblacion celular.

Células de CD4" naive Thy 1.1" de un raton TCR transgénico con un receptor
especifico para un epitope altamente conservado de la Hemaglutinina (HA) (donados por
la Dra Adelaida Sarukhan) se transfirieron a ratones BALB/c.Thy1.2". Posteriormente se
verifico la instalacion de las células Thy 1.1" en los ratones receptores por citometria de
flujo (FACS). Adicionalmente, se evallo la capacidad funcional de las células transferidas
midiendo su capacidad proliferativa in vivo por FACS después de inmunizar los ratones

receptores.

Modelo experimental

Los ratones transgénicos (Tg) TCR-HA expresan un TCR que reconoce
especificamente el péptidoq41.119 de la hemaglutinina (HA) del virus de influenza PR8, que
se presenta en el contexto de molécula clase Il IE®. En esta cepa de ratones, el TCR
transgénico es expresado en la subpoblacion de células CD4" y los linfocitos expresan el
antigeno Thy 1.1. Adicionalmente disponemos en nuestro bioterio de ratones BALB/cAnN
que expresan en la superficie de sus células linfoideas el antigeno Thy 1.2. En este
modelo proponemos entonces transferir células CD4" de los ratones transgénicos a un
raton receptor Thy 1.2 para poder diferenciar las células transferidas de las células CD4"
del ratdn receptor. Este procedimiento nos permitiria evaluar in vivo el efecto de diferentes
protocolos de inmunizacién en la capacidad proliferativa de la subpoblacion celular

especifica para un epitope de influenza.
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MATERIALES Y METODOS

Transferencia de células TCR/HA a los ratones receptores
1. Obtencién de células transgénicas T CD4" TCR/HA de ratones Thy 1.2, o Thy 1.1
segln sea el caso

Se obtuvieron las células de diferentes ganglios linfaticos y bazo de ratones
transgénicos (Tg) TCR/HA Thy 1.1 para ser transferidas a los ratones receptores Thy 1.2.
Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical para posteriormente extirpar los
diferentes ganglios linfaticos, los cuales se colocaron en una caja petri p60 con 5ml medio
(DMEM suplementado con Hepes al 1%, penicilina/estreptomicina al 1%, aminoacidos no
esenciales al 1%, Piruvato de sodio al 1% y B-mercaptoetanol al 0.1%); posteriormente los
ganglios fueron macerados entre filtros de nylon y se obtuvieron los sobrenadantes que
contenian las diferentes células linfoides, el sobrenadante se coloco en tubos de 15 ml
para ser centrifugados durante 5 min a 1200 rpm, se tiro el sobrenadante y el pellet
resultante se re suspendié en 2 a 3 ml de medio. De este conjunto de células se realizo
una seleccion negativa eliminando células B y células T CD8, para llevar a cabo esto al
pellet resultante se le coloco directamente anti-B220 y anti-CD8 (BD Biosciences),
marcadores propios de estas células para ser separadas a través de una columna
magnética. Para esto, primero se prepararon las Bynabeads,, colocando 50ul de
Dynabeads (anti-rat) en 2 ml de medio DMEM, se colocaron en el magneto, se tir6 el
sobrenadante (quedando las Dynabeads adheridas a la pared del tubo que se encuentra
del lado del magneto) se quité el tubo que contenia las Dynabeads del magneto y estas
se resuspendieron en 1 ml de medio DMEM. Una vez hecho el lavado de las Dynabeads,
se procedid a colocarlas con el pellet de células previamente obtenido, agregando los 2 o
3 ml del medio en que se resuspendieron las células al mililitro de medio en el cual se
resuspendieron las Dynabeads, se pusieron a girar entre 15 y 20 min a 4°C, transcurrido
el tiempo, la suspensidén que contenia las células y las Dynabeads fueron colocas en el
magneto, se recupero el sobrenadante el cual se coloco en un tubo de 15 ml y se
centrifugo durante 5 min a 1200 rpm (en las Dynabeads se quedan adheridas las células
que desean ser eliminadas). A través de este procedimiento se obtuvieron células
enriquecidas en LT CD4. Esta suspension de células fue incubada con un anticuerpo
especifico para el TCR transgénico (6.5) acoplado a la biotina y luego con las esferas

magnéticas acopladas a estreptoavidina (Mitenyi Biotech). Después de un extensivo
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lavado, las células fueron pasadas a través de una columna magnética. La fraccion
positiva corresponde a las células T CD4" 6.5, con una pureza que varia entre el 90% vy el
95% de acuerdo a andlisis por citometria de flujo. La seleccion positiva mediante la
utilizacién de anticuerpos clonotipicos no resulto en la activacion de las células, ya que el
procedimiento completo se desarrollo a 4°C; antes de ser transferidas, las células fueron
marcadas con 5uM de Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) (Molecular Probes),
para esto, el stock de CFSE se diluyo en 1/200 de PBS, posteriormente se agregaron de
20 a 30ul del CFSE ya diluido directamente en el pellet y se incubaron a 37°C durante 10
min (procurando agitar ligeramente los tubos cada 3 min para resuspender el pellet),
transcurrios los 10 min, se detuvo la reaccion con medio DMEM frio que contiene 5% de
suero fetal bovino, se centrifugo durante 5 minutos a 1200 rpm, se tiro el sobrenadante y
las células ya marcadas con CFSE se resuspendieron en 2 ml de medio para

posteriormente ser contadas.

2.- Transferencia de células
Una vez obtenidas las células Tg, se transfirieron 1 x 10° células por ratén a los
ratones receptores a través de la vena del ojo del ratén. Para esto los ratones fueron

previamente anestesiados con ketamina (100ug/kg).

3.- Inmunizacion

Tres dias posteriores a la transferencia celular los ratones fueron inmunizados con
los distintos tratamientos en la base de la cola. Los tratamientos consistieron en: 1 ug de
vacuna de influenza (FLUZONER Temporada 2005-2006), o bien con 1 ng del péptido
HA111.119, €l cual fue sintetizado (Genosys) con 4 aminoacidos para incrementar su
afinidad de unién al MHC (SVSSFERFEIFPK). Ambos tratamientos (vacuna o péptido)
fueron administrados con o sin 10.0ug por ratén del péptido sintético GK1
(GYYYPSDPNTFYAPPYSA adquirido en AnaSpec. Inc.), lo cual formo 5 grupos distintos
tomando en cuenta el grupo control. Este grupo de ratones control fueron inyectados

Unicamente con PBS.

4.- Obtencion de células transferidas
Tres dias posteriores a la inmunizacion se obtuvieron las células de diferentes
ganglios linfaticos que drenen el sitio de inmunizacion (ganglio popitleos y axilares). Para

llevar a cabo esto, los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical, después de extirpar
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los ganglios se colocaron sobre hielo en el interior de una caja petri p60 con 5ml medio
(DMEM suplementado con Hepes al 1%, Antibiotico al 1%, a.a. no esenciales al 1%,
Piruvato de sodio al 1% y pB-mercaptoetanol al 0.1%); para ser macerados entre filtros de
nylon y se obtuvieron los sobrenadantes que contenian las células linfoides, el
sobrenadante se coloco en tubos de 15 ml para ser centrifugados durante 5 min a 1200

rpm, se tiro el sobrenadante y el pellet resultante se re suspendié en 2 ml de medio.

5.- Evaluacién de la capacidad proliferativa por citometria de flujo (FACS)

Las células se marcaron con el anticuerpo especifico para las células Tg
TCR/HA.6.5 [Lanoue A. et. al. 1997] acoplado a ficoeritrina (PE) y con anticuerpos
especificos para Thy 1.1-Fitc y CD4-Cycrome (BD Biosciences) para analizarse por
citometria de flujo (FACS). Del total de células vivas, se selecciono el porcentaje total de
células T CD4 que son positivas para el anticuerpo 6.5 (y por lo tanto que expresan el
TCR/HA). Simultaneamente, de estas células seleccionadas, se determiné el porcentaje
de ellas que proliferaron utilizando la técnica de marcado de CFSE, el cual se diluye a la
mitad a cada ciclo de proliferacién celular. La adquisicién de las células se realizo en el
citometro FACScaliur (BD Biosciences).

En cada experimento, se utilizaron 3 ratones por cada grupo de inmunizacién y se

desarrollaron tres experimentos independientes.
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RESULTADOS

1.- TRANSFERENCIA DE CELULAS TCR/HA DE RATONES Thyl.1 A Thy1.2
El primer experimento consistié en determinar la factibilidad de distinguir entre las
células propias del ratéon receptor (Thy 1.2) de las células transgénicas transferidas al

raton receptor que expresan el antigeno Thy 1.1.

Tabla 1. Células TCR/HA Thy 1.1 especificas transferidas a ratones
receptores Thy1.2

No ratbn 1  ratén 2 ratén 3 raton 4
transferido
Drenantes 0.0 0.15* 0.07 0.03 0.07
No drenantes 0.0 0.15 0.10 0.06 0.08

*Porcentaje de células Tg TCR/HA del total de células T CD4.

Como se muestra en la Tabla 1 y en la Figura 3, se detectaron células Tg TCR/HA
Thy 1.1 tres dias después de realizar la transferencia. Aunque el porcentaje de estas
células Tg es menor al 1% del total de células T CD4" del ratdn receptor, la poblacion de
células T CD4" Tg se distingue claramente del resto de las células CD4" del ratén
receptor, lo cual nos hace posible ver su desarrollo tras un estimulo. Estos resultados nos
validaron el uso de este modelo de transferencia celular para evaluar su posible
funcionalidad ante un desafio antigénico.

Con el propodsito de comprobar la funcionalidad de las células transferidas, se
determiné su capacidad proliferativa inmunizando los ratones una vez que se encontraran
instaladas las células transferidas; para que de esta manera, se determinara el porcentaje
de células detectadas y comprobar su estado proliferativo tres dias después de una

inmunizacion.
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Tabla 2. Presencia de células Tg TCR/HA Thy 1.1 presentes en ratones
receptores Thy 1.2 después de ser inmunizados con vacuna de
influenza y vacuna de influenza+GK1

Vacuna
Control Vacuna +
GK1
Drenantes 0.15* 0.48 0.47
No
Drenantes 0.15 0.45 0.96

* Porcentaje de células Tg TCR/HA Thy 1.1del total de células T CD4
Thy 1.2

** Experimento representativo de 3 ensayos realizados en las mismas
condiciones experimentales

Como se observa en la Tabla 2 y en la Figura 4, tres dias después de transferir las
células Tg TCR-HA al ratén receptor y tres dias posteriores de realizada la inmunizacion,
las células transferidas responden al estimulo de la vacuna de influenza con y sin GK1. En
los grupos de ratones inmunizados con vacuna y con vacuna + GK1 se obtiene una mayor
cantidad de células Tg TCR/HA relativo a la cantidad de células Tg recuperadas en los
controles, lo que nos indica que las células proliferaron en mayor cantidad después de
haber recibido el estimulo con el antigeno de la vacuna. Ademas, el porcentaje de células
Tg TCR/HA recuperadas en ganglios no drenantes se duplicé en los ratones en que la
vacuna de influenza fue co-administrada con el péptido GK1.

Los resultados sefialan que la coadministracion de GK1 con la vacuna de influenza
promueven la proliferacion de las células Tg T CD4" TCR/HA. Estos resultados indicaron
el interés de evaluar el fendmeno proliferativo de las células transgénicas utilizando el
marcador de proliferacion carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFSE). Esta
molécula se incorpora al citosol de la célula y en cada ciclo de divisién celular, se reduce

a la mitad, parametro que indica el numero de veces que las células marcadas se dividen.
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Tabla 3. Presencia y porcentaje de proliferacion de células TCR/HA del
total de células CD4" obtenidas de los ratones inmunizados con
vacuna de influenzay vacuna de influenza+GK1

Vacuna
Control Vacuna +
GKA1
Drenantes 0.07* 0.56 1.23
6.67** 95.15 94.7
No 0.10 0.60 0.82
Drenantes 13.41 94.77 91.74

* Porcentaje de células Tg TCR/HA Thy 1.2 del total de células T CD4
Thy 1.1

** Porcentaje de células Tg TCR/HA en proliferacion asumida por la
pérdida de la cantidad de marcaje con CFSE.

Experimento representativo de tres ensayos similares

Como se aprecia en la Tabla 3 (Figura 5), de la misma forma que en los
experimentos anteriores, las células Tg T CD4" TCR/HA se encuentran en mayor cantidad
en aquellos ratones que han sido inmunizados con vacuna de influenza (8 veces mas
cantidad de células en 6rganos linfoides drenantes y 6 veces mas en los no drenantes) en
comparacion a la cantidad de células encontradas en ratones no inmunizados. También
se observo un mayor porcentaje de células Tg T CD4" TCR/HA en division en los ratones
que fueron inmunizados tanto con vacuna de influenza sola como en los co-inmunizados
con vacuna de influenza+GK1, comparandolas con las células encontradas en
proliferacion en los ratones no inmunizados.

