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“IF THERE WERE NO INDIVIDUAL VARIABILITY, MEDICINE

WOULD HAVE BEEN SCIENCE NOT AN ART.”

WILLIAM OSLER



ABREVIATURAS

Ac: anticuerpo

ADN: acido desoxirribonucleico

ARN: acido ribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero

aPV: Pneumovirus aviar

BCR: receptor de célula B

CMH: complejo mayor de histocompatibilidad

CPA: células presentadoras de antigeno

CTL: linfocitos T citotoxicos

DAB: diaminobencidina

DMEM: medio Eagle modificado por Dulbecco

DO: densidad 6ptica

ELISA: ensayo por inmuno-absorcion ligado a enzimas
EPA: enfermedad pulmonar aumentada por la vacuna FIRSV
EROs: especies reactivas de oxigeno

FIRSV: vacuna de virus sincicial respiratorio inactivada por formalina
hMPV: Metapneumo virus humano

IF: inmunofluorescencia

IFN: interferén

IL: interleuquina

IgG: inmunoglobulina G

IgM: inmunoglobulina M

LT: linfocito T

LPS: lipopolisacarido

NF: factor nuclear de necrosis

NK: células asesinas naturales

MARCO: receptor de macréfago con estructura de colageno



MEM: medio minimo esencial

MM: medio de mantenimiento

PBS: buffer fosfato salino

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PMAPs: patrones moleculares asociados a patbgenos
PRNT50: ensayo de neutralizacion por reduccion de placas al 50%
gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
QR: cantidad relativa de ARNm

RRPs: receptores de reconocimiento de patrones

RT: transcripcion inversa

SE: semana epidemiologica

SNP: Polimorfismo de nucle6tido simple

TCR: receptor de célula T

TGF: Factor de crecimiento transformante

Ths: Linfocitos T colaboradores

TLRs: receptores Toll-simil

TMB: 3,3,5,5 -tetrametilbencidina

TNF: factor de necrosis tumoral

Treg: células T reguladoras

UFP: unidad formadora de placa

VSR: virus sincicial respiratorio

WT: wild type (tipo natural)
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. RESUMEN



Estado actual del tema:

El virus sincicial respiratorio (VSR) es la principal causa viral de hospitalizacion
por enfermedad respiratoria en bebés y nifios en todo el mundo con
manifestaciones clinicas como bronquiolitis y/o neumonia.

En 1966, una vacuna inactivada con formalina (FIRSV) contra el VSR fue
administrada a nifios en Estados Unidos. Durante el invierno de 1967, los nifios
iInmunizados que se infectaron con VSR desarrollaron una forma aumentada de
enfermedad por VSR (caracterizada por una bronconeumonia grave,
broncoconstriccibn y aumento de la produccion de moco); dos de los nifios
inmunizados murieron a causa de la infeccién. Las principales caracteristicas de
la respuesta inmune encontradas en los infantes fueron; produccién atipica de
anticuerpos (baja afinidad y baja neutralizacion), acumulacion de
inmunocomplejos y una respuesta inmune sesgada hacia Th2. Hoy, 52 afios mas
tarde, sigue sin existir una vacuna comercial contra este virus. Trabajos previos
vinculan al receptor de tipo toll 4 (TLR4) con las caracteristicas de la respuesta
inmune antes mencionadas. Dado el creciente interés por la medicina genémica,
en este trabajo se propone estudiar el papel de un polimorfismo de nucleotido
simple (SNP) en el gen codificante para TLR4 en la respuesta de anticuerpos
contra el VSR.

Objetivo:

Caracterizar la respuesta inmune humoral frente al virus del VSR de una muestra
poblacional con diferentes genotipos en el gen codificante para TLR4 para
determinar el papel del genotipo en la respuesta.

Objetivos particulares:



1. Determinar la presencia y calcular el titulo de punto final en ensayos de
adhesion de los anticuerpos en los sueros a caracterizar.

2. Cuantificar el titulo neutralizante de dichos anticuerpos.

3. Determinar el papel del genotipo en el titulo de punto final de los
anticuerpos.

4. Determinar el papel del genotipo en el potencial neutralizante de los
anticuerpos.

Materiales y métodos:

Se utilizé sueros humanos reclutados previamente por Fundacion INFANT. Se
realizdé genotipificacion mediante PCR en tiempo real. Ensayos de ELISA para
deteccion y cuantificacion parcial de anticuerpos contra VSR. Ensayos de
neutralizacion por reduccion de placas virales. Se realiz6 el analisis estadistico de
los resultados obtenidos.

Resultados:

1. De la poblacion total de 186 individuos solo un 8,06% fueron portadores del
genotipo heterocigota para el SNP de TLR4 estudiado. No se encontr6
individuos con genotipo homocigota mutado.

2. No se observo diferencias estadisticamente significativas entre el titulo de
punto final de los ensayos de adhesion a virus inactivado y el genotipo
estudiado.

3. No se observd diferencias estadisticamente significativas entre el titulo
neutralizante de los anticuerpos presentes en los sueros y el genotipo
estudiado.

Discusion y Conclusiones:

Si bien el gen estudiado esta involucrado en la respuesta inmune contra la
infeccién por VSR, no se ha encontrado relacién estadisticamente significativa
entre el SNP con la respuesta humoral, en cuanto al titulo de punto final y al titulo

neutralizante. Futuros analisis deberian incluir la expresion del receptor, estudiar
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otros genes y SNPs de interés, discriminar el impacto producido en los anticuerpos
contra las diferentes conformaciones de la proteina F viral, analizar el impacto en
la avidez de los anticuerpos y analizar la relacion entre genotipo/fenotipo y las

condiciones ambientales de los sujetos a evaluar.
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II. INTRODUCCION
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2.1. Reseia historica

El virus sincicial respiratorio (VSR) fue aislado por primera vez en 1956 por Morris
y colaboradores a partir de las secreciones de un chimpancé de laboratorio que
padecia coriza[l]. Posteriormente Chanock y colaboradores aislaron de las
secreciones de dos nifios, microorganismos idénticos al agente etioldgico
responsable de la coriza en el chimpancé[2]. Chanock sugirié el nombre de “virus
sincicial respiratorio” en referencia a las manifestaciones clinicas y de laboratorio
gue producia[3].

Para 1960, el VSR ya era considerado a nivel mundial como principal agente
causal de las infecciones respiratorias en la infancia[4]. A mediados de la década
de 1960, Chanock y Parrott desarrollaron una vacuna que contenia virus sincicial
respiratorio inactivado por formalina que fue administrada en dos o tres dosis por
via intramuscular a nifios de entre 2 meses y 7 afos. Esta vacuna no solo no
protegié contra el VSR, sino que ademas el 80% de los nifios vacunados
desarrollo bronquiolitis 0 neumonia lo suficientemente grave como para requerir
internacion, mientras que del grupo que recibid placebo (grupo control) sélo un 5%
de los pacientes requirio hospitalizacion. Dos de los nifios que recibieron la vacuna
(de 14 y 16 meses de edad) murieron cuando contrajeron la infeccién por VSR[5].
En las 3 ultimas décadas, se dedicé mucho trabajo en clarificar la patogénesis de
la EPA. Hoy nuevas vacunas estan emergiendo y se ha informado sobre
numerosos tipos de células, genes, SNPs, citoquinas y quimoquinas que
promueven o mitigan la EPA, supliendo la necesidad de encontrar biomarcadores

especificos de la EPA que puedan servir de pardmetros de seguridad a la hora de
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evaluar estos nuevos tratamientos[6]. Sin embargo, no hay vacunas comerciales

a la fecha contra el VSR.

2.2. El virus

El virus pertenece a la familia Paramyxoviridae. Es un virus RNA negativo, no

segmentado, de cadena simple, envuelto[7].

El virién consiste en una nucleocépside contenida dentro de una envoltura lipidica.
Se puede visualizar a través de microscopia electronica como particulas esféricas
de 150 a 300 nm de diametro. Contiene 10 genes que codifican para 11 proteinas

dependiendo del marco de lectura[7].

El virion tiene una nucleocapside compuesta por la proteina de nucleocapside (N),
la fosfoproteina (P), la polimerasa (L) y un factor de anti-terminacién (M2-1). La
envoltura consiste en una bicapa lipidica derivada de la membrana plasmatica del
huésped. Contiene tres proteinas transmembrana codificadas por el virus: la de
anclaje (G), la de fusion (F) y la proteina hidrofébica pequefia (SH). También hay
una proteina de matriz (M), que se encuentra sobre la cara interna de la envoltura.
Estas glicoproteinas virales estan organizadas en proyecciones de la superficie de
11-20nm de longitud y cercanas entre si (6-10nm de separacion entre ellas). Por
ultimo, el virus contiene también dos proteinas no estructurales (NS1 y NS2) que

son prescindibles para la viabilidad del virus tanto in vitro como in vivo. (Figura 1)

13



Fusion <g=mm=mn

RNP
‘omplex

Membrane

Figura 1: Estructura del virus sincicial respiratorio. Fuente: “The Universal Virus
Database [8].

La proteina G es producida en dos formas: una forma transmembrana y una forma
soluble. La forma secretada constituye alrededor de un 20% del total de proteina
G sintetizada en las células infectadas por VSR in vitro, pero, debido a su rapida
secrecion, esto da cuenta de mas del 80% de la proteina G liberada en cultivo
celular a las 24 horas postinfeccion[9]. El ectodominio de la proteina G incluye dos
segmentos similares a mucina, con secuencias aminoacidicas divergentes y una
region corta, circunscripta, que esta altamente conservada entre los subgrupos
antigénicos A y B (GCRR). Esta region conservada incluye cuatro residuos de
cisteina (posiciones 173,176,182 y 186) que forman un bucle (noose o loop) de
cisteina sostenido por dos puentes disulfuro entre los aminoacidos de las

posiciones 173 y 186 y los de las posiciones 176 y 182 [7, 10].
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Originalmente, se presumia que la regidén conservada rica en cisteina jugaba un
rol en la unién al receptor para la entrada del virus a la célula, pero datos
posteriores demostraron que no es requerida para una eficiente infeccion in vitro
en ratones. De todas maneras, el GCRR puede modular la respuesta inflamatoria

a través de la inhibicion de la activacion de TLR4 y la translocacion de NF-kB[11].

La proteina F genera anticuerpos neutralizantes contra VSR (contra todos los
serogrupos, a diferencia de la proteina G, que es grupo especifica), presenta
epitopes para linfocitos T citotoxicos en ratones y en humanos, y ha sido asociada
con la produccion aumentada de citoquinas de tipo Th1[7, 12, 13]. A su vez, la
proteina F interactta con el TLR4 de manera similar a como lo hace la endotoxina
y estimula la produccion de intermediarios del oxigeno y nitrégeno reactivos, la
iniciacion de la red de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8, etc) y la
expresion de moléculas coestimulatorias que relacionan la respuesta innata rapida
con la inmunidad especifica. Por lo tanto, la interaccion de la proteina F con TLR4
desencadena la activacion de efectores esenciales para la respuesta inmune(7,

12, 14].

