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RESUMEN

RESUMEN

Respuesta Inmune al Streptococcus pneumoniae en Pacientes con Asma Y
Pacientes con Deficiencia Especifica de Respuesta a Antigenos Polisacaridos

Durante afios se ha considerado que la defensa inmune frente al Streptococcus
(S.) pneumoniae (Spn) depende de anticuerpos anticapsulares, que protegen frente a
la infeccidn invasiva y a la colonizaciéon por este microorganismo. Sin embargo, la
inmunidad adaptativa puede ser importante para generar memoria celular frente a la
bacteria. Algunas patologias de la infancia como el asma atdpico y la deficiencia
especifica de anticuerpos frente a antigenos polisacdridos (SPAD), parecen
predisponer a un riesgo mayor de infeccion por Spn. Estudiamos la respuesta inmune
al Spn en estos pacientes y en individuos sanos (S) en edades pediatricas.

En los pacientes asmaticos (A) se observd una tendencia a una menor
expresion de CD69 en linfocitos T (LT) convencionales y LTyd frente al estimulo con
Spn. Los LT CD8+ mostraron un aumento en la expresion de CD25 solo frente al
estimulo con Mycobacterium tuberculosis (Mtb) en las células de los Ay no en los S.
Para evaluar la respuesta Thl se midieron los niveles de IFN-y frente a Spn y a Mtb,
encontrandose muy elevados en los A.

Al estudiar los pacientes SPAD (P), encontramos varias diferencias en las
subpoblaciones de monocitos (Mo) y LT con respecto a los S. Observamos que los Mo
CD14++CD16+, se encuentran en proporciones alteradas con respecto a los S a
distintas edades, lo que podria relacionarse con una menor capacidad de respuesta T,
dado que frente al neumococo los Mo modulan la diferenciacién de LT hacia los
perfiles Thl y Thl7. La expresiéon temprana de CD69 en los LT previene la
diferenciaciéon hacia el perfil Th17. En los P, los LT CD69+ y LTCD8+CD25+ se vieron
disminuidos con respecto a los S, aun con Mtb, evidenciando alteraciones en su
capacidad de respuesta celular.

Creemos que nuestro reporte de alteraciones en los P puede ser util en la
busqueda de otros métodos diagndsticos. Consideramos que deben evaluarse en los
Mo las vias de sefializacion necesarias para activar a las células presentadoras de
antigeno frente al neumococo, encargadas de modular la respuesta T en condiciones
normales. Esto podria contribuir a identificar la base molecular de la inmunodeficiencia
SPAD, aun desconocida.

Palabras claves: Streptococcus pneumoniae, linfocitos T, Asma, deficiencia especifica

de anticuerpos frente a antigenos polisacaridos (SPAD), Monocitos.



SUMMARY

SUMMARY

Immune response to Streptococcus pneumoniae in patients with asthma and
patients with specific polysaccharide antibody deficiency

The immune defense against Streptococcus (S.) pneumoniae (Spn) was
considered dependent on capsular antibodies that provide protection against invasive
infection and colonization by this microorganism. However, adaptive immunity may be
important in the generation of cellular memory against this pathogen. Some childhood
diseases like atopic asthma and specific polysaccharide antibody deficiency (SPAD)
seem to be associated to a higher risk of infection with Spn. We studied the immune
response to Spn in these patients and in healthy children (H).

In asthmatic patients (A) we observed a reduced expression of CD69 in
conventional T lymphocytes (T cells) and y& T cells with Spn. The CD8 + T cells from A
showed an increased expression of CD25 only with Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
when compared to healthy individuals. As a measure of Thl response, we evaluated
the IFN-y production after stimulating cells from A and H with the bacterial antigens.
We found high levels of this cytokine in both groups.

When we studied SPAD patients (S), we found several differences in monocyte
(Mo) subpopulations and in T cells, which had never before been described. We
observed that in S the proportion of CD16+CD14++ Mo at different ages was altered
when compared to healthy individuals. This could be correlated to a decreased T cell
responsiveness, since it was described that Mo modulate T cell response towards a Th1
or a Th17 profile, in the defense against Spn. Early up regulation of CD69 in T cells
prevents them from generating a Th17 response. In S we observed that the expression
of both CD69 and CD25 was reduced when compared to H. We also found lower
percentages of CD8+ activated T cells, even with Mtb, suggesting alterations in the T
cell response capacity of S.

We believe that the alterations in leukocyte populations we report here can be
useful to find new diagnostic methods for S. The necessary signaling pathways activate
after Spn recognition in Mo - that will result in a correct antigen presentation to T cells
- must be studied in normal conditions. This could also contribute to identify the
molecular basis of the SPAD immunodeficiency, still unknown.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, T Ilymphocytes, Asthma, specific
polysaccharide antibody deficiency (SPAD), Monocytes.
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BREVE INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

1. BREVE INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

En los paises en vias de desarrollo, las infecciones invasivas por S. pneumoniae
constituyen un serio problema de salud publica por su alta tasa de mortalidad, siendo
una causa prevalente de neumonia en los nifios. En la Argentina esta bacteria es
caracteristica de las infecciones respiratorias. También es el patégeno mas
frecuentemente aislado del 50% de las neumonias bacterianas y de las infecciones
focalizadas como la otitis media aguda y la sinusitis, siendo el mas asociado a las

infecciones invasivas en la infancia !

. Los desafios que deben afrontarse para su
control son multiples y estan determinados por los diversos tipos capsulares, su
diferente prevalencia segun zonas geograficas, grupos etarios y por las variaciones
temporales en los serotipos causantes de la enfermedad % Pero otro aspecto
importante a tener en cuenta involucra conocer a fondo cual es la respuesta
inmunolégica dependiente de la edad, requerida para controlar la infeccién vy
estimular la memoria inmunolégica necesaria para prevenir la re-infeccion por este
patégeno. Este conocimiento podria colaborar eventualmente a producir una nueva
vacuna que fuera eficaz en la proteccién frente al S. pneumoniae.

Al tratarse de una bacteria extracelular, durante afios se ha considerado que la
defensa inmune fundamental en contra del neumococo es a través de los anticuerpos
anti-polisacaridos, que reconocen la capsula de la bacteria y previenen la colonizacién,
la infeccion de mucosas vy, asi, la enfermedad. Estos anticuerpos son producidos
naturalmente por linfocitos B (LB) que no requieren de la colaboracion de los
linfocitos T (LT) para activarse y esta forma de defensa se desarrolla en las personas a
partir de los dos anos de edad. En humanos, estos anticuerpos anti-capsulares,
inducidos también por la vacuna polisacaridica, protegen frente a la infeccién invasiva

4 . e~
34 Sin embargo, en ninos

y a la colonizacién por parte de este microorganismo
mayores de dos anos, no inmunizados, la inmunidad adquirida naturalmente -
asociada a una reduccion progresiva de la tasa de enfermedad invasiva y portacion
nasofaringea - no parece deberse solo a la presencia de anticuerpos anti-
polisacaridos. La proteccion frente a esta bacteria puede ocurrir incluso a edades mas

tempranas, antes del desarrollo de estos anticuerpos en niveles séricos medibles °.