También se puede observar las células transferidas que presentan en su superficie
el antigeno Thy 1.2 se encuentran en mayor cantidad en los grupos que recibieron
estimulo con el antigeno de la vacuna de influenza. Sin embargo, las células que
expresan el antigeno Thy 1.2 provenientes de ratones inmunizados con vacuna de
influenza y GK1 se presentan en mayor cantidad (119% mas en 6rganos drenantes y 32%
mas en los no drenantes) que las células similares provenientes de ratones Unicamente

inmunizados con vacuna de influenza.
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Al revisar el porcentaje de proliferacion de las células Tg mediante la medicién de
la pérdida de marcaje con CFSE obtuvimos que, del total de las células Tg TCR/HA
provenientes de los ratones inmunizados con solucion salina (grupo control) unicamente
proliferaron del 6.67% al 13.41% de ellas. Sin embargo, cuando observamos esta misma
poblacion de células provenientes de ratones inmunizados con vacuna de influenza
obtenemos que proliferan entre el 95.15 y el 95.77% del total de las células TCR/HA
especificas. De igual forma, las células provenientes de ratones inmunizados con vacuna
de influenza+GK1 proliferan entre un 94.7 y un 91.74% tras el estimulo (Figura 5). Estos
resultados hacen evidente el papel de GK1 promoviendo la proliferacién las células Tg, ya
que en los ratones que fueron inmunizados con GK1 se encuentra una mayor cantidad de
células TCR especificas y casi en su totalidad en proliferacién.

Este modelo nos ha permitido determinar que en los grupos que han sido
inmunizados con GK1 se observa una mayor cantidad de células T CD4" TCR/HA y se
encuentran en mayor proliferacion, esto cuando lo comparamos con los grupos que no
recibieron inmunizacién con GK1. Para evidenciar aun mas el efecto potenciador de GK1,
coinmunizamos tanto la vacuna de influenza como del epitope HA111.119 CcONn y sin el
péptido GK1. Para esto se determiné el porcentaje de células Tg TCR/HA Thy 1.1 en
ratones Thy 1.2 presentes 6 dias después de realizada la transferencia mediante el
siguiente protocolo: tres dias después de realizada la transferencia de células los ratones
fueron inmunizados con solucion salina (como grupo control) o con los diferentes
tratamientos, los cuales son mencionados en la Tabla 4; tres dias después de realizada
la inmunizacién se obtuvieron las células transgénicas y en el citdmetro de flujo (FACS) se

observaron los siguientes resultados.
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Tabla 4. Presencia y porcentaje de células T CD4 Tg TCR/HA en
proliferacién presentes en ratones inmunizados con los antigenos
vacunales y con el péptido control especifico para estas células en
presencia o no de GK1

Vacuna HA
Control Vacuna + HA +
GKA1 GK1
0.05* +0.00 0.42 +0.12  0.37+0.05 0.07+0.01 0.19+0.03
Drenantes
9.19** 96.18 542 46.2 86.58
No
0.07+0.01 0.45+0.14 0.46+0.23 0.10+0.05 0.38+0.32
Drenantes

7.55 96.22 96.32 51.58 88.02

* Porcentaje de células T CD4 TCR/HA presentes en los ratones receptores.

** Porcentaje de células Tg TCR/HA en proliferacion.
*** | os resultados corresponden al promedio obtenido de 3 ratones por grupo, los
valores individuales se observan en la Figura 6.

Mientras que en los ratones control solo se detectaron alrededor de 0.5% de
células transgénicas de las cuales entraron en proliferacion alrededor del 10% de ellas
(Figura 6A); en los ratones que Unicamente fueron inmunizados con vacuna de influenza
(Figura 6B) o vacuna de influenza+GK1 (Figura 6C) la presencia de las células
Transgénicas aumento 80 veces en proporcién a las detectadas de los ratones controles y
mas del 95% de las células Transgénicas se detectaron en proliferacion. En este
experimento no se observaron diferencias asociadas a GK1 en los ratones inmunizados
con la vacuna de influenza.

En contraste, inmunizando con el epitope de la HA regién 111119 (Figura 6D) que es
altamente conservada, y que representa uno del conjunto de epitopes incluidos en la
vacuna de influenza, observamos que la coadministracion de GK1 con HA41.119 potencia
la proliferacién y activacién de estas células CD4 (Figura 6E). Como se ilustra en la Tabla
4 el porcentaje de células TCR/HA obtenidas del total de células T CD4 es mucho mayor
en los ratones que fueron inmunizados con HA+GK1 en comparacion con las obtenidas
de los ratones que recibieron unicamente HA, ademas el porcentaje de estas células que
presentan marcaje con CFSE es menor en el grupo de ratones coinmunizados con GK1
(Tabla 4 y Figura 6). Este resultado indica que GK1 incrementa la proliferacién de estas
células TCR/HA Tg.
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CONCLUSIONES

Este primer modelo desarrollado nos permitié evaluar el efecto de GK1 en la
capacidad proliferativa de células T CD4" in vivo y observamos que GK1 promueve in vivo
la capacidad proliferativa de linfocitos T CD4" antigeno-especifico cuando los ratones son

co-inmunizados con el epitope HA111.119 de la hemaglutinina de influenza.
El aumento en la capacidad proliferativa de linfocitos T CD4" antigeno-especifico

podria mediar el incremento en la capacidad protectora de la vacuna de influenza inducido

por la co-inmunizacion de la vacuna con GK1.
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2. EVALUACION DEL EFECTO DE GK1 EN CELULAS DENDRITICAS Y EN LA
ACTIVACION LINFOCITARIA

ANTECEDENTES

Algunos dafos locales al tejido ocurren después de una infeccibn o de una
inmunizacién y resulta en la liberacién de mediadores de la respuesta inmune exégena
[Gallucci and Matzinger, 2001] que interactian con monocitos, DC’s y células mastoides
en el sitio de la lesion o deposito de la vacuna, lo que resulta en la produccion de
mediadores endodgenos que promueven el sistema de defensa inmune reclutado a través
de una reaccién local inmune inflamatoria. Los fagocitos mononucleares (Macrofagos vy
Monocitos) y los neutréfilos son centrales en la reaccién inflamatoria aguda de la defensa
inmune innata efectora. Las DC’s que son reclutadas al sitio en el cual se encuentra
presente el antigeno, son involucradas principalmente en el procesamiento y presentacion
del antigeno a los linfocitos antigeno-especificos (son consideradas las principales células
presentadoras de antigeno) [Steinman et. al., 1999]. Las DC’s inmaduras migran de la
sangre al sitio de inflamacién, donde desempefian un papel importante uniendo la
respuesta inmune adaptativa con la innata, capturan el antigeno y migran del sitio de
captura del antigeno a los 6rganos linfoides y tejidos que interactuan con los linfocitos
antigeno-especificos [Gunn, 2003; Randolph, 2001]. Una vez en los érganos linfoides, las
DC's entran a los foliculos para entregar el antigeno a los linfocitos B y para presentar el
antigeno procesado en asociacién con moléculas del MHC a los linfocitos T [Banchereau
and Steinman, 1998; Banchereau et. al., 2000]. Como resultado de este proceso, se
induce la respuesta inmune especifica. Las DC’s son una heterogénea poblacién de
células [Summerfield et. al., 2003], sin embargo, un elemento consistente es la
maduracién de las DC’s durante el procesamiento y presentacion del antigeno, las DC’s
son compartamentalizadas en DC’s inmaduras y DC’s maduras [Romani et. al., 1989]. Un
buen ejemplo de DC’s inmaduras son las células de Langerhans, que buscan material
antigénico externo por endositosis para procesarlo y presentarlo. Una vez que las DC’s
inmaduras endocitan y comienzan el proceso de carga antigénica, llegan a ser maduras
[Banchereau et. al.,, 2000; Pulendran et. al., 2001]. Senales de dafo inflamatorio,
incluyendo citocinas pro-inflamatorias y factores liberados durante el dafo a tejidos (por

ejemplo acido urico) promueven su maduracioén [Shi et. al., 2003].
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Una vez que el material es internalizado, se degrada en fragmentos peptidicos
dentro del sistema endosomal por un proceso que involucra moléculas MHC clase Il, o es
transferido al citosol para procesarlo involucra moléculas MHC clase | [Guermonprez et
al., 2002; Steinman et. al., 1999; Théry and Amigorena, 2001]. La presentacion del
antigeno dependiente de MHC clase Il es esencial para el estimulo de Linfocitos T
cooperadores. Un eficiente procesamiento y presentacion resulta en una estable
expresion de la molécula MHC clase |l cargada con el péptido en la superficie de las DC’s
maduras. Esta estabilidad de expresion es critica debido a que facilita la presentacion de
las moléculas al TCR en los Linfocitos Th CD4".

Los linfocitos Th CD4" son esenciales para la eficiente ejecucion de la mayoria de
las respuestas inmunes especificas, incluyendo la produccién de anticuerpos por linfocitos
B antigeno activados [McHeyzer-Williams et. al., 2000] y la funcién citotéxica efectora de
los Linfocitos T antigeno- especificos [Mescher, 1995]. Una consideracién importante es
que no todos los Linfocitos Th reconocen el mismo péptido, solo clonas distintivas de
linfocitos Th reconocen secuencias peptidicas particulares. Esta especificidad se debe al
procesamiento del antigeno por las Células Presentadoras de Antigeno, que resulta en
diversos péptidos que son capaces de estimular los linfocitos Th para los que ellos son
especificos [Blum et. al., 1997; Van den Eynde and Morel, 2001; Watts et. al., 2003].
Estos péptidos son referidos como epitopes de células T. Una vez estimulados, los
linfocitos Th proveen su “ayuda” por interacciones celulares y la liberacion de sefiales
mediadoras solubles. Las citocinas son responsables de dirigir a los linfocitos B y
linfocitos T citotdxicos antigeno estimulados para llegar a ser células productoras de
anticuerpos o células efectoras respectivamente.

Una efectiva sensibilizacion (“priming”) de las células T naive resulta en su
expansion clonal y diferenciacién en células efectoras secretoras de citocinas y células de
memoria. La respuesta de células T resultante depende de muchos factores, incluyendo la
concentracién de antigeno en la DC, la afinidad del receptor de células T por el complejo
péptido-MHC, la duracién de la interaccion DC-célula T, el estado de maduracion de la DC
y el tipo de estimulo de maduracién de la DC [Gett et. al., 2003]. El estimulo de la célula T
por parte de las DC’s es requerido para una supervivencia prolongada de las células T y
su diferenciacién en células T efectoras y de memoria, ya que la proliferacion de las

células T después del estimulo por parte de las DC’s es corta.
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JUSTIFICACION

En la primera fase de esta tesis demostramos que GK1 aumenta la capacidad
proliferativa de linfocitos T CD4" anti-HA111.11¢ cuando los ratones se co-inmunizan con el
respectivo epitope. Esta observacion justifica la identificacion de los factores que

participan en el efecto de GK1 sobre la capacidad proliferativa linfocitaria.

HIPOTESIS
El péptido GK1 promueve la activacién de células dendriticas que resulta en un

aumento en la proliferacion linfocitaria de células T CD4" antigeno-especifico.