Existen dos subgrupos de VSR distinguibles serologicamente: VSR-Ay VSR-B. La
variabilidad entre las cepas de VSR se debe principalmente a la proteina G, ya que
Ga y Gg difieren en un 47% de la secuencia nucleotidica y en un 95% de la

composicién aminoacidica[7, 10].
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2.3. Epidemiologia

El VSR es un virus que afecta sélo a humanos[15] y es la principal causa de
hospitalizacion de indole respiratoria en lactantes y nifios en todo el mundo[16,
17]. Durante el periodo pico de una epidemia se puede aislar el VSR en mas del
70% de los nifios pequefios ingresados en hospitales con patologia aguda de vias
respiratorias bajas (Figura 2). Infecta principalmente a nifios que se encuentran
en edades comprendidas entre las seis semanas y los nueve meses, causando
bronquiolitis agudas y neumonia[18]. La infeccion primaria ocurre aun en
presencia de anticuerpos maternos y las reinfecciones pueden ocurrir a lo largo
de la vida, aunque con la edad disminuye la incidencia y la gravedad de los
sintomas, no obstante, se han descrito infecciones serias en ancianos y pacientes
inmunodeprimidos, principalmente pacientes con trasplante de médula[19-22].
Por otra parte, las infecciones graves con este virus constituyen un riesgo
importante en nifios prematuros y en nifios con enfermedad cronica del pulmon o

congénita del corazon[23].

La distribucion del VSR es mundial y tiene un notable efecto estacional en las
zonas templadas. Las epidemias se producen anualmente en los meses de
invierno y comienzos de la primavera, pero nunca en verano. En las zonas
tropicales o subtropicales las epidemias se producen durante los meses de
lluvia[24-26]. La mitad de los nifios se infecta con este virus en el primer afio de
vida, y para los dos afios de edad casi todos los nifios se han infectado y

aproximadamente un 50% se ha infectado dos veces[26].
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Las tasas de hospitalizacion por enfermedad causada por VSR van entre 1 a 20
cada 1000 nifios infectados menores de 1 afio, con un 9% de los pacientes con
requerimiento de asistencia mecanica respiratoria. En cuanto a la tasa de
mortalidad, las estimaciones varian entre el 0,3 al 1% de los nifios hospitalizados,
la cual es més alta en paises en desarrollo, como asi también entre los pacientes
con enfermedades cronicas de base, llegando al 20-60% en los nifios y adultos

inmunocomprometidos[27-30].

W % positivos para influenza W % Positivos para Parainfluenza

M % Positivos para VSR M % Positivos para Adenovirus

Figura 2: Porcentaje de positividad segun tipo de virus respiratorio en menores de
2 afos. Argentina SE 1 a 50 n= 20602. (Datos extraidos del boletin
integrado de vigilancia. SE 02 - 2018 Ministerio de Salud de la Nacién).

2.4. Manifestaciones clinicas

Como se mencion6 anteriormente este virus afecta especialmente a nifios entre 6
semanas y 9 meses de edad, causando sintomas en el tracto respiratorio alto

principalmente. De estas infecciones, entre el 25 y el 40% también afectan el tracto
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respiratorio bajo, produciendo como principales manifestaciones clinicas la
bronquiolitis y la neumonia[28]. Otros sintomas de una enfermedad leve son la
tos, febricula y posibles sibilancias[31]. En la mayoria de los casos la recuperacion

sucede en el curso de siete a doce dias[16].

En los casos en que la enfermedad es grave, la tos y las sibilancias progresan;
los nifios comienzan con disnea, se evidencia la hiper-expansion del térax con
retracciones subcostales e intercostales. La taquipnea grave es comun y en
etapas avanzadas de la enfermedad donde la hipoxia es extrema, ocurre fallo

respiratorio[32].

2.5. Respuesta inmune

2.5.1. Respuesta inmune innata

El ingreso del VSR al organismo acontece en el epitelio respiratorio, que es el sitio
inicial de encuentro entre el virus y el huésped y que constituye la primera linea
de defensa, ya que sirve como barrera fisica, pero que es atravesada
normalmente por el virus. Como parte de dicha barrera se incluye al moco y al
movimiento de los cilios que pueden ayudar a la eliminacion viral de la superficie
del epitelio evitando el establecimiento del foco infectivo, aunque parece que en
la mayoria de las veces el VSR puede resistir estas primeras lineas de

defensa[33].

Como resultado de esta interaccion inicial con el epitelio respiratorio, se induce en

el sitio de infeccién una respuesta inmune innata temprana. Los componentes del
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VSR son detectados por las células del sistema inmune innato a través de
receptores de reconocimiento de patrones (RRPs). Estos RRPs reconocen
patrones moleculares asociados a patdgenos (PMAPs) que forman parte de
patdgenos, como por ejemplo el lipopolisacarido (LPS), un constituyente de la
membrana externa de las bacterias gram (-) o el ARN doble cadena de los virus,
entre otros. El reconocimiento de los PMAPs por parte de los RRPs activa la
fagocitosis. Ademas, la estimulacidn de ciertos receptores en macrofagos vy
células dendriticas puede producir su maduracion y ocasionalmente inducir una
respuesta de tipo adaptativo. Entre los componentes mas destacados de RRPs
de la respuesta inmune innata se destacan los receptores Toll-simil (Toll-like

receptors, TLRs)[34] (tabla 1).

La activacion de los TLRs resulta en la activacién de cascadas que producen
sefiales pro-inflamatorias y es un importante nexo con la respuesta inmune
adaptativa (Tabla 1). Se ha demostrado que diferentes tipos de TLRs estan
implicados en el reconocimiento del VSR, entre los que se destacan TLR3y TLR4.
TLR3 es uno de los mas expresados constitutivamente en el epitelio
respiratorio[35] y reconoce ARN de cadena doble. EI mismo contribuye al
reconocimiento del VSR, mediante la identificacion de ARN viral generado durante
la replicacion del virus. Como consecuencia, la activacion de NF-kB aumenta la
expresion de interferones de tipo | y la produccién de interleuquina 8 (IL-

8/CXCL8)[36, 37].

Se observo también que el VSR induce una respuesta inflamatoria luego de la

interaccion de su proteina F con CD14 y TLR4 sobre la superficie de
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macrofagos[38]. Cuando TLR4 interactla con la proteina F unido a CD14, emite
una sefial al nucleo de la célula que activa NF-kB. Esto desencadena la
produccion de diversos mediadores de la inmunidad innata, como citoquinas y
qguimiocinas. Por ultimo, se observé que el VSR interactia con TLR2 y que éste
estimula la migracion de neutrdfilos al pulmon. La presencia de neutrdfilos en el
pulmoén se correlaciona con la gravedad de la enfermedad por VSR y méas aun,
estas células secretan mediadores inflamatorios incluyendo especies reactivas de
oxigeno (EROs) y citoquinas (como IL-8) que conducen a la inflamacion y matan

indiscriminadamente células infectadas y no infectadas[39].

En lainfeccion por VSR las células mas importantes de la respuesta inmune innata

son los neutrdfilos y los macréfagos.

TLRs Ligando

Lipoproteinas,
Lipopéptidos,

TLR1/2/6 | Bacterias Liporabinomanano, | Activacién de NF-kB y Citogquinas
Ac. Lipotecoico, proinflamatorias
Peptidoglicano, LPS
atipico

Hongos y Zimozan, Activacic’m de NF-KB y Citoquinas
TLR2/6 S : :
Protozoos Glicolipidos promflamatorlas
Activacion de NF-KB, activacion de
TLR3 Virus IRF3/7, interferones de tipo 1,
citoquinas proinflamatorias

Actlvacmn de NF-KB y Citoquinas
Bacterias
TLR4 (mas promflamatornas

CD14 y MD- Activacion de NF-KB, activacion de
2) i Proteina F de VSR | IRF3/7, interferones de tipo 1,
citoquinas proinflamatorias

proinflamatorias

Activacion de NF-KB, activacion de
TLR7/8 Virus ARNsc IRF3/7, interferones de tipo 1,

citoquinas proinflamatorias




Activacion de NF-KB y Citoquinas
Bacterlas : :
proinflamatorias
L)

Activacion de NF-KB, activacion de
Virus IRF3/7, interferones de tipo 1,
citoquinas proinflamatorias
Actwacuon de NF-KB y Citoquinas
e promflamatorlas
Hongos y eina P Activacion de NF-KB y Cltoqumas
Protozoos I|ke promflamatorlas

Tabla 1: Receptores Toll-simil, sus ligandos y consecuencias. \

Neutréfilos: los neutrofilos son las células predominantes en la bronquiolitis por
VSR[40]. En un estudio de nifios infectados por VSR se demostr6 que estas
células representan el 76% del total de células encontradas en el tracto
respiratorio bajo. Este, junto a otros estudios sugieren que los neutrdfilos
desempefian un papel importante en los cambios patoldgicos que ocurren durante
la bronquiolitis. Se ha observado que en la infeccién por VSR, la quimiotaxis es
dependiente de la produccion de IL-8 por parte de las células epiteliales y los
macréfagos[41]. Por otra parte, se ha demostrado una asociacién entre las
concentraciones de IL-8 en nasofaringe y la gravedad de la bronquiolitis por
VSR[42]. Otros estudios han encontrado niveles elevados de IL-8 en suero y
lavados bronco-alveolares de pacientes ventilados con bronquiolitis por VSR[43,
44]. Un estudio muestra que cuanto mas tiempo dura la infeccion, mas aumenta
el reclutamiento de neutrdéfilos en las vias aéreas. Por ultimo, estudios in vitro
muestran que el VSR puede dafar las células epiteliales respiratorias en una
extension limitada, pero que el dafio es aumentado cuando estan presentes los

neutrofilos[41].
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Macroéfagos: estas células desempefian un rol importante en el control de la
respuesta inmune en las infecciones virales, no solamente porque interactian con
las células T colaboradoras y células T citotdxicas, sino también por la produccion
de citoquinas. Los macréfagos junto a las células del epitelio respiratorio son las
primeras células en encontrar al VSR en las vias respiratorias[45], los cuales
responden a la infeccion secretando citoquinas, principalmente IL-1B, IL-6, IL-8,

TNF-a y TGF-B entre otras[46, 47].

Posteriormente, la activacion del sistema inmune adaptativo depende de las
moléculas inducidas como consecuencia del reconocimiento y sefializacion del
sistema inmune innato. Las células presentadoras de antigeno (CPA) deben
migrar hacia el nédulo linfatico que drena para la zona de ingreso del antigeno
para encontrar las células T CD4* virgenes y asi poner en marcha la respuesta

inmune adaptativa.

