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RESUMEN

El cumplimiento de las funciones del sistema inausia se debe a la existencia de
receptores y de un conjunto de moléculas que detenmla identidad biologica del
individuo, que son codificadas por los genes dehflejo Principal de Histocomptibilidad
llamados en el hombre HLA. Las células NK humangsesan una familia de receptores
de muerte, altamente polimorficos tipo inmunogloiag llamados KIR, que regulan la
actividad citotoxica de estas células. Los gen#® proveen sefales de activacion o
supresion, para asi regular la activacion de IadaseNK, de tal modo que juegan un papel
importante en la inmunidad anti viral y anti tumoya cada conjunto de receptores
inhibidores o activadores reconocen determinargesndmismo grupo de moléculas HLA
clase . La Hepatitis C es una infeccidén que @astragos a nivel mundial, causada por un
virus (VHC) de ARN. Aproximadamente 2%-3% de lablpcion mundial esta
cronicamente infectada con el virus de la Hepdiitis cerca del 20% de ésta se sobrepone
de una infeccibn aguda, estando involucrada en kstho, la interaccion entre los
receptores KIR y sus ligandos. El objetivo de &stieajo fue estudiar la expresion a nivel
del ARNm de los receptores KIR inhibidores (2DLDL2, 2DL3 y 3DL1) y del KIR
activador (2DS4) en células NK de sangre perifédiegacientes cronicamente infectados
con Hepatitis C e individuos controles. Para efle,obtuvieron suspensiones celulares
altamente enriguecidas en células NK, se evalexpaesion del ARNm de los receptores
KIR mediante RT-PCR obteniéndose que los recepsmexpresan de acuerdo al genotipo
dado para cada gen. Se logré estandarizar lactéae PCR en tiempo real para
posteriormente evaluar la expresion del ARNm medi®CR tiempo real y se obtuvo que
los individuos controles expresaron mas el recaptobidor KIR 2DL1 y los pacientes el
KIR 2DL3; en ambos grupos, el receptor menos erpiesue el KIR activador 2DS4.
Solo se encontro diferencia significativa en cdesoy pacientes en cuanto al nivel de
expresion de KIR 2DL3. En cuanto a la expresiotodegenes KIR a nivel de ARNm y
superficie, se encontré una correlacion inversa difierencias significativas en los
receptores KIR 2DL1, 2DL3, 3DL1 y 2DS4.



INDICE DE CONTENIDO

RESUMEN. .. e e e e e e e e e e e v
INDICE DE CONTENIDO ....ciuutiieiiee e e e e e e e e \
INDICE DE FIGURAS Y TABLAS ...ttt et et e eee e VI
LISTA DE ABREVIATURAS ... i e e e e e e aeans VI
INTRODUGCCION ..ot e et e et e et e e e 12
1.- Células citotdxicas NAtUralES. ........oveiie et 14
2.- Receptores KIR.. ... 17
3.- Infeccion por el virus de la hepatitis C...........ccoveiiiiii e, 22
ANTECEDENTES ... e e e e e e e e 24
OBUIETIVOS ..o e e e e e e e e e 30
MATERIALES Y METODOS ....oiiiiiit et e e e et e e e e, 31
1.- Poblacion estudiada. ..........c.oe oo 31
2.- Separacion de células mononucleares de sangexiférica (CMSP)......... 31
3.- Enriquecimiento de Células NK........cooiii i 33
4.- Aislamiento de ARN mediante la técnica de trizol.........................ee. 34
5.- Sintesis del ADNc mediante transcriptasa revVesiS.............coevvevvevnnnen. 34
6.- Amplificacion del ADNC POr PCR.......ooiii i e 35
7.- Andlisis de los amplificados. .......c.veiii i 37
8.- Cuantificacion del ADNc mediante PCR Tiempo Rda....................... 38

9.- Comparacion de la expresion de KIR mediante RPCR con la expresion a

ATV N0 [N 2 1] 0101 o] =1 = 39
10.- ANALISIS ESTATISICA. .. v et vttt e e e e e e e e e 39
RESULT AD O S . .. it e e e e e e e e e e 40

Vi



1.- Obtencidn de suspensiones celulares enriqueciden células NK.............. 40
1.1.- Valores relativos y absolutos de células NK.............coocoviininnnn, 40
1.2.- Aislamiento de Células mononucleares de sargperiférica y
enriquecimiento de células NK.. ... ..o e 41

2.- Evaluacion de la expresion del ARNm de los reg®res KIR mediante RT-

3.- Estudio de la expresion de ARNm por PCR tiempreal.............cc.ccoeeeennnen. 48
3.1.- Estandarizacion de la técnica de PCR en tigno real para el estudio de la
expresion a nivel del ARNIML. ... e e 48

3.2.- Comparacion de la cuantificacion relativa déa expresion de ARNm para

KIR en el grupo de pacientes respecto al grupo camtl ........................... 57

4.- Relacion de la expresion de KIR a nivel de ARNm proteina..................... 60
DISCUSION ... ..ttt e ettt et e ettt e e e e e e e e e e e e 64
CONCLUSIONES. .. ¢ttt e e e e e e e e e e e e e 75
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....oooiiiiitiee e et e 77
AN E X O S . e 84

Vil



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

+ Indice de figuras.

Figura 1.- Ubicacion y organizacion de los genes HLA. ... ieeviceenn e, 14
Figura 2.- Subtipos de células NK.........cooi i e e 16
Figura 3.- Organizacion genomica de los receptores KIR...........c.ccovvviiiieinnn, 17
Figura 4.- Receptores KIR y SUS dOMINIOS.......c.oiui it 8.1
Figura 5.- Organizacion genomica de los receptores KIR...........c.ccoveveeiininnanns 21
Figura 6.- Efectos de la diversidad de los receptores KiIR&umlas NK................... 28
Figura 7.- Histogramas para ubicar a las células NK................coo v vit i 000042
Figura 8.- Histogramas de 1as CMSP.........ciiiiiii e e e 43

Figura 9.- Registros fotograficos de los productos de amplifiien mediante RT-

Figura 10.- Cuantificacion relativa de la expresion del ARNmgpdIR 2DL1........ 50
Figura 11.- Curva de disociacion para KIR 2DL3...........ccoviiiiiiiiiiiiiiee e, 15
Figura 12.- Cuantificacion relativa de la expresion del ARNangpKIR 2DL3...... 54
Figura 13.- Comparacion de la expresion de ARNm entre contrpoles

2 L0 = ] (= 58

« Indice de tablas.
Tabla I.- Secuencias y tamafios de los iniciadores a udarR@R.................... 37
Tabla Il.- Caracteristicas celulares de controles y pacienteS...................... 41
Tabla Ill.- Pureza y Rendimiento de las suspensiones enrigseeidcélulas NK .44
Tabla IV .- Relacion de la posesion de los genes correspatedi a los receptores KIR y su

expresion a nivel de ARNM . ... e s a7

VIiI



Tabla V.- Genotipaje de 10S iNdiVIdUOS..........coviiiiiii i e 50

Tabla VI.- Expresion de los receptores KIR..........oovi i i 58.
Tabla VII.- Comparacion de la expresion de los receptores KiBrohinada mediante RT-
PCR, PCR tiempo real y citometria de flujo.............coii i e, 61
Tabla VIII.- Correlacion entre el nivel de expresion de losptwes KIR 2DL1, 2DL3,

BDLL Y 2D S .o 63



NK.

LISTA DE ABREVIATURAS
ADCC. Citotoxicidad dependiente de anticuerpo.
ADN. Acido desoxirribonucleico.
ADNc. ADN complementario.
ARN. Acido ribonucleico.
ARNmM. ARN mensajero.
CD16. Receptor de baja afinidad para la porcion Fc @ Ig
CD161.Receptor activador tipo lectinas expresado erlagNK.
CD3. Complejo de superficie de linfocitos T.
CD56. Isoforma de la molécula de adhesion N-CAM.
CD81. Receptor especifico de la tetraspanina 28.
CMSP. Células mononucleares de sangre periférica.
CMV. Citomegalovirus.
Ct. Threshold cycle

DAP12. Adaptador transmembrana asociado a receptorespagfisie de células

GADPH. Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.
Gpl44.Transglicosilasa litica.

HLA. Antigenos Humanos Leucocitarios.

INF. Interferon.

ITAM. Immunoreceptor tyrosine-based activation motif.
ITIM. Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif.

KIR. Killer cell Immunoglobulin-like receptor.



* LCR. Region de receptores de linfocitos en el cromosiaunaano 19.

» LSP. Linfocitos de sangre periférica.

» MHC. Complejo Principal de Histocompatibilidad.

* MLR. Reaccion Leucocitaria Mixta.

* NCR. Receptores de citotoxicidad natural.

* NK. Célula citotoxica natural.

* NKG2. Receptores de células NK de lectinas C-tipo.

* NKR-P1A. Receptor activador CD161.

* PMN. Células polimorfonucleares.

* PCR. Reaccion en cadena de la polimerasa.

* PCR SSP.Reaccion en cadena de la polimerasa de secuerciaidadores
especificos.

* RI. Respuesta Inmunitaria.

* RT-PCR. Transcripcion reversa.

» SHP-1. Tirosina fosfatasa inhibidora que previene everdesfosforilacion en
cascadas celulares.

e SH2.Proteina dominio que se une a los residuos dertadosforilados.

* SI. Sistema Inmunitario.

» SyK. Spleen tyrosine kinase.

e Tm. Temperatura de fusién.

* VHC. Virus de la Hepatitis C.

* VIH. Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

» ZAP70. Zeta-chain associated protein kinase 70.

Xl



INTRODUCCION

Todos los seres vivos estamos expuestos conting@menla agresion por
microorganismos patégenos y agentes infecciosodopanto requerimos de un sistema de
defensa. Este sistema, llamado Sistema Inmuni{&i} esta constituido por tejidos,
células y mediadores quimicos que en conjunto efisrdtlen de las potenciales agresiones
gue puedan invadir el organismo y ademas es reablenge un conjunto de funciones
indispensables para la supervivencia de los séves.v Su funcidbn mas importante, es su
capacidad para reconocer, eliminar y discrimindreeagentes propios y extrafios (Corado
y Mora de Orta, 2003).

La accion eficaz del S| desencadena en el individdomunidad, la cual describe
un estado de resistencia frente a los agentes grai®g La inmunidad puede ser de
duracion variable, esto sucede porque el sistendef@@sa del organismo desencadena una
serie de eventos celulares y humorales que codectte reciben el nombre de Respuesta
Inmunitaria (RI), y que segun las caracteristicasla reaccion y los elementos que
participan en ella se ha clasificado en RI innatadgptativa (Corado y Mora de Orta,
2003).

La Rl innata es la primera linea de defensa y ser@dena de manera inmediata
ante cualquier sefial de alarma detectada en ehienga. La interaccion de los agentes
invasores con los componentes de la RI innata,ceduocesos de reclutamiento y
maduracion celular, asi como la liberacion de njermss quimicos que crean las
condiciones para que se inicie la Rl adaptativa RIL adaptativa se desencadena como

consecuencia del reconocimiento de antigenos ondganos por las células linfoides T y
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B. Esta respuesta es especifica, genéticamentmleala y genera memoria inmunitaria
(Abbas y Lichtman, 2004).

El cumplimiento de las funciones del Sl se deb#reeotros elementos, a la
existencia de receptores y de un conjunto de mialgécgue determinan la identidad
bioldgica del individuo, que son codificadas pos lgenes del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC siglas en inglés ddajor Histocompatibility Complex
llamados en el hombre HLA (siglas en inglés ldeman Leukocyte Antiggn La
nomenclatura internacional aceptada del MHC y gigtateinas que codifican se basa en la
homologia de la secuencia y la estructura, siepticadle a todos los vertebrados. Asi los
genes identificados en el rechazo a injertos en ra®nes y los identificados
serolégicamente en humanos (HLA-A, HLA-B, HLA-C) Ies agrupa bajo el nombre de
“genes del MHC clase I”, en tanto los genes despuesta inmunitaria de los ratones y los
genes humanos detectados por la técnica de “Reakceifcocitaria Mixta” o MLR por su
siglas en inglés (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR) se conoceomo “genes del MHC clase
II”. Todos estos genes, se encuentran ubicados enzel tweo del cromosoma 6 y se
expresan de modo codominante (figura 1). De est@era amplia aun mas la diversidad

(Corado y Mora de Orta, 2003).
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Figura 1.- Ubicacion y organizacion de los genes del HLA en efomosoma 6
humano. Los genes HLA clase | se ubican en la region &2l brazo corto del
cromosoma 6 humano (tomada de Cassinotti y cob)200

El desarrollo evolutivo de las células del Sl, kes capacitado para reconocer
mediante receptores a los potenciales agente agse®stos receptores son distintos segun
el tipo de célula que se considere y captan seflaletarma proveniente del estrés celular.
Estas células se originan durante la hematopoyasiseso en el cual, a partir de células
indiferenciadas multipotenciales y en funcion detroambiente que las rodea pueden

diferenciarse en distintas lineas celulares: ndelolinfoide, eritoblastoide, monocitoide,

megacariocitoide (Margin, 1996).

1.- Células citotdxicas naturales.

Entre las células de origen linfoide, se encuentrarcélulas citotoxicas naturales
(NK, en inglés deNatural Killer) las cuales son linfocitos que comparten un pribgeen
comun con las células T y forman parte de la ingmohinatural, jugando un papel
importante en la defensa contra agentes infecciddmilleton y col. 2002). Estas células

han sido descritas en su mayoria como linfocitasigares grandes, puesto que presentan
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gran cantidad de granulos azurdfilos en su citopasSin embargo, esta morfologia no es
exclusiva de células NK puesto que se han encantiafdcitos T con estas caracteristicas
(Trincheri, 1992).

En humanos, las células NK maduras son reconodelastipicamente por la
expresion en superficie de la molécula de adheSidbAM (CD56) y la ausencia del
complejo de superficie, CD3. Funcionalmente, lékilas NK constituyen una fuente
importante de citocinas inmunoreguladoras y tidaenabilidad de eliminar directamente
células blanco por medio de reacciones de citattagccelular dependiente de anticuerpos
(ADCC) mediante la union del ¥#RIIl (CD16, receptor de baja afinidad para IgGaa |
porcion Fc de las IgG y mediante citotoxicidad ratuique ocurre cuando la célula blanco
ha disminuido su expresiéon de las moléculas del MidClase | y puede aumentar asi la
expresion de los receptores activadores de lataséllK.