OBJETIVO
Evaluar el efecto de GK1 en la activacion de células dendriticas y en su capacidad

de presentacion antigénica a células linfoides.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar in vitro el efecto de GK1 en células dendriticas derivadas de médula ésea.
2. Evaluar el efecto de células dendriticas tratadas con GK1 en la activacion de
células T CD4" antigeno-especifico en co-cultivos de células linfoides y células

dendriticas derivadas de médula 6sea.
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MATERIALES Y METODOS

Para lograr el objetivo planteado se estimularon Células Dendriticas (DC’s) con
diferentes tratamientos (LPS con y sin GK1), y colocaron en presencia de la linea de
células linfoides NFAT. Esta linea de linfocitos expresa en su superficie el receptor
especifico para el epitope de HA41.119 Y ademas contiene un gen reportero (LacZ
insertado en el gen de IL-2). Estas células al ser activadas producen B-galactosidasa, de
tal forma que entre mayor sea el estimulo de activacion las células producen una mayor

concentracion de B-galactosidasa la cual posteriormente puede ser cuantificada.

Células Dendriticas
1- Obtencién de células pluripotenciales de medula ésea y diferenciacion a células
dendriticas

Se obtuvieron ambos fémures y tibias de las patas traseras de ratones
BALB/cAnN, en hielo se hicieron lavados con medio completo para obtener la médula de
ambos huesos, el cual estaba constituido con DMEM (GIBCO) suplementado con
glutamina (2mM), penicilina (100U/ml), streptomicina (100ug/ml), p-mercaptoetanol
(500uM) y 10 % de Suero Fetal Bovino libre de endotoxinas. El sobrenadante que se
utilizo para recuperar la médula ésea fue centrifugado durante 5 min a 1200 rpm, se
desecho el sobrenadante y al paquete celular resultante (pellet) se le agregaron 2 ml de
solucién de lisis de globulos rojos durante 5 minutos, transcurrido el tiempo, se le adiciono
2 ml de medio completo y se centrifugo de nuevo 5 min a 1200rpm. El nuevo paquete
celular fue resuspendido en Medio para Células Dendriticas el cual estaba constituido por
RPMI-1640 con 10% de Suero Fetal Bovino y 5 o0 10% del sobrenadante de células que
expresan GM-CSF (el porcentaje dependié de la calidad del sobrenadante), se colocaron
en cajas de cultivo y se incubaron a 37°. El haber colocado las células en este medio nos
permito diferenciarlas a Células Dendriticas.

Tres dias después, las células fueron transferidas a nuevas cajas de cultivo, para
esto, se recupero el sobrenadante de cada caja y el fondo de las cajas se lavo
rigurosamente con 3 a 5 ml de PBS estéril con la finalidad de recuperar la mayor parte de
células remanentes, para recuperar las células adheridas al fondo de la placa, se cubri6 el
fondo de la misma con 2 ml de Trypsina y se incubo por 3 minutos a 37°, transcurrido el

tiempo se detuvo la reaccion colocando la misma cantidad del medio previamente
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recuperado y se realizaron rigurosos lavados del fondo de la placa, se recupero el
sobrenadante y se centrifugo durante 5 min a 1200rpm..

El paquete celular fue resuspendido en medio para Células Dendriticas
(constituido como antes fue descrito) y se coloco en nuevas cajas de cultivo (7ml por caja)

para ser incubadas de nuevo a 37°.

2.- Activacion de las Células Dendriticas
2.1 Estimulo con LPS

Tres dias después de la segunda incubacion de las células, se comprobd el
fenotipo y el porcentaje que corresponde a Células Dendriticas; en cajas separadas, la
mitad de las Células Dendriticas recibieron estimulo de 100 ng/ml de LPS (procedente de
Escherichia coli serotipo 0111:B4 comprado en Sigma-Aldrich) y la otra mitad no recibio

estimulo alguno.

2.2 Estimulo con LPS y GK1
Tres dias después de la segunda incubacién de las Células, se comprobd el
fenotipo y el porcentaje que corresponde a Células Dendriticas; en cajas separadas, las

Células Dendriticas fueron estimulas con 100 ng/ml LPS y 0.1ug y 1.0ng GK1

3.- Activacion de las células linfoides

Doce horas posteriores al estimulo de las Células Dendriticas, estas fueron
colocadas en presencia de las células linfoides (células T de la linea 6.5-NFAT que
expresan un TCR ap especifico para el péptido HA111_110y €l gene reportero (LacZ) bajo el
control del promotor de la IL2 [Sarukhan A. et. Al. 2001]), y se les coloco como fuente de
antigeno el péptido que es la fraccion de la hemaglutinina para la cual estas células
linfoides presentan un receptor especifico, asumiendo que este péptido va a ser captado y
presentado por las Células Dendriticas a las células linfoides y de esta forma activarlas.
Aquellas Células Dendriticas que Unicamente fueron estimulas con LPS, a este tiempo,
también se les colocaron diferentes concentraciones de GK1 (0.1ug y 1.0pg) con la
finalidad de ver si GK1 interviene directamente en la presentacion antigénica por parte de

las Células Dendriticas.
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4.- Determinacion del grado de activacion de las células linfoides

Después de obtener y colocar a las Células Dendriticas en presencia de las
células linfoides, se midid el grado de expresion de [B-galactosidasa por parte de las
células linfoides, de tal forma que, entre mayor es el grado de presentacion de antigeno
por parte de las Células Dendriticas, mayor es el estimulo a las células linfoides y por
ende, mayor es la produccién de B-galactosidasa por parte de estas. Para medir la
produccion de B-galactosidasa DC’s derivadas de médula 6sea fueron colocadas toda la
noche en presencia o no de LPS sin o con GK1 (0.1ug y 1.0ug) y fueron puestas en
incubacion en placas de 96 pozos con 2.5x10* células por pozo. 24h después 5x10*
células NFAT fueron adicionadas a cada pozo que contenia a las DC’s junto con el
péptido HA; 4 a 5 horas después, la densidad optica (595nm) es medida para cuantificar
la expresion de B-galactosidasa por parte de las células NFAT mediante la lisis de estas
células con buffer que contiene detergente NP40 y el sustrato de la B-galactosidasa,
Clorogenol Rojo-b-D-galactopiranosida (CRPG) (FLUKA, Germany).
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RESULTADOS
2. PRESENTACION DE ANTIGENO Y ACTIVACION DE CELULAS LINFOIDES

El primer paso consistid6 en evaluar el efecto inducido al estimular las Células
Dendriticas (DC’s) con LPS, para observar si la presencia del LPS aumentaba la

activacion de las células linfoides.

Tabla 5. Concentracion de p-galactosidasa producida por células linfoides activadas por
Células Dendriticas estimuladas o no estimuladas previamente con LPS

Concentracion del LPS

Experimento
[HA] (#) OOug O05pg 10pug 50ug 100ug 50.0 ug
1 0.223 0.223 0.356 0.780 1.063 1.279
sin LPS
2 0.058 0.035 0.040 0.044 0.155 0.334
1 0.212 0.324 0.421 0.927 1.058 1.324
con LPS
2 0.055 0.095 0.076 0.138 0.282 0.525
*D.0.595nm

** La Tabla muestra 2 experimentos independientes

Como se muestra en la Tabla 5 a medida que se aumenta la concentracion de LPS
que es colocado en el co-cultivo de DC’s con células NFAT, aumenta la concentracion de
B-galactosidasa detectada que las células linfoides producen, lo que nos indica que el
modelo tiene el funcionamiento esperado.

También podemos observar que las DC’s que son estimuladas con LPS
aparentemente activan a las células linfoides de una manera mas eficiente que las DC’s
que no recibieron el estimulo. Esta observacion se hace evidente en el experimento
numero 1 cuyos resultados se encuentran en la Tabla 5, en el que se nota un aumento
entre el 18 y 45% en la concentracion de B-galactosidasa producida por las células
linfoides que fueron puestas en presencia de las DC’s previamente estimuladas con LPS
(al normalizar los datos la diferencia es de 1.1). También en el experimento nimero 2 de

la misma Tabla 5, se observa desde un 57% hasta un 213% de mayor concentracién de
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B-galactosidasa producida pos las células linfoides puestas en presencia con las DC’s
previamente estimulada con LPS (en datos normalizados la diferencia es de 1.65).

Una vez que comprobamos el correcto funcionamiento de modelo y que la previa
activacion de las DC’s con LPS trae como consecuencia activen de manera mas eficiente
a las células linfoides, el siguiente paso a seguir fue determinar los niveles de produccién
de B-galactosidasa por parte de las células linfoides cuando éstas ademas del antigeno se
les coloca GK1, previamente activadas o no con LPS (GK1 y el antigeno HA se colocan
12 hrs. después que las DC’s fueron o no estimuladas).

En un primer ensayo se decidié no estimular previamente a las células dendriticas
con LPS para poder observar un posible efecto del péptido GK1 al ser colocado en

conjunto con el antigeno, obteniendo los siguientes resultados.

Tabla 6. Efecto de GK1 en la concentracion de B-galactosidasa
producida por células linfoides activadas por Células Dendriticas no
estimuladas con LPS

Concentracion de HA
[HA] OOupg O5pyg 10pg 50pg 100pg 50.0 ug
Sin GK1 0.223* 0.223 0.356 0.780 1.063 1.279
GK1 (0.1ug) | 0175 0208 0349 0772 0.980 1.260
GK1 (1.0ug) 0.181 0.226 0.325 0.748 0.922 1.163

* Concentracion de B galactosidasa, D.O.595nm

De la misma forma que en los experimentos previamente mostrados, en la Tabla 6
nuevamente obtenemos que entre mayor es la concentracién de HA que se le coloca al
sistema, mayor es la concentraciéon de B-galactosidasa que las células linfoides producen.
Estas células no fueron previamente estimuladas con LPS y al observar los resultados
estos nos indican que GK1 no induce ningun tipo de efecto al ser colocado al mismo
tiempo que se coloca el antigeno HA en el co-cultivo. En la Tabla no se observa diferencia
significativa en la concentracion de [-galactosidasa producida cuando ademas de

antigeno se le colocan diferentes dosis del péptido sintético GK1.
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El siguiente procedimiento fue estimular a las DC’s con LPS, y 12 hrs posteriores
al estimulo, se coloca en el co-cultivo de células dendriticas y células linfoides productoras
de B-galactosidasa, diferentes concentraciones de HA como fuente de antigeno y dos
concentraciones diferentes de GK1 (1 y 10 ug), esto con la finalidad de observar si existe
algun efecto atribuido a la presencia del péptido GK1 en la generacion de B-galactosidasa

por parte de las células linfoides NFAT.

Tabla 7. Efecto de la presencia de GK1 en la concentracion de f-
galactosidasa producida por células linfoides activadas por Células
Dendriticas previamente estimuladas con LPS

[HA] OOuyg O05puyg 10pg 50pg 100pg 50.0 ug
Sin GK1 0.212 0.324 0.421 0.927 1.058 1.224
GK1 (0.1nug) 0.214 0.305 0.518 0.974 1.125 1.380
GK1 (1.0ug) 0.194 0.282 0.360 0.786 1.147 1.178

* Concentracion de B galactosidasa, D.0.595nm.

Al igual que en todos los ensayos anteriores, entre mayor es la concentracion de
HA, mayor es la concentracién de B-galactosidasa producida por las células linfoides. Por
otra parte, las DC’s que unicamente fueron estimuladas con LPS se observa que inducen
a las células linfoides a producir una mayor concentraciéon de B-galactosidasa, que en las
células que no recibieron dicho estimulo (resultados mostrados en la Tabla 5). Sin
embargo, cuando las DC’s son previamente estimuladas con LPS, para que después de
12 horas sean puestas en presencia de las células linfoides y se les agrega las diferentes
dosis del antigeno y las 2 diferentes concentraciones de GK1, se observa como la menor
dosis de GK1 (0.1ug) provoca que las células linfoides produzcan una concentraciéon
ligeramente mayor de B-galactosidasa (entre el 5% y el 23% de aumento segun sea la
concentracién de HA) en comparacion de la concentracion que se produjo cuando las
células dendriticas unicamente fueron estimuladas con LPS, sin embargo esto no se hace

consistente cuando se modifica la concentracion de HA.
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Posteriormente, se decidié en vez de colocar el GK1 al momento de adicionar las
diferentes concentraciones de HA al co-cultivo de DC’s y células linfoides, se colocaron
dos diferentes dosis de GK1(1.0ug y 10.0ug) al momento de estimular las DC’s con LPS,
de esta manera, podriamos observar directamente el efecto que tiene GK1 en la
activacion de las DC’s y como consecuencia el efecto generado en la activacion de las
células linfoides al ponerlas en presencia de las DC’s previamente estimuladas con LPS
cony sin GK1.