2.5.2. Células dendriticas

Las células dendriticas convencionales (también Illamadas mieloides)
desempeiian un rol fundamental en varios aspectos de la inmunidad. Su funcién
principal es la de presentar a los linfocitos T los antigenos, pero difiere de otras
CPA porque son las Unicas capaces de activar a los linfocitos T virgenes. Pero no
sélo los activan, sino que también van a orientar la respuesta inmune, ya que
producen citoquinas y otros mediadores que actuan en las células T para
promover su diferenciacion en una célula efectora con diferentes perfiles: Thil,

Th2, Thl7 y Treg[33].
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Existen 2 poblaciones de células dendriticas, denominadas inmaduras y maduras.
Las células dendriticas inmaduras se caracterizan por su extraordinaria capacidad
de reconocimiento (a través de su coleccién de RRPs), capacidad endocitica y de
procesamiento de antigenos, por encontrarse en piel y mucosas y por su baja
expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase |
(CMH I) y de clase Il (CMH 11) y coestimulatorias CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2)[33,
48]. Estas células dendriticas inmaduras una vez que reconocen un PMAP (o
citoquinas y quimiocinas) se activan, produciéndose cambios fenotipicos que van
a permitir la activaciéon de los linfocitos T virgenes. La maduracién de las células
dendriticas comienza con el reconocimiento del PMAP en el sitio de infeccion y
termina en el ganglio linfatico. Por su parte, las células dendriticas maduras se
caracterizan por encontrarse en los érganos linfaticos secundarios, poseer una
baja capacidad endocitica y de procesamiento de antigenos, poseer una alta
expresion de moléculas coestimulatorias y del CMH | y CMH Il que incrementan
su capacidad de presentar antigenos y estimular a los linfocitos T. También
aumentan la expresion de CCR7, que permite la migracion de las células
dendriticas desde la periferia hacia los ganglios, ya que su ligando (CCL19 y

CCL21) es producido constitutivamente en estos Ultimos[33].

El VSR puede interactuar con TLR2 y TLR4 en la superficie de las células
dendriticas y TLR3 en su interior (reconoce el ARN de doble cadena que el virus
genera al replicar). Las sefiales desencadenadas por éste y otros patdgenos
haran que la célula dendritica secrete citoquinas como IL-6, IL-12, IL-18, IFN-y,

IFN-a e IFN-B entre otras[36, 38, 39].
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2.5.3. Respuesta inmune adaptativa

2.5.3.1. Introduccién

Las células del sistema inmune adaptativo también se comunican con el ambiente
a través de una variedad de receptores de membrana. La funcion principal de los
linfocitos T y B es la de responder a antigenos. La union del receptor de célula T
(TCR) o B (BCR) al antigeno genera sefiales intracelulares que alteran el
funcionamiento celular. Estos receptores tienen una extraordinaria capacidad de
reconocimiento, permitiendo que cada individuo sea capaz de montar una
respuesta inmune contra una enorme variedad de patdgenos a lo largo de su
vida[33]. La linfopoyesis ocurre en los organos linfaticos primarios, es decir en la
médula 6sea para los linfocitos B y en el timo para la mayoria de las células T[49-
51]. También la diversidad del repertorio del BCR o del TCR ocurre durante su
ontogenia. Luego de atravesar una seleccion positiva y una seleccion negativa
(mecanismos de control a fin de eliminar las células autorreactivas capaces
reconocer lo propio como extrafio y generar respuestas autoinmunes) los linfocitos
terminan su maduracion y salen a circulacion hacia los tejidos linfoides

periféricos[33, 52].

2.5.3.2. Linfocitos T

Activacion

La respuesta inmune adaptativa no se inicia en el tejido donde el patdégeno

establece su foco de infeccion, sino que ocurre en el érgano linfatico secundario
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gue drena dicho sitio, por donde los linfocitos T recirculan permanentemente. El
transporte del antigeno desde el sitio de infeccion al tejido linfoide para su
presentacion a las células T virgenes (es decir linfocitos T maduros que no han
encontrado a su antigeno especifico), es un proceso activo a cargo del sistema

inmune innato[33].

Dentro de los 6rganos linfaticos secundarios, estos linfocitos interactian con las
células dendriticas a fin de reconocer los péptidos antigénicos presentados por las
moléculas del CMHI[53]. Si estos linfocitos T virgenes que se han extravasado a
los organos linfaticos secundarios no encuentran el antigeno, vuelven a
circulacion sanguinea[33]. En caso contrario, si el TCR encuentra su péptido
antigénico, el linfocito T se va a activar. La activacion requiere de 2 sefales, una
(sefial 1) es provista por el reconocimiento del péptido antigénico presentado por
una molécula del CMH y la segunda (sefial 2) es transmitida (a través de CD28)
por las moléculas coestimulatorias (CD80 y CD86) que son expresadas en las

células dendriticas[33].

Las células T virgenes para poder desempefar correctamente su funcion (luego
de reconocer su péptido antigénico especifico) necesitan una expansion clonal
gue requiere la sefial 2 (interaccion entre CD80/CD86 y CD28) y su diferenciacion
a células T efectoras para una vez finalizado este proceso pasar nuevamente a
circulacion para migrar al sitio de infeccidn[33, 54]. El reconocimiento del péptido
antigénico no sélo induce a la célula a entrar en la fase Gi del ciclo celular, sino
gue induce la produccién de IL-2 (por la propia célula T activada), la cual permite

su proliferacion y diferenciacion. Luego de 4-5 dias de rapida proliferacion
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inducida por IL-2, las células T activadas se diferencian en células T efectoras.
Estas sufren diferentes cambios que las distinguen de las células T virgenes,
siendo uno de los mas relevantes la posibilidad de activarse sin la necesidad de
reconocer moléculas coestimulatorias. Las células T CD4, se diferencian en
distintos tipos de células T efectoras, con una variedad de funciones que varian
desde la intervencién en los sitios de infeccion para activar macrofagos o ayudar
en el reclutamiento de células como eosindéfilos y neutréfilos, también ejercen un
rol crucial al proveer la ayuda necesaria para que los linfocitos B produzcan

anticuerpos o para limitar la respuesta inmune[33].

Perfiles efectores de las células T CD4*

En 1986, Mosmann y Coffman introdujeron el concepto de tipos distintos de
células T, basados en los tipos de citoquinas que las células producen cuando son
estimuladas para diferenciarse[55]. Llamaron a estas células, linfocitos T
colaboradores de tipo 1 (Th1) y de tipo 2 (Th2). Estas estan caracterizadas por la
produccion de interferéon-y (IFN-y), fundamental en la proteccion contra patdogenos
intracelulares y porla produccién de interleuquina 4 (IL-4), implicada en
la defensa contra las infecciones parasitarias respectivamente[55, 56]. Un tercer
perfil de células T CD4* denominado Th17 fue descubierto posteriormente y se
caracteriza principalmente por la produccion de interleuquina 17A (IL-17),
molécula que se destaca por su funcion de reclutar neutrofilos y en la proteccion
contra bacterias y hongos[53, 56, 57] . A continuacién, se describe brevemente

las particularidades de cada perfil de células T colaboradoras.
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1. Células Th1l: El desarrollo de este perfil esta inducido por la IL-12 e IFN-y
(sefial 3) durante los estadios tempranos de la activacion de la célula T. El
receptor de IL-12 sefializa a través de JAK/STAT y activa los factores de
transcripcion STAT1 y STATA4. Estos factores son importantes para el
desarrollo del perfil Thl y son activados por citoquinas producidas por el
sistema inmune innato durante la infeccion. STAT1 induce la expresion de otro
factor de transcripcion llamado T-bet en las células T CD4* activadas, que
induce la expresion de los genes de INF-y y del receptor de IL-12. La IL-12
producida por las células dendriticas y los macréfagos puede entonces activar
STAT4, la cual promueve la expansion y diferenciacion de las células Thl. Las
células efectoras Thl generan cuantiosas cantidades de IFN-y cuando
reconocen su antigeno. El IFN-y induce la activacion de los macrofagos en un
perfil inflamatorio y si bien otras citoquinas como IL-1 o IL-6 pueden activarlos,
es el IFN-y la Unica citoquina capaz de activar los macrofagos con todo su
potencial microbicida. Ademas, estimula la activacion de células asesinas
naturales (NK) y la activacion de linfocitos T CD8* que favorece la inmunidad

antiviral[33, 58].

2. Células Th2: El desarrollo del perfil Th2 esta favorecido por la IL-4 (sefial 3),
la citoquina mas potente en la induccién de los linfocitos T virgenes en este
perfil. La IL-4 activa STAT6 el cual promueve la expresion del factor de
transcripcion GATA3 en estas células. GATA3 activa genes de numerosas
citoquinas tipicamente producidas por el perfil Th2 como IL-4 e IL-13. GATA3

induce su propia expresion ayudando asi a estabilizar la diferenciacién hacia
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Th2. Las células de este perfil se caracterizan por la produccion de IL-4, IL-5,
IL-9, IL-13 e IL-25 y poseen un papel fundamental en la inmunidad frente a
parésitos extracelulares y el desarrollo de los procesos alérgicos. La IL-4
promueve el cambio de isotipo en las células B para generar IgE, mientras IL-
5 induce el reclutamiento de eosindfilos produciendo eosinofilia. También
mediante IL-4, IL-9 e IL-13 el perfil Th2 estimula la produccion mucosa y la

hiperreactividad bronquial[33, 58, 59].

3. Células Th17: La generaciéon de células con perfil Th1l7 es resultado de la
interaccion entre TGF-B y una citoquina inflamatoria. TGF- mas IL-21, TGF-
B +IL-6 + IL-23 0 IL-6 + IL-21 pueden inducir la expresion del perfil Th17[60,
61]. Asi como T-bet y GATA3 son los factores de transcripcion caracteristicos
de los perfiles Thl y Th2, las células Th1l7 se caracterizan por expresar el
factor de transcripcion llamado RORy-t. Este factor de transcripcidén actia en
cooperacion con otros factores de transcripcion que incluyen ROR-a, STATS3,
IRF-4 y Runxl para el desarrollo del linaje Th17[62-65]. El perfil Th17 se
caracteriza por la produccion de IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22 que participan

de manera especifica en determinadas respuestas inflamatorias[66] (tabla 2).
Citoguina Principal fuente  Funcion
Interferon-y Células Th1, NK y NKT Inmunidad m,edlada.por células, control

de patégenos intracelulares
-1 Citoquina pro-inflamatoria; inducciéon del
perfil Th17

IL-4 Células Th2 y células NKT Inmunidad mediada por anticuerpos;
control de infecciones por parasitos.
IL-6 Induccion de proteinas de fase aguda;
induccion de células Th17
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1L-12 Monoatos y células dendriticas Induccién del perfil Th1

Citoquina pro-inflamatoria; control de
Células Th17, NK y NKT patogenos extracelulares; induccidn de la
destruccion de la matriz

IL-18 Monocitos y células dendriticas Induccion deI perfil Th1

IL-21 Celulas Th17, NKT Ampllflcacmn del perfil Th17

Induccién de la proliferacién de células
1L-22 Células Th17 epiteliales y de proteinas antimicrobianas
en queratinocitos.