Diferentes estudios realizados han identificado phisaciones distintas de células
NK humanas, basadas en la densidad de expresi@umigficie de la molécula CD56
(figura 2). Aproximadamente el 90% de las célul§ en humanos, expresan baja
densidad de CD56 (llamadas CE8% con niveles elevados de CD16, mientras que el 10%
restante expresan CD56 en densidad elevada %6/ CD16 en baja densidad o
negativas (CD16™"9 (Meier y col. 2005). Esta expresion “bright andise encuentra
correlacionada con la expresion en superficie deavdamilias de receptores que les
confieren propiedades funcionales Unicas a lasapiisies CD58%" y CD56'™ (Farag y

Caligiuri, 2007).
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Figura 2.- Subpoblaciones de células NK humanasLas células CD38%" son
predominantemente células inmunoreguladoras qudupen altos niveles de citocinas.
Esta subpoblacién presenta una baja expresion d& @@e receptores KIR y una menor
citotoxicidad natural y ADCC (tomada de Cooper iy 2001).

Se han descrito tres familias de receptores citmaéxnaturales en células NK

humanas: la superfamilia de receptores de mugreiimunoglobulinas (KIR, del inglés

Killer Immunoglobulin-like Recepthrque reconocen moléculas clasicas del MHC clase |

receptores pertenecientes a la superfamilia dm#scC-tipo (heterodimeros de NKG2A/B

0 NKG2C y el homodimero NKG2D), los cuales inteilact con moléculas no clasicas del

MHC (Thompsom y col. 2006) y los receptores citatog naturales (NCR) cuyos ligandos

fisiologicos no se conocen en la actualidad. L@r&sion de estos receptores en las células

NK maduras varia segun la subpoblacién; por ejengdoha encontrado que las células

CD56™9" (figura 2a) presentan una baja (0 ausencia en @sgcasos) expresion de KIR,

pero una expresion alta de receptores tipo lecti@Gi3O4/NKG2) y el receptor natural

NKp46 (Poli y col. 2008), mientras que lo opuestods en células CD%B (figura 2b)

(Meier y col. 2005).
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2.- Receptores KIR.

La familia de genes polimérficos que codifica ateseptores KIR, estéa constituida
por 14 genes y se encuentra localizada en el cam$siumano 19q13.4 (figura 3). Estos
receptores han sido divididos en distintos gruplependiendo del numero de dominios
extracelulares de inmunoglobulinas (2D o 3D) ques@ntan y que les permiten reconocer
especificamente a las moléculas HLA clase | y derlgitud de su region citoplasmaética, la

cual define su actividad funcional (Gémez y Vilch2301).

KIR3DLO
LILRA2
LILRA1
LILRB1
LILRB4
LILRP1
LILRP2
KIR3DL3
KIR2DL3
KIR2DP1
KIR2DL1
KIR3DP1
KIR2DL4
KIR3DL1
KIR2DS4
KIR3DL2
FCAR

LAIR2

LAIR1
CDC42EPS

LILRB3
LILRA6
LILRB5
LILRB2
LILRA3
LILRA5
LILRA4
TTYH
LENG8
LENGO

HEHH

LILR cen LILR tel

Figura 3.- Organizacion genomica de los receptores KIR, en efomosoma
19q13.4 dentro del complejo de receptores de leuttos (LCR). Las familias de los
receptores estan organizadas por colores, excaptbarras grises que son receptores de
funcion desconocida. La familia de los receptoré® Korresponde a las barras en rojo
(tomada de Bashirova y col. 2006).

La estructura basica de los KIR comprende una dnaka 9 exones, los cuales
representan la organizacion de los genes ancestriledominio distal de membrana (DO)
es codificado en el exdn 3, el dominio medio de brama (D1) por el exén 4 y el dominio
proximal de membrana (D2) en el exon 5. Los exdne< forman la secuencia sefial, el
exon 7 codifica a la regidon transmembrana de lospteres y los exones 8 y 9 a la region
citoplasmética (Bashirova y col. 2006). Los reosgg KIR 2DL4 y 2DL5 presentan los
dominios DO y D2, mientras que los receptores KIR.P-3, 2DS1-5 las configuraciones

D1y D2 (figura 4). El exdn 4 esta ausente erriehgr grupo mientras que el exon 3 esta
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presente como pseudoexon en el segundo siendo iclmdwrante el procesamiento del
ARNmM (Middlenton y col. 2002).

Mientras la mayoria de los KIR estan codificadosia@roteinas de membranas y
receptores celulares, algunas secuencias de ADNicewd potencialmente a proteinas
secretadas como consecuencia de codones temprangmrdda presentes debido a
deleciones en el exdn 5 o0 ausencia de los exofg8dshirova y col. 2006). Ejemplos de
esto son los receptores KIR 2DS4 y 2DL4. Sin egdael impacto funcional de estas

proteinas, si es que son secretadas, no ha sielonilgado aun (Boyton y Altmann, 2008).

iDL 2Ds IDLA4 DL ins

K]

[0

l I
I

Figura 4.- Receptores KIR y sus dominios.Los receptores DL presentan 2 o 3
dominios de Ig, una cola citoplasmitica larga y @imos ITIM en ella. El receptor 2DL4
posee los dominios DO y D2, mientras que el restdod receptores inhibidores 2D, los
dominios D1 y D2. Los receptores DS presentanaate citoplasmética corta y por lo
tanto la pérdida de los motivos ITIM (Tomada de difiedion y col. 2002).

Los receptores KIR con cola citoplasmatica largBL(3/ 3DL) contienen dos

motivos inhibidores de tirosina o ITIMnimunoreceptor tyrosine-based inhibition motif

gue son los responsables de la funcion inhibiderasias moléculas (figura 4). La union
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del receptor con su ligando permite la fosforilacite los residuos de tirosina de los ITIM.
Los ITIM activan y reclutan a la tirosina fosfatgS&P-1) lo cual previene los eventos de
fosforilacion asociados con la activacion celutermitiendo asi la inhibicién de las células
NK.

Aquellos KIR que poseen una cola citoplasméaticéac@DS y 3DS), presentan un
cambio de nucledtidos en el exén que codificad@drecitoplasmatica, lo que resulta en un
coddén de parada temprano y la pérdida de los notiVéM. Ademas presentan un
aminoéacido basico (lisina) en el dominio transmemhbarque permite la formacion de un
puente de sal con el acido aspartico en el donriarsmembrana de la proteina adaptadora
DAP12 (Middleton y col. 2002). La caracteristiGaeabta proteina es que posee un motivo
activador de tirosina o ITAMIfimunoreceptor tyrosine-based activation mpiifue es
codificado por un gen centromeérico en la regiorreteptores de linfocitos (LCR) en el
cromosoma 19. Cuando estos receptores son agsipadda interaccion entre el receptor
y su ligando, los residuos de tirosina en el ITAbh Josforilados, la identidad de la
guinasa que fosforila a estos motivos, no se cofdosselin y col. 1999), pero se sabe que
esto proporciona un puente para los dominios SH2adaroteina ZAP70 y la tirosina
guinasa Syk, los cuales se unen a los residuosodené fosforilados. La accion de esta
guinasa permite la transduccion “rio abajo” y lévacion de la funcidn citotéxica de las
células NK (Middlenton y col. 2002).

Acerca de la interaccion con moléculas HLA de clasepresadas en la superficie
de las células blanco, los genes KIR proveen sefteactivacion o supresion para asi
regular la activacion de las células NK y célulagsd® tal modo que juegan un papel
importante en la inmunidad anti viral y anti tumoya cada conjunto de receptores

inhibidores o activadores reconocen determinargasdmismo grupo de moléculas clase |
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(Zhi-ming y col. 2007). EIl receptor KIR 2DL1 (y swontraparte 2DS1) reconoce un
epitope del HLA-C grupo 2 (HLA-C2) presente en &bstipos Cw2, Cw4, Cw5h, Cwe,
Cwl5 y Cwl7 y se caracteriza por presentar un gmuido asparagina en la posicion 77 y
una lisina en la posicion 80 en la hélce de la molécula de MHC. Por otra parte, KIR
2DL2 (y 2DS2) y 2DL3 reconocen un epitope del HLAH#@po 1 (HLA-C1) presente en
los alotipos Cwl, Cw3, Cw7, Cw8, Cwl2, Cwl3 y Cwpdesentando el aminoécido
serina en la posicion 77 y una asparagina en 1&K8R.3DL1 y 3DS1 reconocen el epitope
de HLA-Bw4 (Farag y Caligiuri, 2007), KIR 3DL2 rewoce a HLA-A3 y All y los
ligandos de KIR 2DL4 y 2DS4 son HLA-G y Cw4 resperinente (Kulkarni y col. 2008).
La determinacion del genotipo de KIR a nivel poldaal ha permitido identificar
mas de 100 genotipos y se han establecido dos gr@sicos de haplotipos de KIR
basandose en el contenido de genes que preseigiara (6). EIl haplotipo A contiene
nueve genes, siendo dos de ellos activadores, RIRI % 2DS4, y el resto inhibitorios,
KIR 2DL1, 2DL3, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DP1 y 3DP1 (Basiva y col. 2006; Boyton y
Altmann, 2008). El grupo B, es mas diverso en tiarios genes KIR que contiene, mas
de 20 alelos diferentes han sido descritos, sieestos en su mayoria activadores
(Bashirova y col. 2006). Varios estudios realgmacen familias de individuos no
relacionados entre si, han revelado la diversiddd distribucion de los haplotipos a través
de distintas poblaciones. Los haplotipos A y Baedlistribuidos aproximadamente de
igual manera entre los caucasicos, pero en poblkegi@asiaticas (japoneses, chinos y
coreanos) el haplotipo A es el mas frecuente. |aatipidad fisica de los loci de KIR

permite una forma relativamente rapida de selecaoiétural, dando como resultado la
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prevalencia de haplotipos inhibitorios (A) en unablpcion y activadores (B) en otra

(Bashirova y col. 2006).

KIR3DX1
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Haplotye A < HilmHEu -} [ HH
3DL3 2DL3 2DP1 2DL1 3DP1 2DL4 3DL1 2DS4 3DL2
Haplotye B
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Figura 5.- Organizacién gendémica de los receptoresIR. Los haplotipos de
KIR varian en su contenido de genes, pudiendo sesuemayoria inhibidores (A) o
activadores (B), (tomada de Kulkarni y col. 2008).

Los patrones de expresion de KIR aparentementeersigeglas estocasticas
(Presnell y col. 2006). La expresion estocastieageines ocurre cuando los reguladores
transcripcionales estan presentes en muy bajaewmtaciones, de modo que la unién y
liberacion de reguladores en los sitios de regdfaparecen ser probabilisticas. Dicho tipo
de expresion puede ser considerada la consecuwmdgaactivacion e inactivacion al azar
de la transcripcion debido a ciclos sucesivos dénury liberacion de un factor de

transcripcion (Nijhout, 2004). Cada célula NK paiexpresar diferentes combinaciones de

genes KIR, sin embargo la expresion a nivel de ARMnha sido detectada para todos los
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genes KIR; el andlisis de la expresion a nivel &N y de proteina demuestra que cada
clon de célula NK presente en un individuo puedeexyoresar el conjunto completo de

genes KIR que estan codificados en su genoma (®ashy col. 2006). Estudios en clones
de células NK provenientes de individuos normabes finostrado que de los 14 receptores
diferentes, inhibidores y activadores, presenteuengenotipo dado, al menos uno se
expresa en células NK individuales. Los estudmexpresion a nivel de superficie de los
KIR han sido dificil de realizar debido a la esease anticuerpos monoclonales que
reconozcan especificamente a cada receptores Kiicypar, esto debido a la gran

homologia entre la region extracitoplasmatica deseseceptores; actualmente, solo se
encuentran disponibles comercialmente anticuerpmsontonales para los receptores KIR

2DL1, 2DL3, 2DL4, 3DL1 y 2DS4.

3.- Infeccion por el virus de la hepatitis C

La infeccion por el virus de la Hepatitis C es endermedad que causa estragos a
nivel mundial. El virus de hepatitis C (VHC) es ARN virus perteneciente a la familia
Flaviviridae, géneroHepacivirus (Guidotti y Chisari, 2006), que presenta 6 gerustip
diferentes y mas de 50 subtipos (Wong y Lee, 20069s genotipos 1, 2 y 3 estan
ampliamente distribuidos a nivel mundial, mientjas el genotipo 4 parece ser prevalente
sélo en Africa y los genotipos 5 y 6 estan restdag a Sudafrica y Asia, respectivamente.
En Venezuela, el genotipo prevalente en la Ultinégada ha sido el genotipo 1,
especificamente el subtipo 1b; sin embargo la peaee del genotipo 2 ha incrementado,
desplazando asi al 1b como el genotipo prevaléutjel(y Loureiro, 2007).

La infeccion por el VHC es capaz de inhibir la resgia inmune innata, pudiendo

ademas ocasionar cirrosis hepatica y carcinomadepalar. Aproximadamente 2-3 % de
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la poblacion mundial esta infectada con el VHC @Ray col. 2007), entre los cuales el 80
% puede presentar una infeccidbn cronica, mienttas cerca del 20 % restante se
sobrepone de la infeccion aguda, estando involaceadesta respuesta, la interaccion entre
los receptores KIR y sus ligandos (Khakoo y coDD0 Los factores que determinan el
desarrollo de la hepatitis cronica no estan estatile con absoluta certeza, pero se cree
que diversos elementos como la ruta de infecciémtidad del indculo y el genotipo viral
pudieran estar estrechamente relacionados cohadte (Montes y col. 2005).

Las infecciones por virus hepatotrdpicos activatasa células NK presentes en
higado, las cuales juegan un papel importante eeclitamiento de células T y en la
inhibicion de la expresién del ARNm y de proteinles VHC, mediante la secrecion de
factores antivirales. Sin embargo, el VHC puedeliellos mecanismos de defensa celular
bloqueando las vias de sefalizacion del INF. lotefma E2 del VHC interactia con la
molécula CD81 en las células NK inhibiendo su aciiin. También el VHC puede evadir
la respuesta de las células NK mediante la estabibn de moléculas del MHC clase |

sobre la superficie de las células infectadas (AhynAlvarez, 2004).
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ANTECEDENTES

Las células NK representan entre el 10 y 15 %adal te células mononucleares de
sangre periférica (Farag y Caligiuri, 2007). Ds@s ensayos vitro, reportados por varios
autores, en muestras de pacientes con infecciaresswecurrentes (como aquellas con
virus de inmunodeficiencia humana, virus de la tiepaB y C y citomegalovirus) han
demostrado que estas células tienen la capacidéshdeon gran eficiencia células blanco
infectadas con virus, encontrdndose que el numerocélulas NK puede decaer
considerablemente o estar ausentes en dos deatiEntes, sugiriendo que estas células
juegan un papel importante en la resistencia comfigaciones virales (Meier y col. 2005) .