El primer ensayo de esta modificacion del disefio experimental consistid en
observar el efecto inducido en las células linfoides cuando las DC’s eran previamente

estimuladas con GK1 solo sin estimular con LPS.

Tabla 8. Concentracién de B-galactosidasa producida por células
linfoides activadas por Células Dendriticas estimuladas solo con GK1

[HA] 00ug 05ug 10ug 50ug 10.0ug  50.0 ug

Sin GK1 0.058* 0.035  0.040  0.044 0.155 0.334

GK1 (1.0ng) 0.087 0.095 0.068 0.105 0.155 0.582

GK1 (10ug) 0.065 0.055 0.080 0.116 0.236 0.529

* Concentracion de B galactosidasa, D.0.595nm.

Al analizar los resultados mostrados en la Tabla 8, observamos que al estimular a
las DC’s con GK1 (en lugar de estimular con LPS como en los ensayos anteriores) 12 hrs
antes de colocarlas con las células linfoides NFAT y la fuente de antigeno, estas DC's
también activan de manera mas eficiente a las células linfoides (de la misma forma que lo
hacian cuando el estimulo era hecho con LPS), lo cual se ve reflejado en el aumento en la
concentracion de B-galactosidasa producida por estas células que claramente es mayor
cuando son puestas en presencia de las DC’s que previamente han sido estimuladas con
GK1; asi tenemos que cuando las DC’s son previamente estimuladas con 1.0ug del
péptido sintético GK1 obtenemos porcentajes de aumento en la produccién de pB-
galactosidasa que van desde un 70% hasta un 171% con respecto a la produccion de B-

galactosidasa que se obtiene cuando las DC’s no reciben previo estimulo. Ahora bien,
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cuando las DC’s son estimuladas con 10.0ug de GK1 el porcentaje de aumento en la
produccion de B-galactosidasa oscila entre el 52% y el 163% con respecto a la que se
produce si las DC’s no han sido previamente estimuladas.

Es evidente que el previo estimulo de las DC’s con el péptido sintético GK1
favorece la activacién de las células linfoides por parte de las DC’s, fendmenos similar al
que previamente se habia observado cuando las DC’s eran estimuladas con LPS. Sin
embargo es mas notorio que los porcentajes en el aumento de la produccién de B-
galactosidasa son mayores cuando las DC’s son pre-estimuladas con GK1 en
comparacion a los porcentajes de aumento en la produccion de p-galactosidasa
conseguidos con el pre-estimulo de las DC’s con LPS.

Después de realizadas estas observaciones, el siguiente paso fue evaluar el efecto
producido cuando las DC’s son previamente estimuladas con LPS solo y con las dos
dosis de GK1.

Tabla 9. Concentracion de pB-galactosidasa producida por células
linfoides activadas por Células Dendriticas estimuladas con LPS con 'y

sin GK1
[HA] 0.0ug 0.5 ug 1.0 ug 5.0 ug 10.0 ug 50.0 ug
Sin GK1 0.155* 0.095 0.076 0.138 0.282 0.525

GK1 (1.0ug) | 0061 0042 0058 0137 0227 0.602

GK1 (10pg) 0.123 0.152 0.155 0.206 0.355 0.667

* Concentracion de B galactosidasa, D.0.595nm

Después de este ensayo cuyos resultados se pueden observar en la Tabla 9,
podemos establecer que después de estimular a las DC’s con LPS solo y con GK1, éstas
mejoran la activaciéon de las células linfoides, lo que se ve reflejado en una mayor
concentraciéon de B-galactosidasa. Aun mas notorio es que al estimular las DC’s con GK1
y LPS juntos se obtiene una mayor activacion de las células linfoides (sobre todo cuando
se utiliza la dosis de 10ug de GK1 en donde el aumento en los porcentajes de producciéon

de B-galactosidasa van desde un 25% hasta un 103%) en comparacién a cuando las DC’s
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son activadas unicamente con LPS, lo cual nos indica que GK1 potencia la accién del LPS
que inicialmente fue observada.

Cabe mencionar que hasta este momento en todos los ensayos utilizabamos GK1
altamente purificado pero que podia contener LPS Para eliminar la posibilidad de que el
efecto observado al utilizar GK1 se debiera al LPS contenido en el GK1, decidimos repetir
esta misma prueba con la variante que ahora estariamos utilizando GK1 completamente

libre de LPS y los resultados fueron los siguientes.

Tabla 10. Concentracion de B-galactosidasa producida por células
linfoides activadas por Células Dendriticas estimuladas solo con GK1

libre de LPS
[HA] 0.0ug 1.0 ug 5.0 ug 10.0 ug 50.0 ug
Sin GK1 0.053* 0.057 0.065 0.116 0.209

GK1(1.0ug) | 0057 0068 0079  0.122 0.252

GK1 (10pg) 0.070 0.082 0.115 0.129 0.283

* Concentracion de B galactosidasa, D.0.595nm.

Como se observa en la Tabla 10, al estimular las DC’s con GK1 libre de LPS,
estas activan a las células linfoides de una manera mas eficiente que las DC’s que no
recibieron ningun estimulo, ya que la concentracién de -galactosidasa inducida es mayor
en los grupos de DC’s que recibieron estimulo en comparaciéon que la concentracion
inducida por las DC’s que no recibieron estimulo alguno. Los porcentajes de aumento de
B-galactosidasa cuando se utilizo 1.0ug de GK1 fue de alrededor del 20% y en cambio,
cuando se utilizaron 10.0png de GK1 estos porcentajes de aumento en la produccién de -
galactosidasa van desde un 11% hasta un 79%. Cabe senalar que el estimulo con la
presentacion de GK1 libre de LPS fue considerablemente menor que la observada con
LPS (Tablas 9y 10).

Para finalizar las observaciones en esta etapa del proyecto decidimos observar el
efecto inducido al probar este GK1 libre de LPS, adicionandole ademas LPS de la misma

manera que se hizo anteriormente.
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Tabla 11. Concentracion de B-galactosidasa producida por células
linfoides activadas por Células Dendriticas estimuladas con LPS y con
GK1 libre de LPS

[HA] 0.0ug 1.0ug 50upg 10.0pg  50.0 pg

Sin GK1 0.126 0.117 0.121 0.177 0.345

GK1(1.0ug) | 0101 0080 0087 0177 0.377

GK1 (10ug) | 0220 0201 0211 0278 0.455

* Concentracion de B galactosidasa, D.O.595nm.

Igual que el ensayo en el que no se utilizé GK1 libre de LPS (Tabla 9), al estimular
alas DC’s con LPS y adicionarle GK1 libre de LPS, se consigue que las DC’s mejoren la
activacion de las células linfoides cuando previamente han sido estimuladas con GK1 y
LPS, es decir, el efecto inducido por el LPS se ve potencializado cuando ademas se le
agrega GK1 a las DC’s (ya sea utilizando GK1 libre o no de LPS); este fendmeno se hace
notorio en los resultados ilustrados en la Tabla 11 en donde se hace mas evidente cuando
la concentracion de GK1 libre de LPS utilizada es de 10.0ug, ya que los porcentajes de
aumento en la produccion de p-galactosidasa van desde el 31% hasta un 137%. Un

segundo ensayo similar nos confirmo estos resultados.

Tabla 12. Concentracion de B-galactosidasa producida por células
linfoides activadas por Células Dendriticas estimuladas con LPS y con
GK1 libre de LPS

[HA] 0.0ug 1.0pg 50pg 10.0pug  50.0 ug

Sin GK1 0.085 0.126 0.232 0.358 0.459

GK1(1.0ug) | 0175 0164 0281 0375 0.554

GK1 (10ug) | 0142  0.140 0281 0373 0.555

* Concentracion de B galactosidasa, D.O.595nm
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Los resultados obtenidos de este ensayo e ilustrados en la Tabla 12 son similares
a los resultados del ensayo anterior aunque los porcentajes de aumento de -
galactosidasa son menores, ya que en este ensayo observamos que el aumento inducido
es desde un 4% hasta un 21%, que son menores a los obtenidos en el ensayo anterior.

Aun asi, podemos asumir que GK1 potencia el efecto inducido por el LPS

CONCLUSIONES

Se desarrollé un ensayo in vitro que nos permitié identificar el efecto de GK1 en

Células Dendriticas.

Este ensayo nos permiti6 demostrar que el péptido GK1 aumenta la activacion de

células dendriticas promoviendo la activacion de linfocitos T CD4" antigeno-especificos.

GK1 potencia el efecto de activacién de células dendriticas inducido por LPS

resultando en un aumento la activacién de linfocitos T CD4+ antigeno-especificos.
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3 EVALUACION DEL EFECTO DE GK1 EN CELULAS DENDRITICAS Y EN LA
PROLIFERACION LINFOCITARIA

Para determinar si el efecto sinérgico observado en las Células Dendriticas (DC’s)
inducido tras la utilizaciéon de LPS y GK1 repercute en la activacion mas eficiente de las
DC’s y a su vez provoca una mayor proliferacién de células linfoides, se desarrollo el
siguiente modelo in vitro que nos permitird observar el grado de activaciéon de las DC’s
previamente estimuladas (visto mediante la expresién de marcadores de activacién en la
superficie de las DC’s) y la proliferacion que induce en las células linfoides puestas en su

presencia.

HIPOTESIS
La activacion de las Células Dendriticas estimuladas con GK1 resulta en un

aumento de la capacidad proliferativa de linfocitos T CD4+ antigeno especificos.
OBJETIVOS

Evaluar el efecto del tratamiento con GK1 en células dendriticas y su efecto en la

proliferacion de linfocitos T CD4+ antigeno especificos.
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MATERIALES Y METODOS

Células Dendriticas derivadas de médula 6sea fueron tratadas con LPS con y sin
GK1 y determinado su grado de activacién midiendo marcadores de activacion de su
superficie y las citocinas producidas al medio.

Las células dendriticas tratadas fueron posteriormente incubadas con células
linfoides TCR/HA especificas marcadas con CFSE para medir la proliferacion linfoide in

vitro por citometria de flujo (FACS).

1- Obtencion de células pluripotenciales de medula 6sea y diferenciacion a células
dendriticas

Se obtuvieron ambos fémures y tibias de las patas traseras de ratones
BALB/cAnN, en hielo se hicieron lavados con medio completo para obtener la médula de
ambos huesos, el cual esta constituido con DMEM (GIBCO) suplementado con glutamina
(2mM), penicilina (100U/ml), streptomicina (100ug/ml), B-mercaptoetanol (500uM) y 10 %
de Suero Fetal Bovino libre de endotoxinas. El sobrenadante que se utilizo para recuperar
la médula 6sea fue centrifugado durante 5 min a 1200 rpm, se desecho el sobrenadante y
al paquete celular resultante (pellet) se le agregaron 2 ml de solucion de lisis de glébulos
rojos durante 5 minutos, transcurrido el tiempo, se le adiciono 2 ml de medio completo y
se centrifugo de nuevo 5 min a 1200rpm, el nuevo paquete celular fue resuspendido en
Medio para Células Dendriticas el cual estaba constituido por RPMI-1640 con 10% de
Suero Fetal Bovino y 5 0 10% del sobrenadante de células que expresan el Factor
estimulador de la colonia granulocitica-macrofagica (GM-CSF) (el porcentaje dependio de
la calidad del sobrenadante), se colocaron en cajas de cultivo y se incubaron a 37°. El
colocar las células en este medio nos permitio diferenciarlas a Células Dendriticas.

Tres dias después, las células fueron transferidas a nuevas cajas de cultivo, para
esto, se recupero el sobrenadante de cada caja y el fondo de las cajas se lavo
rigurosamente con 3 a 5 ml de PBS estéril para tratar de recuperar la mayor parte de
células remanentes, para recuperar las células adheridas al fondo de la placa, se cubri6 el
fondo de la misma con 2 ml de Trypsina y se incubd por 3 minutos a 37°, transcurrido el
tiempo se detuvo la reaccion colocando la misma cantidad del medio previamente
recuperado y se realizaron rigurosos lavados del fondo de la placa, se recupero el

sobrenadante y se centrifugo durante 5 min a 1200rpm.
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El paquete celular fue resuspendido en medio para Células Dendriticas
(constituido como antes fue descrito) y se coloco en nuevas cajas de cultivo (7ml por caja)

para ser incubadas de nuevo a 37°.