1L-23 Monocitos y células dendriticas | Expansion y estabilizacion del perfil Th17
‘ IL-25 ‘ Células Th2 Induccion de citoquinas asociadas a Th2

Induccién de células T reguladoras en
VELEIGEECE DETES ausencia de IL-6; en presencia de IL-6, IL-
21 e IL-1 induccidn de perfil Th17

TNF Monocitos y células dendriticas Citoquina pro-inflamatoria

\ Tabla 2: Citoquinas, funciones y principales fuentes. \

En la infecciéon por VSR, el virus activa linfocitos T con la participacién de las
células dendriticas lo que resulta en la induccién y diferenciacion de los linfocitos
T en distintitos perfiles de linfocitos T colaboradores (Th), en un nimero detectable
en los pulmones a los 6-8 dias post-infeccion[67, 68]. La evidencia cientifica
sostiene un papel de las respuestas Thl, Th2 e inclusive para la respuesta de tipo

Th17 en las infecciones por VSR[69-72].
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Por un lado, algunos estudios demuestran que los linfocitos Thl son inducidos
durante la infeccién por VSR y que estos producen citoquinas pro-inflamatorias
como el INF-y que junto a los LT CD8 producen efectivamente el aclaramiento

viral en la mayoria de los individuos[69].

Por otra parte, dado que la patologia pulmonar inducida por el VSR comparte
algunas caracteristicas con el asma (como hiper-respuesta de las vias aéreas o
la produccién de moco) y esta enfermedad esta asociada a respuestas de tipo
Th2, se ha implicado a las respuestas de este tipo (Th2) como contribuyentes a la
patogénesis de la enfermedad asociada con la infeccién grave por VSR, sobre
todo en nifios pequefios. Esta teoria esta sostenida por estudios que muestran
una tendencia en los nifios menores de un afo a producir respuestas de tipo Th2
por una sefializacién insuficiente de las células dendriticas que producirian menos

IL-12, lo cual es importante en la induccién del perfil Th1[70].

2.5.3.3. Linfocitos B y respuesta inmune humoral

Las células B se activan y diferencian a células productoras de anticuerpos y de
memoria por el reconocimiento del antigeno y usualmente requiere la cooperacion
de las células T colaboradoras, las cuales van a proporcionar su ayuda para la
activacion de la célula B, asi como también en el proceso de hipermutacion

somética y cambio de isotipo [33, 73].

Los anticuerpos van a contribuir a la inmunidad de diferentes maneras. Por
ejemplo, para entrar a las células, el virus necesita unirse a moléculas especificas

sobre la superficie de la célula blanco. Los anticuerpos que se unen al patégeno
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y bloquean esta interacciéon, se denominan anticuerpos neutralizantes. Otro de los
mecanismos utilizados por los anticuerpos es la opsonizacién, en el cual recubren
al patogeno, lo que favorece su fagocitosis. Luego de unido al patégeno, los
anticuerpos también pueden activar el sistema del complemento, colaborando en

la resolucién de la infeccion[33, 74].

Las respuestas de anticuerpo a antigenos proteinicos requieren la ayuda de las
células T colaboradoras. La célula B puede recibir estas sefales adicionales
cuando el antigeno unido por la inmunoglobulina de superficie es internalizado y
luego es presentado en la superficie celular como péptido unido a moléculas del
CMH de clase Il. Entonces, los antigenos proteicos unidos a la célula B
desencadenan una sefializacion especifica mediante el entrecruzamiento del
receptor antigénico (BCR) y le permite a la célula B atraer a las células T
especificas que le otorgardn apoyo para una completa diferenciacion y
maduracién. Estos antigenos son los conocidos como T-dependientes ya que son
incapaces de desencadenar una respuesta inmune en ausencia de estas células

(figura 3)[33].

Por otra parte, también hay antigenos T-independientes, es decir que son capaces
de generar una respuesta de anticuerpos en ausencia de células T (figura 3)[33,

73].

Es de destacar que las células B también expresan ciertos receptores TLR que,
cuando se unen a sus ligandos, desencadenan cascadas de sefializacién que

sirven para amplificar la respuesta inmune humoral. Es asi como moléculas
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reconocidas por el sistema inmune innato también colaboran en la respuesta

inmune adaptativa[75].

T-cell independent
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%\—'

Ty cell
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cytokine o
release ®

Figura 3: Activacion T dependiente e independiente del linfocito B[76].

Las células B al igual que las T, recirculan permanentemente a través de los
organos linfoides secundarios hasta encontrar su antigeno. En el caso de la célula
B, entra al nédulo linfatico y atraviesa la zona T donde puede realizar una sinapsis
inmunolodgica con linfocitos T especificos para el mismo antigeno. Tras este

contacto los linfocitos B que reciben cooperacién T pueden:

e Convertirse en células plasmaticas de vida media corta llamados

plasmablastos que secretan IgM en los denominados focos primarios.
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Moverse a los foliculos primarios del ganglio y formar un centro germinal,
el cual esta compuesto basicamente por células en proliferacién. La
reacciéon del centro germinal provee de una respuesta tardia, mas efectiva
por si el individuo se re-infecta. Para esto la célula B atraviesa
modificaciones que se llevan a cabo en el centro germinal, incluyendo el
proceso de hipermutacién somatica, que altera las regiones V de los genes
de inmunoglobulinas; la maduracién de afinidad, que selecciona a las
células B con mayor afinidad por el antigeno y el cambio de clase, que
permite que los clones B seleccionados expresen una variedad de
funciones efectoras en la formacion de anticuerpos de diferentes isotipos.
Las células B que resulten seleccionadas se diferenciaran en células de
memoria o plasméticas, que comenzaran a secretar grandes cantidades de
anticuerpos de alta afinidad y con otro isotipo durante la fase tardia de la

respuesta inmune humoral primaria[33, 73, 77-79].

La infeccién con VSR provoca la produccion de anticuerpos inclusive en los nifios
mas pequefos, aunque los titulos de anticuerpos producidos por los nifios son
bajos si se los compara con los de los adultos[80]. Se ha demostrado que durante
la infeccidén primaria los anticuerpos IgM se encuentran presentes en suero a los
5-7 dias del momento de la infeccion. Los anticuerpos IgG aparecen en la segunda
semana con un pico a las 4 semanas post-infeccion y disminuyen luego de 1 a 2
meses. En cuanto a la respuesta de IgA en niflos es muy variable y puede no
ocurrir[81]. Por su parte, el posible rol de la IgE en la bronquiolitis por VSR vy el

subsiguiente desarrollo de sibilancias es todavia un tema de debate. Welliver et

33



al. encontraron IgE especificas para VSR en las secreciones de los nifios durante
la fase de recuperacion en la bronquiolitis por VSR. Sin embargo, también se
encontrd altos niveles de IgE (y correlacionada con el grado de hipoxia) en nifios
con bronquiolitis grave[80]. Por ultimo, otros estudios no han detectado IgE
especificas para VSR tanto en muestras provenientes de nifios en la etapa aguda

como durante la convalecencia[82].

2.5.4. Determinantes antigénicos

Las proteinas G y F son los principales antigenos del VSR y son capaces de
producir una respuesta inmune protectora[16]. La inmunizacibn con estas
proteinas con vectores recombinantes que codifican para F & G, confieren
proteccion al tracto respiratorio inferior mediante anticuerpos neutralizantes[33].
Los seres humanos desarrollan anticuerpos contra la mayoria de las proteinas de
VSR; sin embargo, s6lo F & G estimulan la produccion de anticuerpos
neutralizantes[16]. La proteina F es el principal antigeno neutralizante, y genera
anticuerpos protectores a través de epitopes que se encuentran en su subunidad
F1[83]. Por su parte, la proteina G es un antigeno sub-neutralizante y aunque
genera anticuerpos protectores, modula de forma negativa la activaciéon de
TLR4[11]. A pesar que las secuencias de la proteina G son altamente variables,
la modulacion de TLR4 es ejercida a través de una region altamente conservada
y rica en cisteinas; por lo tanto, aunque la presion selectiva ejercida por el sistema

inmune sobre G y F es importante, la conservacion de sus interacciones con TLR4
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indica que ambas son de suma relevancia tanto para el huésped como para el

patdgeno[84].

2.6. Complejo Receptor TLR4-CD14

2.6.1 Receptor de Tipo Toll 4

Los receptores Toll fueron descriptos en humanos en 1998[85]. Constituyen una
familia de receptores celulares que inician una sefal intracelular en respuesta a
una amplia gama de “patrones moleculares asociados a patdégenos” (PAMPs)
seguido del reclutamiento de adaptadores. Son proteinas transmembrana tipo |
gue contienen un dominio extracelular rico en leucina (LRR) y un dominio
intracelular que tiene similitudes con el dominio intracitoplasmatico del receptor de

IL-1[86-88]. (Figura 4)

N — terminus

&= LRR - leucine rich repeats

Extracellular

Intracellular

TIR (Toll/IL-1) receptor domain

C - terminus

Figura 4: Estructura de los receptores Toll-like. Fuente: Sandor y Buc [88]
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Toll 4 reconoce estructuras diversas y no relacionadas[89-91] entre las que se
destacan el lipopolisacarido (LPS) de las bacteria Gram negativas (también

conocido como endotoxina) y la proteina F del VSR[92, 93].

TLR4 funciona usualmente como mondmero, pero puede hacerlo también como
dimero. Esta codificado en el brazo largo del cromosoma 9. Se encuentra en
monocitos, células dendriticas inmaduras, células endoteliales, adipocitos,
miocitos cardiacos, células epiteliales intestinales y células epiteliales de la via

aérea[85-88].