11



BREVE INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

Esto da cuenta de que la inmunidad adaptativa puede estar jugando un rol
importante en la proteccién frente a este patdgeno. Existen evidencias de que la
inmunidad T dependiente cumple una funcién fundamental en la generacién de

. . - 7
memoria protectiva frente a la bacteria ®’.

Algunas patologias de la infancia parecen predisponer a un riesgo mayor de
infeccion por S. pneumoniae. Entre ellas, se encuentran el asma atépico y algunas
inmunodeficiencias primarias. Los nifios que a edades tempranas presentan signos de
asma y atopia tienen menores concentraciones de inmunoglobulina G1 (IgG1)
bacterio-especifica con respecto a la poblacién general. Lo mismo ocurre con los nifios
que son susceptibles a desarrollar exacerbacién asmatica frente a infecciones virales 2.
En este contexto, concentraciones reducidas de IgGl sugieren una mayor
susceptibilidad a contraer infecciones bacterianas transmucosales y pueden denotar,
ademas, deficiencias subyacentes en cuanto a los mecanismos de inmunovigilancia.
Teniendo esto en cuenta es de importancia destacar que varios reportes sugieren que
en los individuos asmaticos existe una susceptibilidad aumentada a contraer
infecciones invasivas pneumocdccicas .

Por otro lado, inmunodeficiencias primarias como la Agammaglobulinemia, la
Inmunodeficiencia Comun Variable o deficiencias selectivas de anticuerpos - en
particular, aquellas que incluyen una deficiencia de la subclase de inmunoglobulinas
G2 (IgG2) - se caracterizan por predisponer a los individuos que las padecen, a
infecciones con microorganismos recubiertos de antigenos polisacaridos, como los
neumococos °. Existe un grupo de pacientes inmunodeficientes que presenta una
respuesta de anticuerpos pobre frente a antigenos polisacaridos, aunque sus niveles
de inmunoglobulinas (lgs) de clase G (IgG) son normales y que, ademads, parecen ser
capaces de responder normalmente frente a antigenos proteicos. Este tipo de
disfuncidn inmunoldgica se ha definido como deficiencia especifica de anticuerpos
contra antigenos polisacdridos y a estos pacientes se los denomina SPAD, por sus

siglas en inglés (Specific Polysaccharide Antibodies Deficiency) *.

Asi como los ninos menores de dos anos de edad y los ancianos, los individuos

que presentan patologias asociadas a una mayor probabilidad de infeccién por

12



BREVE INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

neumococo, se beneficiarian ampliamente con el desarrollo de vacunas y alternativas
a los tratamientos existentes para esta bacteria. Por ello, consideramos que resulta de
importancia sanitaria conocer qué mecanismos del sistema inmune celular -
necesarios para generar una memoria duradera frente a la infeccién por el S.
pneumoniae - podrian verse afectados en estos individuos. De esta manera se busca
realizar un aporte que contribuya a la elaboracién de vacunas nuevas, el disefio de
tratamientos adecuados para cada individuo y, en el caso de los pacientes SPAD,

nuevos marcadores de diagndstico.

Teniendo en cuenta esta informacidn, se decidid estudiar y caracterizar
algunos aspectos de la respuesta inmune frente al S. pneumoniae, utilizando como
modelos de estudio el asma atdpico, la inmunodeficiencia SPAD e individuos sanos;
todos en edades pediatricas. Para ello se realizaron experimentos que permitieron
evaluar parametros tanto de la respuesta inmune innata como de la adaptativa.
Inicialmente se evaluaron pacientes asmaticos en periodos de estabilidad y en
momentos de exacerbacidn y en una segunda etapa, se estudiaron pacientes SPAD,

separandolos en dos grupos correspondientes a dos rangos de edad.

Las hipdtesis de trabajo planteadas fueron las siguientes:
e En los pacientes con asma atépico existirian diferencias en la respuesta inmune en
momentos de estabilidad y de exacerbacion asmatica, respecto de los individuos
sanos, que darian lugar a una respuesta deficiente frente a la infeccién por S.
pneumoniae, lo que se manifestaria desde la clinica, como una susceptibilidad a sufrir

con mayor frecuencia este tipo de infecciones.

e Los pacientes SPAD, ademas de la imposibilidad de producir anticuerpos
especificos a antigenos polisacaridos, presentarian alteraciones, tanto en la respuesta
inmune innata como en la adaptativa (que podrian estar asociadas a la deficiencia de
anticuerpos o no), respecto de los individuos sanos. Esto podria manifestarse como
deficiencias en cuanto a la activacion y maduracién de diversos tipos celulares,

involucrados en la respuesta inmune. Estas alteraciones favorecerian una mayor

13



BREVE INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

e frecuencia de infeccion por S. pneumoniae y podrian servir como indicadores
utiles para complementar el diagndstico y el tratamiento de esta enfermedad.

Como objetivo general de esta tesis se plantea estudiar la respuesta inmune
de pacientes pediatricos de mayor riesgo de infeccidn por S. pneumoniae, evaluando
factores solubles en suero y células de sangre periférica. En particular, estudiar
distintas subpoblaciones linfocitarias efectoras y regulatorias y su comportamiento

frente al estimulo con antigenos bacterianos.

En consecuencia, los objetivos especificos fueron:

Pacientes con Asma atépico

A) Determinar los porcentajes y valores absolutos de leucocitos basdfilos, eosindfilos y
LB productores de IgE (LB IgE+), durante la crisis asmatica y en periodos de
estabilidad, asi como en individuos sanos.

B) Caracterizar poblaciones de LT en las células mononucleares periféricas (CMNP)
involucradas en la respuesta inmune celular, evaluando el porcentaje de poblaciones
linfocitarias consideradas relevantes en la fisiopatogenia de enfermedades alérgicas y
de enfermedades infecciosas.

C) Evaluar si existen diferencias en la activacién T, estudiando in vitro la expresién de
marcadores de activacion en las CMNP en respuesta a la estimulacion con S.
pneumoniae. Estudiar, a su vez, la produccion de Citoquinas (Cks) caracteristicas de
distintos perfiles efectores T helper (Th) en los sobrenadantes obtenidos de cultivos
celulares.

D) Evaluar la capacidad de produccion de Cks el dia de la toma de muestra, midiendo
la produccion de las mismas frente a un estimulo inespecifico en pacientes asmaticos
en periodos de estabilidad, momentos de exacerbacién y en individuos sanos.

También evaluar la produccion de Cks en sueros de pacientes e individuos sanos.

Pacientes SPAD
A) Evaluar los porcentajes de las distintas subpoblaciones de monocitos (Mo)
presentes en sangre periférica. Estudiar su capacidad de produccién de Cks in vitro, en

respuesta a antigenos del neumococo.
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B) Determinar los porcentajes de LT efectores, LT de memoria y las distintas
subpoblaciones de LT relevantes en la respuesta frente al neumococo. Evaluar
también la funcionalidad celular mediante la capacidad de producciéon de Cks de los
distintos perfiles Th.