2.- Proliferacion de las células TCR/HA especificas

Doce horas después que las Células Dendriticas fueron activas con LPS Y GK1,
se obtuvieron células de diferentes ganglios linfaticos de ratones transgénicos (TQ)
TCR/HA. De este conjunto de células se realiz6 una seleccién negativa eliminando
macréfagos, células B y células T CD8, utilizando anticuerpos especificos para
marcadores propios de estas células y separandolas a través de una columna magnética.
A través de este procedimiento se obtuvieron células enriquecidas en LT CD4. Esta
suspension de células fue incubada con esferas magnéticas acopladas a estreptoavidina
(Mitenyi Biotech). Después de un extensivo lavado, las células fueron pasadas a través de
una columna magnética. La fraccion positiva correspondié a las células T CD4" 6.5", con
una pureza que variaba entre el 90% y el 95% de acuerdo a analisis por citometria de
flujo. La seleccién positiva mediante la utilizaciéon de anticuerpos clonotipicos no resulto en
la activacion de las células, ya que el procedimiento completo se desarrollo a 4° C. antes
de ser puestas en co-cultivo con las DC’s, posteriormente las células fueron marcadas
con 5uM de Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) (Molecular Probes), de
acuerdo a las instrucciones recomendadas por los fabricantes, y extensivamente lavadas
para que posteriormente se puediera medir su proliferacion in vitro al ser colocadas en
presencia de las Células Dendriticas (procedimiento que es ampliamente descrito en el

modelo transferencia de células TCR/HA).

3.- Medicion de la proliferacion de las células T CD4+ y perfil de citocinas inducidas

Tres dias después de haber puesto las Células Dendriticas en presencia de las
células T CD4" TCR/HA (co-cultivo de células dendriticas con células T CD4" TCR/HA) y
colocada la fuente de antigeno (HA), se recuperaron las células T CD4" y por citometria
de flujo se observo el porcentaje de células T CD4 que habian perdido su marcaje con
CFSE, lo cual nos indico el grado de proliferacion de estas células. Para realizar el
analisis por citometria de flujo (FACS), la suspension de células fue marcada a 4°C
utilizando los siguientes anticuerpos: CD4-Cychrome, Thy 1.2-PE. El anticuerpo
clonotipico 6.5 que ha sido previamente descrito [Lanoue A. et. al. 1997] fue producido y

acoplado a biotina en nuestro laboratorio. El sobrenadante presente en los co-cultivos fue
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recuperado para medir el perfil de citocinas (INF-y, TNF-a, MCP-I)) presente en el mismo
a través de citometria de flujo, esto mediante la utilizacion de un kit inflamatorio
citométrico a base de perlas (BD Biosciences). La adquisicion de las células asi como la

medicion de citocinas se realizo en el citdmetro FACScaliur (BD Biosciences).

4.- Evaluacion de la expresion de marcadores de activacion en la superficie de las Células
Dendriticas por FACS

Después de la obtencién de las Células Dendriticas derivadas de medula dsea
(mediante el proceso previamente descrito) y doce horas posteriores al estimulo con LPS
y LPS con GK1, las DC’s fueron recuperadas para medir el grado de expresion de
marcadores de activacion en su superficie. Para realizar el analisis por citometria de flujo
(FACS), las células fueron marcadas a 4°C utilizando los siguientes anticuerpos:
Pharmingen (BD Biosciences): CD40-FITC, CD-80-FITC, la/le-Biotin, La adquisicion de

las células se realizo en el citdmetro FACScaliur (BD Biosciences).
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RESULTADOS

3. EVALUACION DEL EFECTO DE CELULAS DENDRITICAS ACTIVADAS EN LA
PROLIFERACION DE CELULAS LINFOIDES
Con la finalidad de evaluar el efecto de la activacién de las Células Dendriticas por GK1

en la proliferacion de las células linfoides se realizé el siguiente experimento:

Tabla 13. Porcentaje de linfocitos T CD4" TCR/HA que presentan el marcaje
completo con CFSE después de ser puestos en presencia de Células
Dendriticas estimuladas con GK1 libre de LPSy con LPS+GK1

Sin LPS Con LPS
Sin GK1 GK1 Sin GK1 GK1
[HA] GKA1 1ug 10ug GK1 1ug 10ug
Opg 95 Nd 89 91 nd 88
0.1ug 59 51 37 44 39 17
1.0pg 31 17 11 18 13 4
10ug 28 15 8 11 12 3

* Porcentaje de células T CD4+ TCR/HA que presentan el marcaje completo con CFSE.

Como se puede observar en la Tabla 13 (Figura 7), a medida que se aumenta la
concentracién de HA en el sistema, el marcaje completo de CFSE presente en las células
T CD4" se observa con menor intensidad, lo cual nos indica que las células T CD4"
sufrieron un mayor nimero de divisiones celulares y por lo tanto en cada division pierden
el marcaje con CFSE. Este fendbmeno se observa tanto en las células T que fueron
puestas en contacto con DC’s sin previo estimulo con LPS o GK1 como en las células T
puestas en contacto con DC’s previamente estimuladas tanto con LPS, GK1 o ambos
(esta primera observacién nos permite verificar el correcto funcionamiento de nuestro
modelo). Cuando observamos el porcentaje de células T CD4" TCR/HA que presentan el
marcaje completo con CFSE y que fueron puestas previamente en contacto con DC’s
estimuladas unicamente con LPS, se nota que es mayor el porcentaje de éstas células T
que presentan el marcaje completo con CFSE en comparacién al numero de células T

que presentan el marcaje completo pero que fueron puestas en contacto con DC’'s

58



previamente estimulas con LPS y GK1; lo cual nos indica que es menor el porcentaje de
células T en proliferacion cuando son activadas por células dendriticas que previamente
fueron estimuladas unicamente con LPS. Dicho de otra manera, podemos asegurar que
las células T CD4" TCR/HA proliferan en mayor cantidad cuando estas son activadas por
DC's previamente estimuladas con LPS+GK1. El efecto anteriormente descrito nos indica
que el péptido GK1 potencia la accién del LPS sobre las células dendriticas que induce
proliferacion de los linfocitos y corrobora nuestras observaciones anteriores.

Este ultimo experimento tuvo dos repeticiones mas dando como resultado el
mismo efecto observado en la Tabla 13.

Posteriormente, para determinar si el efecto sinérgico del LPS y el GK1 en la
activacion y proliferacion de las células T que ha sido anteriormente descrito también
afecta la produccion de citocinas pro-inflamatorias, los niveles de citocinas en los
sobrenadantes de estos co-cultivos fueron determinados, obteniendo los siguientes
resultados.

En la Figura 8 se pueden observar los niveles del Factor de Necrosis Tumoral alfa
(TNF-a), Interferon gama (INF-y), y la quimiocina pro-inflamatoria CCL2 (MCP-1)
determinados mediante citometria de flujo que se encuentran presentes en los
sobrenadantes de los co-cultivos hechos con células dendriticas previamente estimuladas
con LPS con y sin GK1 y las células T CD4 TCR/HA. Al observar los resultados ilustrados
en la Figura 8 el efecto de GK1 fue sorprendente, bajo las condiciones experimentales de
este estudio, solo la adicion de GK1 estimulo la produccion de citocinas pro-inflamatorias
INF-y y TNF-a (P<0.0001) asi como de la quimiocina MCP-1 (P<0.0001), resultados que
son dependientes de la concentracion de GK1 utilizada. Ademas los niveles en la
produccion de INF-y claramente se ven incrementados con la dosis de HA, indicando que
la produccion de la citocina fue dependiente de la magnitud de la respuesta de células T
antigeno especifica. TNF-a y particularmente MCP-1 fueron facilmente detectadas incluso
sin la adicién del péptido HA, lo que no indica que GK1 en combinacién con LPS pueden
estar induciendo la secrecion de TNF-a y CCL-2 directamente por parte de las DC’s
independientemente de la activacion de las células T. Los resultados observados en la
Figura 8 representan la media de dos experimentos independientes.

Como bien se sabe el LPS bacteriano es el prototipo clasico de PAMP’s (Patrones
Moleculares Asociados a Patégenos) reconocido por el TLR4, el cual activa una gran
variedad de células incluidas las DC’s provocando la sobrerregulacion de moléculas co-

estimulatorias y la eficiente activacion de la respuesta de células T.
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Una vez que se ha establecido que el GK1 interviene indirectamente en la
proliferacion de las células linfoides al ser puestas en contacto con DC’s previamente
estimulas con el péptido, y que ademas se genera una mayor produccion de citocinas pro-
inflamatorias en los sobrenadantes de los cultivos, el siguiente paso fue evaluar la accién
directa de GK1 en la activacion de las células dendriticas, observando los niveles de
expresion por citometria de flujo de las moléculas co-estimulatorias CD80, CD86 y MHC

clase Il después de la incubacion con GK1, LPS o ambos.

Figura 9. Moléculas co-estimulatorias CD80, CD86 y MHC Clase Il en la superficie de las
células dendriticas sobre-reguladas por GK1.
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Como se puede observar en la Figura 9, GK1 induce en las DC’s la
sobrerregulacion de las moléculas CD86 y MHC clase IlI, aunque las diferencias

observadas no son estadisticamente significativas y los niveles de esta sobrerregulacién
son menores que los inducidos por el LPS solo. Sin embargo, los maximos niveles de
sobrerregulacion son observados cuando las DC’s son tratadas con LPS y GK1 juntos.
Estos resultados muestran que GK1 por si solo puede potenciar parcialmente la
sobrerregulacion de CD86 y MHC clase Il en las DC’s, lo cual puede explicar el efecto
adyuvante visto previamente cuando el péptido HA fue utilizado como inmunégeno (Tabla
4 y Figura 6E). Sin embargo la sobrerregulacién de moléculas co-estimulatorias es mucho

mas eficiente cuando GK1 actua en sinergia con el LPS.
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CONCLUSIONES

GK1 aumenta la expresion de los marcadores de activacién CD86 y MHC Clase I
en la superficie de células dendriticas. GK1 sinergiza la activacion de células dendrpticas

mediada por LPS.

Las células dendriticas tratadas con GK1 producen in vitro las citocinas pro-
inflamatorias TNFa y INFy y la quimiocina CCL-2. Este efecto es potenciado en presencia
de LPS.

Las células dendriticas estimuladas con GK1 promueven la proliferacion de

linfcitos T CD4+ especificos.
Estas conclusiones nos permiten proponer que GK1 tiene capacidad de activar

células dendriticas optimizando el proceso de presentacion antigénica que resulta en una

mayor respuesta proliferativa linfocitaria especifica.
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DISCUSION

En un trabajo previo demostramos que GK1 es un inmunopotenciador de la
vacuna de influenza en el raton (Segura-Velazquez et. al., 2006) y promueve la
produccion de anticuerpos especificos y la resolucion de la infeccion. Este trabajo de tesis
fue disefiado para identificar los posibles fendmenos que subyacen la capacidad
inmunopotenciadora del péptido GK1.

La respuesta inmune en contra de infecciones virales involucra una compleja
orquestacion entre sefiales innatas y respuesta adaptativa de células T y B especificas.
En el caso de influenza se ha demostrado que en la respuesta inmune en contra de esta
enfermedad participan de manera muy importantemente las Células Dendriticas (DC’s)
como células presentadoras de antigeno, las cuales son capaces de iniciar una respuesta
inmune primaria en contra de esta infeccion [Mellman and Steinman. 2001], siendo mas
eficientes que los Macréfagos en la generacion de una respuesta de linfocitos T
citotoxicos contra influenza [Bender et. al. 1995]. Por otra parte, las células antivirales T
CD4 pueden dirigir la respuesta de células T CD8 por medio de la secrecién de diferentes
citocinas como el INF-y, la IL-2 y el TNF-a, y pueden dirigir la produccion de IgG2a por
parte de las células B que producen anticuerpos capaces de neutralizar efectivamente
particulas virales infectivas. También, se ha demostrado que las células T CD4" son
necesarias para mantener la respuesta de memoria de células T CD8" [Brown et. al.
2004]. Estas observaciones subrayan la importancia de estas dos poblaciones celulares
en la induccién de una respuesta protectora en contra de influenza.