Para una Optima respuesta a LPS mediada por TLR4 se necesita la unién al
dominio extracelular de TLR4 de la proteina secretoria MD2 y la funcionalidad del
correceptor CD14 (soluble o como glicoproteina de membrana). EI complejo
formado por CD14-LPS interactuaria con TLR4/MD2 de la superficie celular para

iniciar la sefializacion[86-88, 94]. (Figura 5)
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Figura 5: Estructura del complejo TLR4-CD14. Fuente: Buc y col. [88]

La unién con el ligando resulta en el reclutamiento de varias moléculas al complejo

receptor. Esto es seguido por una compleja cascada de eventos que permite la

translocacion al nucleo de factores como NF-kB. Este ultimo es un regulador clave

de la transcripcion de una variedad de genes proinflamatorios como, por ejemplo,

TNF, IL-18 e IL-6 [86, 95-97].(Figura 6)
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Figura 6: Esquema de la sefializacion de los Receptores Toll- Like en humanos
Fuente: Misch EA y Hawn TR[95]
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2.6.2 Polimorfismos de nucleétido simple de TLR4

La susceptibilidad a la mayoria de las infecciones sigue un modo de herencia
poligénica en el que la enfermedad resulta de un intrincado interjuego entre el
ambiente y los factores genéticos. Gracias a los avances en las técnicas de
genotipificacion y la bioinformatica, el entendimiento de enfermedades con
patrones de herencia complejos se estd tornando posible. Aunque los seres
humanos somos idénticos en la mayoria de los tres billones de pares de bases de
nuestro genoma, la variacion interindividual estd presente en aproximadamente
tres millones de nucledétidos (0,1% del genoma). Un tipo comuan de variacion es el
polimorfismo de nucleétido simple (SNP), en el cual una de dos bases alternativas

ocurre con una determinada frecuencia en la poblacion[98-100].

Dos mutaciones polimorficas puntuales en los nucleétidos A896G y C1196T en el
ADN humano han sido enfatizadas hasta el momento. Estas codifican cambios en
los aminoacidos Asp299Gly y Thr399lle dentro del dominio extracelular de TLR4.
Estos polimorfismos son referidos en la literatura con la denominacion de D299G
y T399I, respectivamente. Ambas mutaciones estan codificadas en el cuarto exén
del gen TLR4 y se ha postulado que afectarian la region de union al ligando y la
union al correceptor de la molécula, respectivamente. Hay estudios que sugieren,
ademas, que las mutaciones extracelulares de TLR4 pueden afectar su expresion,

su transporte a membrana o su deteccion[101].

Dado el papel de TLR4 dentro del sistema inmune innato, numerosos estudios
funcionales han examinado el significado de los SNPs de este gen en relacion con

las enfermedades infecciosas[91, 93, 95, 102-116]. D299G fue asociado con
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hiporrespuestas a LPS cuando es medido el broncoespasmo, problemas al mediar
la sefializacion por LPS in vitro en algunos tipos celulares (incluyendo las células
epiteliales de la via aérea) [101], hiporrespuesta inflamatoria sistémica luego de la
inhalacién de LPS (incluyendo respuestas medidas de proteina ligadora de LPS
en plasma, proteina C reactiva y conteo de leucocitos)[108] y con secrecién
alterada de IL- 12 p70 por las células mononucleares de sangre estimuladas por
LPS[117]. Contrariamente, otros estudios no hallaron defectos en la sefializacién
en individuos heterocigotos para D299G cuando se estimula sangre entera o
células mononucleares con LPS[118-121]. Estos resultados contradictorios
pueden ser explicados por diferentes condiciones de estimulacién, el uso de
muestras de tamafio pequefio, la comparaciéon entre distintos tipos celulares, el
uso de diferentes dosis y tipos de endotoxina y la medicion de diferentes

marcadores de inflamacion.

Por otro lado, estudios genéticos han examinado la asociacion entre los SNPs de
TLR4 y la susceptibilidad a infecciones bacterianas o a sepsis[91, 102, 105, 106,
122]. La mayoria de estos estudios han demostrado que la presencia de estos dos
polimorfismos confiere un incremento del riesgo para algunas infecciones. No
obstante, este hallazgo no es universal. La presencia de D299G y T399I también
se ha asociado con resistencia a la enfermedad pulmonar causada por Legionella
pneumophila (bacteria flagelada Gram negativa cuya endotoxina tiene una

estructura inusual)[123].

Datos sugieren que TLR4 no solamente juega un rol en el reconocimiento de

patdgenos y en la iniciacion de la respuesta inmune, sino que también tiene un
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papel fundamental en la patogenia de enfermedades no infecciosas[92, 95, 122,
124-126]. Existe evidencia para apoyar un rol para TLR4 en la patogenia de la

enfermedad pulmonar por VSR [14, 38, 127, 128].

2.7 Severidad y TLR4

Se estima que entre el 30% y el 70% de los lactantes desarrollan bronquiolitis ante
la primera Infeccién por VSR, solo 1% - 3% de estos requieren hospitalizacién.
Incluso aunque se han identificado factores de riesgo para la hospitalizacién, el

mecanismo de la bronquiolitis severa por VSR no se conoce del todo[129].

Tres hipotesis han sido ampliamente aceptadas como probables explicaciones
para la gravedad de la enfermedad [130] . La primera atribuye la severidad de la
bronquiolitis al dafio producido, por el VSR, a las vias respiratorias y es respaldada
por estudios en los que dosis mas altas de candidato intranasal de virus en
vacunas aumentan los sintomas en los pacientes receptores de estas[131]. La
segunda hipétesis postula que la severidad es una consecuencia de la
inflamacién[132] y la explicacidn final atribuye la bronquiolitis grave por VSR a una
polarizacibn CD4* Th2 de la respuesta inmune en el tracto respiratorio[133] y es
respaldada por la semejanza de los sintomas de la bronquiolitis y el asma, los
altos niveles de citoquinas Th2 en infantes severamente enfermos, y estudios de

asociacién genética con genes Th2[129, 134-136].
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Aunque uno o mas mecanismos de patogenia puedan independientemente afectar
la severidad de la enfermedad por VSR, la activacion de TLR4 puede integrar estas
respuestas en algun nivel. En otras palabras, los SNPs de TLR4 pueden alterar el
control de la replicacién viral promoviendo el dafio viral directo y coincidentemente
disminuir la produccion de IFN-y promover una polarizacién Th2 de la respuesta
inmune. Mas aun, la replicacién persistente (y la consecuente permanencia de la
estimulacién antigénica) ha sido asociada con la polarizacibn Th2 en otros
modelos[12]. Todos estos mecanismos postulados de enfermedad pueden estar
en un juego interrelacionado resultando en una enfermedad por VSR

suficientemente severa como para requerir hospitalizacion y oxigenoterapia.

Por otro lado, y tal como esta descripto para CD14 en su relacion con el asma[8,
137-140], y como lo sugieren los resultados en direcciones opuestas de los
estudios, los factores ambientales, y en el caso particular de este receptor la
exposicion a endotoxina del ambiente, podrian tener un impacto importante en el
desarrollo de enfermedad y en el significado patogénico de los distintos
polimorfismos. A la vez, estudios recientes que buscan identificar genes
relevantes en la susceptibilidad contra el VSR también sefialan al TLR4 como un
gen de importancia en la enfermedad y remarcan la importancia de estudiar la

relacion entre esta y la diversidad genotipica humana[141].
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2.8. Vacuna FIRSV y enfermedad pulmonar aumentada

Una de las contribuciones mas importantes a la salud publica en los ultimos 100
afos fue la vacunacion, que disminuyé notoriamente las muertes por
enfermedades infecciosas. El objetivo de la vacunacion es generar inmunidad

protectora de larga duracion.

El primer intento de una vacuna contra el VSR fue la vacuna FIRSV, la cual fue
desarrollada en 1961 en Estados Unidos. El VSR fue inactivado por formaldehido
y adsorbido con hidréxido de aluminio. La vacuna se administré en 1966 a nifios
y lactantes seronegativos y seropositivos para VSR[5, 142-144]. Durante el
invierno de 1966-1967 los nifios inmunizados estuvieron expuestos al VSR
circulante en la comunidad y aquellos que eran seronegativos para el virus antes
de la vacunacién experimentaron un significante aumento en la frecuencia y
gravedad de la enfermedad del tracto respiratorio bajo, presentando
bronconeumonia, broncoconstriccion y mayor produccion de moco. Ademas,
aumentd significativamente la incidencia de hospitalizacion en comparacion con
el grupo control, siendo del 80% para aquellos individuos que recibieron la vacuna
FIRSV contra el 5% de los nifios del grupo control[5, 142-144]. M&s aun, dos de
los nifios vacunados murieron como consecuencia de la infeccion subsiguiente

por VSR[5].

La primera evaluaciéon de la patogénesis EPA mostré una mayor produccién de
interleucina 4 (IL-4) en pulmones de ratones BALB/c afectados mediante el uso

de analisis Northern Blot [13]. La deplecién posterior de linfocitos T CD4 junto a la
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codeplecion de IL-4 e IL-10 modularon la patologia pulmonar de la EPA, lo que
sugiere que la enfermedad se debié a una respuesta de Th2 exacerbada [145].
Estudios mas recientes en ratones BALB/c confirmaron un papel critico para el
sesgo Th2 (pero no para los eosindfilos) en la hiperreactividad de las vias
respiratorias y la hipersecreciéon de moco[13]. El formaldehido, utilizado para la
inactivacion de virus en FIRSV, puede haber contribuido a la polarizacion Th2

durante la EPA generando grupos carbonilo en los antigenos virales [146].

Otro elemento critico en la patogenia de la EPA es la incapacidad para provocar
linfocitos T citotdxicos (CTL) en sujetos inmunizados con FIRSV. La ausencia de
una respuesta CTL durante la inmunizacidn se asocia con la replicacion del virus
en los pulmones y con la polarizacién Th2 durante la infeccidon por VSR, corregir
este déficit condujo a respuestas Thl protectoras, abrogando el fenotipo patégeno

[133, 147].

Por ultimo, FIRSV provoco la produccién de anticuerpos que no protegieron contra
la infeccidon por VSR[5]. Esta respuesta es el resultado de una falta de maduracion
de afinidad en las células B y su baja avidez es consecuencia de una activacion
deficiente de los TLR durante la inmunizacion. Esto, tras la infeccion por el VSR,
desencadena la formacion de complejo inmune y la activacion de complemento,
potenciando la broncoconstriccion mediada por Th2, neumonia y produccion de
moco [148, 149]. Estudios murinos demostraron que la estimulacion de TLR4 a la
vez que se vacunaba a los animales con el agonista del receptor, el liposacarido
(LPS), promovia la maduraciéon de la afinidad contra la proteina F del VSR vy el

desarrollo de anticuerpos protectores contra el virus[149].
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En resumen, la ausencia de CTL y anticuerpos no protectores permite la
replicaciéon de VSR después del desafio y, en el contexto de linfocitos T CD4
sensibilizados, sienta las bases para una respuesta aberrante que resulta en
EPA[6]. La EPA impidio el desarrollo de tratamientos contra el VSR durante mucho
tiempo. Sin embargo, el estudio de su mecanismo y fenotipo logro revivir los

intentos de desarrollar nuevas técnicas.