Se ha encontrado que algunos virus son capacesgdiar la expresion de MHC
clase | en las células que infectan, protegiéndose mismos de ser detectados por
linfocitos T citotdxicos y células NK. Una estrgite usada comunmente para escapar a la
deteccion de estas células, es producir moléculasngmetizan al ligando natural que
interactia con los receptores inhibidores de laslagt NK para prevenir la lisis de las
células infectadas. Este es el caso del citomeigaso(CMV), el cual produce una proteina
homologa al MHC clase | llamada gpl144 (Hsu y @002).

Sin embargo, apoyando la hipotesis de “pérdidaodpropio” (missing se)f se
demostro que las células NK pueden selectivamesegérudr células que han perdido o
disminuido la expresion de las moléculas del MH@sell. A pesar de esto, se ha
encontrado que la expresion de estas moléculas smpre necesaria para la proteccion
de las células blanco contra la lisis por partdagdecélulas NK, y que la inhibicion por

MHC clase | no es siempre suficiente para prevéasr reacciones de citotoxicidad,
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indicando esto la presencia de otros receptoresdiniales y que esta accion esta regulada
por un balance de las sefiales provenientes derestgstores (Farag y Caligiuri, 2007).

La interaccion de los receptores KIR con sus ligaedpecificos (las moléculas
HLA de clase |) proveen sefiales de activacion oesifin que permiten la regulacion de la
activacion de las células NK, que como se mencianteriormente, juega un papel
importante en la inmunidad anti viral y anti tunialda estas células. Estudios genéticos
sobre la distribucion de los genes KIR y sus ligandLA clase | han permitido establecer
asociaciones con la susceptibilidad y resistendidieaentes enfermedades asi como con el
curso o desarrollo de enfermedades infecciosagstEnsentido podemos mencionar que la
interaccion del KIR 3DS1 con su ligando HLA-Bw4, $ido asociada con el retraso de la
patogénesis en pacientes infectados con el Virummenodeficiencia Humana (VIH),
puesto que inhibe la replicacion del virus en llaé(Kulkarni y col. 2008), y con la
proteccién contra infecciones oportunistas. Emaso de la infeccidn por virus de la
hepatitis C, el hecho de que un individuo sea hagonopara KIR 2DL3 esta relacionado
con una respuesta mas favorable en el control iddelecion (Khakoo y col. 2004).

En cuanto a los Herpesvirus, particularmente ercaslo del Citomegalovirus
(CMV), se ha encontrado que personas infectada€ bt presentan mayor expresion del
receptor activador NKG2C que aquellas no infectaslagiriendo que este receptor puede
proveer proteccion contra la infeccion por estas/iKhakoo y Carrington, 2006). En este
particular los receptores KIR parecen tener memitwencia en la proteccion contra dicho
virus, sin embargo, Kulkarni y colaboradores (20@§)ortaron que en un caso estudiado
de un niflo que presentaba un sindrome de inmuwgztefia e infeccion recurrente del
CMV, la poblacién entera de sus células NK expraddbR 2DL1 y ademas poseia el

ligando especifico de este receptor (HLA-C2).
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Entre las estrategias de evasion viral a la resps@énmunitaria del hospedero, en el
caso de la infeccion por el VHC, diversos reposiegieren la capacidad que presenta el
VHC para infectar células extra hepaticas, como gpemplo, células mononucleares de
sangre periférica (CMSP), siendo éstas la segunaalag@dn celular con mayor
susceptibilidad a ser infectadas por el virus (Tprool. 1999). De la misma manera,
estudios realizados por Toro y colaboradores (12989) demostraron la presencia del
VHC no sélo en CMSP sino también en células polioamrcleares (PMN) de pacientes
infectados, encontrando que el 60 % de los padesteld la presencia del ARN del VHC
en CMSP, el 40 % en eosindfilos y un 27 % en PMNgule indica que las células
leucocitarias también son un blanco importantenéexcion por el virus (Toro y col. 1998;
Toro y col. 1999).

Las proteinas especificas del VHC pueden interigoim la funcion de ceélulas
efectoras de la inmunidad innata, como las céldllds En una investigacion llevada a
cabo por Meier y colaboradores (2005) en la quedesbn pacientes ingleses positivos
para VIH (n = 18), pacientes positivos para VH@ = 36) e individuos controles (n = 30)
se encontr0 que en general la poblacion de NK de& pacientes disminuyo
considerablemente su nimero en comparacion coeolasoles. Sin embargo, el nimero
de células de ambas poblaciones de NK de sangférimer (CD56""y CD56"™) fueron
similares en los pacientes VHCindicando que la expresion de los receptores
CD94/NKG2 vy los receptores KIR fue similar.

En estudios de asociacion KIR-HLA, Khakoo y colaomres (2004), encontraron
gue en pacientes infectados con el VHC, la fredaede individuos homécigos para el
receptor KIR 2DL3 y para el grupo HLA-C1 (HLA-C1Cfi)e mayor en el grupo que se

recupero de la enfermedad (37,5 % de 352 paciestadiados) en relacion a aquellos con
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infeccion persistente (29,9 % de 685 pacienteslestas), los cuales poseian dos alelos del
grupo HLA-C2 (HLA-C2C2). Los autores postulan g@as interacciones débiles de
receptores KIR inhibidores con sus ligandos (e$paaiente KIR 2DL3/HLA-C1, ambos
en condicibn homéciga) parecen conferir protecadontra VHC, puesto que puede ser
eliminado mas facilmente mediante sefiales de aabivan comparacion con interacciones
fuertes que estan conferidas por KIR 2DL2/HLA-CKIR 2DL1/HLA-C2 (figura 6),
ademas las células NK de los individuos que prasemiste receptor secretan mas
interferon gamma (IFN) en el momento o poco después de la infecciomggmtan mayor
degranulacion que las células NK de individuos Kt 2DL1 (Kulkarni y col. 2008). En
adicién a esto no encontraron asociacion entreoglptor KIR 2DL3 y la resolucién de la
infeccion en individuos que no presentaron molécdil HLA-C1C1, lo que indica que la
proteccién se confiere en conjunto gracias a kraction HLA-C1C1 y KIR 2DL3/2DL3

y no a sus efectos independientes (Khakoo y cO4 R0
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Figura 6.- Efectos en la diversidad de los recepts KIR en el repertorio de
células NK. La afinidad de los receptores KIR con su ligand@\huede ser de intensidad
alta o baja (tomada y modificada de Carringtonly 2@08).

El VIH y el VHC tienen la misma ruta de infecciomy comun encontrar individuos
coinfectados con ambos virus (Wong y Lee, 2006 uf estudio realizado en 218
pacientes suizos coinfectados con VIH y VHC, Rauyclcolaboradores (2007) no
encontraron ninguna asociacién significativa eetrgenotipo de los receptores KIR y sus
ligandos HLA-C en el desarrollo de la infeccion pbVHC, debido quizds a que dichos
pacientes se encontraban coinfectados con VIH (R&ucol. 2007; Boyton y Altmann,
2008).

Los estudios antes mencionados, se han realizadmmbe la determinacion de la
presencia y distribucion de genes KIR; son pocasdstudios de expresion de estos
receptores a nivel de ARNm y a nivel de superfidimtre estos se encuentran varios que

mediante citometria de flujo, RT-PCR y PCR tiempalr han podido determinar los
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niveles de expresion de los transcriptos y la esireen superficie de estos receptores (de
los receptores KIR 2DL1, 2DL3, 3DL1 y 2DS4) y comgréos con la expresion relativa del
ARNmM.

Como se mencioné anteriormente los genes KIR radalactivacion de las células
NK jugando un papel importante en la inmunidad amal, por la cual consideramos
importante evaluar la expresion de estos receptemetas células NK tomando como

modelo de infeccidn viral la infeccion por el virds la hepatitis C.
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OBJETIVOS

* Objetivo General
Estudiar la expresion de los receptores KIR inluied y activadores a nivel del

ARNmM en células citotoxicas naturales (NK) de sarmgriférica.

» Objetivos Especificos
1.- Obtener suspensiones celulares altamente egritas en células NK.
2.- Evaluar la expresion del ARNm de los recept&ti€sinhibidores (2DL1, 2DL2, 2DL3
y 3DL1) y del KIR activador (2DS4) mediante RT-PE€Rcélulas NK.
3.- Estudiar la expresion del ARNm de los receptdféR inhibidores y activadores en
células NK de pacientes crénicamente infectadosetMHC, mediante PCR Tiempo Real
y compararlo con la expresion en sujetos sanos.

4.- Relacionar la expresion de los receptores Kiizel de ARNm y de proteina.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Poblacién estudiada.

Las poblaciones de células NK evaluadas en el presstudio fueron obtenidas a
partir de sangre periférica de individuos sanosreggativos para la infeccion por el VIH,
VHB y VHC, asi como de pacientes cronicamente tafms con VHC (infeccion
demostrada por la presencia de anticuerpos anti-¥H& determinacion cualitativa de
ARN del virus en suero) y seronegativos para VIHVKB. Los pacientes fueron
seleccionados en la consulta de higado de la UndgaGastroenterologia del Hospital
Clinico Universitario, previa informacién y consiemniento de los pacientes. El protocolo
de investigacion fue aprobado por el comité de tRia&lel Instituto de Inmunologia de la
UCV.

El grupo control estd constituido por 12 individu@ de sexo masculino y 9 de
sexo femenino) y el grupo de pacientes por 10 iddos (2 de sexo masculino y 8 de sexo

femenino), con un rango de edades entre 37 y 74 efiambos grupos de estudio.

2.- Separacion de células mononucleares de sangexiférica (CMSP).

El aislamiento de células mononucleares a partisadggre periférica fue descrito
originariamente por Boyum (1968) y consiste erelgasacion de las células a través de un
gradiente de Ficoll-Hypaque. Este método constandecentrifugacion sobre gradiente de
densidad, cuyo principio se basa en la fuerza, idi@hsy viscosidad del medio de
separacion. La diferencia de densidades en lagasésanguineas es la base para un
método de separacion eficiente, y bajo condicicescuadas de fuerza y tiempo de

centrifugacion provoca entonces que los glébulgssrg granulocitos sedimenten a traves
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del medio, mientras que los linfocitos y las pldgaeesiduales permanecen en el plasma
en la interfase de la mezcla de Ficoll-Hypaques plaquetas son luego separadas de las
células mononucleares por medio de lavados sucesivo

Para el aislamiento de células mononuclearesnsarém 50 ml de sangre periférica
y se depositaron en tubos Falcon estériles de 58ahte un gradiente de Ficoll-Hypaque
(d= 1,077 g/ml) en proporcién de dos volumenes aegi® por volumen de Ficoll-
Hypaque. Se centrifugd durante 30 min a 800 sim ffeno) a 25 °C, para obtener las
células mononucleares en la interfase del plaseidicoll-Hypaque. Las células ubicadas
en la interfase, se recogieron con una pipetalsivagon 2 veces con buffer fosfato salino
(PBS), pH 7,2, centrifugando durante 10 min a 409 x 25 °C y luego se lavaron por
tltima vez durante 10 min a 200 x g a 25 °C, pémaimar las plaquetas. El sedimento
celular se resuspendio en medio RPMI suplementatiol® % de suero bovino fetal
(SBF), 1 % de glutamina y 1 % de penicilina y ses@jron a una concentracién de 3 & 10
cel/ml. Con la finalidad de separar las células adherentes de las adherentes, se
incubaron en frascos de cultivo, durante 1 hor& &3 en atmosfera humeda conteniendo
5 % de CQ Luego de la incubacion se extrajo la suspens&n8P y se evalud la
viabilidad de las células en una camara de Neub&aerendo una dilucion 1:2 con el
colorante vital azul tripano para finalmente ajudta suspension a la concentracion
deseada. Esta fraccion de células se designa lotiowtos de sangre periférica (LSP).

Los gldbulos rojos de la sangre procesada, obtenmediante el gradiente de
Ficoll-Hypaque se recolectaron en tubo estérilidradp quitado previamente la capa de
células polimorfonucleares, y se lavaron con PBSirfugando a 460 x g durante 10 min.

Luego se contaron para ajustarlos a la concentraiéesaria (2,5 x 1@el/ml).
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3.- Enriquecimiento de células NK.

Para el aislamiento de células NK a partir de I1&P Lse empled el reactivo
RosetteSep® (Stem Cell Technologies). El coctehmtecuerpos (anti CD3, CD4, CD19,
CD36, CD66B y Glicoforina A) del RossetteSep ursedélulas no deseadas a los glébulos
rojos, formando inmunorosetas, esto increment&fsidad de las células no deseadas, las
cuales pueden ser separadas por centrifugacionnegradiente de densidad Ficoll-
Hypaque.

Una vez ajustada la concentracion de glébulos rgjescalculd la cantidad de
células mononucleares necesarias, a modo de ohteagelacion de 50 glébulos rojos por
cada célula blanco. Se agrego6 el volumen necedati® suspension de globulos rojos y se
agreg6 el RosetteSep (50 pl por cada 1 ml de ssigpede gldbulos rojos), se mezcld por
inversion y dejo reaccionar durante 20 min. Pasteente, se agregé la muestra sobre un
gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque y se d¢eg@idurante 30 min a 800 x g (sin
freno) y 25 °C. Se realizaron 2 lavados a 400 xuguate 10 min y 25 °C, se descart6 el
sobrenadante y se resuspendio el boton celulameniio RPMI suplementado al 10 % y se
chequed la viabilidad celular.

Para determinar la pureza de las células, se dealiz inmunofenotipaje con
anticuerpos monoclonales especificos. Se tomad0r080 células y se mezclaron con 10
pl del coctel de anticuerpos anti CD56, anti CDasti CD3, anti CD19 y anti CD14
conjugados con los fluorocromos Ficoeritrina-Cianfm (Pc5), Rojo de Texas (ECD),
Rodamina Ficoeritrina (RPC) y Isotiocianato de faszeina (FITC) respectivamente. Se
incubd en oscuridad durante 30 min a 4 °C. Se lavéuspension 2 veces con PBS,
centrifugando a 400 x g durante 10 min a 4 °C grsdizaron las muestras en el citbmetro

de flujo Epics XL (Beckman-Coulter Electronics).