Considerando la posibilidad de que GK1 activara células presentadoras de
antigeno se decidié evaluar su efecto en las principales células presentadoras, las células
dendriticas. Considerando que GK1 promueve la produccion de anticuerpos y que la
informacién existente en la literatura senala la relevancia de las células CD4+ antigeno
especifico en la proteccion, decidimos disefar los ensayos necesarios para determinar el
efecto de GK1 en células CD4" y células dendriticas.

En este trabajo demostramos que GK1 actia sobre Células Dendriticas
aumentando la expresién de moléculas co-estimuladoras. Su efecto es aun mas evidente
cuando GK1 es usado en combinacién con el LPS, lo que indica un efecto sinérgico de
GK1 y LPS. La activacion de células dendriticas implica la produccion de productos pro-
inflamatorios. Entre ellos destaca la quimiocina CCL2, también conocida como MCP-1

[Proteina quimiotactica de monocitos-1]. CCL2 es una quimiocina pro-inflamatoria que
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actua atrayendo monocitos, células NK (que se ha demostrado juegan un papel
fundamental en la respuesta del huésped contra una infeccién por influenza [Gazit R. et.
al 2006]), células dendriticas inmaduras. CCL1 activa ademas células T en los nédulos
linfoides drenantes al sitio de inmunizacion [Serbina et. al., 2008]. Esta demostrado que el
reclutamiento de células hacia los tejidos infectados es crucial para la eliminacion de virus
respiratorios. En experimentos in vitro utilizando monocitos humanos o lineas celulares
epiteliales, Kaufmann y colaboradores demuestran que la infeccién por influenza induce
la generacion de quimiocinas que reclutan monocitos, células NK, B y T [Kaufmann et.
al.,, 2001]. Se sabe que ante cualquier infeccién por virus respiratorios se induce la
expresion de quimiocinas que participan en el reclutamiento de células necesarias para la
eliminacion del virus; de hecho la activacion diferencial de factores transcripcionales por
diferentes virus respiratorios ha demostrado estar asociada con diferente expresién de
genes de quimiocinas. En el caso de influenza, el virus induce la secrecién de MCP-1 y
MCP-3 en macrofagos humanos, quimiocinas no inducidas, por ejemplo, por el virus de
Sendai [Matikainen et. al., 2000]. El incremento de MCP-1 inducido por GK1, implica la
posibilidad de aumentar el reclutamiento celular incluyendo macréfagos alveolares con
mayores probabilidades de aumentar la recuperaciéon por infeccion de virus de influenza
[Narasaraju et. al., 2010].

El tratamiento de Células Dendriticas con GK1 resulta también en la produccion de
las citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IFN-y. EI TNF-a es una de las citocinas
incrementadas que resulta de gran importancia en el control de infecciones bacterianas
secundarias a la infeccion por virus de influenza. Small y colaboradores destacan que la
produccién, en particular de TNF-a, juega un papel muy importante en la inmunidad
antibacteriana mediada por células NK en los pulmones en tiempos posteriores a una
infeccion por influenza [Small et al., 2010]. Ademas, el TNF-a participa en la regulacion de
la respuesta inmune, juega un papel fundamental en la induccién de células T CD8" de
memoria que ejerceran eventualmente su papel, especialmente en la induccion de
apoptosis de las células infectadas. Asi, esta citocina participa en la regulacién de la fase
efectora y en la magnitud de la respuesta de memoria de células T CD8" [Singh and
Suresh, 2007]. También, el TNF-a puede proteger a las células dendriticas de la muerte
por parte de las células T CD8" efectoras [Watchmaker et. al., 2008]. Cuando las células T
CD8" de memoria secretan TNF-q, la proteinasa inhibidora 9 de la gramzima B inhibidora,
es secretada por las ceélulas dendriticas en las primeras 2 hrs, por lo tanto limitan la

citolisis mediada por células T permitiendo mayor duracién de la funcién de las células
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dendriticas. Todas estas acciones del TNF-a nos sefalan la importancia de su presencia
en los estados tempranos de la respuesta inmune para mantener funcionales a las células
dendriticas y en la respuesta tardia para regular la poblacion de células T CD8" efectoras
y minimizar la prolongada inmunopatologia, caracteristicas que hacen sumamente
relevante el papel que desempefa GK1 interviniendo directamente en la induccién de la
produccion de esta citocina. Por otra parte, la mayoria de las células T CD8 citotdxicas
ademas de TNF generan INF-y, citocina que tiene la capacidad de inhibir directamente la
replicacion viral, ademas de inducir el incremento de la expresién de moléculas MHC
clase | en células infectadas. Por otra parte, el INF-y también tiene la capacidad de activar
macréfagos, que migran a los sitios de infeccion tanto como células efectoras o como
células presentadoras de antigeno que actuan en sinergia con TNF o o TNF-B, pudiendo
potenciar la activacién de macréfagos y generar la eliminacion de células infectadas a
través de su interaccién con TNFR-1. La presencia del INF-y es sumamente importante
para la polarizacion de la respuesta inmune adquirida. En conjunto con la IL-12 dirigen a
las células T CD4 a generar una respuesta tipo Th1 [Swain et. al., 1991] inhibiendo la
generacion de un respuesta Th2. En el caso de infecciones por virus de influenza, se ha
observado que un gran numero de linfocitos CD4" efectores virus de influenza-especificos
que se acumulan en el pulmén antes de la completa eliminacién del virus secretan INF-y
[Roman et. al., 2002], lo que sugiere la relevancia de esta citocina en la resolucion de la
enfermedad y acentua la importancia del efecto inducido por la utilizacién de GK1 que,
como aqui demostramos, genera una mayor cantidad de INF-y en sobrenadantes de
células estimuladas con GK1. En el caso de infecciones experimentales con virus de
influenza, Swain y colaboradores demostraron que los ratones knockout de INF-y no
generaron células T CD4" efectoras protectoras. Este resultado sugiere que el INF-y
producido por las células T CD4" efectoras in vivo también puede contribuir a la proteccion
[Swain et. al., 2006], y ademas, nos sefiala que su ausencia puede disminuir la efectividad
de la respuesta inmune inducida contra influenza, probabilidad que se ve disminuida con
la utilizacion de GK1 ya que su efecto genera mayor cantidad de células T CD4" activadas
y mayor concentracion de INF-y producido.

En este trabajo demostramos que GK1 aumenta la expresion y funcionalidad de
las células dendriticas presentadoras de antigenos, fendbmeno que como demostramos in
vivo e in vitro, puede resultar en un incremento de células T CD4" antigeno especificas.

En efecto, en este trabajo demostramos que el péptido GK1 potencia la activacion y
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proliferacion de células T CD4" antigeno especificas in vivo e in vitro, proceso clave para
determinar la calidad y cantidad de las células efectoras y células de memoria generadas
[Swain et. al. 2006]. El disefio experimental utilizado nos permitié determinar que el efecto
de GK1 sobre células dendriticas media el aumento inducido en la activacién y
proliferacion de linfocitos T CD4" antigeno-especificos. El efecto sobre esta poblacion
celular resulta de relevancia en términos de proteccion contra la infeccion, considerando
las multiples participaciones de este tipo de células en la respuesta inmune contra
influenza [Woodland et. al .2001]. Una de las principales caracteristicas funcionales
atribuidas a estas células son las de tipo regulador en la cual, a su vez, una de estas
funciones reguladoras consisten en ayudar a las células B a promover el switching de
isotipo de las inmunoglobulinas secretadas por estas células, y promueve los fendmenos
de mutacién somatica y la diferenciacién en los centros germinales hacia células
plasmaticas y células de memoria [McHeyzer-Williams et. al., 2005]. Estos fendmenos
podrian participar en la potenciacion mediada por GK1 que promueve un aumento en la
proliferacion de células T CD4" antigeno-especificas, que podria resultar en que las
células B aumenten la produccidon de anticuerpos influenza-especificos (Segura-
Velazquez et. al., 2006]. Otra de las actividades reguladoras clave de las células T CD4"
es ayudar a las células T CD8" naive a promover su optima diferenciacion en células
efectoras citotoxicas y de memoria y promover su mantenimiento [Jannsen et. al., 2003].
Estas observaciones sustentan la posibilidad de que la activacion y mayor proliferacion de
células T CD4" inducidas como consecuencia del estimulo con GK1 observadas en este
estudio, resulten en promover una respuesta citotdxica mas efectiva en contra del virus de
influenza, generando una mejor y mas rapida recuperacion en el pulmoén ante el desafio,
como se observa en el modelo murino de influenza previamente realizado. Por otra parte,
las células T CD4" también tienen efectos reguladores en las células presentadoras de
antigeno, efectos que se encuentran mediados por co-receptores de superficie que
interactian con receptores de diferentes células y por diferentes citocinas secretadas
[Jannsen et. al., 2003]. Ademas de los efectos reguladores que pueden tener las células T
CD4", estas células tienen el potencial de desarrollarse en células T CD4" de memoria de
larga vida que pueden responder mas rapida y vigorosamente cuando se re-encuentran
con el antigeno [Dutton et. al., 1999]. Las células T CD4" de memoria son rapidamente
bajo re-estimulacién, pero la completa re-expresién de las caracteristicas efectoras
requiere de 2 a 3 dias [Swain S. et. al 2006]. Esta respuesta secundaria es uno de los

factores claves en la proteccion en contra de patégenos después de una infeccidon
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primaria o de la vacunaciéon. Estas observaciones abren paso a considerar que la
respuesta inducida por la inmunizacién con GK1 podria también traer como consecuencia
la generacion de células de memoria lo que hace sumamente necesario el comenzar a
explorar la presencia de estas células tras el estimulo con GK1.

Si bien las células T CD4" son un importante componente de la respuesta anti-viral
contra infecciones locales y sistémicas, en el caso de una infeccién por influenza se ha
demostrado que son necesarias para inducir una respuesta citotdxica secundaria,
contribuyendo con la respuesta inmune en el sitio de infeccidn a través de la secrecion de
citocinas [Tripp et. al., 1995]. Por otra parte se ha observado que un gran numero de
linfocitos CD4" efectores especificos para el virus de influenza que se acumulan en el
pulmoén antes de la completa eliminacién del virus secretan INF-y [Roman et. al., 2002], lo
que sugiere su relevancia en la resolucion de la enfermedad. Estas observaciones ponen
de manifiesto la importancia del efecto inducido por GK1 en las células T CD4", ya que
como se demuestra en este trabajo, su utilizacion trae como consecuencia una mayor
presencia de estas células. Estas observaciones nos llevan a considerar la posibilidad que
el efecto inducido por GK1 en las células T CD4" efectoras y de memoria contribuye a la
generacién de una inmunidad mas efectiva contra influenza que podria estar promoviendo
la generacién de una respuesta CD8" citotdxica influenza—especifica y la mayor
produccion de anticuerpos; y también la posibilidad de que células T CD4" efectoras en el
pulmén puedan directamente mediar la eliminacién viral por mecanismos independientes
de INF-y y/o por efectos citoliticos directos de células infectadas, fendmenos que suceden
como se ha demostrado [Deborah et al., 2004]. También existen evidencias de que en
ausencia de linfocitos citotdxicos, las células T CD4" son capaces de eliminar al virus de
influenza mediante un ataque citotéxico por parte de células epiteliales del huésped
viralmente infectado [Topham et. al., 1996]. Estas observaciones sefalan la posible
participacion de diferentes mecanismos en el control de la influenza por parte de las
células T CD4", soportando hipotesis como aquellas que sugieren que las células T CD4"
efectoras que ayudan a las células B usan diferentes mecanismos a los que utilizan
aquellas que actuan directamente en el pulmén para eliminar al virus [Swain et. al., 2006].