Trabajos previos han encontrado que los receptores de tipo Toll, en especial el
TLR4, tienen un papel importante en el desarrollo tanto de la severidad de la
bronquiolitis producida por el VSR como en la respuesta patoldgica a la vacuna
FIRSV que produce la EPA [6, 38, 129, 141, 150]. En la actualidad hay un aumento
significativo de estudios de asociacidn genética que buscan entender el rol de la
variabilidad genética en la respuesta ante agentes patogenos, con el fin de

desarrollar tratamientos mas seguros, personalizados y eficientes[129, 141, 151].
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lll. OBJETIVOS
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A pesar de que la enfermedad respiratoria por VSR es una causa importante de
morbilidad entre los lactantes de todo el mundo, aun no se conocen los
mecanismos de proteccidn y patogenia implicados en la severidad de la misma.
Uno de los mecanismos que podria determinar severidad durante la infeccién por

este virus es la respuesta inmune, del cual forma parte el receptor Toll 4.

El objetivo general de este trabajo esta dirigido a:

Caracterizar la respuesta inmune humoral frente al virus del VSR de una
muestra poblacional con diferentes genotipos en el gen codificante para

TLR4 para determinar el papel del genotipo en la respuesta.

Para lograr este objetivo general se proponen los siguientes objetivos particulares:

1. Determinar la presencia y calcular el titulo de punto final en ensayos de adhesién
de los anticuerpos en los sueros a caracterizar.

2. Cuantificar el titulo neutralizante de dichos anticuerpos.
Determinar el papel del genotipo en el titulo de punto final de los anticuerpos.

Determinar el papel del genotipo en el potencial neutralizante de los anticuerpos.
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IV. MATERIALES Y METODOS
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4. Metodologia General

4.1. Medios de cultivo
OptiIMEM (Gibco): Con suero fetal bovino; antibiéticos, penicilina 100U/ml;
estreptomicina 100ug/ml; L-glutamina 2mM; piruvato de sodio 1mM; aminoacidos

no esenciales 0,1mM; Hepes 10mM y bicarbonato de sodio 23mM.

4.2 Cultivo celular

Se utilizaron células Vero (ATCC CCL-81), linea celular continua proveniente de rifién de
mono verde africano adulto Cercopithecus aethiops. Estas fueron crecidas en medio
minimo esencial de Eagle (MEM) (GIBCO) suplementado con 5% de suero fetal bovino
(SFB) (GIBCO), inactivado 30 minutos a 56 °C y con una mezcla de antibi6tico y
antimicotico que contenia anfotericina B- estreptomicina- penicilina (GIBCO). El medio
MEM fue suplementado con HEPES 20 mM (GIBCO) y se llevd a pH 7,2 con bicarbonato
de sodio 7,5% (GIBCO). Para el medio de mantenimiento (MM) la concentracion de suero

se redujo a 2%. Las células se crecieron en estufa a 37°C y 5% de CO..

4.3. Preparacién de los in6culos del virus

El VSR se crecié sobre monocapa de células Vero en frascos de cultivo de 75
cm?. La infeccién de la monocapa se realizd6 colocando 0,1- 0,05 unidades
formadoras de placas (ufp)/1 célula en minimo volumen de medio de cultivo
OptiIMEM y se dejo actuar (infectar) al virus durante 1 hora en rotacion. Al finalizar
esa incubacion se completdé con medio de cultivo hasta llegar al nivel adecuado
del frasco y se incuba por 4-5 dias a 37°C con 5% COZ2. Luego se rescato el virus
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del sobrenadante y del interior de las células mediante lisis por
calentamiento/congelacion. Se centrifugd a 1400 revoluciones por minuto (rpm)
durante 5 minutos para eliminar los restos celulares y se conservé a -80°C hasta

su titulacién y uso[152].

4.4. Titulacién viral (técnica de inmuno-tincién)

La titulacién viral se realiz6 sobre una monocapa de células Vero en placas de 24
pocillos. Se utilizaron placas con células con un 70-80% de confluencia. Se retird
el medio de crecimiento de las células de la placa y se colocaron 0,2 ml de cada
dilucién del virus a titular por pocillo por duplicado. Posteriormente, se incubd
durante 60 minutos a 37°C rotando cada 5 min. Luego de la infeccion se cubrio
con 1ml/pocillo de metilcelulosa 0,8% (Sigma) preparada en medio OptiMEM y se
incubo a 37°C con 5% CO: por 4-5 dias.

Transcurridos los dias de incubacién se retird la capa de metilcelulosa y se colocé
1ml por pocillo de la mezcla 1:1 Acetona:Metanol para fijar la placa y se incub6
por 60 minutos a 4°C. Luego se retiro el fijador, se lavé con PBS y se incub6 por
60 min. a 37°C con un anticuerpo anti-VSR en una dilucion 1/4000 (US Biologicals)
en PBS + 5% de leche descremada. Luego de la incubacion, se lavo 2 veces con
PBS y se incubd con el anticuerpo secundario anti-lg (KLP) de raton marcado con
HRP (dilucion 1/1000 en PBS + leche 5%). El revelado se realizé con el sustrato
diaminobencidina (DAB, Sigma). Se utiliz6 0,2 ml/pocillo, tanto de los anticuerpos
como del sustrato. La reaccion se detuvo agregando 1 ml/pocillo de H20d, se

retirg, se dejé secar y se conté las placas. Se calculé el promedio de placas/pocillo
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de los duplicados y se multiplicé por los factores de dilucion empleados para

conocer el titulo viral de la muestra utilizada[149].

4.5. Extraccion de ADN a partir de sueros humanos mediante columnas
magnéticas

Para el genotipado mediante RT-PCR en tiempo real, primero se procedi6 a la
extraccion del ADN total a partir de muestras de suero humano de pacientes
reclutados por la Fundacion INFANT.

Para ello, se utilizd el equipo comercial DNA Minikit (QIAGEN) y se siguid el
procedimiento recomendado por el fabricante. En primer lugar, se descongelaron
las muestras (con un volumen aproximado de 800 pl) a temperatura ambiente y
se le agregd, a cada una, buffer RLT. Se mezclaron por pipeteo y vortex varias
veces, para lograr la disrupcion celular. La mezcla obtenida fue transferida a
columnas QIAshredder (QIAGEN), que estaban ubicadas dentro de un tubo de
recoleccion de 2 ml y se procedié a centrifugar a 16100 x g durante 2 minutos a
4°C (Eppendorf Centrifuge 5415 R). Seguidamente, se agreg6 un volumen de
etanol 70% a la muestra resultante en el tubo de recoleccion y se mezclo
vigorosamente por pipeteo. Se transfirieron 700 pl de esta mezcla a las columnas
del equipo comercial, ubicadas dentro de un tubo de recoleccién de 2 ml, se
centrifugod durante 15 seg a 16100 x g y finalmente se descart6 el liquido del tubo
de recoleccion. Posteriormente, el filtro de la columna se lavé una vez con buffer
RW1 (15 seg a 8000 x g) y dos veces con buffer RPE (durante 15 seg y 2 minutos
a 8000 x g, respectivamente). Se paso la columna a un nuevo tubo de 2 ml y se

centrifugd durante 1 minutos a 16100 x g. Luego, se ubico la columna dentro de
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un nuevo tubo de recoleccion de 1,5 ml y se agregd agua libre de ADNasas.
Consecutivamente, se centrifugé a 8000 x g durante 1 minutos para eluir el ADN
y se descarto la columna. Finalmente, se cuantificé el ADN total obtenido en el
espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) a una longitud de onda de

260 nm. Las muestras de ADN obtenidas se guardaron a -80°C.

4.6. Genotipificacién
La mutacion TLR4 Asp299Gly fue evaluada por discriminacién alélica con ensayos

preoptimizados de Invitrogen.

Los sitios polimorficos de TLR4 se amplificaron a partir de 10 ng de ADN
genomico, 12.5 yl TagMan Genotyping Master Mix, y 1.25 ul de un mix de ensayo
preoptimizado x 20 que contiene C_11722238 (Asp299Gly, rs4986790). Cada
mezcla x 20 consistié en 18 uM de cebadores directos e inversos y 8 uM de cada
sonda marcada con fluorescencia especifica al alelo. Se utilizaron condiciones de
ciclo de PCR estandar, con desnaturalizacion inicial a 95 ° C durante 10 minutos,

seguido de 35 ciclos a 92 ° C durante 15 segundos y 60 ° C durante 1 minuto.

Los productos de PCR especificos del alelo se detectaron en un sistema de PCR
tiempo real StepOnePlus (Invitrogen) y agrupados por genotipo usando el
software de deteccién de secuencia StepOnePlus. Las muestras ambiguas se

descartaron.
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4.7. Caracterizacion de los antisueros por ensayo de ELISA

Para caracterizar la reactividad frente a VSR de los sueros obtenidos, se llevé a
cabo el Ensayo por Inmunoadsorcion ligado a Enzima (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay, ELISA). Para ello, primeramente, se realizaron diluciones
de preparaciones de VSR en buffer carbonato (carbonato de sodio 0,1 M; pH 9,5)
de forma tal de obtener una suspension viral conteniendo 10° UFP/ml. Luego, se
agregaron 100 pl de la suspension viral (10 UFP) por pocillo en una microplaca
de 96 pocillos de fondo plano (poliestireno) y se incubd la microplaca durante toda
la noche a 4°C. Al dia siguiente, se descarto el sobrenadante de la microplaca por
volcado y se lav6 con buffer fosfato salino (PBS) el cual contenia 0,1% de Tween-
20 (PBS-T) y seguidamente se bloqued con PBS-T que contenia 5% de leche
descremada (100 pl por pocillo) durante 1 hora a 37°C. Luego de la incubacion,
se descarté la solucién de bloqueo, se lavd con PBS-T y se agregaron diluciones
seriadas de los sueros humanos (1/20, 1/80, 1/320, 1/1280 y 1/5120) preparadas
en PBS-T con 5% de leche descremada. Se incub6 durante 1 hora 30 minutos a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se descartaron las diluciones de los
antisueros de la microplaca, se lavé con PBS-T y se agreg6 una dilucién 1/2000
del anticuerpo secundario (IgG de cabra anti-humano conjugado con peroxidasa)
preparada en PBS-T con 5% de leche descremada (100 ul por pocillo). Se incub6
durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se descart6 el anticuerpo
secundario, se lavé con PBS-T y se agregaron 75 pl por pocillo de 3,3,5,5"-
tetrametilbencidina (TMB). Se dej6 reaccionar 10-15 minutos en oscuridad y una
vez detectado el cambio de color se agregé una solucion de &cido sulfarico 1 M

para detener la reaccién y se colocé la microplaca en un lector de ELISA para
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medir la densidad éptica (D.O.) a 450 nm. Los valores de D.O. resultantes se
graficaron en funcién de la dilucidon de antisuero. Las curvas de ajuste 6ptimo se
calcularon mediante regresiéon no lineal a una funcidon sigmoidea usando
GraphPad Prism. El titulo del punto final se defini6 como el reciproco de la mayor
dilucion de sueros que tenia una lectura por encima del valor de corte, definido

como el doble de la sefial medida en los controles (background).