C) Estudiar las células Natural Killer (NK) y su funcionalidad celular a través de la
capacidad de produccion de IFN-y en cultivo.

D) Evaluar la respuesta antigeno-especifica. Estudiar la expresién de moléculas de
activacion en LT a distintos tiempos en respuesta a la estimulacién con distintas cepas
de S. pneumoniae. Analizar la frecuencia de las distintas poblaciones T efectoras
relevantes para la respuesta frente al S. pneumoniae, en células purificadas vy

estimuladas con antigenos bacterianos.
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2. INTRODUCCION

2.1. La neumonia y la bacteria Streptococcus pneumoniae

2.1.1. Aspectos Generales

La neumonia puede producirse a raiz de infecciones tanto virales como
bacterianas, siendo las Uultimas ocasionadas con mayor frecuencia por dos
microorganismos: la bacteria Gram-positiva S. pneumoniae y la bacteria Gram-
negativa Haemophilus influenzae. Se estima que la enfermedad neumocdcica causa
anualmente 1,3 millones de casos de otitis media aguda, 327 mil casos de neumonia,
1.229 casos de sepsis y 4.000 casos de meningitis en ninos menores de cinco anos en
Latinoamérica *. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimaba, en el afio
2000, que el 20% de los fallecimientos en menores de cinco afios eran causados por
infecciones respiratorias agudas: el 90% de éstas eran neumonias agudas adquiridas
de la comunidad de las cuales en mas del 50% el agente causante era el neumococo
2 Esta bacteria es comensal de la flora nasofaringea, sin embargo, es capaz de
convertirse en patégena por su capacidad de diseminarse desde el sitio en donde es
“portado” hacia el sitio donde desatara la infeccién. De hecho, una tasa elevada de
colonizacion nasofaringea es uno de los factores de predisposicién principales para el

desarrollo de la enfermedad invasiva neumocécica (EIN) 2.

2.1.2. Epidemiologia de la Enfermedad Invasiva por Neumococo en Argentina

El S. pneumoniae presenta una diversidad de serotipos que varia segun la
region del mundo que se analice. Se conocen mas de 90 serotipos y solo entre ocho y
doce de ellos son responsables de la mayoria de los casos de las neumonias
bacterianas. Estos serotipos especificos varian entre adultos y nifos, y entre sitios

14

geograficos como ya se ha mencionado El abuso de terapias antibidticas ha

colaborado a la aparicidn creciente de variantes resistentes a los mismos, en
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particular a la penicilina. Hace casi veinte afios, se formd el grupo de Sistema
de Redes de Vigilancia de los Agentes Bacterianos Responsables de Neumonia vy
Meningitis (SIREVA 11). Se trata de un programa regional de vigilancia creado en 1993 y
coordinado por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), llevado a la practica
en varios paises latinoamericanos, incluida la Argentina. La finalidad de los estudios
derivados de este proyecto, es determinar la distribucion de las cepas de S.
pneumoniae que causan la enfermedad de forma invasiva (sobre todo en nifios),
evaluar la cobertura de las vacunas en uso y estudiar la capacidad de resistencia a
antibidticos *°. La distribucién por serotipos aislados en Argentina en el afio 2009,
segun los datos del Estudio SIREVA de la OPS, sobre 296 aislamientos, fue: 14 (21,3%),
1(17,6%), 5 (9,1%), 3 (5,1%), 7F (4,4%), 19A (4,4%), 6B (4,1%), 9V (4,1%), 18C (3,4%),
19F (3,0%) y 23F (2,0%) 12 Este intento de identificar la combinacién de cepas
especificas que circulan en nuestra poblacidn, podria resultar en un avance en el
desarrollo de una nueva vacuna a nivel local que pueda utilizarse en nifios menores de
dos afios. Asimismo, este tipo de estudios permitiria generar nuevas estrategias
terapéuticas para combatir las infecciones pneumocdccicas invasivas 16

El Programa Nacional de Control de Enfermedades Inmunoprevenibles
(ProNaCei), siguiendo las recomendaciones de la Comision Nacional de
Inmunizaciones (CONAIN) de septiembre de 2009, considerd la introduccién al
calendario nacional de una vacuna conjugada contra neumococo que tuviera una
amplia cobertura contra los serotipos circulantes en Argentina y que contenga al
menos los serotipos 1, 5 y 14, con el propdsito de disminuir la morbilidad y la

mortalidad asociada a la EIN, lo que se efectivizé a partir del afio 2011 12

2.1.3. Vacunas contra el S. pneumoniae
A pesar del éxito parcial que han tenido las vacunas polisacaridicas como la

Pneumovax23 (Merck) y las vacunas conjugadas (polisacaridos — proteina) como la
Prevenar13® (Pfizer), no ha sido posible conseguir que protejan ante la mayoria de los

7 AGn asi, se creyd que si se lograba generar

serotipos de importancia sanitaria
proteccion en contra de suficientes serotipos con vacunas conjugadas de nueva

generacion, se lograria controlar la incidencia de infeccion por neumococo
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significativamente, a nivel mundial ¥ Con el tiempo esto no funciond, dejando de
manifiesto que era necesario desarrollar nuevas estrategias de vacunacién frente a
esta bacteria. En este sentido, se han propuesto diversos antigenos proteicos
alternativos como candidatos para una vacuna; entre ellos la pneumolisina, que es un
antigeno caracteristico de la especie *°, dado su potencial para inducir proteccién
contra la mayoria de los serotipos del neumococo. El uso de antigenos proteicos tiene
como beneficio agregado un menor costo de produccién lo que facilitaria su
aplicacién, sobre todo en paises en vias de desarrollo. Ademads, al ser proteinas
comunes a todos los serotipos, este tipo de antigeno aportaria mayor
inmunogenicidad y cobertura que la obtenida a través de antigenos polisacaridos,

™ ~ . 19,2
sobre todo en nifios menores a dos afios Y en ancianos % O.

Debe considerarse que estas estrategias lo que buscan es estimular la
inmunidad humoral, que es importante en el control de la infeccion invasiva y la
colonizacion, pero ninguna tiene en cuenta el componente de la inmunidad celular
que seria importante para controlar la colonizacion y posiblemente la enfermedad en
mucosas’®. Lo cierto es que aun no se logra una forma de vacunacién lo
suficientemente abarcativa y efectiva para controlar esta enfermedad a largo plazo y

la obtencion de la misma es de importancia sanitaria a nivel local y mundial.
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2.2. El Sistema Inmune y la Infeccion por S. pneumoniae

A grandes rasgos, la defensa en contra del S. pneumoniae involucra: una
respuesta de fase aguda y activacion de complemento; una respuesta de anticuerpos
naturales en contra de antigenos polisacdridos; una respuesta tardia, especifica, de
anticuerpos en contra de proteinas de la superficie; y una respuesta T CD4+,

independiente de anticuerpos, capaz de dar memoria.