33



4.- Aislamiento de ARN mediante la técnica de trizo

Para la extraccion de ARN se empled el protocokatha en el reactivo TRIzol®
(Life Technologies™) segun el método descrito pborGzynsky y Sacchi en 1987. El
trizol es una solucion monofasica de fenol e iswtia de guanidina, la cual mantiene la
integridad del ARN mientras se disrumpen las célylaus componentes son disueltos.

Para lograr estajna vez purificadas las células NK, se agreg6 arbotlular un
volumen de trizol en la relacién de 1ml de trizot gada 10 x 10cel. Una vez que las
células se mezclaron vigorosamente con el trewlafiadid una alicuota de cloroformo
(Merck) (20 % del volumen de trizol agregado), szad en el vortex y se centrifugd a
12000 x g, durante 15 min a 4 °C. Posteriormesgeetiré cuidadosamente la fase acuosa
(midiendo su volumen), y se transfirié a un nuaumt se agregd isopropanol (Merck), 1:1
en relacion al volumen medido de la fase acuosaida, se mezcld por inversion y se
incub6é a -70 °C durante 30 min. Una vez transgarel tiempo de incubacion se
centrifugaron las muestras a 12000 x g, durantaiCa 4 °C, se descarto el sobrenadante
y se agrego al sedimento un volumen igual de et@viefck) al 75 %. Se realizdé una
tercera centrifugacion a 12000 x g, por 20 min &C4y se descartd nuevamente el
sobrenadante; se invirtieron los tubos y se dejaexar sobre toallinFinalmente, se
resuspendio el precipitado en 40 pL de agua librawtleadas (Promega) y se almaceno a

-70 °C hasta el momento de su uso.

5.- Sintesis del ADNc mediante transcriptasa reveas
Una vez obtenido el ARN de las células NK se ditietl ADN complementario
(ADNCc), usando el estuche comercial de la enzimgeB&cript 11 (SuperScript™ First-

Strand Synthesis System ®T-PCR, de Invitrogen Corporation). Esta enzimarapen
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una cadena sencilla de ARNm, generando una cadenglementaria de ADN (Luque y
Herrdez2002). Ademas de esta enzima se agrega una @raggiaz de inhibir las RNasas
eucariotas (como por ejemplo, RNasa A y B) y evdaf la degradacion del ARN.
Finalizado el proceso, el ADNc obtenido es am@dizc mediante PCR.

Para la obtencién del ADNc, se mezcld 1 pl degmliniciador (mezcla de
hexameros, 50 ng/ul), 1 pl de los ANTP (10mM) y @gila muestra de ARN, se mezcld
en el vortex y se centrifugd. Esto fue llevaddeaiociclador donde se mantuvo 5 min a
65 °C. Posteriormente se preparé la mezcla deidggacompuesta por: 2 pl de Tampén
de cDNA 10x (200 mM Tris HCI-pH 8,4; 500 mM KCI), 4 de MgC} (25mM), 2 ul de
Ditiotreitol (DTT) (0,1 M), 1ul del inhibidor de bbnucleasas RNase Out (400 U/ ul). En
un area distinta a la de preparacion de la mezRGR, se agregé 9 pl de esta mezcla a
las muestras de ARN previamente preparadas y édrdejbando la mezcla a temperatura
ambiente durante 2 min. Luego se agrego 1 pl dedascriptasa Reversa Super Script Il.
Se mezclé todo en el vortex y se incub6 a temperaambiente durante 10 min. La
transcripcion reversa se llevd a cabo en el terctemtnr MJ-Research PTC-200 (MJ
Research) bajo las siguientes condiciones: prirffesa 45 °C durante 50 min; segunda
fase: 70 °C durante 15 min. Para finalizar, se@@rl pul de RNase H a cada tubo y se

incubd en el termociclador a 37 °C durante 20 nse ynantuvo a 4 °C.

6.- Amplificacion del ADNc por PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, dpésrPolymerase Chain
Reaction es una técnica desarrollada por Kary Mullis a iasms de 1980 y cuyo
principio, es la amplificacion enzimética de fragites de ADN o de ARN (RT-PCR)

flanqueados por iniciadores oligonucleotidicos dpleridan con hebras opuestas de la
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secuencia original (Mullis y col. 1994). Ciclogpetidos de desnaturalizacion térmica del
templado, acoplamiento de los iniciadores a suesea complementaria y extension de
los mismos con una ADN polimerasa, resultan emlpliicacion de un segmento de ADN

con un tamafo definido por la distancia entre kiseenos 5’ de los iniciadores de PCR
(Lugque y Herraez, 2002).

Posterior a la sintesis de ADNc, se llevé a cabaraplificacion. Para ello se
preparo la mezcla de reaccion: 33 pl de agua dibreucleasas, 5 pl de Buffer de reaccion
10x (200 mM Tris-HCI-pH 8,4; 500 mM KCI), 1,5 ul d4gCl, (25 mM), 4 ul de la mezcla
de nucleétidos dNTPs (2,5 mM), 1 ul del iniciadentsdo (50 uM) y 1 pl del antisentido
(50 uM) (Secuencias presentadas en la tabla IpyDde la enzima Taq polimerasa (5
U/ul). Se mezcld en vértex y en la campana segagoe 4l de la muestra de ADNc; se
mezclo todo en el en vortex y se centrifugd rapelser La mezcla fue llevada al
termociclador MJ-Research PTC-200 (MJ Researcl®) aniplificacion se realizé bajo el
siguiente protocolo: desnaturalizacién inicial a°@4por 2 min; 5 ciclos de amplificacion
(94 °C por 60 seg, 61 °C por 60 seg y 72 °C porsd§); seguido de 29 ciclos de
amplificacién (94 °C por 30 seg, 60 °C por 45 s&@yC por 45 seq); extension final a 72

°C por 10 min; el producto final se mantuvo a 4T6ompson y col. 2006).
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Tabla I.- Secuencias y tamafios para los iniciadorassados en la reaccion de
PCR (Tomados de Thompson, A. 2006).

Receptor Sentido Antisentido Tamardel
amplificado
KIR 2DL1 TCT CCATCA GTC CAG AAT GTG CAG 488pb
GCATGAC GTG TCG
KIR 2DL2 GCAATG TTG GTC GCC CTG CAG AGA 383pb
AGA TGT CAG ACC TAC A
KIR 2DL3 CCA CTG AAC CAA | CAG GAG ACA ACT 352pb
GCT CCG TTG GAT
KIR 3DL1 ACATCG TGGTCA | ACAACT TTG GAT 663pb
CAG GTC C CTG GGC
KIR 2DS4 GGT TCAGGC AGG | TTG ACC ACT CGT 196-218pb
AGA GAAT AGG GAG C
GADPHY | GGT CTT ACT CCT TTG TAC ATT TGG 240pb
TGG AGG CCA TGT G | TAC ATC ACT CCA

W El Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADRH) usado como control positivo
interno.
7.- Andlisis de los amplificados.

La electroforesis en gel de agarosa se basa giidca@dn de un campo eléctrico a
través de un gel de agarosa ocasionando que, el duzNesta cargado negativamente,
migre hacia el &nodo en relacion a su tamafio ydppuesto que las moléculas de ADN
lineal doble cadena, tienden a migrar mas rapideergue las moléculas grandes debido a
la friccidn que estas ultimas generan (Sambroo&9)119

Se preparo el gel de agarosa al 2 %, mezclandgrlgé agarosa en 70 mL de
buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) 1X; se calento alrelde de 4 min y se vertid la mezcla en
el molde que contiene los peines. Se dejo saaiflurante 20 min y luego se coloco en la
camara de electroforesis. Las muestras se coloearel gel, mezclando 5 pL de buffer de
carga con 5 pL del marcador de peso molecular septado por el ADN del fagb174
cortado con la enzima Hae-lll.

Ademas se mezcl&qunl de buffer de carga {8,

glicerol al 30% y 0,09 % de azul de bromofenol) @hpuL de la muestra. La corrida
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electroforética se llevo a cabo durante 1 h a 100FMalizada la misma, se tifio el gel con
BrE durante 10 min en agitacion y luego se lavo agma durante 5 min en agitacion. El
gel se visualiz6 en el transiluminador de luz UlAymagen se obtuvo digitalmente con el

sistema de captacion de imagenes BioRad (Gel Dgc XR

8.- Cuantificacién del ADNc mediante PCR Tiempo Rda

En esta técnica, la PCR se acoplé a la emisién e sefal fluorescente
proporcional a la cantidad de producto de la PCRIymido en los diferentes ciclos de
amplificacién. La primera aplicacion de la PCRtiempo real derivo de los experimentos
de y colaboradores (Higuchi y col. 1992, 1993)enes sustituyeron el bromuro de etidio
como colorante de intercalacion al ADN por uno faszente, menos téxico y mas
especifico y sensible como el SYBR Green I. El BYBreen | se une al surco menor del
ADN bicatenario, potenciando (entre 800 y 1000 sgda fluorescencia, permitiendo la
cuantificacion de todas las moléculas de ADN preseen la PCR (Weighardt, 2007). Esta
técnica permite colectar datos en todo momentoadaniplificacion, incrementando el
rango la dinamica de deteccidn y no requiere pesuesnto posterior a la PCR.

Para realizar esta técnica se mezclaron 25 pldgddn de reaccion (2X RT) y la
enzima RT (20X) del estuche comercial SYBR Greem 6,5 pul de los iniciadores
especificos presentados en la tabla | para cadgptmecKIR y para el control positivo
interno usado (GADPH), 20,5 pl de agua y 3,5 pledauestra de ADNc, para obtener un
volumen final de 50 pl y se afadieron a una plaga9@ pozos. El protocolo de
amplificacion es el mismo que se presenta en etagmpara la RT-PCR, so6lo que en vez
de 29 ciclos de amplificacion se realizaron 40osicl Mediante esta técnica se realizé una

cuantificacion relativa de la expresion del ARNm.
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9.- Comparacion de la expresion de KIR mediante RPCR con la expresion a nivel
de membrana.

Para lograr relacionar la expresion de los recept®iR a nivel de ARNm y de
proteina, se compararon los datos obtenidos eualatificacion de la expresion a nivel de
ARNmM mediante PCR en tiempo real, RT-PCR y datepatiibles en el laboratorio sobre
la expresion de los receptores a nivel de proteiiste uUltimo andlisis fue realizado
mediante el marcaje directo en sangre total conafdguerpos monoclonales para los
receptores KIR 2DL1-FITC, 2DL3-FITC, 3DL1-FITC y #H3-RD, mas CD56-PC5 y
CD3-ECD. El porcentaje de células positivas padacreceptor se obtuvo mediante
lectura por citometria de flujo, ubicando en el mate linfocitos a las células NK

(CD56'/CD3).

10.- Andlisis estadistico.

Los resultados fueron analizados usando la pruebaCdi cuadrado. La
significancia P) de la expresion del ARNm entre los grupos dedéssuse busco en la
tabla de X con 1 grado de libertad. La relacién de la expresle KIR, entre las dos

variables (ARNm y proteina) se determindé mediaafgrleba de correlacion de Pearson.
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RESULTADOS

Con la finalidad de poder estudiar la expresioriodereceptores KIR a nivel de
ARNmM se realizé una purificacion de células monteares de sangre periférica, mediante
la técnica de Ficoll-Hypaque, a partir de la cuallsgré enriquecer las células NK
utilizadas en este estudio. Posteriormente sajex@¢t ARNm de las células NK usando la
técnica de trizol y se evalud la expresion del ARdknlos receptores KIR 2DL1, 2DL2,

2DL3, 3DL1 y 2DS4 mediante RT-PCR y PCR tiempo.real

1.- Obtencién de suspensiones celulares enriqgueciden células NK.
1.1.- Valores relativos y absolutos de células NK.

En la presente investigacion, se incluyeron 12viddos sanos (3 hombres y 9
mujeres) y 10 pacientes cronicamente infectadosetd®tC (2 hombres y 8 mujeres), con
un rango de edades comprendidas, entre 37 y 71 afios

En la tabla Il, se presentan los valores relativ@bsolutos de las células NK de
sangre periférica del grupo de controles y pacgept@aluados en esta investigacion. Se
muestran los valores promedio del nimero de letapor ml de sangre, el porcentaje de
células NK y numero absoluto de ellas, obtenidoiamtd la relacion entre porcentaje de
linfocitos y el porcentaje de células NK en sargsférica. De acuerdo al promedio, los
valores del numero de leucocitos de pacientes frales se encontraron dentro del rango
hematolégico considerado normal (4,5 ¥-10,5 x 16 cel/ml), al momento de tomar la
muestra. En cuanto a las células NK el promedliopdecentaje de estas células en la
subpoblacion de linfocitos, para controles y pdeenfue de 10,89 % y 11,30 %

respectivamente, encontrandose de igual forma aledgt rango de valores normales
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reportados en la literatura (10-15 %) (Farag ydiaii, 2007). Se reporta ademas el grado
de dispersion de los datos obtenidos con respdct@lar promedio presentado y se
encontro que no hay diferencia significativa efdsevalores de numero de leucocitBsH
0,093) y porcentaje y numero absoluto de células K= 0,847, P = 0,865

respectivamente) entre los grupos de controleigpis.

Tabla I1.- Caracteristicas celulares de controles pacientes VHC.

LEU (x 10°cel/ml) | % NK | NK (x 10° cel/ml)
CONTROLES (n=12) 7,78+2.38 10,89 +4,1 3,67 £1,8
PACIENTES (n = 10) 584+21 11,30 +5,1 3,81+1,7
Los valores presentados corresponden al promediesyiacion estandar de numero

absoluto de leucocitos (LEU) y porcentaje (% NKhigmero absoluto (x $0cel/ml) de
células NK en sangre periférica

1.2.- Aislamiento de Células mononucleares de samgperiférica y enriquecimiento de
células NK.

En virtud de que la expresion de genes KIR seimgstra la poblacion de células
NK, resultaba critico en el presente estudio obtgudlaciones enriquecidas en estas
células a partir de sangre periférica.

Partiendo de un volumen de muestra de sangre fpeaifde entre 45 y 50 ml se
realizé una separacion en gradiente de densidé&sdeMSP (compuestas por linfocitos y
monocitos). Mediante esta técnica se logré un ralaimiento de CMSP, a partir de las
cuales se realiz6 la técnica de adherencia aligdapara la eliminaciéon de monocitos y
posterior enriquecimiento de células NK, mediamtedetel de anticuerpos RosetteSep®.