4.8. Determinacién del titulo neutralizante de los anticuerpos presentes en
los sueros.
Para determinar el titulo neutralizante de los anticuerpos de los sueros anti-VSR

se realiz6 un ensayo de neutralizacion.

Primeramente, se inactivé una alicuota de los sueros durante 30 minutos a 56°C.
Seguidamente, se realizaron diluciones seriadas 1:4 de los sueros desde 1/20
hasta 1/5120 en medio de mantenimiento y éstas se colocaron en una microplaca
de 96 pocillos. Las diluciones de los sueros inactivados se mezclaron
separadamente con una dilucién de una suspension de VSR, de forma tal que la
mezcla contuviera 100 UFP/pocillo. Se incubd la microplaca durante 1 hora a 37°C
para producir la neutralizacién de las particulas de VSR por los anticuerpos
presentes en los sueros inmunes. Finalmente, se tituld la infectividad viral
remanente en las mezclas por ensayo de formacioén placas de lisis en células Vero.
Se calcul6 el titulo del suero como la inversa de la dilucién del suero que produce
un 50% y un 80% de inhibicion en la infectividad remanente (del inglés Plaque

Reduction Neutralization Titer, PRNT50, PRNT80).
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4.9. Analisis estadistico

Se utilizé un gréfico de comparacion de quantiles y un test de normalidad Shapiro-
Wilk para el andlisis de la distribucién de los datos. Para la descripcion de métodos
estadisticos se consultd la pagina web del Instituto Nacional de Estandares y
Tecnologia de los Estados Unidos. El grafico expresa la media y la desviacion
estandar del conjunto de datos y representa sus quantiles frente a los quantiles
de la distribucidon estandar tedrica con la misma media y desviacion. Si la
distribucion es normal, los datos se alinearan cerca de la diagonal del grafico.
Cuanto mas se alejen, menos probable es que los datos sigan una distribucién
normal. El test plantea como hipétesis nula que la distribucion de los datos es

normal y se rechaza dicha hipétesis con una probabilidad (Prob>z) menor a 0,05.

Luego, se utilizé el analisis de Mann-Whitney y un test de medias para comparar
la distribucién de los grupos. El test de Mann—W hithey asume como hipoétesis nula
gue es igual de probable que un valor seleccionado aleatoriamente de un grupo
sea mayor o menor que uno seleccionado aleatoriamente del otro grupo. La
hipotesis es posible rechazarla con un valor de probabilidad menor a 0,05 y esto

afirmaria que las muestras vienen de conjuntos de datos con distribucion distinta.

El test de medianas prueba la hipétesis nula en la cual las muestras vienen de una
poblacion con un mismo valor de mediana. El aspecto relevante de la prueba es
gue solo considera la posicion de cada observacion relativa a la mediana global,
mientras que la prueba de Mann-Whitney tiene en cuenta los rangos de cada

observaciéon. La hipétesis es posible rechazarla con un valor de probabilidad
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menor a 0,05 y esto afirmaria que las muestras vienen de conjuntos con medianas

distintas.

Los resultados se representaron en términos de media y el error estandar de la
media. En todos los casos se consider6 significativo un valor de “p” menor a 0,05.
El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa informético Stata 13.0y los

gréaficos se realizaron con el programa GraphPad Prism.
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V. RESULTADOS
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5.1. Genotipificacién.

Del total de las muestras se obtuvieron 15 muestras heterocigotas (8,064%), 167
homocigota para el tipo salvaje (89,785%) y 4 muestras fueron indeterminadas

(tabla 3) (figura 7 y 8).

Genotipo AA AG GG Indeterminado
Cantidad 167 15 0 4

Tabla 3: Numero de pacientes para cada genotipo. AA genotipo homocigota
para tipo salvaje. AG genotipo heterocigota. GG genotipo homocigota mutado.
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Figura 7: Grafico multicomponente de amplificacion de fluorescencia por ciclo.
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Allelic Discrimination Plot
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5.2. Célculo del titulo de punto final.

Se realizaron los ensayos de ELISA para analizar 62 sueros humanos, 48 con
genotipo de tipo salvaje seleccionados al azar y 14 con genotipo heterocigota para
TLR4, discriminados en la etapa previa de genotipificacion (un suero de genotipo

heterocigota no pudo utilizarse por no haber cantidad suficiente).

- ; ﬁ:. i
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\ Figura 9: Foto de una placa, resultado de un ensayo ELISA.

Se obtuvieron para los 62 sueros analizados valores de densidad Optica para cada
dilucién y se ajustaron a curvas calculadas mediante regresion no lineal a una

funcion sigmoidea. (figura 10)
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Figura 10: Graficos de densidad 6ptica medida a 450nm en funcién de las
diluciones de suero. DOH: Densidad 6ptica para pacientes con genotipo
heterocigota para TLR4. DOWT1-3: Densidad éptica para pacientes con
genotipo de tipo salvaje.
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A las muestras analizadas por ELISA se les calcul6 el titulo de punto final definido
como el reciproco de la mayor dilucién de sueros que tenia una lectura por encima
del valor de corte, definido como el doble de la sefial de fondo. También se calculo
el EC50 definido como la concentracion de suero que da la mitad de la respuesta

méaxima. (Tabla 3)

Identificacion EC50 EndPoint Titer Genotipo Identificacion EC50 EndPoint Titer Genotipo
P-1-0139 17,6897223 153,3542979 wt P-1-0210 41,5282392 611,6971641 H
P-1-0141 32,1646832 272,3267277 wt P-1-0211 26,1506276 309,4068496 wt
P-1-0144 50,7356672 253,527966 wt P-1-0212 137,023842 514,7144739 wt
P-1-0150 36,5096751 687,5833614 wt P-1-0213 30,4785126  294,698837 wt
P-1-0151 29,1036088 222,1942205 wt PS-1-0009 23,5960359 818,3980645 wt
P-1-0152 28,0898876 257,5015753 wt PS-1-0022 21,4822771 278,1617954 wt
P-1-0153 28,6615076 439,3428335 wt PS-1-0023 34,7947112 336,8685996 H
P-1-0154 37,3831776 406,1311769 wt PS-1-0040 50,9164969 206,126705 wt
P-1-0162 24,2424242 159,972085 H PS-1-0041 33,0797221 208,5133022 wt
P-1-0163 37,4672162 278,5454987 wt PS-1-0050 69,2520776 705,4497993 wt
P-1-0164 31,4070352 402,3083686 wt PS-1-0052 63,8162093 529,8196924 wt
P-1-0165 54,6448087 1335,244925 wt PS-1-0056 37,3831776 1297,442811 wt
P-1-0188 52,8262018 205,5323055 wt PS-1-0058 16,2786912 161,4727431 wt
P-1-0189 45,8505273 251,5922231 wt PS-1-0059 70,5716302 307,9602493 wt
P-1-0191 72,2543353 140,1561413 wt PS-1-0061 3,04043782 1119,368671 wt
P-1-0192 38,1679389 106,1462401 wt PS-1-0063 51,2820513 188,2817868 wt
P-1-0193 2,09643606 487,5599615 wt PS-1-0064 117,15089 954,2573544 wt
P-1-0194 10,4351456 728,5019307 wt PS-1-0100 55,7724484  3336,09502 wt
P-1-0195 47,9846449 232,5509295 wt PS-1-0101 19,0766883 278,3345219 wt
P-1-0196 47,7554919 119,3144863 wt PS-1-0103 15,7183276 565,9359803 wt
P-1-0197 45,4132607 152,4858272 wt T110 26,5886732 818,3069384 H
P-1-0198 11,5420129 528,8706462 wt T19 32,2372663 562,9211603 H
P-1-0199 30,9981401 659,7177449 wt T23 61,1246944 303,0181759 H
P-1-0200 41,3052458 302,014925 wt T39 95,1474786 572,5781442 H
P-1-0201 37,5234522 404,7443729 wt T42 44,9640288 422,1189056 H
P-1-0202 47,1475719 261,3944434 wt T43 35,4484225 441,1367779 H
P-1-0204 30,1114122 217,9973812 wt T44 45,4959054 702,6088221 H
P-1-0205 54,5553737 233,4832139 wt T58 271,370421 6610,763905 H
P-1-0207 28,5551114 721,5584696 wt T65 174,216028 292,5996902 H
P-1-0208 24,1312741 126,029496 wt 173 43,6871997 421,4697401 H
P-1-0209 53,1632111 299,9200082 wt T83 50,9943906 173,9461122 H

Tabla 3: Valores obtenidos para el titulo de punto final para cada suero,
genotipo, y EC50. (wt: genotipo de tipo salvaje, H: genotipo heterocigota).
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5.3. Célculo del PRNT50.

Se realizaron ensayos de neutralizacion viral con revelado por inmunotincion
(figura 14) se obtuvieron curvas de inhibicibn como porcentaje de la reduccion de
placas con respecto al control (Figura 15) y se calculé el PRNT50 y el PRNT80
por duplicado para el total de 62 muestras de sueros humanos. Los valores se
presentan como el promedio entre duplicados y el desvio estandar (Tabla 4). Los

valores por fuera de los limites de deteccion se ajustaron a limites maximos y

minimos establecidos en 5120 y 10 respectivamente.

Figura 14: Foto de una placa de ensayo de neutralizacion viral y revelado por
inmunotincion.
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Figura 15: Gréficos de porcentaje de inhibicion en funcion del reciproco de las
diluciones de suero. Inhibicion H: Curvas de pacientes con genotipo heterocigota
para TLR4. Inhibiciébn WT, WT1 y WT2: Curvas de pacientes con genotipo de