2.2.1. Respuesta de Fase Aguda y Activacion de Complemento

El sistema de complemento comprende mas de treinta proteinas séricas y de
membrana que, al activarse, actian como factores quimiotdcticos, opsoninas vy
agentes bactericidas. Existen tres vias de activacion del complemento. La via clasica es
activada cuando los anticuerpos reconocen a su antigeno u a otros factores inmunes,
como las proteinas de fase aguda. La via alterna se amplifica sobre superficies foraneas
ante la ausencia de inhibidores que estan presentes en las células del hospedero. Y la
via de las lectinas, se activa por reconocimiento de carbohidratos en superficies
microbianas, a través de la lectina de unién a manosa®®. Los pacientes genéticamente
deficientes para el factor de complemento C3, el componente comun a todas las vias
de activacion del complemento, sufren de infecciones recurrentes por neumococos y
otras bacterias encapsuladas. Experimentos en ratones sugieren que la via clasica es
dominante en cuanto a la defensa al neumococo ** y que los anticuerpos naturales y
las proteinas de fase aguda (como el componente amiloide P sérico y la proteina C

22233 En estos

reactiva) son importantes en mediar la activacién de la misma
experimentos también se observo que la via alterna contribuye a la proteccion frente a

este patogeno, pero en menor medida que la via clasica.

2.2.2. Respuesta de Anticuerpos Naturales en Contra de antigenos Polisacaridos
Los antigenos polisacaridos son polimeros de alto peso molecular, que poseen

numerosos determinantes antigénicos repetidos. Este tipo de moléculas, tienen la
capacidad de entrecruzar los receptores del LB y activarlo, sin la participacion de los

LT; a este tipo de defensa se la denomina “Timo independiente” (T-independiente). El
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primer paso en la activacion de los LB por antigenos polisacdridos es la unién a
inmunoglobulinas de superficie (mlg o BCR) y el entrecruzamiento de las mismas. Esta
primera sefial puede inducir la activacién y proliferaciéon del LB, pero se han planteado
segundas sefiales co-estimulatorias provenientes del sistema de complemento, que
actuarian a través del complejo molécula de polisacarido-fragmento C3d y su unién al
receptor del complemento CD21 presente en los LB (Figura 2.2.1.)**. Este tipo de
inmunidad puede estar mediada por linfocitos B1 presentes en las cavidades
peritoneal y pleural o LB de la zona marginal del bazo (BZM), siendo los BZM los que
cumplen un papel relevante en la defensa contra las bacterias encapsuladas. Los BZM
son los primeros en entrar en contacto con los antigenos que circulan en la sangre, y
responden frente a antigenos polisacdridos de bacterias capsulares como el S.

pneumoniae con la produccién de IgM, 1gG2 e IgA.

Activacion del sistema complemento y
union del C3d a la molécula del polisacarido

B

AQ® Cross-linking de las Polisacirido
< mlg con los epitopes unido al C3d
repetidos

MHC Clase I1

CD 40

Figura 2.2.1. Esquema de activacion del Linfocito B por polisacaridos capsulares (modificado
de Rijkers et al, 1998 *).

Historicamente éste ha sido el tipo de respuesta estudiado para el neumococo,
por ello se ha considerado al S. pneumoniae como un antigeno T- independiente. Sin
embargo, recientemente se ha demostrado que los LT cumplen un rol importante en

26-29

la respuesta inmune frente a esta bacteria Mas adelante se discutird la

contribucién de los LT colaboradores en la respuesta inmune frente al neumococo.
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2.2.3. Respuesta de Anticuerpos en Contra de Proteinas de la Superficie Bacteriana
Durante el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa se producen

anticuerpos efectores de alta afinidad, especificos para el patégeno o el inmundgeno.
Estos se dan como resultado de la interaccién entre las células B y las células T
colaboradoras CD4 positivas (LT CD4+) (Figura 2.2.2). Esta respuesta especifica, pero
lenta, denominada “Timo dependiente” (T-dependiente), involucra generalmente a las
células B2 que constituyen mas del 90% de los LB en sangre y en érganos linfoides

secundarios.
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Figura 2.2.2. En la inmunidad humoral T independiente, los LB producen anticuerpos
naturales, capaces de eliminar microorganismos extracelulares. En la inmunidad celular T
dependiente, los LT colaboradores son capaces de activar LB productores de anticuerpos
especificos, macréfagos que pueden matar los microorganismos que fagocitan o a LT
citotoxicos que destruyen directamente a las células infectadas (Abbas, 2011 *9).

Los LT CD4+ y CDS8 positivos (CD8+) expresan receptores como el receptor de
las células T (TCR) o el co-receptor CD3, que reconocen los péptidos antigénicos
asociados a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase Il y
clase |, respectivamente, expresados en la membrana de las células presentadoras de
antigeno (APC), en especial en las células dendriticas (CD). Los péptidos antigénicos
gue son endocitados por las APC desde el espacio extracelular, son presentados
fundamentalmente por moléculas MHC de clase Il. En contraste, los péptidos

sintetizados endégenamente, a partir de proteinas del citoplasma, son presentados
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casi en su totalidad, por el MHC de clase I. De esta manera, aquellos péptidos
presentados via MHC | pueden ser reconocidos por los LT CD8+ que, entre otras
funciones, se encargan de eliminar células que han sufrido infecciones
intracitoplasmaticas. Por su parte, las moléculas MHC de clase Il son las que presentan
péptidos provenientes de patdgenos extracelulares como el neumococo, que seran
reconocidos por LT CD4+, cuya funcion es ayudar a generar una respuesta humoral y
celular especifica frente a los mismos ** (Figura 2.2.3.). Cabe destacar que en las CD,
también existen otro tipo de moléculas relacionadas con la presentacién antigénica;
entre ellas las proteinas de la familia CD1. En particular, CD1d, interviene en la
presentacion de lipidos y glucolipidos propios de patégenos extracelulares, en especial
a células NKT y Ty6 *?, cuyas funciones se mencionaran mas adelante.

La respuesta especifica de anticuerpos IgG frente al neumococo, depende de la
colaboracién entre los LT CD4+ y de los LB, mientras que la respuesta de anticuerpos

IgM, como ya se ha mencionado, es T-independiente *.

Figura 2.2.3.: Mecanismos de activacién del sistema inmune adaptativo. CPA: célula
presentadora de antigeno; TLR: receptor de tipo Toll. Activacion de LT CD4+ y CD8+,
produccion de IL-2, IL-12 e IL-4, estimulacion de la proliferacién de células Th. Estimulacion de
la respuesta B y de la respuesta T citotdxica (Adaptado de Ligi, 2012 34).

Es importante tener en cuenta que los LT estarian involucrados en etapas
tempranas, previas a la respuesta adaptativa de anticuerpos en contra de las
proteinas bacterianas °. Para entender este posible mecanismo de activacién T, es
necesario mencionar brevemente cdmo es que estas células se activan normalmente
al encontrarse frente al antigeno especifico.