Para evaluar la pureza de la suspensién celulagnsaron 5 x 10 cel para realizar el
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fenotipaje con un conjunto de anticuerpos monodésndirigidos contra moléculas de
superficie especificos para las poblaciones déaeNK, T, B y monocitos.

En la figura 7A, se muestra un histograma de citdmee flujo, donde se ubica la
poblacion de células NK, positivas para CD56, seggitamarnio (eje X) y su granularidad
(eje Y). En lafigura 7B, se muestra un analisisparativo mediante triple marcaje, de la
expresion en superficie de las moléculas CIBB16" y CD3. En el eje X, se encuentra
el marcador para células T (CD3y en el eje Y el marcador para células NK
(CD56'/CD16"). En esta figura, en el cuadrante 1 se ubicarcéagdas CD56 en el
cuadrante 2 se encuentran las células doblementeadas, es decir aquellas que son
CD56/CD3', lo que corresponde a poblacion de células NKTelemadrante 4 las células

T y en el tercer cuadrante las células no marcadas.

A B
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Figura 7.- Histogramas obtenidos mediante citometai de flujo, para identificar
a la poblacién de células NK.,(A) Distribucion de las células NK segun su tamgfo
granularidad; (B) Identificacion de las células Ni€diante inmunofenotipaje.
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En la figura 8 se presentan la estimacion del monde células positivas para

CD56. La figura 8A corresponde a la poblacion élelas NK, notese que lo abarcado por

el cursor del

histograma (D) es la fluorescencipeeidica para las moléculas

CD56/CD16, mientras que en las figuras 8B, 8C y 8D corredpona monocitos,

linfocitos B y T respectivamente, los cuales premebajos porcentajes de estas células.
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Figura 8.- Histograma de las poblaciones de célul®K, monocitos, linfocitos B
y T. (A) Células NK; (B) Monocitos; (C) Linfocitos BDj Linfocitos T.
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En la tabla Ill se presentan los valores promediespureza, expresadas en
porcentajes, de los posibles tipos celulares pteseen suspension, linfocitos T, B y
monocitos, analizadas con el citometro de flujeeyas rendimientos obtenidos (en base a
la relacién entre el nimero de células NK obtenidasnimero de células NK esperado).
Es de notar que siendo los linfocitos T y B las|lacbnes de CMSP con mayores
concentraciones en sangre periférica (aproximadememntre 60 % y 15 %
respectivamente) (Corado y Mora de Orta, 2003poetentaje remanente de estas células
fue bastante bajo (menor al 3 %) siendo mayor elgodaje de monocitos (5 % en el grupo
de pacientes), demostrando que el numero de cétolaaminantes en la suspension
celular fue bajo (figura 7). En cuanto a los vasode pureza de las células NK, se obtuvo
un porcentaje promedio de pureza de células CUDBEL6/CD3 de 86,37 % para los
controles y 85,67 % para los pacientes, lo espesaddn la informacion suministrada en el
inserto del RosetteSep®, el cual indica que lazaubtenida debe ser mayor del 70 %,
obteniéndose entre 1,5 y 2 millones de células Nkgeecidas con un rendimiento entre
20-40 %. Asi mismo, no se obtuvo diferencia sigativa en las purezas de las muestras

de los controles y pacientes ni en los rendimiecgéhdares obtenidos.

Tabla lll.- Pureza y Rendimiento de las suspensiones enriqueagden células
NK.
% PUREZA
CD56'CD16" CD3' CD19' CD14" % R

CONTROLES (n=12)| 86,37 £8,18| 2,87+3,82 1,46+232,17+1,92 27,83 + 14,50

PACIENTES (n=10) | 85,67 +11,121,71+2,30| 1,42+1,22 5+4,22 24,27 +7,12

Fenotipo celular: CDS&€D16 células NK; CD3linfocitos T; CD19 linfocitos B; CD14
monocitos. % R porcentaje del rendimiento celular.
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2.- Evaluacion de la expresion del ARNm de los regres KIR mediante RT-PCR.
Mediante la técnica de RT-PCR evaluamos la expmesiél ARNm de los
receptores KIR 2DL1, 2DL2, 2DL3, 3DL1 y 2DS4, embestras de individuos controles.
En la figura 9, se muestran ejemplos representatilolos registros fotograficos de los
productos de amplificacion de RT-PCR. En el regi$ptografico 9A se muestran los
resultados para el receptor KIR 2DL1, cuyo amg@dic corresponde a una banda de 488
pb y se puede apreciar que todos los individuogesgp el ARNm. La figura 9B
corresponde al receptor KIR 2DL2 y se observa qde bs 5 individuos expresan el gen.
En la figura 9C, 9D y 9E se presentan los receptoreibidores KIR 2DL3, 3DL1 y el
activador KIR 2DS4 y de igual manera que lo obs#weon el receptor KIR 2DL1, todos
los individuos expresan estos genes. La figuracOFesponde a los productos de
amplificacion para el control de expresion constity GADPH, lo que nos indica que el
ARNmM no se encuentra degradado y nos da indicla déciencia de la técnica. También
se incluyé en cada reaccion un control negativ@ands agua como templado, para
corroborar que no hay contaminacion en los reagtiMoas diferentes intensidades en los
amplificados dependen de la frecuencia con que gadale estos receptores se expresan
en las células NK y del nivel de expresion de estodas mismas, puesto que como se

menciond anteriormente cada célula NK puede expdisgentes combinaciones de KIR.
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Figura 9.- Registrosfotogréaficos de productos de amplificacion mediant&T-
PCR, de los receptores KIR y GADPHKIR 2DL1 (A), 2DL2 (B), 2DL3 (C), 3DL1 (D),
Las muast utilizadas en la RT-PCR
corresponden a los controles presentados en lmhbd174 (1), Control 1 (2), C2 (3), C3
(4), C4 (5), C5 (6), C. con agua como templado (7).

2DS4 (E) y el control interno GADPH (F).
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En la tabla IV se muestran los resultados obteni#ok expresion del ARNm en
comparacion a su respectivo genotipo.

Se obtuvo que en los 5 individuos analizados lospt®res KIR se expresan de
acuerdo a la presencia o ausencia del gen; estetseniné analizando los productos de la
RT-PCR en los registros fotograficos de los gekesagarosa (figura 9). Como se puede
apreciar en la tabla IV, los 5 individuos estudgagoesentan y expresan los genes KIR
2DL1, 2DL3, 3DL1 y 2DS4, mientras que solo dos liesgoseen y expresan el gen para
el receptor KIR 2DL2, por lo tanto la frecuenciaajaricion de este receptor (40 %) es
menor que la del resto de receptores (100 %). tEgee los genes KIR 2DL2 y 2DL3 se
segregan juntos, es posible encontrar individuosndeigos KIR 2DL2/2DL2 vy
2DL3/2DL3, asi como individuos heterocigos KIR 2[D2RL3, por tanto segun lo
reportado en la tabla, de los 5 individuos preslmsalos individuos 1 y 2 (40 %) son
heterdcigos para estos receptores puesto que pasegmms genes Y los individuos 3,4y 5

(60 %) son homacigos para el receptor inhibidor 2DL

Tabla IV.- Relacion entre la presencia de los generrespondientes a los
receptores KIR y su expresion a nivel de ARNm.

2DL1 2DL2 2DL3 3DL1 2DS4
CONTROL | G |ARNm| G |[ARNm| G |ARNm| G [ARNm| G |ARNm
1 + + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + + +
3 + + - - + + + + + +
4 + + - - + + + + + +
5 + + - - + + + + + +

G corresponde a la presencia o ausencia del gémaelo.

+ Presencia de la expresion del ARNm por RT-PCR.

- Ausencia de la expresion del ARNm por RT-PCR.
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Puesto que hay una relacion directa entre la pcesep estos genes y la expresion
de los mismos y dado que todos los individuos sositigos para estos genes y los
expresan, no se pudo realizar la prueba de Chradagara encontrar la asociacion entre
genotipo y expresién; sin embargo se puede afiguarpara los genes KIR 2DL1, 2DL3,
3DL1 y 2DS4, la técnica de RT-PCR presenta un 108e%ensibilidad. En cuanto al
receptor 2DL2, donde tampoco se pudo determinasteiacion, se obtuvo 100 % de

sensibilidad y 100 % de especificidad entre geonofipxpresion mediante RT-PCR.

3.- Estudio de la expresion de ARNm por PCR tiempreal.
3.1.- Estandarizacién de la técnica de PCR en tierapreal para el estudio de la
expresion a nivel del ARNm.

En esta parte del estudio, incluimos 10 control&8 pacientes. Paralelo al analisis
de la expresion a nivel de ARNm, se determind elal®@ratorio, mediante una PCR de
secuencia de iniciadores especificos (PCR-SSRjer@tipo de KIR de estos individuos
(tabla V). El estuche comercial empleado en éstaica permite la identificacion de los 14
genes y 2 pseudogenes y ademas permite diferemtia dos grupos de variantes alélicas
para el receptor KIR 2DS4, los alelos *001 al *@0gor otro lado los alelos *003, *004 y
*006, puesto que se amplifica el ADN gendmico go2os diferentes de la placa utilizada
para la amplificacion, cada uno correspondientada conjunto de alelos KIR 2DS4.

En tal sentido, nuestros resultados muestrariggleess los individuos poseen el gen
KIR 2DL1 y el 2DS4. Con respecto a este receglaanalisis de este polimorfismo que se
realizé para 16 de los individuos, mostré que fBviduos (43,75 %) poseen alguna
variante alélica *001 o *002; 5 (31, 25 %) posé&enotras formas alélicas, *003, *004 o

*006 y 4 individuos (25 %) poseen ambas formascael En cuanto a KIR 3DL1, 2DL2 y
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2DL3, 19 de 20 individuos poseen el gen 3DL1; 10odeindividuos poseen el gen KIR
2DL2 (50 %) y 19 (95 %) poseen el gen KIR 2DL3; e=mte particular, el 45 % de los
individuos son heterécigos puesto que poseen agdrees, 50 % son homocigos para KIR
2DL3 y solo el 5 % es homocigo para KIR 2DL2. gehotipaje nos permitirA conocer si
hay correspondencia entre la posesion del gen yesgltados de expresion obtenidos

mediante PCR tiempo real.
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Tabla V.- Genotipaje de KIR de los individuos (conbles y pacientes) incluidos en este
estudio.

2DL1 | 2DL2 | 2DL3 | 3DL1 2DS4
2DSs4 *003-*004-
*001-*002 *006

1 + - + + + +*

2 + + + + + +*

3 + + + - + +

4 + - + + + +*
CONTROLES 5 + + + + + +

6 + + + + + +

7 + - + + + + +

8 + - + + + +

9 + + + + + +

10 + + + + + +*

1 + - + + + + +

2 + - + + + + +

3 + - + + + +

4 + + + + + +
PACIENTES 5 + + + + + +

6 + + - + + +

7 + - + + + +

8 + - + + + + +

9 + + + + + +

10 + - + + + +

+ Presencia del gen.
- Ausencia del gen.
* Polimorfismo no identificado.

En la PCR en tiempo real, el colorante SYBR Gresge line a los surcos menores
del ADN doble cadena. Durante los ciclos conseostde amplificacion, las cantidades de
los productos de PCR van incrementando exponersmémemitiendo una fluorescencia
gue es proporcional a la cantidad de producto fdana

Como parte de la estandarizacion de la técnica phtener las condiciones de

amplificacion ideales para el estudio de la expresiel ARNm de los receptores KIR, se
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evaluaron como variables, la poblacion celular tadésr, por lo cual se utilizaron dos
poblaciones celulares diferentes, linfocitos degsarperiférica (LSP) y células NK, el
volumen de muestra de ADNc a emplear y la conceidtrade los iniciadores especificos
para cada gen KIR.

En la figura 10 se muestran los resultados decumeza de amplificaciéon para el
receptor KIR 2DL1 con muestras de dos controlass fas dos poblaciones celulares, LSP
(curvas sefaladas con la letra “a”) y células NKr\(as identificadas con la letra “b").

Para fines de cuantificacion relativa, se utiled¢parametro en la PCR en tiempo
real el parametro CtThreshold cyclg que representa el namero del ciclo en la
amplificacién al cual se alcanza el nivel umbraflderescenciathreshold.

Se puede observar que el nimero de ciclos alagumliestras de LSP alcanzan el
valor umbral de fluorescencia es mucho mayor queielero de ciclos al que la poblacion
de células NK lo hace. Esto se debe a que al esteatituida la poblacion de LSP, por
linfocitos T y B y células NK y dado que, como s& mencionado anteriormente, la
expresion de estos receptores esta restringidaclalas NK, ésta se diluye en la muestra;
mientras que en la suspension de ceélulas NK laesipr de los mismo estd mas

concentrada y por ende emite mas fluorescencia.
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Figura 10.- Cuantificacion relativa de la expresiérdel ARNm representado en
una curva de amplificacion. En esta grafica se muestra un modelo de la canéte
amplificacion para el receptor 2DL1. En el ejee’psesentan los valores de magnitud de
la sefial de fluorescencia generada en la amplificacen el eje X el nUmero de ciclos de
la reaccion. (a) LSP (KIR); (b) Células NK (KIR).

En la figura 11 se presentan dos ejemplos repias®s de curvas de disociacion
para el receptor KIR 2DL3 (11A) y del control intierGADPH (11B). En estas curvas se
muestran las temperaturas de fusion de los angalifie (Tm), la cual oscila entre 80 y 85
°C en ambos casos (A y B). Cada fragmento de ADMpliicado tiene una Tm
caracteristica, que depende principalmente dengitiml y de la composicion de sus bases.