tipo salvaje.
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dentificacién ~ PRNT50  DSPRNTS0  PRNTSO DS PRNTS0 Identificacién PRNTS0  DSPRNT50  PRNTSO DSPRNTS0  Genotipo
P-1-0139 438,43 5803 13937 312 P-1-0210 1492,88 27473 54862 +t 175 H
P-1-0141 111,23 430 378 6,22 P-1-0211 2027,42 1281,25 523,70 + 852 wt
P-1-0144 939,39 171,11 334,30 25 P-1-0212 5120,00 0 1211,98 + 50035 wt
P-1-0150 1605,23 451,66 473,53 50,09 P-1-0213 679,58 31,9 191,22 + 2853  wt
P-1-0151 624,47 406,14 114,88 5,94 PS-1-0009 1016,82 8419 35032 + 215wt
P-1-0152 1565,14 134,08 510,14 66,49 PS-1-0022 341,01 10745 111,38 + 1066  wt
P-1-0153 78,02 17,78 29,01 0,04 Ps-1-0023 23,80 1,04 10,00 +0 H
P-1-0154 1541,91 157,72 482,20 23,65 PS-1-0040 139,61 12,97 41,53 + 814 wt
P-1-0162 577,61 145,05 179,93 48,86 PS-1-0041 142,98 08 39,75 + 2,34
P-1-0163 309,39 3505 10527 12,11 PS-1-0050 481,65 58 16331 + 555
P-1-0164 2646,24 915,88 787,68 153,44 PS-1-0052 768,25 12358 276,10 + 11027
P-1-0165 802,15 1755 188,85 65,49 PS-1-0056 5120,00 0 5120,00 +0
P-1-0188 350,03 89,98 7511 38,17 PS-1-0058 722,97 7002 270,69 + 6557
P-1-0189 639,79 491,05 227,60 161,87 PS-1-0059 100,67 33972 259,00 + 57,18
P-1-0191 211,97 3856 86,74 3,79 PS-1-0061 217,56 1683 71,90 + 9,94
P-1-0192 268,27 156,76 55,02 11,88 PS-1-0063 294,93 6068 107,17 + 15,73
P-1:0193 853,68 11921 365,76 23,25 PS-1-0064 515,36 1341 17168 + 828
P-1-0194 569,93 7869 20530 22,68 PS-1-0100 1138,57 363,85 427,99 + 31,32
P-1-0195 1224,96 391,09 434,70 5,83 PS-1-0101 1680,29 8779 752,16 + 386,37
P-1-0196 3731 0,36 10,00 0 PS-1-0103 67,78 26,9 30,44 + 573
P-1-0197 10,00 0 10,00 0 T110 2923,58 31062 446,99 + 169,57
P-1-0198 46,38 1654 10,00 0 T19 1161,73 30321 490,84 + 2551
P-1-0199 741,91 350,65 175,66 23 927,31 91,57 43522 + 29,74
P-1-0200 2158,72 1303,66 485,45 139 957,82 26081 363,61 + 116,34
P-1-0201 1416,34 196,83 417,43 42 776,00 16422 27538 + 0
P-1-0202 596,93 5038 199,93 43 862,89 26,02 36321 + 208
P-1-0204 1139,61 346,16 405,74 T44 790,13 90,75 252,78 + 64,76
P-1-0205 739,69 7,21 156,58 T58 1465,35 7624 512,80 + 139,01
P-1-0207 2104,14 2755 698,60 T65 540,83 9%52 170,72 + 406
P-1-0208 1101,51 18854 408,49 73 3142,28 279692 387,17 + 162,58
P-1-0209 3833,74 1819,05 858,33 183 3285,88 15093 947,26 + 51824
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Tabla 4: Valor medio y desvio estandar calculado para el PRNT50 y PRNT80 de
pacientes y su genotipo. (wt: genotipo de tipo salvaje, H: genotipo heterocigota)

5.4. Analisis estadistico

5.4.1 Normalidad

Se realiz6 un test de Shapiro-Wilk W y un grafico quantil-quantil (figura 16 y 17)

para probar la distribucién normal de los resultados de ambos ensayos.
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Shapiro-Wilk W test for normal data
Variable Cbs W v z Prob>z
PrntS0p 62 0.79474 11455 5.266 0.00000
prnts80p 62 0.40289 33.322 7.572 0.00000
endpoint 62 0.40371 33.276 7.569 0.00000
ECS0 62 0.65115 19 468 6.411 0.00000

Figura 16: Resultado del test de Shapiro-Wilk para los valores medios de
PRNT50 y PRNT8O0, los titulos de punto final y los EC50.
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Figura 17: Graficos quantil-quantil para para los valores medios de PRNT50 y
PRNT8O, los titulos de punto final y los EC50.
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Tanto los graficos como los tests determinaron la no normalidad de los datos.

5.4.1 Significancia

Analizada la distribucién de los datos se procedié a evaluar las significancias
estadisticas del SNP en los valores de ambos ensayos, para esto, se utilizé un
test de Mann—-Whitney U, y para corroborar los resultados un test de medianas.
Dichas pruebas fueron elegidas ya que los conjuntos de datos no siguen una

distribucién normal.

Titulo de punto final

El resultado del test de Mann-Whitney para el titulo de punto final es de Prob > |z|
= 0,1430 por lo que no es posible rechazar la hipétesis nula considerada. Esto
quiere decir que el titulo de punto final de ambos grupos (personas con genotipo
WT y heterocigota) posee la misma distribucion, por lo que no se puede demostrar
gue con respecto a la cantidad de anticuerpos IgG de los sueros estudiados, el
SNP tenga un rol estadisticamente significativo. El resultado coincide con el
resultado del test de medianas (Pr = 0,129) y se corresponde con los resultados
de ensayar el EC50 (Mann-Whitney: Prob > |z| = 0,1340; test de medianas: Pr =
0,362). El valor maximo-minimo para los heterocigotas y los homocigotas fue de
6610,7-159,9 y 3336,1-106,1 y los valores de media-error estandar 887,8-443,1 y

478,4-74,4 respectivamente. (figura 18)
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Figura 18: Graficos de medias y errores estandar para el valor de Endpoint y
EC50 (WT: genotipo de tipo salvaje, H: genotipo heterocigota).

PRNTS50

El resultado del test de Mann-Whitney es de Prob > |z| = 0,1385 por lo que no es
posible rechazar la hipétesis nula considerada. Esto quiere decir que el PRNT50
de ambos grupos (personas con genotipo WT y con un alelo mutado) posee la
misma distribucién por lo que no se puede demostrar que con respecto al titulo
neutralizante de los anticuerpos IgG, el SNP tenga un rol estadisticamente
significativo. El resultado coincide con el resultado del test de medianas (Pr =
0,129) y se corresponde con los resultados de ensayar el PRNT80 (Mann-
Whitney: Prob > |z| = 0,1042; test de medianas: Pr 0,129). El rango en el que se
encuentran los valores asociados al titulo es de 10 a 5120, el valor maximo-
minimo para los heterocigotas y los homocigotas fue de 3285,9- 23,8 y 5120- 10

y los valores de media-error estandar 1352-274,6 y 1047,3-166 respectivamente.

67




Comparacion de medias PRNT50 Comparacion de medias PRNT80
2000- 600~

15004
4004

1000+

PRNT50
PRNT80

2004
5004

Genotipo Genotipo

Figura 19: Graficos de medias y errores estandar para el valor de PRNT50 y
PRNTB80 (WT: genotipo de tipo salvaje, H: genotipo heterocigota).

68




VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES
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El gen codificante para el receptor de tipo toll 4 interactia con las proteinas virales
F y G del VSR a través de su proteina codificada. Esta interaccion podria afectar
ampliamente diferentes aspectos de la respuesta inmune tanto humoral como
celular[38, 101, 129, 150, 153-155]. En este trabajo se decidio realizar un analisis
preliminar de las consecuencias que tiene una modificacion genética de tipo SNP
en algunas caracteristicas de la respuesta inmune humoral como son la cantidad
de anticuerpos contra el virus (analizada a través del titulo de punto final), y el
poder neutralizante (representado por el titulo resultado de ensayos de
neutralizacién). En este primer analisis se observé que aproximadamente un 8%
de la poblacién posee genotipo heterocigota para el gen que codifica TLR4,
estableciendo un grupo de interés significativo a la hora de estudiar la reaccion de
posibles tratamientos futuros. Sin embargo, no se pudo demostrar una diferencia
significativa en las caracteristicas analizadas de los anticuerpos presentes en los

sueros utilizados.

Si bien el estudio no pudo demostrar una respuesta humoral atipica, vale la pena
mencionar que este estudio no abarca todo el espectro digno de andlisis en lo que
a este gen se refiere. Los caracteres de estudio seleccionados no son todos los
que importan a la hora de caracterizar la relacion anticuerpo-antigeno ya que
dejan de lado la avidez. La avidez de un anticuerpo indica la fuerza total de la
interaccién entre el anticuerpo y el antigeno[149] y es de mayor importancia a la

hora de analizar la funcionalidad de estos.

No solo es importante completar la caracterizacion de los anticuerpos, futuros

estudios también deberian focalizar su atencidn en la discriminacién de los
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anticuerpos estudiados en funcion de su antigeno. En los sueros analizados habia
una vasta diversidad de anticuerpos; anticuerpos contra otros virus, anticuerpos
contra diferentes proteinas del VSR, hasta anticuerpos contra diferentes
conformaciones de una misma proteina, como es la proteina de fusién. Estudios
recientes distinguen entre dos conformaciones de la proteina F del virus, la pre-
fusion y la post-fusion[156, 157]. En el conjunto de anticuerpos presentes en los
sueros coexisten tanto anticuerpos especificos para una como para otra
conformacién de la proteina asi como también los que pueden unirse a
ambos[158]. En el contexto de la inmunizacion mediante antigenos virales y no
mediante viriones completos no es seguro ignorar esta diferencia, un estudio que
caracterice la respuesta humoral especifica a las diferentes proteinas del virus,
principalmente la F y la G, y que incluya la conformacion de F en el analisis, es de

vital interés para el desarrollo y produccion de vacunas seguras.

Con relacion a lo genético, existen formas de ampliar el conocimiento sobre el
VSR y complementar este estudio. En principio, vale mencionar dos cosas, la
primera es que existen otros SNPs para TLR4. Como por ejemplo, Thr399lle que
a pesar de su relevancia en la literatura, no fue incluido en el estudio[121]. La
segunda es que en este estudio se analiz6 el impacto de un genotipo mutado en
la respuesta inmune, sin embargo, esto poco nos dice sobre la posterior expresion
y funcionalidad del receptor de interés, ya que no por tener un genotipo
determinado los mecanismos que lleven a su expresion y funcionalidad no se
encuentren alterados de alguna forma. Lo cual, si bien no es frecuente es un

escenario posible y podria estar confundiendo los resultados obtenidos. Otro
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aspecto interesante con respecto al genotipo seria evaluar el impacto que tiene
un genotipo homocigoto mutado en la respuesta inmune. Si bien estos individuos
representan un porcentaje muy bajo de la poblacion mundial, al no poseer ningin
alelo WT podrian mostrar de forma mas visible la implicancia de las mutaciones.
Ademas, es importante resaltar que el gen estudiado no es el Unico implicado en
la respuesta inmune contra el VSR ni tampoco el Unico que deberia considerarse
de interés. Seria interesante hacer un analisis de los genes involucrados en la
maduracién de los linfocitos B luego de la infeccién con VSR, asi como también
estudiar otros genes que intervienen en la respuesta inmune como MARCO,
TLR2, TLR3, TLR7, TLR8 y MX1 que han mostrado relevancia en la

susceptibilidad a la infeccion y la inmunidad[141, 151].

Por ultimo, debe considerarse que no solo los factores genéticos y virales tienen
implicancias en la respuesta inmune ante el VSR[159], las condiciones
ambientales en las que viven los individuos repercuten directamente en el
desarrollo del sistema inmune y en la respuesta de este ante una potencial
infeccion. Muchos estudios analizan la interaccion genético-ambientales en la
respuesta inmune en diferentes patologias[160, 161]. Realizar este tipo de analisis

seria apropiado para abarcar un espectro mas completo.
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