Las APCs que ya han interactuado con antigenos en la periferia y los LT

circulantes capaces de reconocer estos antigenos, circulan hacia los érganos linfoides
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secundarios, en donde los LT pueden ser activados. El objetivo de activar a los LT es
generar, a partir de un pool de LT naive, un nimero mayor de células efectoras
funcionales capaces de eliminar al antigeno y ademas, una poblacién de células de
memoria que permanezcan por un largo periodo, para obtener una respuesta répida
frente a una posible re-exposiciéon a dicho antigeno *. El LT, luego de entrar en
contacto a través de su TCR con las moléculas MHC en las CD, como ya se ha
mencionado, forma un complejo con CD4 o CD8 y CD3. Esta interaccion es llamada
“primera sefial”, y su funcion principal es la activacion de los LT. Sin embargo, esta
sefal por si sola no es suficiente para producir una respuesta T en si misma. La sefial
co-estimulatoria necesaria para continuar con la activacion T, generalmente proviene
de las interacciones entre las moléculas B7 y CD28. La molécula B7 (B7-1: CD80y B7-2:
CD86) se expresa en la membrana de las APC y es capaz de interactuar con CD28 que
se expresa en la membrana de las células T, dando lugar a la “segunda senal”. Esta
interaccion promueve la supervivencia de la célula T activada e incluye cambios en la
expresion de sus moléculas de membrana, sintesis de Cks y receptores de Cks vy
proliferacién celular y diferenciacién hacia células efectoras y de memoria **. Una de
las moléculas que aumenta su expresion en la membrana de los LT a pocas horas de
su activacion es CD69. La expresion de esta molécula facilita la permanencia de los LT
en los organos linfoides secundarios, donde reciben las sefiales de proliferacién y

diferenciacién hacia células efectoras y de memoria.

2.2.4 Respuesta T CD4+ Independiente de Anticuerpos
Al activarse, los LT producen interleuquina dos (IL-2) y expresan altos niveles

de la cadena a del receptor de IL-2 (CD25). Esta Ck estimula la proliferacion de las
células, lo que puede resultar en una marcada expansidon de clones T antigeno-
especificos. Los LT CD4+, luego de ser activados por las APC, pueden diferenciarse en
diversas poblaciones efectoras, dependiendo de las Cks que produzcan ambos tipos
celulares en la interaccidn. Las subpoblaciones clasicamente estudiadas son las células
Thl, Th2 y T regulatorias (Treg), pero en los ultimos afios otras subpoblaciones como

las Th17 y Th9 han tomado relevancia (Figura 2.2.5.) 3% Todas difieren en su forma de
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induccion, en sus patrones de circulacidn, en el perfil de Cks que las caracterizan y en

los mecanismos efectores que desencadenan °.
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Figura 2.2.4.: Esquema de activacion de LT CD4+ y su diferenciacion a los distintos LT
efectores y regulatorios; tipos celulares diana de las Cks efectoras (modificado de La Sala et al,
2012 °%%).

En los ultimos afos se ha encontrado evidencia de que la respuesta Thl es
importante para la eliminaciéon del neumococo, dado que pacientes con deficiencias
de IL-12 desarrollan infecciones neumocdcicas serias; también se ha asociado al IFN-y
en la defensa frente a este microorganismo °. Por otro lado, varios grupos han
demostrado que (al menos en ratones) los linfocitos Th17 a través de la via de IL-17A

7_
37739 Estos datos llevaron

son fundamentales para la proteccién frente al neumococo
a desarrollar la hipdtesis de que en humanos, la proteccién frente a la colonizacién
neumocdccica - y posiblemente también, frente a la enfermedad en mucosas - podria
derivar, al menos en parte, del desarrollo de LT CD4+ productores de IL-17A capaces
de reconocer antigenos que la bacteria expresa en el curso de la colonizacion del
pulmén. La liberacion de esta interleuquina podria reclutar fagocitos como

macréfagos (M®) o neutrdfilos al sitio de colonizacidn, lo que ayudaria a disminuir el

. . s 1
tiempo que la bacteria es portada en la zona nasofaringea *®.
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2.3. Patologias con Mayor Predisposicion a la Infeccion por Neumococos

2.3.1. Asma atodpico
El asma afecta en nuestro pais a mas de tres millones de personas y se

encuentra en expansion. La mayoria de los casos de asma comienzan en la infancia y
estan asociados a hipersensibilidad frente a alergenos comunes, en especial aquellos
derivados de los acaros del polvo en el hogar, cucarachas, epitelio animal, hongos y

8,40

polenes . En general, esto ocurre a través de la expansion selectiva de las células

“1 se trata de una

Th2 que secretan Cks caracteristicas de este perfil celular
enfermedad frecuente, caracterizada por inflamacidn crénica de las vias aéreas y
obstruccion bronquial recurrente, de resolucién espontdnea o como respuesta al
tratamiento *.

Esta patologia inflamatoria se presenta con edemas e hiperemia de la mucosa

3 Estas células

pulmonar, infiltracion de linfocitos, mastocitos y eosindfilos
inflamatorias liberan mediadores que desencadenan vasoconstriccion, secrecién de
mucus y remodelacién del epitelio pulmonar **. Los mediadores inflamatorios que
intervienen en este proceso incluyen Cks, quimioquinas (Qks), factores de crecimiento
(FC), mediadores lipidicos, Igs e histamina. La inflamacién esta dirigida por Cks del tipo
Th2, que actuan a través de un loop de feedback positivo, promoviendo la produccidn

33 Estas moléculas,

de mas mediadores inflamatorios, incluyendo otras Cks y Qks
orquestan una cascada inflamatoria caracteristica de la patologia (Figura 2.3.1.), que
incluye la supervivencia de las células Th2 (regulado por la IL-4), el cambio de isotipo a
IgE en los LB (IL-4 e IL-13), la diferenciacion y maduracién de mastocitos (IL-3, IL-9 e IL-
13), la maduraciéon y supervivencia de eosindfilos (IL-3, IL-5 y GM-CSF) y el
reclutamiento de baséfilos (IL-3 y GM-CSF) *°.

En los pacientes con asma, el epitelio pulmonar no cumple correctamente con
la funcion de “barrera fisica”. Las uniones estrechas entre las células epiteliales son
incompletas y facilitan la penetraciéon de los alergenos inhalados en el tejido .,

Algunos alergenos tienen propiedades bioldgicas que les confieren una capacidad

mayor de penetrar este epitelio *_Existen otros estimulos como los virus respiratorios
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o la contaminacion ambiental, que pueden afectar estas uniones celulares e

interrumpir la barrera epitelial ***°.
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Figura 2.3.1. Representacion esquemadtica de la cascada inflamatoria en asma atdépico
(Holgate, 2008 *°).