Esta curva permite comprobar la especificidad deflagmentos detectados en la PCR,

verificAndose la presencia de un unico amplificado.
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Figura 11.- Curvas de disociacion para el ARNm dekeceptor KIR 2DL3 (A) y
el control interno GADPH (B), como indice de la egzificidad de los amplificadosEn
el eje X se presentan los valores de temperatamra gje Y la fluorescencia emitida. CN,
corresponde al control negativo. Las lineas dereslindican cada uno de los individuos a
los que se les realizo este analisis.
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En la figura 12 se presentan dos ejemplos de sum@ amplificacion
correspondientes al receptor KIR 2DL3 (figura 13ApADPH (figura 12B), usado como
control interno para normalizar la cantidad de ADddmtenida en cada reaccion inicial,
para controles y pacientes. Los valores del cambila fluorescencia durante la reaccion
(eje Y) se expresan combRn, que corresponde al radio de la intensidad @elaion de
fluorescencia del colorante reportero y de la @misiel colorante pasivo de referencia
(Rn) menos el cambio de fluorescencia en los pomeiclos de amplificacién (linea de
base). EIl colorante reportero es en este caspieese une al ADNc, y el colorante pasivo
es el que provee un sefial interna de fluorescetmmala cual la sefal del colorante
reportero puede ser normalizada por el equipo deirah analisis de los datos; la
normalizacidén es necesaria para corregir lasdaabnes en la fluorescencia causadas por
las variaciones en los volimenes de las muesiasel eje X se encuentran el nimero de
ciclos de la reaccion; por lo tanto en estos guafge representa la intensidad de la emision
de fluorescencia en cada ciclo de la reaccion.olfServa que a medida que los ciclos de
amplificacion aumentan, la fluorescencia emitida j@s productos de amplificacion es
mayor y sigue aumentando de forma exponencial ladsaazar una fase donde la sefial de
fluorescencia se hace constante.

Las curvas ubicadas mas hacia la derecha deafecayrA, corresponden a las
muestras que presentan menor expresion o que gativias para el gen (caso particular
del paciente 6, P6). En todas las reacciones Geicontrol negativo (CN), con agua
como templado, para confirmar la especificidadedeCR.

Se puede observar que en la mayoria de las cdev@ADPH los valores de Ct son
menores que para las curvas de KIR 2DL3, lo queandue el umbral de fluorescencia

para este gen constitutivo se alcanza mas rapido pgua el receptor KIR. Este
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comportamiento se observl en todas las curvas gdifigaction correspondientes a los

otros receptores KIR.
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Figura 12.- Cuantificacion relativa de la expresiordel ARNm mediante PCR
en tiempo real representado en una cinética de amfitacion. En esta gréfica se
muestra un modelo de amplificacion para el recep@t3 (A) y el control interno
GADPH (B). En el eje Y se presentan los valoremdgnitud de la sefial de fluorescencia
generada durante la amplificacion y en el eje Xuehero de ciclos de la reaccion.
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3.2.- Comparacion de la cuantificacion relativa déa expresion de ARNm para KIR en
el grupo de pacientes VHC respecto al grupo control.

Para determinar cuantitativamente el nivel de esipn a nivel de ARNm de los
receptores KIR en individuos sanos y pacientesicadrente infectados con VHC, se
realiz6 una PCR en tiempo real.

En la tabla VI se presentan los valores de d@éhdsi estos valores inversamente
proporcional a la cantidad de los transcriptos the presentes en la muestra, normalizados
con los valores obtenidos para el control inter®d8H. Este valor, dCt, se refiere a la
diferencia entre los valores de Ct de cada indwvighara cada receptor y los valores de Ct
de cada individuo para el GADPH (CtKIR — CtGADPHIRe acuerdo a los resultados
obtenidos en el dCt para cada individuo, se establen valor de referencia tomando en
cuenta el genotipaje de los individuos, para agseieceptores donde hubiese algun
individuo negativo para ese gen en particular.c&mparacion a la presencia del gen en los
individuos, los 20 individuos expresan el receptii? 2DL1, los 10 individuos que poseen
el gen KIR 2DL2, lo expresan; los 19 individuos ifess para el gen KIR 2DL3 lo
expresan; el gen KIR 3DL1 solo es expresado patelips 19 individuos positivos para el
gen y el receptor KIR 2DS4 solo lo expresan 18viddios. Cabe acotar, que ya que el
individuo negativo para el gen KIR 3DL1 (controlr®) generd lecturas en valores Ct y dos
individuos positivos para el gen presentan el misesaltado, tomamos como umbral el Ct

igual a 38, como lo reportan en su estudio, Copleglaboradores (2007).
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Tabla VI.- Resultados de la expresion de los recepes KIR en
valor dCt, obtenidos mediante PCR tiempo real.

funciéon del

2DL1 2DL2 2DL3 3DL1 2DS4
1 2,874 14,342 3,251 4,89 9,632
2 3,84 4,329 5,768 8,359 8,047
3 3,355 5,633 1,972 - 7,38
4 3,013 13,584 4,111 8,389 7,61
CONTROLES 5 0,695 6,601 5,437 10,635 6,846
6 7,001 4,965 6,4 10,069 10,87%
7 4,756 14,327 5,146 7,959 9,551
8 7,255 - 6,879 11,077 10,624
9 7,255 7,061 8,665 14,033 13,538
10 10,14 8,463 9,3 13,144 15,21
1 3,423 11,389 2,179 6,785 5,901
2 4,314 12,856 3,446 13,523 8,791
3 5,011 - 3,616 9,164 8,837
4 6,547 7,804 6,3 - 10,694
PACIENTES 5 4,444 1,741 3,051 8,745 6,94
6 7,269 4,383 15,403 8,294 7,47
7 7,793 13,901 4,07 10,154 16,15
8 5,087 12,092 3,98 10,293 11,304
9 3,664 6,003 3,399 - 8,649
10 4,18 8,868 3,28 9,175 11,462

- En estas muestras no se obtuvo valores de Gtgsponden a genes negativos.

[ Estos valores corresponden al Ct de los genestimeg y por lo tanto son considerados

negativos para la expresion del ARNm por PCR tienspb

Los valores de expresion del ARNm de los contrglgmcientes se promediaron
para comparar el nivel de expresion de cada receptee las dos poblaciones de estudio
(figura 13). En general se observa que, en elayoaptrol los niveles de expresion de los

receptores son bastante cercanos, siendo el matwr de dCt (qQue corresponde a una

mayor expresion del ARNm) el correspondiente a¢péar inhibidor KIR 2DL1 y el mayor

(que corresponde a una expresion menor del meosajereceptor activador KIR 2DS4.
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Se encontré diferencia significativa entre la egjne del receptor KIR 2DL1 y los
receptores KIR 3DL1R=0,0016) y 2DS4 R=0,0093), no encontrandose diferencias en
relacion a los receptores KIR 2DL2 y 2DL3. Pargrepo de pacientes, el mayor nivel de
expresion lo presenta el receptor KIR 2DL3, y lognores niveles de expresion
correspondieron a los receptores KIR 2DS4 y 3DBEE encontro diferencia significativa
entre los niveles de expresion del receptor KIR 20Lel los receptores KIR 2DLP£
0,029), 3DL1 P= 5,46 x 10) y 2DS4, P= 2,81 x 10), siendo la mayor diferencia en
relacion al receptor KIR 3DL1. No se encontro difeeia entre KIR 2DL3 y 2DL2R=
0,222).

Comparando ambos grupos, se observa que el gampmictiene mayor expresion
del receptor KIR 2DL1, ambos presentan igual exprese KIR 2DL2 y el grupo de
pacientes tiene mayor expresion de los receptoi@s2BL3, 3DL1 y 2DS4, siendo esta
diferencia significativa para los niveles de expgnesde ARNm del receptor 2DLP€
0,029), al compararlo con el grupo control, comoeporta en la figura 13. Los resultados
en cuanto a la expresion de 2DL3 en pacientes eot@lcon lo que esta reportado en la

literatura, sobre la asociacion de este receplainfeccion por el VHC.
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Figura 13.- Comparacion de los valores promediosedla expresion a nivel de
ARNmM por PCR en tiempo real, de los receptores KiRen controles y pacientesEn el
eje X se presentan los receptores KIR y en el digs¥Yalores de dCt. Se presenta ademas
la significancia entre las muestras para cada tecep
4.- Relacion de la expresion de KIR a nivel de ARNm proteina.

En la tabla VII se presentan los resultados obtenimediante RT-PCR (antes
presentados en la tabla IV) para 5 de los indi\gduantroles, reportando la presencia (+) o
ausencia (-) del gen y del amplificado, ademasvideres de expresion (dCt) obtenidos
mediante PCR tiempo real y el porcentaje de expmesn superficie de los receptores
evaluados. De acuerdo a estos resultados no sateron diferencias en cuanto a la
expresion del ARNm mediante RT-PCR y PCR tiempad réas 5 individuos poseen los
genes para los receptores KIR 2DL1, 2DL3, 3DL1 y52[FA) y lo expresan en ARNm
segun lo obtenido mediante RT-PCR y PCR en tieraph asi mismo a nivel de superficie,

segun lo obtenido mediante citometria de flujo;este particular se consideraron como

positivas las muestras que presentan un porcemt@yer al 3 %. En cuanto al receptor
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KIR 2DL2 (B) 2 individuos poseen el gen y lo exanresen ARNmM como se determind

mediante RT-PCR y tiempo real.

Tabla VII.- Comparacion de la expresion de los reqeores KIR determinada
mediante RT-PCR, PCR tiempo real y citometria de €ljo, de acuerdo al genotipaje de
cada individuo.

A 2DL1 3DL1
INDIVIDUOS |G| RT-PCR | dCt | %E |G| RT-PCR | dCt %E
1 + + 2,874 37,7 | + + 4,89 34,3
2 + + 3,84 30 + + 8,359 11,9
3 + + 10,14 18,9 | + + 13,144 8,52
4 + + 4,756 27 + + 7,959 10,3
5 + + 3,013 8,31 | + + 8,389, 0,69
B 2DL2 2DL3
INDIVIDUOS | G | RT-PCR | dCt %WE |G | RT-PCR | dCt | %E
1 + + 8,463 ND + + 9,3| 23,6
2 + + 4,329 ND + + 5,146 15,3
3 - - 14,344 ND + + 3,251 32,6
4 - - 14,3241 ND + + 5,768 13,1
5 - - 13,589 ND + + 4,111 27

C 2DS4
INDIVIDUOS | G | RT-PCR | dCt | %E
1 + + 9,632| 0,1
2 + + 8,047 ND
3 + + 15,215 0,84
4 + + 9,551| 16
5 + + 761 | 0,26

G corresponde al gen evaluado.

+ Presencia de expresion.

- Ausencia de expresion.

dCT expresion del ARNm por PCR tiempo real.

% E porcentaje de expresion en superficie.

1 Estos valores son considerados negativos pargpl@sion del ARNm por PCR
tiempo real

ND, no determinado.
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Por otro lado, mediante citometria de flujo seedeiné que todos los individuos
del estudio expresaron el gen KIR 2DL1 en supexfiddos los controles y el 90 % de los
pacientes expresaron el gen KIR 2DL3; 80 % de dwdroles y pacientes expresaron KIR
3DL1, mientras que 60 % de los controles y 30 %odgracientes expresaron el receptor
KIR 2DS4 en superficie; estos resultados se cooretgn con los obtenidos en la expresion
a nivel de ARNm, para los 5 individuos mediante IROIR, excepto para el receptor 2DS4,
donde uno de los 5 individuos no expresa el gesuparficie.

Con estos datos, se realiz6 una comparacion entgpresion de los receptores
KIR 2DL1, 2DL3, 3DL1 y 2DS4 a nivel de ARNm y lammesion a nivel de superficie,
para conocer si existe alguna correlacion entreoartipos de expresion. Para ello se usé
la prueba estadistica de correlacion de Pearseren&ntré para todos los receptores una
correlacion inversa muy baja (-0,5 < 0 < 0,5). tétminos numéricos esto es logico puesto
gue a menores valores de dCt, que se traducenaemayor expresion a nivel de ARNm,
mayor porcentaje de expresion en superficie. Nensentrd asociacion significativa para

ningun receptor.
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Tabla VIIl.- Correlacion entre el nivel de expreson de los receptores 2DL1,
2DL3, 3DL1 y 2DS4 a nivel de ARNm y su expresion esuperficie y su nivel de

significancia.
RECEPTOR COEFICIENTE DE CORRELACION (r) P
2DL1 -0,411 0,078
2DL3 -0,3058 0,2029
3DL1 -0,1220 0,6409
2DS4 -0,2781 0,249

Con los datos obtenidos, se pudo determinar quesdé individuos que poseen los

alelos *001 o *002 del receptor 2DS4 (tabla V),5%,14 %) lo expresan solo a nivel de

ARNmM; 2 individuos (28,57 %)

individuo (14,28 %) no expresa el receptor a nde2ARNmM ni superficie.

lo expresa en amboglas (ARNm y superficie); 1

De las variantes alélicas restantes, de los Yithads que las presentan, 4 de ellos

(80 %) lo expresan so6lo a nivel de ARNm vy el imdiio restante (20 %) lo expresa en

ambos niveles (ARNm y superficie).
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DISCUSION

Los genes KIR son receptores exclusivos de lasaséNK y de una subpoblacion
de células T. La region de estos genes en el om® 19913.4 en humanos tiene
aproximadamente 150 kb dentro del complejo recepi®rleucocitos (LCR). Los
haplotipos de KIR estan organizados alrededor dena&3cos de lectura de genes
conservados, donde 3DL2 y 3DL3 se ubican en loeemxts y 2DL4 en el medio, y
presentan un espaciado regular de los genes KIR4db entre cada uno (Unhberg y col.
1997).

Entre estos genes se encuentran dos regionesnteniclo variable de genes, en
donde la duplicacién génica, las deleciones, mom&si e hibridaciones por recombinacion
asimétrica estan facilitadas por la proximidadaedenes y la similitud en las secuencias
intergénicas (Shilling y col. 2002). En lineasegyates, los genes KIR presentan entre si un
alto nivel de homologia de secuencia (entre el 88 \6) predisponiendo los genes a
evolucionar por un mecanismo de recombinacion hogaoho alélica; la propension de los
genes a experimentar este tipo de recombinaciOmifgerexplicar la expansion y
contraccion del locus KIR y provee un analisis rextm para la naturaleza poligénica de
los haplotipos de KIR (Khakoo y Carrington, 2006).

El andlisis de la expresidon a nivel de ARNm y detgina demuestra que cada clon
de célula NK presente en un individuo puede noesgrel conjunto completo de genes
KIR que estan codificados en su genoma, es deeilaposesion del gen no implica su
expresion. En nuestro estudio, encontramos questdos individuos presentaron y

expresaron el receptor KIR 2DL1; 80 % expresOeeeptor KIR 3DL1 y todos los
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individuos presentaron alguna forma alélicas KIRL22DL3, siendo el 2DL3 el mas
frecuente y expresado a nivel de ARNm.