Por otra parte, los mecanismos por los que GK1 activa células dendriticas asi
como su efecto sinérgico con el LPS, efecto que se demuestra se generan durante la
elaboracion de este trabajo, aun requieren ser completamente caracterizados. Falta por
determinar si GK1 logra aumentar la capacidad de activacion de células dendriticas

pulmonares. Esto podria resultar en una mayor produccion de interferones tipo | y Il y por
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ende una mejor proteccion en contra del virus, controlando su establecimiento en pulmén.
La importancia del efecto que induce GK1 en las células dendriticas se hace evidente al
conocer el papel que desempefan estas células en la respuesta inmune contra influenza.
Las células dendriticas son fundamentales en contra de infecciones respiratorias para
poder montar una respuesta inmune efectiva tanto innata como adaptativa. Se encuentran
presentes en niveles basales en los conductos respiratorios, formando una red con sus
dendritas que pueden captar posibles fuentes de infeccién [White M. et. al. 2008].
Expresan muchos TLRs, permitiéndoles reaccionar a una amplia variedad de patégenos y
sus productos; son altamente dinamicas y su numero en pulmoén se ve rapidamente
incrementado después de una infeccién de tipo viral o de cualquier otro tipo. Existen dos
subtipos de células dendriticas involucradas en una respuesta inmune innata contra
influenza, las células dendriticas convencionales (cDC’s) y las células dendriticas
pulmonares (pDC’s) las cuales se encuentran en un estado inmaduro previo a la
infeccién, madurando y migrando hacia los nédulos linfoides drenantes después de la
infecciéon participando asi en la presentacion del antigeno (Lépez et. al. 2004]. Su
importancia se ve reflejada cuando el niumero de DC’s presentes en los pulmones se ve
incrementado después de la infeccion viral siendo estas células las principales
productoras de INF tipo |; ademas, las cDC’s y las pDC’s producen in vitro sucesivas
oleadas de citocinas después de una infeccién por influenza, incluyendo la produccion
temprana (de 2 a 4 hrs después de la infeccion) de citocinas y quimiocinas que reclutan
células NK y neutréfilos para que, en tiempos posteriores, lleven a cabo la produccion de
citocinas y quimiocinas que atraen células T y células B [Piqueras et. al. 2006]. La
infeccion de células dendriticas con virus de influenza resulta en la expresion de
Hemaglutinina viral en la superficie de las células dendriticas, que compromete a los
receptores de las células NK con estas, provocando la liberacién de interferones tipo | y
de IL-12, por parte de las células dendriticas, lo que conlleva la potenciacién de la que
trae como consecuencia potenciar la activacion de las células NK [Piqueras et. al. 2006].
Ante esto, queda claramente establecido que las células dendriticas contribuyen a la
coordinacién de muchos aspectos de la respuesta inmune tanto innata como adaptativa
que se establecen en contra de una infeccion por virus de influenza. Todas estas
observaciones evidencian la importancia que tienen los resultados de este trabajo en los
que se demuestra que GK1 interviene directamente en la activacion de las células
dendriticas mejorando la activacion y maduracion de las mismas, trayendo como

consecuencia el establecer una respuesta inmune mas clara en contra del virus de
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influenza, por lo que podemos sugerir que la utilizacion de GK1 mejora la respuesta
inmune especifica inducida en contra de una infeccion por influenza. Ademas, el que GK1
genere una mejor activacion de las células dendriticas y que estas interactuen con virus
de influenza, puede ser importante en controlar la virulencia del virus, ya que si GK1 logra
activar mas eficientemente a pCD’s esto generara una mayor produccion de interferones
tipo | y por ende una mejor proteccion en contra del virus no permitiendo su
establecimiento en pulmén.

Estudios realizados en nuestro grupo senalan la posibilidad de que GK1 active a
los macrofagos a través de su interaccion con TLR3 (Pablo, 2009). La posible accién
sinérgica observada en este trabajo entre el GK1 y el LPS se puede considerar muy
factible. Esto lo asumimos tomando en cuenta las siguientes consideraciones. Se ha
reportado que NOD1 (un receptor de reconocimiento de patrones especificos de
peptidoglicanos Gram-negativos) sinérgicamente incrementa la secrecion de citocinas
bajo la ligaciéon de TLR4 [He et. al., 2003; Tada et al., 2005]. Como bien es sabido, el
TLR4 es el receptor especifico para el LPS de Gram-negativos y a su vez, NOD1, asi
como NOD2, son receptores para productos de sintesis y degradacion de peptidoglicanos
de bacterias Gram-negativas [Chamaillard et al., 2003; Masumoto et al., 2006; Park et al.,
2007]. De esta forma, TLR4 y NOD1 son diferentes receptores para Patrones Moleculares
Asociados a Patégenos (PAMPs) de bacterias Gram-negativas. Diferentes grupos de
investigacion han demostrado que en poblaciones de leucocitos la activacion unicamente
del receptor NOD1 trae como resultado una ligera activacion de los mismos, mientras que
el co-estimulo de su TLR agonista resulta en el incremento de la respuesta [Chamaillard
et al., 2003; Fritz et al. 2005; van Heel et al., 2005; Tada et al., 2005; Masumoto et al.,
2006]. Estas observaciones demuestran que existe una comunicacion cruzada entre las
diferentes vias de patrones de reconocimiento que puede potenciar la respuesta inmune
en contra de los microorganismos. Ante esto, podemos proponer que pueda estar
sucediendo algo similar en la potenciacion de la respuesta observada al utilizar al GK1 y
al LPS juntos. Alternativamente, GK1 puede estar incrementando la deteccion del LPS o
mediar la sefalizacién del LPS en una manera mas especifica, por ejemplo, mediante la
unién a la proteina MD2, proteina que es requerida para las sefiales de traduccién del
TLR4 [van Heel et. al. 2005]. Por otra parte, el que GK1 pueda inducir la activaciéon de
macrofagos y células dendriticas a través de TLR3 es muy importante, ya que se ha
demostrado que el TLR3 en células epiteliales del tracto respiratorio juega un papel muy

importante en el reconocimiento de RNA viral y reclutamiento de neutréfilos y otras
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respuestas inflamatorias [Le Goffic et al., 2006]. Recientemente se ha demostrado que la
infeccion de ratones con virus de influenza resulta en una reduccion sostenida en la
sefializacion de TLR2, TLR4 y TLRS en macrofagos alveolares, resultando en la reduccion
de la produccion de citocinas y reclutamiento de neutrdfilos [Didierlaurent et. al. 2008].
Estos efectos se correlacionan con el incremento en la susceptibilidad a infecciones
bacterianas después de 6 semanas de una infeccion por influenza. Esta circunstancia
inmunolégica podria verse contrarrestada por la capacidad de GK1 de activar a las células
a través de su interaccion con TLR3, mediando asi la produccion de citocinas pro-
inflamatorias que coadyuven en una pronta y satisfactoria resolucion de la infeccion.

En resumen, el presente trabajo de investigacion nos permite concluir: 1) GK1
ejerce un efecto inmunopotenciador que esta mediado por su actividad sobre las células
dendriticas promoviendo la sobre expresién de moléculas co-estimulatorias que potencian
la activacion de células T tanto in vivo como in vitro. 2) el LPS y el GK1 tienen un efecto
sinérgico en la induccion de la proliferacion de las células T y mas importantemente en la
induccién de la produccioén de citocinas pro-inflamatorias.

Actualmente, nuestro grupo de trabajo se encuentra desarrollando una serie de
estudios enfocados en investigar si GK1 puede actuar en sinergia con otros adyuvantes
que hoy en dia son utilizados con diferentes vacunas para uso veterinario y humano. GK1
es un péptido de solo 18 aminoacidos que puede ser rapidamente eliminado del
organismo, caracteristica que nos ofrece la posibilidad de no producir efectos colaterales
no deseados.

Los resultados obtenidos en esta tesis y los estudios previamente realizados en
nuestro grupo de investigacién indican que GK1 puede ser considerado como un
adyuvante para potenciar la respuesta contra infecciones virales y puede llegar a ser
considerado un fuerte candidato para iniciar estudios enfocados en potenciar también la
respuesta inmune contra infecciones bacterianas, en particular en condiciones de
compromiso del sistema inmune por tratamientos o procesos inmunodepresores o por

senescencia inmunoldgica.
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ANEXO 1
EL VIRUS DE INFLUENZA

El virus de influenza se caracteriza por poseer un genoma segmentado de RNA de
polaridad negativa, y su RNA es dependiente de una RNA polimerasa de origen viral para
su replicacion [Nicole M. Bouviera, Peter Palese 2008]. Existen tres tipos de virus de
influenza que afectan a los humanos, los virus de influenza A, B y C, los cuales
representan tres de los 5 géneros de la familia de Orthomyxoviridae, su secuenciacién a
confirmado que estos tres virus provienen de un ancestro comun, sin embargo tienen
divergencias genéticas como la recombinacion (cambio de segmentos genéticos entre
virus) que se ha reportado ocurre en cada género, pero no entre los diferentes tipos.

El virus de influenza A se ha caracterizado ademas por el subtipo de sus
glicoproteinas de superficie, la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA). Los virus de
influenza tienen una nomenclatura estandar que incluye tipo de virus, especie del que fue
aislado (si no es humano); localizacion en el que fue aislado; nombre y ano de aislamiento
y. para el virus de influenza A Unicamente, subtipo de HA y NA. Si bien se han encontrado
muchos subtipos de virus de influenza A (16 HA y 9 NA) en circulacion Unicamente 3
subtipos de HA (H1, H2 y H3) y 2 de NA (N1 y N2) han causado epidemias en humanos
[Palese P, Shaw ML 2007].

ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DEL VIRION

Pueden ser de forma esférica o filamentosa, las formas esféricas se encuentran en
el orden de los 100 nm de diametro y las formas filamentosas a menudo exceden las 300
nm de largo.

El virion de influenza A esta cubierto por estructuras en forma de picos de HA y
NA, en una relacion aproximada de 4 a 1, proyectados a partir de una membrana lipidica
derivada de la célula huésped [Palese P, Shaw ML 2007]. De manera similar canales de
iones de la matrix (M2) atraviesan la membrana lipidica, con una relacién M2:HA de un
canal M2 por 101 a 102 moléculas de HA [Zebedee , Lamb. 1988]. La envoltura y sus tres
proteinas integrales de su membrana (HA, NA y M3), cubren a la proteina de Matrix M1,
que encierra al core del virion. Interna a la proteina de Matrix M1 se encuentra la proteina
de exportacion nuclear (NEP; proteina no estructural 2 o NS2) y el complejo de
ribonucleoproteinas (RNP), el cual esta constituido por segmentos de RNA viral recubierto
con nucleoproteinas (NP) y la heterotrimerica RNA polimerasa dependiente de RNA
compuesta de dos subunidades de polimerasa basica y una polimerasa acida (PB1, PB2 y
PA).

La organizacion del virion de influenza B es similar, con cuatro proteinas en la
envoltura: HA, NA 'y en vez de M2, NB y BM2.

Los viriones de influenza C son estructuralmente diferentes a los del virus de
influenza A y B; en la superficie de células infectadas, pueden formar largas estructuras
en el orden de los 500 nm. Son embargo, los viriones de influenza C tienen una
composicion muy similar, con una glicoproteina situada en al envoltura lipidica alrededor
de la proteina de matrix y el complejo RNP. El virus de influenza C tiene solo una gran
glicoproteina en la superficie, la proteina hemaglutinina esterasa de fusiéon (HEF), que
funcionalemnte corresponde a la HA y NA de los virus de influenza A y B, y una pequena
proteina de envoltura, la CM2 [Palese P, Shaw ML 2007].
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ESTRUCTURA DEL GENOMA

Los genomas de los virus de influenza A y B constan de ocho segmentos de
polaridad o sentido negativo, de RNA viral de cadena unica (vRNA) (Tabla 1 de Anexo 1)
mientras que el virus de influenza C tiene un genoma que consiste en siete de estos
segmentos.

Tabla 1 Los segmentos gendmicos del virus de influenza A/Puerto Rico/8/1934 (HIN1) y sus
proteinas codificantes.