El estado de inflamacién crdnica de las vias aéreas que sufren los pacientes
asmaticos podria contribuir a la incapacidad de montar una respuesta inmune
suficiente y predisponerlos a infecciones de mayor severidad y duracion que las que

2052 | 35 infecciones causadas por virus, son capaces de

sufren los individuos sanos
desencadenar la exacerbacion asmatica que involucra un proceso inflamatorio, lo que
facilitaria infecciones bacterianas secundarias frecuentemente causadas por S.
pneumoniae ° Esto puede deberse al hecho de que en los pacientes asmaticos, el
grado de colonizacién de esta bacteria es mayor que en los individuos sanos. Esto,
asociado a estimulos inflamatorios que alteran la permeabilidad pulmonar,
favoreceria el desarrollo de infecciones pulmonares, generando neumonia. El grupo
de Talbot y cols. reporté que los pacientes asmaticos presentan el doble de riesgo de
adquirir una infeccidn invasiva con S. pneumoniae que los individuos sanos. En los
asmaticos la remodelacién del epitelio y la produccién aumentada de mucinas, tanto
como la produccién alterada de mucus, probablemente resultan en una incapacidad
para eliminar a las bacterias patogénicas del pulmén, facilitando la permanencia de

agentes potencialmente infecciosos y contribuyendo a un mayor riesgo de infeccién

invasiva con neumococo *°.
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Aspectos a tener en cuenta

A) Tolerancia Inmunolégica en Asma

Las células Treg son las encargadas de frenar la respuesta inmune inflamatoria
e inducir la tolerancia frente a alergenos. Estas células se pueden caracterizar a través
de la co-expresiéon de distintos marcadores fenotipicos como el factor de transcripcién
forkhead box protein 3 (Foxp3), CD4 y CD25; aunque existen otras combinaciones de

53,54

marcadores para identificarlas, que se discutiran mas adelante . Estas células

pueden generarse en el timo naturalmente (nTreg) o ser inducidas en la periferia (Trl
o iTreg). La induccion de LT a un perfil de células regulatorias, durante el desafio
frente a un alergeno, es un evento vital para generar una respuesta de tolerancia
antigénica normal >,

Las nTreg influyen el desarrollo de la respuesta inmune en patologias de origen
atépico al liberar IL-10 y TGF-B, que median la supresién de CD involucradas en la
activacion de LT CD4+ efectores; inhiben directamente a las células Thl, Th17 y Th2;
suprimen la produccién de IgE alergeno especifica; inhiben a mastocitos, eosinéfilos y

basofilos; y previenen la migracién de LT efectores hacia el sitio blanco (en el caso del

asma, el pulmén) ***’ (Figura 2.3.1.1.).
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Figura 2.3.1.1. Efectos supresores de las células Treg sobre procesos inflamatorios en asma
atdpico: el desarrollo de las Treg y su funcién supresora parece ser fundamental para la
proteccidén del tejido pulmonar frente a la sensibilidad mediada por alergenos. Las Treg son
inducidas frente a inmunoterapias alergeno-especificas, promoviendo la produccién de I1gG4
que funciona como anticuerpo bloqueante (Holgate, 2012 *°).
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B) Rol Dual de los LTyS en las Vias Aéreas

Los LTyd representan una poblacién escasa (5%) en la mayoria de los tejidos y
se denominan asi porque el receptor TCR que expresan estd compuesto por una
cadena glucoproteica “y” y otra “8”, distinto del TCR “aB” que expresan los LT
convencionales. Esta poblacion de células puede subdividirse en base a la expresién

58,59

diferencial de cadenas Vy y V& distintas Estudios en modelos murinos sugieren

que esta poblacién puede tener un rol dual en sus funciones . En el pulmén de ratén,
predominan los LTyS Vyl+ y Vy4+, y se encuentran presentes las células Vy6+ °°°2,
Cada subtipo posee funciones distintas frecuentemente asociadas a inmunovigilancia
e inmunorregulacién, siendo capaces de responder a respuestas de estrés enddgeno y

dafio de tejidos °*%

. Por ejemplo, en las vias aéreas, las células Vyl+ son pro-
inflamatorias, mientras que las Vy4+ suprimen esta actividad &,

En ratones se observd que frente a una infeccion pulmonar con S. pneumoniae
el numero de LTyd aumenta treinta veces en la resolucion de la inflamacién inducida
por la bacteria y se ha descripto que contribuye a regular la abundancia de M® y CD

de forma local &7’

. Se ha visto que los LTyd Vyl+ producen IL-5 e IL-13 y, junto con
otras células, son capaces de mediar la hipersensibilidad de las vias aéreas. La
capacidad de las células Vy4+ de suprimir una inflamacién alérgica establecida
depende de su capacidad de producir IL-17A %8 Estos datos sugieren que dependiendo
de la fuente celular y el momento en que se secrete, la IL-17A puede tener distintos
roles en las vias aéreas. Es interesante el hecho de que en ratones que no son
alérgicos y no poseen LTyS, se desencadena hipersensibilidad de las vias aéreas,
sugiriendo que estas células cumplen un rol en el mantenimiento de la homeostasis

pulmonar . Se ha descripto también que las células Ty8 son una fuente rapida de IL-

17 frente a diversas infecciones bacterianas "°.

C) Respuesta Celular Adaptativa en Asma

Las CD asociadas al epitelio pulmonar y mucosas representan una poblacién
particular de APCs. Las mismas expresan receptores de la inmunidad innata (como los
TLRs) y tienen el potencial de captar alergenos, procesarlos y presentarlos via MHC a
LT CD4+. En los individuos atépicos esto puede ocurrir de forma IgE dependiente .

Una vez que las CD maduras son “educadas” por el microambiente para promover
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sensibilidad frente a alergenos, éstas interactuan con los LT de memoria para iniciar la
respuesta T colaboradora mediante su activacion, lo que involucra la expresién de
moléculas como CD69 y CD25 en la membrana de los LT. Algunos de estos LT
colaboran con los LB en el cambio de clase de IgM a IgE y otros desarrollan la

respuesta Th2 en pulmén, mediante la liberacién de Cks pro-alergénicas *.

D) Infecciones en Asma

La hipersecrecion mucosa disminuye la capacidad del clearance ciliar,
facilitando infecciones virales que desencadenan el cuadro asmatico *, siendo las
infecciones por rinovirus la mayor causa de exacerbacion asmatica (o crisis). En estas
condiciones, pueden producirse infecciones bacterianas secundarias a la infeccién
viral, siendo el S. pneumoniae uno de los agentes causales mas frecuentes 2 la
condicion asmatica es entonces un factor de riesgo para la EIN, y estos pacientes
sufren infecciones frecuentes por neumococos en mayor medida que los individuos
sanos °°. Por ello, decidimos analizar en los pacientes pediatricos que padecen de
asma atodpico, la respuesta frente a dos tipos distintos de bacterias: S. pneumoniae y
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). Siendo el M. tuberculosis un patégeno
intracelular, los mecanismos de defensa efectivos contra él son los de tipo celular e
incluyen linfocitos T CD4+ y CD8+ convencionales y otros como los linfocitos T y& ">,
De esta manera, funciona como un control positivo de estimulo especifico

inflamatorio para nuestro modelo de estudio.