En un estudio realizado por Leung y colaboradores 2605, en donantes
voluntarios, 7 % de 68 individuos presentaron @l 2L1 y 15 % de 67 el gen 3DL1 pero
no los expresaron en superficie. Mientras quigual que en nuestro estudio, en todos los
individuos evaluados encontraron una o ambas foaigdisas de 2DL2/2DL3, el receptor
2DL3 fue el mas expresado en superficie, esto selemtra en concordancia con lo
reportado por Middleton y colaboradores (2002).

En esta investigacion, de los 20 individuos esitos el 95 % poseen el gen para el
receptor 2DL3, mientras que soélo el 50 % de lodividuos poseen el gen 2DL2,
expresandolos todos a nivel de ARNm. Con relaei@stos dos genes, el 45 % de los
individuos de este estudio son heterocigos, pugséoposeen y expresan ambas formas
alélicas, 50 % son homacigos para KIR 2DL3 y sblo % es homécigo para KIR 2DL2.
Gracias a analisis de segregacion de los genes eflRel estudio de los diferentes
haplotipos, se encontré que, contrario a lo queessaba de que los receptores KIR 2DL2
y 2DL3 estaban codificados por diferentes gendsseson segregados por alelos de un
mismo locus, y se sabe que la mayoria de los thadd poseen al menos alguna de las 2
formas alélicas (Bashirova y col. 2006), esto deede que si un individuo posee 2 copias
de un gen o alelo KIR especifico, tendra mayorueecia de células NK que presenten y
expresan ese gen, que un individuo que presentesalaacopia (Khakoo y Carrington,
2006).

Células NK individuales expresan conjuntos esmesfde receptores que pueden
expresar funciones discretas, y estas funcionedepuser dependientes de la expresion o

pérdida de la expresion de ciertos genes KIR. >yaesion de los genes KIR se ha
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demostrado que puede ser altamente diversa e imdiep&e en clones de células NK entre
individuos (Maxwell y col. 2002). El ARNm de céhsl NK en suspension, representa un
valor promedio de las células que expresan o gerel por lo tanto no se puede conocer la
verdadera expresion del repertorio total de recepten células NK de sangre periférica.

En este estudio se encontré que genotipicamesiteet@ptores 2DL1 y 2DS4 estan
presentes en todos los individuos analizados y anésliRT-PCR se demostré una
correspondencia entre la presencia del gen y stesigp a nivel de ARNm, evidenciando
ademas la sensibilidad y eficiencia de la técnkEa.un estudio realizado por Husain y col,
en 2002, se determindé mediante la misma técniaxgdeesion de 7 receptores KIR (2DL1,
2DL2, 2DL4, 3DL1, 2DS1, 2DS2 y 3DS1) en 38 clonesdlulas NK, no estimuladas, de
sangre periférica de 3 donantes voluntarios, da@@&encontré que no hay un receptor
universalmente expresado en cada clon de célulaarmdizado.

En nuestra investigacion, adicionalmente se obsewe la expresion de los
receptores KIR 2DL1, 2DL2 y 2DL3 fue mayor a la B#R activador 2DS4. En el estudio
antes mencionado, se encontr0 también que en sélolaestimuladas (de controles) la
frecuencia de los receptores inhibidores es mayerlgs de los activadores. Sobre este
particular, los autores reportan que las frecusnda aparicion y expresion de los
receptores KIR 2DL1, 3DL1 y 2DL4 fueron mayores dmeale KIR 2DL2. En nuestro
estudio, si bien la frecuencia de aparicion de¢pémr KIR 2DL2 fue menor que la de los
receptores KIR 2DL1 y 3DL1, la expresion de KIR ZDiue mayor que la de 3DL1.

Ahora bien, en un estudio realizado por Leung lglmradores en 2005, donde se
evaluo la expresion del ARNm mediante RT-PCR y RigRipo real y la expresion en
superficie mediante citometria de flujo, de losepores inhibidores KIR 2DL1, 2DL2,

2DL3 y 3DL1, obtuvieron al igual que en este trabdjsparidad en cuanto a la frecuencia
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de aparicion y la expresion el gen en superficigibiayendo esta disparidad al
polimorfismo alélico o a un silenciamiento epigé@t Encontraron que en superficie, el
receptor mas expresado fue el KIR 2DL3, mientras mpr PCR tiempo real, el de mayor
expresion fue KIR 3DL1, contrario a lo que se obtew este estudio, donde el receptor
mas expresado en superficie fue KIR 2DL1 y en ARNm,controles fue KIR 2DL1 y
2DL3, en pacientes.

En este estudio, la expresion del ARNm, de losptres evaluados, mediante PCR
tiempo real se determiné tomando en cuenta la aizgsée los genes para los receptores
KIR y los valores de dCt arrojados para estos gemgmtivos y en algunos casos de
positividad para el gen (como en KIR 3DL1 y 2DSdg procedi6 como Cooley y
colaboradores (2007) y se consideraron como positos valores de Ct menores a 38. En
dicho estudio, Cooley y colaboradores, realizarpa investigacion usando muestras de
LSP y pudieron detectar mediante PCR tiempo reaxpaesion a nivel de ARNm de 12 de
14 genes KIR evaluados, de acuerdo a la preseac@ged para estos receptores. Ademas
obtuvieron que para KIR 3DL1 y 2DS4 la correlacéntre la presencia y expresion del
gen fue menor, siendo para KIR 3DL1 indetectablexfaresion en 80 % de los individuos
gue presentaron el gen; este porcentaje no seaaaleobtenido en este estudio, donde solo
10,52 % corresponde a la poblacion que presemgfaney no lo expresa. Para KIR 2DS4 el
porcentaje de individuos que no expresaron el gerdé 74 % y en nuestro estudio fue de
20 %.

Los receptores KIR divergen en la frecuencia y arnntensidad con la cual se
expresan entre la poblacién de células NK de uivishab (Carrington y col. 2008). La
expresion de KIR en ceélulas NK ocurre durante edadello de las mismas, pero el

mecanismo exacto de control de la diversificaciérnkéR sigue siendo un enigma. Los
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patrones de expresion de KIR en células NK estérmaados a nivel transcripcional con
la contribucion de elementos promotores reguladom@gos a diferentes factores de
transcripcion y diferentes grados de metilacionpdeimotor (Xu y col. 2005).

A pesar de las similitudes en las secuencias E#mgenes KIR, estos son regulados
transcripcionalmente de forma independientemer®, fla diversidad de nucleétidos en las
regiones de regulacion afecta la capacidad trggwgonal de algunos genes y sus alelos.

Con la excepcion de algunos alelos de “no expnésidalelos nulos, todos los
genes KIR conocidos se expresan diferencialmemtéjso en diversos linajes de un solo
individuo. Sin embargo esta expresion bien seawel de ARNm o a nivel de superficie,
esta regulada por diversos mecanismos. Andlisipadi®nes de metilacion del ADN,
realizados en células NK, han demostrado que etrext5” del ADN y las pequefias islas
CpG que rodean el sitio de inicio de la transcéipcide cada gen KIR estan
consistentemente hipometiladas en los genes KIRsguexpresan y que la metilacion de
este extremo y de los dinucledtidos CpG estd atmc@n un silenciamiento en la
transcripcion y por lo tanto a los KIR no expresaddos receptores KIR 2DL3, 3DL1 y
2DS4 no expresados, presentan patrones densos tilaciie con sélo esporadicas
ocurrencias de dinucledtidos CpG no metilados (&eldis y col. 2002; Chan y col.
2003). Este mecanismo de regulacion debe seresbgasiona que algunos controles y
pacientes no expresen el ARNm de los genes KIR 3finlcuando estos estan presentes.

La induccion de la expresion de estos receptdrassido posible utilizando un
inhibidor de metilacion (como el inhibidor de metihsferasa 5-aza-2"-deoxycytidine)
durante varios dias, obteniendo un aumento pragresicualitativo de la expresion del

receptor, determinado por la intensidad de las &mdé los productos de RT-PCR (Leung
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y col. 2005). Esto demostré que estos receptaredgn ser silenciados epigeneticamente
por hipermetilacion.

El conocimiento sobre el patron de expresion dep@res en las células NK de
sangre periférica es importante para entender aomaumero limitado de células NK
controla las actividades anti virales y anti tuntesa La activacion de la actividad
citotoxica de las células NK esta regulada porrémeptores activadores presentes en las
células efectoras, o a través de la interacciéeptec-ligando que envien sefiales de
inhibicion relativamente pobres. Un ejemplo de éstaporta el receptor KIR 2DL3 y su
ligado HLA-C1C1, los cuales juegan un papel prateen la resolucion de la infeccion por
VHC. La afinidad de unién de KIR 2DL3 con su liganes mas baja que los receptores
KIR 2DL1 y 2DL2 con sus respectivos ligandos, reswo en la transmision de una sefial
inhibitoria débil para la célula efectora que s@&jega con la accion de alguno de los
receptores activadores, como por ejemplo, KIR 3@8#&,se ha demostrado es beneficioso
en la resolucion de esta infeccion (Khakoo y co04).

Los individuos homdcigos para KIR 2DL3 tienen falyabilidad de presentar mas
células NK que estan solamente bajo el controlstie receptor inhibidor que la que tienen
los individuos heterécigos KIR 2DL2/2DL3. De igdatma, los individuos que presentan
el genotipo HLA-C1C1 y que por lo tanto ha perdéibgando para KIR 2DL1, tienen mas
células NK bajo el control inhibitorio de KIR 2Dldtie aquellos que presentan el genotipo
HLA-C1C2, donde la proporcion de NK puede ser iitt@lpor KIR 2DL1 (Khakoo y col.
2004).

A pesar de que se han encontrado diferenciadisggiias en cuanto a la expresion
en superficie de los receptores inhibidores, mpsatcamente de KIR 2DL3 y 3DL1, en

controles y pacientes cronicamente infectados dd@ YKhakoo y col. 2004; Oliviero y

69



col. 2009), los resultados obtenidos en este estalo se corresponde a lo reportado para
el receptor KIR 2DL3, si se extrapolan los resutadbtenidos mediante la prueba de
correlacion de Pearson de la expresion en supenjida expresion del ARNm con los
resultados obtenidos en la comparacion de la eprelel ARNm en ambas poblaciones
de estudio. Dicho de otra manera, no se encoifetedcia entre la expresion a nivel de
superficie y ARNm ni tampoco entre la expresion ABNm para el KIR 3DL1 en
pacientes y controles.

El efecto protectivo de KIR 2DL3 en la infeccidor gl VHC aparentemente solo se
observa en individuos que al momento de la infeceatibieron bajas dosis del VHC, lo
gue sugiere que la diferencia en la habilidad dellstintos genotipos de KIR y HLA para
regular la actividad de las células NK en el dedlarde las infeccion por VHC, es bastante
grande cuando se enfrenta a bajas dosis del indeliirus. El efecto beneficioso de los
receptores inhibidores de baja afinidad con susntigs en la infeccion por VHC es
consistente con otros modelos de enfermedadeasemudles las interacciones activadoras
pueden ser ventajosas o desventajosas. Sin emlghiggpacto real de esta expresion en
las funciones de las células NK aun sigue sin @twse, debido a que estos cambios
fenotipicos no necesariamente reflejan una ali@maen las funciones citotoxicas de las
células NK. A pesar de esto, el conocimiento de lguinteraccion de la proteina E2 del
VHC con el receptor CD81 en las células NK inhidattivacion de las células y que las
funciones de estas puede ser deficientes en ingigidronicamente infectados con VHC
sugieren que el virus pueda contribuir a el detert® la respuesta celular (Oliviero y col.
2009).

En cuanto a la expresion de los receptores KIRuperficie, como se presentd en

los resultados, el receptor KIR 2DS4 fue el mengwesado a pesar de que el gen y el
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transcripto estuvieran presentes, esto se debe a@uodos los transcriptos permiten la
expresion en superficie de una proteina funciatethjdo a codones de parada tempranos,
gue por lo general generan moléculas inestablés fuperficie celular.

En ocasiones, el ADNc del receptor KIR 2DS4 seaatariza por codificar
potencialmente a proteinas que son secretadaslodelin codén temprano de parada en el
exén 5 (de la estructura basica del gen ancestialprmada por 9 exones) que codifica al
dominio de inmunoglobulina D2. Secuenciaciones vdeios amplicones de ADN
gendmico han revelado la presencia de una vardmt€lR 2DS4, caracterizada por una
delecion de 22 pb en el segundo dominio tipo Ig)(Ip2jue el marco de lectura que se
genera debido a esta delecion termina en el prioddn de parada (TGA) que se localiza
“rio abajo” (a 25 nucledtidos) del inicio del exdmue codifica a la regién transmembrana.
Aunque la secuencia nucleotidica remanente esiddémrt KIR 2DS4, la secuencia
aminoacidica resultante de la delecion abarca amgitud nueva de 88 aa, la pérdida del
dominio D2 y la terminacion con una longitud firtEd 196 aa, un aminoacido dentro del
dominio transmembrana putativo sin dominio citoplasco discernible (Hsu y col. 2002).

Sin embargo, la secrecién de la proteina pueblersie también a la ausencia de los
exones 7 y 9 que codifican a las regiones transmarab y citoplasmaticas
respectivamente. En el caso particular del gen rdekptor activador KIR 2DS4,
especificamente los alelos *003 y *007, codificanreceptor truncado que por lo general
es secretado y por lo tanto no se encuentra erpresi superficie (Maxwell y col. 2002).
El método de RT-PCR usado en esta investigaci@ada por Thompson y colaboradores
en 2006, discrimina entre los alelos de KIR 2DSAgydamario del producto de PCR, sin
embargo el gel de agarosa donde se corrieron lodugtos de amplificacion no

permitieron discriminar entre ambos fragmentos.
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Las bandas de aproximadamente 218 pb correspasidatelo KIR 2DS4*001
mientras que las bandas de 196 pb correspondefoa gle presentan la delecion de 22 pb
en el exdn 5. Sin embargo, el estuche comercalaien la determinacion del genotipaje
de los receptores KIR permite diferenciar entr@rizsencia de los alelos *001 y *002 o
*003, *004 y *006 de KIR 2DS4. Entre los 16 indlubs a los que se les pudo determinar
las variantes alotipicas, el 43,75 % presentonaguariante alélicas del *001 o *002; el
31, 25 % las otras formas alélicas, *003, *004 66 el 25 % poseen ambas. Entre los
individuos que presentaron las formas alélicas *00002, el 57,14 % lo expreso solo a
nivel de ARNm indicando que la proteina codificguat dicho gen, no es funcional. El
28,57 % expres6 en ambos niveles (ARNm y supe)ficique implica que no se generaron
modificaciones en el ADN y por lo tanto la tranpcidn se llevo a cabo con normalidad y
el 14,28 % no expresa el gen, lo que indica un at¥ parada temprano que impide la
transcripcion y por tanto la formacién de la pnoéedle membrana.