Segmento | Longitud del | Proteina (s) | Longitud de Funcién de la proteina
segmento gue codifica | la proteina en

en aminoacidos
nucledtidos

1 2341 PB2 759 Subunidad de la Polimerasa; elongacién
del RNA, actividad de endonucleasa

2 2341 PB1 757 Subunidad de la Polimerasa; elongacidn
del RNA, actividad de endonucleasa

PB1-F2 87 Actividad Pro-apoptotica

3 2233 PA 716 Subunidad de la Polimerasa; actividad de
proteasa

4 1778 HA 550 Glicoproteina de superficie; Principal
antigeno, receptor con actividad de unién
y fusion

5 1565 NP 498 Proteina de unién a RNA; regulacién de la
importacién nuclear

6 1413 NA 454 Glicoproteina de superficie; actividad de
sialidasa, liberacion viral

7 1027 M1 252 Proteina Matrix; interaccién con vRNP,
regulacién de la exportacidon del RNA

M2 97 nuclear, gemacion viral

Canal de iones; virus desrevestimiento y
ensamble

8 890 NS1 230 Proteina antagonista al Interferon;
regulacién de la expresion genética del

NEP/NS2 121 huésped

Exportacion nuclear de RNA

[Nicole M. Bouviera, Peter Palese 2008].

Los ocho segmentos de los virus de influenza A y B (y los siete segmentos del
virus de influenza C) estan numerados de forma descendiente segun su longitud. En los
virus de influenza A y B los segmentos 1, 3, 4 y 5 codifican unicamente para una proteina
por segmento: las proteinas PB2, PA, HA y NP. Todos los virus de influenza codifican la
subunidad de la polimerasa PB1 en el segmento 2; en algunas cepas del virus de
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influenza A, este segmento también codifica para la proteina accesoria PB1-F2, una
pequeia proteina de 87 aminoacidos con actividad pro-apoptética, en un marco de lectura
alternativo +1 [Chen W. et. al. 2001].

Por el contrario, el segmento 6 del virus de influenza A codifica Unicamente para la
proteina NA, mientras que el virus de influenza B codifica tanto para la NA y, en un marco
de lectura alternativo -1, la proteina de matrix NB, que es una proteina integral de la
membrana que corresponde a la proteina M2 del virus de influenza A [Hatta M, Kawaoka
Y. 2003]. El segmento 7 tanto en el virus de influenza A como en el B codifican para la
proteina de matrix M1. en el genoma del virus de influenza A, el canal de iones M2 es
también expresado por el segmento 7 por splicing de RNA [Lamb RA. et al. 1981];
mientras que el virus de influenza B codifica su proteina de membrana BM2 en un marco
de lectura alternativo +2 [Briedis DJ et. al, 1982; Horvath CM. et al. 1990]. Finalmente, los
virus de influenza A y B poseen un segmento Unico de RNA, el segmento 8, del que
expresan la proteina antagonista del INF, la proteina NS1 [Dauber B et al. 2004] y por
splicing de mRNA, la NEP/NS2 [Briedis DJ et. al, 1982b] que esta involucrada en la
exportacion de la RNP del nucleo celular del huésped. La organizacion genémica del virus
de influenza C generalemente es similar al de los virus de influenza A y B; sin embargo, la
proteina HEF del virus de influenza C remplaza a las proteinas HA y NA, y de esta
manera el genoma del virus de influenza C tiene un segmento menso que los virus de
influenza A o B.

El final de cada segmento de VRNA procedente de la horquilla helicoidal, esta
unido por el complejo heterotrimetrico de RNA polimerasa, el resto de los segmentos se
encuentran recubiertos con la NP rica en arginina, la red de cargas positivas de los que se
unen los fosfatos negativamente cargados son la columna vertebral del vVRNA [Baudin F
et. Al. 1994].

Cada segmento de VRNA posee regiones no codificantes de diferentes longitudes
tanto en los extremos 3'como 5°. Sin embargo, el extremo final de todos los segmentos es
altamente conservado entre todos los segmentos de virus de influenza; estas
parcialmente pares de bases terminales funcionan como promotores para la replicacion
del vVRNA vy su transcripcion por parte del complejo de polimerasas virales . Las regiones
no codificantes también incluyen la senal de poliadenilacién del vRNA y parte de las
sefales de empaquetamiento para el ensamble del virus.
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ANEXO 2

MECANISMOS DE DEFENSA EN CONTRA DE UNA INFECCION POR VIRUS DE
INFLUENZA

La influenza es una enfermedad aguda altamente contagiosa causada por una
infeccioén por virus de influenza, que ataca la mucosa del tracto respiratorio del huésped.
El virus de influenza ataca las células epiteliales del huésped uniéndose a receptores
(acido sialico) en la superficie de la célula a través de una de las principales glicoproteinas
de su superficie, la HA. Los virus entonces se replican en las células infectadas del
huésped. Horas después de la infeccion, los nuevos virus sintetizados son liberados de la
célula infectada por accion de la otra gran glicoproteina de la superficie del virus, la NA.
Para recuperarse o para prevenir una infeccion por influenza, tanto la respuesta inmune
innata como la adaptativa deben ser inducidas en la mucosa respiratoria después de la
infeccion viral. Asi, la mucosa del tracto respiratorio no es solo el sitio de infeccion por el
virus de influenza sino que también es el sitio de defensa por parte del huésped.

La mayor parte del virus de influenza son detectados y destruidos en pocas horas
por mecanismos de defensa innata, los cuales son antigeno no especificos y que no
requieren de un prolongado periodo de inducciéon [Ada G. 1986]. Diferentes componentes
como son el moco, los macrofagos, el INF a y b asi como otras citocinas, fiebre, células
NK asi como el sistema de complemento se encuentran involucrados en el sistema
inmune innato. En caso de que el virus escape a estos mecanismos de defensa
tempranos, es detectado y eliminado por mecanismos inmunes adaptativos, en donde las
células T y B asi como sus productos funcionan como efectores antigeno-especificos
(Linfocitos T citotoxicos (CTLs) y anticuerpos dirigidos contra el virus).

También las células de memoria antigeno especificas (células T y B) se
encuentran involucradas en la prevencion de una subsecuente infeccion viral. Las células
efectoras y las moléculas involucradas en los mecanismos de defensa inducidos después
de una infeccion por virus de influenza se muestran a continuacion.

Innate immune responses Adaptive immune responses
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Fig. 1. Defense mechanisms induced by influenza virus infection.

Tamura and Kurata, 2004
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Inmunidad innata en contra de influenza.

La infeccion por virus de influenza dirige una respuesta inmune innata en donde
las siguientes células efectoras, moléculas y factores se encuentran implicadas en la
restriccion de la diseminacién viral.

Algunos de estos efectores entran en accién pocos dias posteriores a la infeccion,
no solo para ayudar a mantener la infeccibn bajo control, sino también como
comunicadores (células presentadoras de antigenos) o como activadores (citocinas) en la
subsecuente respuesta inmune adaptativa. Algunas acciones de estos efectores se
mencionan a continuacion. A) factores inhibidores en la mucosa del tracto respiratorio,
que son similares o idénticos a los receptores de la HA, lo cual reduce la habilidad del
virus a replicarse [Ada G. 1986]. B) niveles nasales y pulmonares de INF a y 8 producidos
rapidamente después de la infeccion se correlaciona directamente con la disminucion de
la replicacion viral en hurones, ratones y humanos [Ada G. 1986]. Macrofagos alveolares
o linfocitos provenientes de pulmones infectados liberan Interferon in vitro [Wyde P. et. al.
1982]. C) Los macrofagos secretan IL-1, IL-6, TNF-a e IL-12 los cuales activan células NK
[Monteiro J. et. al. 1998]. Macrofagos recuperados de pulmones infectados son
mediadores de la lisis de células infectadas, probablemente a través de apoptosis
dependientes de fagocitosis [Fujimoto I. et. al. 2000]. Ademas. Las citocinas (IL-1, TNF-a
e IL-6) producidos por los macréfagos, inducen fiebre y la magnitud de la respuesta febril
se correlaciona fuertemente con el nivel de propagacion del virus en humanos y animales
[Ada G. 1986]. D) Las células NK que son detectadas en pulmoén 48 hrs posteriores a una
infeccién por virus de influenza producen INF-y limitando la propagacion del virus y lisan
las células infectadas por virus, lo cual es probablemente mediado por la formacién de un
poro en las células infectadas involucrando a la perforina [Biron C. et. al. 1999]. E)
proteccion mediada por el complemento, el cual es sumamente relevante ya que se
observa un incremento en la mortalidad de ratones deficientes de C5 infectados con dosis
letal de virus de influenza [Kopf M. et. al. 2002].

Esforzarse en activar a los efectores involucrados en la respuesta inmune innata
puede llevar al potenciamiento de la respuesta inmune adaptativa, debido a que algunos
de los efectores actian en ambas respuestas. Por ejemplo, la administracion intranasal de
toxina de célera (CT) previo a una infeccion con virus de influenza activa macréfagos y
células NK a través de la union de la CT a los receptores en las células (gangliosido GMI)
trayendo como resultado la reduccién de la replicacion no especifica de los virus
infectantes en el tracto respiratorio [Matsuo K. et. al. 2000]. La no especifica activacion de
macréfagos (APCs) y el potenciamiento de la produccion de citocinas por CT causa el
subsecuente potenciamiento de la respuesta inmune adaptativa en contra del virus de
influenza que resulta en una completa proteccion en contra de la infeccion. En casos
como este en donde constituyentes de los patdégenos son usados como pre-tratamiento
pueden estar activando macréfagos y células dendriticas a través de los TLRs para
inducir proteccion en contra de la infeccion [Hemmi H. et. al. 2000; Akira S. et.al. 2001].
Por ejemplo, administrar CpG intranasalmente puede potenciar la respuesta de
anticuerpos en mucosas al co-administrarla con vacuna de influenza inactivada
[Moldoveanu Z. et. al. 1998]. Asi, varios constituyentes de los patdgenos pueden ser
utilizados para potenciar la respuesta inmune innata a través de varios receptores, como
son los TLRs y el gangliosido GM1, tanto en macréfagos como en células dendriticas para
aumentar la respuesta inmune en mucosas del tracto respiratorio [Kaisho T. 2002].
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Inmunidad adaptativo en contra de influenza.

Las células presentadoras de antigeno (APCs)(macrofagos y células dendriticas)
son esenciales en la induccién de la respuesta inmune adaptativa [Akira S. et. al. 2001].
Antigenos virales exdgenos, que comprenden particulas virales inactivadas, virus intactos
y apoptéticos asi como células infectadas son captados por las APCs mediante
endositosis proveyendo una potencial fuente de péptidos que pueden unirse a las
moléculas MHC Clase | y Il en las APCs [Nguyen H. et. al. 1998; Shulta-Cherry S. et. al.
2001]. Ademas, macrofagos infectados con influenza también pueden actuar como APCs
[Lyons C. 1983], y las APCs secretan IL-12, que contribuye al desarrollo de células T
hellper tipo Th1 [Monteiro J et. al. 1998]. Las APCs también secretan IL-1b, una de las
citocinas mas importantes en el puente entre sistema inmune innato y adaptativo [Matsuo
K. et. al. 2000].

Papel de las células Ty B en lainmunidad adaptativa.

Precursores células T CD4" helper virus-especificas, de las cuales se producen las
células tipo Th1 y Th2, y células T CD8" precursores de linfocitos T citotéxicos (CTL)
reconocen péptidos presentados en el contexto MHC clase Il y clase | en las APC
respectivamente. Estas células son subsecuentemente activadas por citocinas producidas
por APCs [Mosmann T 1989]. Células Th1 secretan INF-y e IL-2, y ayudan a la produccién
de anticuerpos IgG2a por parte de las células formadoras de anticuerpos (AFCs) en ratén.
Mientras que las células Th2 secretan IL-4 e IL-5 ayudando a la producciéon de
anticuerpos IgA, IgG1 e IgE por parte de las AFCs [Ada G. 1986]. Las células Th1 también
potencian la proliferacion del las células T CD8+ citotdoxicas por la produccién de IL-2
[Riberdly M. et. al. 2000]. La produccion de anticuerpos producidos durante esta
respuesta contribuye a la neutralizacién viral (NT) por la unién con los antigenos virales
[Yoshikawa T. et. al. 2004]. Ademas, CTLs el complejo péptido-MHC Clase | en células
epiteliales infectadas con virus y destruyen las células infectadas con virus mediante la
exocitosis de granulos que contienen perforinas y granzimas [Jhonson B. et. al. 2003].
INF-y secretado por células NK y CD8+ se ha visto que no son esenciales para la lisis de
células blanco [Nguyen H. et. al. 2000].
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