Nos interesdé determinar si en el momento de crisis asmatica, los pacientes
presentaban una respuesta similar o distinta a los dos tipos de bacteria en nuestro
sistema experimental, con respecto a los periodos de estabilidad. Asimismo nos

planteamos comparar con respecto a los individuos sanos.
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2.3.2. Deficiencia de Anticuerpos Especificos para Antigenos Polisacaridos (SPAD)
Esta patologia se define como una deficiencia de anticuerpos especificos, con

concentraciones normales de Igs y se reconoce como una forma de inmunodeficiencia
primaria. El defecto caracteristico que muestran estos pacientes es la imposibilidad de
montar una respuesta de anticuerpos frente a antigenos polisacaridos. El 42% de las
infecciones que sufren los pacientes SPAD son neumonias causadas mayormente por
el S. pneumoniae y muchos de estos pacientes sufren de sinusitis recurrentes y/o
infecciones pulmonares . El diagndstico de esta enfermedad se basa en gran parte
en el desafio con la vacuna 23-valente (23-PPSV), que se utiliza como prototipo para
evaluar la respuesta de anticuerpos frente antigenos polisacaridos. Los titulos de
anticuerpos se pueden medir facilmente en suero antes y después de la inmunizacién
y la ausencia de respuesta de anticuerpos luego de la misma, en presencia de niveles
normales de Igs totales, es criterio diagndstico de SPAD.

Este tipo de “falla” en la respuesta frente al neumococo puede hallarse
asociado a otras inmunodeficiencias; incluso puede manifestarse como uno de los
primeros sintomas en pacientes que mas adelante se diagnostican con una

inmunodeficiencia comun variable °.

Aspectos a tener en cuenta

A) Maduracion del Sistema Inmune

La inmunodeficiencia SPAD suele diagnosticarse en niiios, lo que puede estar
asociado al desarrollo dependiente de la edad de los anticuerpos en contra de
antigenos polisacdridos y otros componentes del sistema inmune siendo que, como ya
se ha mencionado, las respuestas deficientes a este tipo de patdégenos son normales
en nifios sanos de menos de dos afios de edad ”’.

En estos pacientes se han reportado anomalias en el compartimento B,
presentando un menor porcentaje de LB de memoria y un mayor porcentaje de LB
transicionales que los individuos sanos, caracteristicas consecuentes con una

., . . s 78,7
maduracién y diferenciacién B alteradas "®"°.
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Considerando el rol que cumplen las CD en la respuesta adaptativa y la
maduracion de los LB, Jyonouchi y cols. demostraron que los pacientes SPAD
presentaban una alteracion en los cambios asociados a la edad en las CD,

s 4. . .« . 11 . . o .
caracteristicos en los individuos sanos =~.  Asimismo, se ha descripto que existen
cambios linaje especificos que ocurren con el avance de la edad en los distintos
subtipos de estas células en nifios sanos, que se ven alterados en los pacientes con

esta inmunodeficiencia **.

B) Inmunidad Frente al Neumococo

En los pacientes SPAD podrian existir defectos en la maduraciéon dependiente
de la edad de otros tipos celulares involucrados en la respuesta inmune requerida
para la defensa frente al neumococo. Una de las caracteristicas de la respuesta
inmune frente al neumococo es la reaccion inflamatoria intensa que involucra el
aporte de M® del tejido pulmonar, seguida de una infiltracién neutrofilica ®. Pero,
como ya se ha discutido, la contribucion de otras células del sistema inmune, ademas
de los fagocitos, es fundamental. También es crucial el rol de mediadores pro-
inflamatorios tales como el factor de necrosis tumoral TNF-a, la IL-6 y la IL-1B. Estos
mediadores reclutan y activan células inflamatorias al sitio de infeccién. Por ello nos
interesé evaluar la funcionalidad de células que participan en la modulacién de la
respuesta adaptativa como los Mo, o las células NK, y en la respuesta inmune celular
mediada por LT efectores y de memoria, dado que, como ya se ha mencionado antes,
son de gran importancia en la defensa frente al neumococo.

Las células NK participan como efectores de la inmunidad innata ejerciendo su
funcion citotéxica directa sobre las células infectadas, pero también cumplen un rol
fundamental en la modulacién de la respuesta adaptativa mediante la liberacion de
Cks y Qks, en conjunto con los Mo y las CD que, dependiendo de cual sea el estimulo

antigénico, maduran de forma diferencial para modular la respuesta T perfil especifica
80

C) Rol de las Células NK en Infecciones Neumocdccicas y Virales
El IFN-y - inmunomodulador critico de la respuesta temprana - es un activador

de la muerte mediada por M® y también recluta neutréfilos y LT circulantes al sitio de
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infeccidn. Las células NK son linfocitos derivados de la médula ésea, que resultan
claves en la defensa frente a un amplio espectro de patégenos como virus, bacterias y
pardsitos intracelulares y son grandes productoras de IFN-y, entre otras Cks 8 Se ha
reportado que las células NK son importantes para poder controlar la infeccién por el
S. pneumoniae 82,

La funcion efectora de las células NK esta finamente regulada por el balance
entre las sefales inhibitorias y activadoras provenientes de sus receptores de
membrana ®. En humanos, los receptores inhibitorios principales de las células NK
son los receptores tipo inmunoglobulina KIRs, que reconocen determinantes
polimérficos en el MHC de clase | y los receptores de la familia de las lectinas tipo-C
NKG2A. Los principales receptores activadores son el NKG2D ®* y los receptores de
citotoxicidad natural (NCRs) NKp30, NKp46 y NKp44, siendo este ultimo expresado en
células NK activadas por IL-2 ®. En un modelo murino, se ha descripto que las células
NK expresan el receptor NKp46 en etapas tempranas del control de la infeccion por S.
pneumoniae, contribuyendo al cross-talk entre células NK y M®/CD &'

En los individuos sanos mas del 90% de las células NK maduras son
caracterizadas con el fenotipo CD56°™CD16%; el 10 % restante se distribuye entre las
células CD56°"8™CD16™ y un pequefio subset de células CD56 CD16" 2. En condiciones
normales las células NK CD56°™ contienen grandes cantidades de perforina, muestran
una citotoxicidad elevada, expresan KIRs clonalmente distribuidos, NCRs y receptores
de la familia de lectinas tipo-C y expresan receptores de localizacién a sitios
inflamatorios periféricos ®’. Las células CD56°"8"™ no poseen perforina pero secretan
grandes cantidades de un amplio espectro de CKs, expresan altos niveles de receptores
de la familia de lectinas tipo-C, nada de NCRs y una pequena fraccion expresa KIRs.
Estas células NK expresan receptores de homing hacia érganos linfoides secundarios,
donde cumplirian funciones inmunoregulatorias . Luego de ser activadas, la actividad

bright

citotoxica de las células CD56 puede ser igual o mayor que la de las células

CD56%™, y comienzan a expresar KIRs, NCRs y receptores de homing hacia tejidos

inflamados &%,

32



INTRODUCCION

D) Rol de los Monocitos en Infecciones por Neumococo

Una nueva clasificacion define a los subtipos de Mo humanos en tres
poblaciones: los Mo clasicos CD14++CD16-, los intermedios CD14++CD16+ y los no
clasicos CD14+CD16++ *. La relacidn entre los distintos subtipos ha sido descripta
recientemente, aunque todavia no se ha probado univocamente que los Mo no