Con respecto a las otras variantes alélicas ttestade los individuos que las
presentaron, el 80 % lo expreso solo a nivel de mRNese el 20 % restante lo expreso en
ambos niveles (ARNm y superficie), no encontrandmsgencia de expresion. Segun lo
dicho anteriormente, la variante alélica *003, cdeiada como el gen nulo, codifica a una
proteina que es secretada, por lo tanto podridarsdgeque entre el 80 % que expresa el gen
a nivel de ARNm hubo individuos que presentan estiante alélica.

Si una version truncada de KIR 2DS4 (desprovistalaminios transmembrana y
citoplasméticos) se expresa, no solo se alterariaalyoria de la secuencia de la proteina
del dominio D2 y de toda la secuencia de la prate$ino que la proteina no se podria

anclar durante la traduccion y probablemente ssréetada (KIR soluble). También se ha

72



determinado que la pérdida de un ligando para Ehgdrticular, produce que esa proteina
KIR en caso de generarse no sea funcional (Khakoarsington, 2006).

Las variaciones alotipicas de los genes KIR tamabitaran la capacidad funcional
de las proteinas de membrana en las células edectdEl receptor KIR 3DL1 tiene 23
alelos encontrados hasta la fecha, incluyendo@stiaparte activadora, el receptor 3DS1
cuya homologia de secuencia es mayor al 95 %. rdbajos previos, fue posible medir
para 8 de estos alelos, su nivel de expresion gerfitie mediante analisis realizados por
citometria de flujo. De estos, los alelos *001020*003, *008, *015 y *020 presentan una
alta expresion en superficie mientras que los slel®05, *006 y *007 presentan baja
expresion y la forma alélica *004 no se expresaseperficie. Esto se debe a 7
sustituciones aminoacidicas en el DO y D1 del aie@ (Gardiner y col. 2001; Pando y
col. 2003). También esta reportado que este recg@pede estar inhibido a diferentes
grados por el mismo alotipo del MHC clase | (KhakpdCarrington, 2006). Estas
variaciones en el receptor 3DL1 muestra una anegliecificidad puesto que las diferentes
combinaciones aminoacidicas son capaces de presfengconocimiento de KIR 3DL1
permitiendo a las células NK positivas para este, ger activadas facilitando asi la
posibilidad de la deteccion viral por parte de Eula NK como resultado de una
perturbacion en la sefial inhibitoria con la prés&non de péptidos virales (O"Connor y
col. 2005). También se conoce, como se mencioteriarmente, que el receptor 3DS1
gue se asemeja a KIR 3DL1 en su dominio extragelgénéticamente es segregado como
un alelo de este, sin embargo puesto que en esgatigacion no se incluye el receptor
activador KIR 3DS1 no se puede deducir si los indios que presentan el gen KIR 3DL1

son homdécigos o heterdcigos para este receptor.
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En cuanto a los receptores KIR 2DL1 y 2DL2 no aerdéportado polimorfismo
alélico ni polimorfismo fenotipico que influya ea &usencia de expresion, por tanto la

mutilacion sigue siendo la explicacion dada pate kscho.
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CONCLUSIONES

1.- Se logro obtener suspensiones celulares alteneaniquecidas de células NK mediante
la técnica RosseteSep ®, con las cuales se pudlmaeVa expresion de los receptores KIR
a nivel de ARNm.

2.- Mediante la técnica de RT-PCR se encontré mngespondencia entre la presencia o
ausencia de los genes para los receptores KIR 2RD12, 2DL3, 3DL1 y 2DS4
evidenciandose ademas la eficiencia de la técnica.

3.- Se logré estandarizar las condiciones adecud@léipo de muestra, cantidad de ADNCc,
concentracion de iniciadores y condiciones de diogdion para los receptores KIR
inhibidores 2DL1, 2DL2, 2DL3, 3DL1 y el KIR activad2DS4 por PCR en tiempo real.

4.- En el grupo control, se encontraron diferencigmificativas entre la expresion del
receptor inhibidor KIR 2DL1 y los receptores KIR[3Dy 2DS4.

5.- Para el grupo de pacientes, el receptor magsxgo fue KIR 2DL3, encontrandose un
aumento significativo de la expresion con respecios otros receptores. Se encontrd
diferencia significativa entre los niveles de espie de este receptor y los receptores KIR
2DL1, 3DL1 y 2DS4

6.- En base a lo obtenido, se evidencio que fuadioente los pacientes infectados con el
VHC, muestran una mayor expresion de KIR que faweeiales débiles de inhibicion de
las células NK que pudiesen estar asociadas atotat@ la infeccion viral, sin embargo
falta determinar los otros factores (como el ggaote los ligando especificos, HLA-C o
dosis del in6culo del VHC) que puedan estar asosiath la cronicidad de la enfermedad

en estos pacientes.
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7.- A pesar de obtener una correlacion cualitaBmda mayoria de los casos, la correlacion
cuantitativa entre el nivel de expresion en ARNiuperficie es inversa y muy baja y no

existe diferencia significativa en ninguno de lesaptores.
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CONSENTIMIENTO DEL SUJETO PARA PARTICIPAR EN UN PRO TOCOLO DE
INVESTIGACION

Numero de Protocolo:
Nombre del Participante:

Historia Clinica N°:

TITULO DEL ESTUDIO:

Papel de la Respuesta Inmune Innata en el Control de la Infeccion por el Virus de
Hepatitis C. Factores viricos y del hospedero que regulan dicha respuesta.

Investigador responsable: Dr. Félix Toro
Lugar de trabajo: Instituto de Inmunologia, Facultad de Medicina, UCV
Teléfono: 693-4086, 605-3429

Médicos que dirigen la investigacion:
Dra. Irma Machado: Instituto de Inmunologia, Facultad de Medicina, UCV Teléfono: 693-
4086, 605-3429

Dr.

INTRODUCCION

Se le ha propuesto participar en un estudio de investigacién. Uno de los miembros del
equipo de investigacion le explicara qué implica el estudio y como puede afectarlo. Este
formulario de consentimiento describe el procedimiento del estudio, los riesgos y
beneficios de participar en él, y la forma en que se preservara la confidencialidad. Por
favor, tdmese el tiempo que necesite para hacer las preguntas y para decidir con

Comodidad si desea participar o no. Este proceso se denomina consentimiento informado.
Si usted decide participar en el estudio, se le solicitara que firme este formulario como
constancia de su decision.
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OBJETIVO DEL ESTUDIO

El objetivo de este estudio es determinar los factores que determinan que la
infeccion con el virus de la Hepatitis C evolucione a una enfermedad crénica en un alto
porcentaje de la poblacion infectada.

En la actualidad no se ha podido desarrollar una vacuna contra la hepatitis C y el
tratamiento antiviral actualmente en uso solo resulta efectivo en un porcentaje variable de
la poblacion infectada. De alli la importancia de realizar este estudio en poblacién
Venezolana infectada con el virus de la Hepatitis C para identificar los posibles factores
gue afectan la respuesta inmune del paciente limitando el control de la infeccién viral.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

En el presente estudio participaran 130 pacientes con infeccion comprobada por
VHC provenientes de la consulta externa del Instituto de Inmunologia (IDI), de la Unidad
de Higado, Seccion de Gastroenterologia del Hospital Domingo Luciani del Instituto
Venezolano de los Seguros Sociales (IVSS) y del Servicio de Gastroenterologia del
Hospital Universitario de Caracas (HUC), 130 sujetos sanos, donantes voluntarios del
Banco de Sangre del HUC y del IDI. Los pacientes seran atendidos por su médico
tratante, el cual los evaluara y les explicara el estudio. Una vez obtenido su
consentimiento informado para participar en el estudio, se procedera a la toma de muestra
de sangre para la evaluacion de la respuesta inmune celular responsable del rechazo de
infecciones virales, representada por un tipo especial de células conocidas como células
citotéxicas naturales. Esta actividad debera realizarse en cada paciente, antes y después
de finalizado el tratamiento anti-viral indicado por su médico tratante asi como en los
sujetos sanos.

Los médicos participantes en la investigacién obtendran informacion acerca de su
persona a los fines de esta investigacion.

TIEMPO DEL ESTUDIO
Se plantea que usted forme parte del estudio de acuerdo al siguiente esquema de trabajo:

1. Si decide participar, se le tomara una muestra de sangre de aproximadamente 50
ml. Esta muestra sera procesada para realizar los examenes de:

Genotipificacién y expresion de los genes KIR y del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) clase |

El equipo medico participante en esta investigacion podria decidir excluirlo del estudio sin
su consentimiento, Si:

. Usted no puede cumplir los requisitos del estudio;

. Su condicién médica varia;

. Surge nueva informacion que indica que la participaciéon en este estudio no lo
beneficia.
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. El estudio se interrumpe.

RIESGOS ASOCIADOS AL ESTUDIO

Los posibles riesgos en el estudio estan asociados solo a la toma de la muestra de sangre
e incluyen: posible malestar y dolor, moretones leves e hinchazén en el sitio del pinchazo
de la aguja.

BENEFICIO DE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

Si usted acepta participar en el estudio, se le suministrara informacién pertinente a la
tipificacion de genes MHC clase I. Ningun otro beneficio directo sera obtenido. Por otra
parte, el conocimiento generado en esta investigacion podria beneficiar a otras personas
en el futuro.

¢, CUAL ES EL COSTO?

Ninguno. Todos los analisis que se realizaran a las muestra de sangre que usted done
para el estudio seran cubiertos por el proyecto.

¢ SE ME PAGARA POR PARTICIPAR?
La participacion voluntaria en este proyecto no contempla ningin pago al paciente.

CONFIDENCIALIDAD

Los registros del estudio que lo identifican seran mantenidos bajo estricta
confidencialidad. Los datos recogidos durante el estudio seran utilizados con los fines
descritos en la planilla de consentimiento informado. Mediante la firma de este
consentimiento, usted autoriza al equipo de investigadores para que accedan a sus
registros médicos, entre los que se incluye su Informacién Médica Protegida. La
Informacion Médica Protegida consiste en todo tipo de informacién médica personal, entre
la que se incluyen sus antecedentes médicos, y la informacién nueva que se genere
durante el estudio. El equipo de investigadores esta formado por las personas que se
enumeran en este formulario de consentimiento y el resto del personal que participa en el
proyecto de investigacion.

Los datos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en publicaciones o
presentaciones médicas. Para los efectos de la divulgacion de los resultados de este
estudio, en cualquiera de sus formas (publicaciones, presentaciones en congresos
cientificos, etc.) su identidad no sera revelada. Si en algin momento quisiéramos
consignar su informacion personal en las publicaciones le pediremos su autorizacion
oportunamente.

¢ Mis Muestras de sangre seran utilizadas en otros p  royectos de investigacion?
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No, las muestras de sangre obtenidas para este estudio no seran utilizadas en otros
proyectos de investigacion. Las mismas estaran bajo la custodia del investigador
responsable del proyecto durante el tiempo que dure el estudio.

¢, CUALES SON MIS DERECHOS COMO PARTICIPANTE?

La participaciéon en el estudio es voluntaria. Si usted decide no participar, su atencion
médica por parte del Instituto de Inmunologia, no se vera afectada.

¢ A QUIEN DEBO LLAMAR S| TENGO ALGUNA DUDA O PROBLEM A?

Usted ha conversado con acerca de este estudio y
se le ha dado la oportunidad de hacer preguntas relacionadas con cualquier y todos los
aspectos de la investigacion. Si tiene mas peguntas sobre el estudio, usted puede
comunicarse con la Dra. Irma Machado, Instituto de Inmunologia al 605-3429/693-
4086/6°5-3508

CONSENTIMIENTO

PARTICIPANTE

Se me han explicado el proyecto de investigacion y los procedimientos asociados con él.
Se han identificado los procedimientos experimentales y no se me ha ofrecido ninguna
garantia acerca de los posibles resultados. He recibido una copia firmada de este
consentimiento para mi archivo.

Acepto formar parte del estudio. Estoy consciente de que mi participacion es voluntaria y
gue no debo firmar este formulario si no deseo formar parte del estudio de investigacion.

Firma del participante:
Fecha: Hora: AM/PM (Indicar con un circulo)

PERSONA QUE OBTIENE EL CONSENTIMIENTO

Le he explicado a la naturaleza y objetivo del estudio
y los riesgos asociados con él. He contestado y contestaré todas las preguntas a mi mejor
entender. Le he entregado una copia firmada del formulario de consentimiento al
participante y su familia.

Firma de la Persona que Obtiene el Consentimiento:

Fecha: Hora: AM/PM (Indicar con un circulo)
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INVESTIGADOR/ MEDICO:

Firma del Investigador/ Médico

Fecha: Hora: AM/PM (Indicar con un circulo)

PADRE/ TUTOR/ O REPRESENTANTE AUTORIZADO LEGALMENTE:

Doy mi autorizacion para que mi hijo/ familiar participe en el proyecto de investigacion
descrito anteriormente.

Firma del Padre/ Tutor/ o Representante Autorizado Legalmente:

Fecha: Hora: AM/PM (Indicar con un circulo)
TESTIGO:
Doy fe de la informacion que se le ha suministrado a para su participacion

en el proyecto de investigacién planteado.

Firma del Testigo:
Fecha: Hora: AM/PM (Indicar con un circulo)

CONSENTIMIENTO POR APODERADO/ SUBROGADO:

La persona en nombre de la cual presto consentimiento no tiene un representante legal o
ese representante no se encuentra disponible a pesar de los esfuerzos por comunicarse
con él/ ella. Creo que mi decision como apoderado se conduce en la mayor medida de lo
posible con lo que la persona hubiera decidido o hecho en estas circunstancias. Esta
decisibn se basa en lo que yo entiendo son las creencias personales, filosdficas,
religiosas y /o morales de dicha persona y sus valores éticos respecto de la finalidad de la
vida, la enfermedad, los procedimientos médicos, el sufrimiento y la muerte. Tan pronto
como sea posible, se le informara a la persona acerca de su participacibn en este
protocolo de investigacion. Estos temas han sido considerados por los médicos que
conducen la investigacion y personalmente por mi.

Firma de la Persona que Presta el Consentimiento Subrogado:

Relacion con el Participante:

Fecha: Hora: AM / PM (Indicar con un circulo)
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