90-92

clasicos deriven de los intermedios . En cuanto a las Cks que producen, los Mo

CD16+ son los mayores productores de TNF-a, pero no esta claro si existen diferencias
en cuanto a su produccién entre las poblaciones intermedia y no clasica >
Utilizando muestras de sangre entera, el grupo de Belge y colaboradores demostrd
que los Mo no clasicos (que expresan menos CD14 en su membrana) producen mas
TNF-a que los Mo clasicos **. En Mo aislados de CMNP, se vio que la poblacién no
cldsica, en respuesta a LPS, produce los niveles mds altos de TNF-a e IL-1B o1, y en otro
estudio también en Mo aislados se observd que la poblacion no clasica producia los
mayores niveles de TNF-a en respuesta a ligandos de TLR7/8 % por lo tanto, parece
gue esta poblacion no clasica de Mo es capaz de producir Cks pro-inflamatorias en
respuesta a una gran variedad de ligandos de TLR y no solo en respuesta a virus o
complejos inmunes. Se ha descripto que la poblacion intermedia de Mo es la que mas
IL-10 produce en respuesta a LPS y zymosan % Sin embargo, otros grupos han

reportado que el subtipo que mas IL-10 es capaz de producir, es el clasico 90,9196

La base molecular de esta enfermedad es aun desconocida y, en los ultimos
afos, el diagndstico de la misma se ha dificultado con el uso creciente de vacunas
conjugadas que incluyen antigenos proteicos. Por ello, es importante estudiar algunos
aspectos relacionados con la maduracion del sistema inmune tanto innato, como
adaptativo. Decidimos evaluar si existen diferencias fenotipicas entre los distintos
tipos celulares involucrados en la respuesta celular al neumococo asociadas a la edad,

tanto en los individuos sanos como en los pacientes SPAD.
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2.4. Otras Moléculas de Relevancia Inmunoldgica

2.4.1. CD25
El receptor de la IL-2 (IL-2R) estd formado por tres proteinas asociadas de

forma no covalente: la IL-2Ra (CD25), la I1L-2/15RB (CD122) y la cadena yc (CD132),
siendo CD25 una cadena exclusiva del IL-2R. La expresién de CD25 y, en menor
medida de CD122, aumenta con la activacion de LT naive CD4+ y CD8+, y asi la IL-2
puede interactuar con el receptor con mayor afinidad. La IL-2 que se produce frente a
la estimulacion antigénica es suficiente para inducir la expresiéon de CD25, lo que
proporciona un mecanismo de auto-amplificacién de las células T. Los LTreg expresan
CD25 de forma constitutiva y dependen de la IL-2 que producen las demas células T

para mantener sus funciones regulatorias *°.

2.4.2. CD69
Los LT aumentan la expresion de esta proteina de membrana (luego de ser

activados por las APCs) que interactia con el receptor de esfingosina 1-fosfato
(S1PR1), reduciendo su expresion. El SIPR1 media la salida de los LT de los 6rganos
linfaticos secundarios. La consecuencia de la interaccidn de estas dos moléculas es
que los LT activados permanecen alli en los érganos linfaticos secundarios, en donde
recibiran las sefiales necesarias para proliferar y diferenciarse en células de memoria o
efectoras. Luego de que los LT se dividen, la expresion de CD69 en su membrana
disminuye, aumentan los niveles de expresién de S1PR1 y asi pueden salir a
circulacion *.

El grupo de Martin y cols. demostré en un modelo murino, que la pérdida de
expresion de CD69 afecta la diferenciacion a células Th17, independientemente de las
APCs. La induccion temprana de la expresion de CD69 en los LT, facilitaria la inhibicidn

|II

de la “tendencia natural” de generar una respuesta Th17, permitiendo otros caminos

de diferenciacién T (como Thl o Th2) ¥/,
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2.4.3. CD40 y CD40L
Entre las 24 y las 48 horas luego de ser activados, los LT expresan altos niveles

de CD4O0L. La expresion de esta molécula facilita la colaboracién T con los MO y los LB,
que expresan CD40 en su membrana. Ademas, CD40L estimula a las CD para mejorar
su capacidad de presentacidon antigénica, permitiendo que exista un loop de feedback

positivo de amplificacidn de las respuesta T 0

2.4.4. CD127 (IL-7R), CD27, CD45RA y CD45R0O
Los LT de memoria, como los LT naive, expresan altos niveles de CD127 y CD27

(cuya funcién se desconoce); también expresan moléculas de superficie que
promueven la migracién de estas células hacia los sitios de infeccion. En humanos, la
mayoria de los LT naive expresan en su membrana la isoforma A de la proteina CD45:
CD45RA. En contraste, la mayoria de los LT activados y de memoria expresan CD45R0.
Sin embargo, esta no es una forma perfecta de distinguir entre los LT naive y los LT de
memoria, dado que puede existir interconversion entre poblaciones CD45RA+ vy

CD45RO+ %,
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Individuos Estudiados

Pacientes Asmaticos

Se consideraron pacientes pediatricos a partir de los siete afios de edad, dado
que a partir de ese momento se puede efectuar un diagndstico confiable de asma
atépico, hasta los diecinueve afios de edad. Los mismos fueron seleccionados
tomando en cuenta los siguientes criterios:

- Valores de IgE altos en sangre para la edad.
- Historial de hiperreactividad bronquial: mas de dos bronco-espasmos por afio.

- Valores positivos para tests cutaneos a diferentes alergenos.

Todos los individuos estaban vacunados para la tuberculosis con la vacuna BCG
y se encontraban bajo tratamiento con glucocorticoides inhalatorios.
Se estudiaron un total de 41 pacientes asmaticos. Las muestras fueron obtenidas
durante el periodo de estabilidad (n=39) y, en algunos casos, durante el periodo de
exacerbacion asmatica (o crisis aguda) (n=18). Las tomas de muestra para los
pacientes durante el momento de crisis se realizaron previo al tratamiento con
medicacién para aliviar los sintomas. Comparamos todos los datos obtenidos en
pacientes asmaticos con respecto a lo observado en individuos sanos.

Para diecisiete de estos pacientes, comparamos los mismos parametros en un
mismo individuo durante el periodo de estabilidad y el periodo de exacerbacién

asmatica.

Pacientes SPAD

Estos pacientes son incapaces de montar una respuesta inmune humoral
especifica frente a neumococos °. Los mismos fueron seleccionados tomando en
cuenta los siguientes criterios:

- Infecciones recurrentes, en especial, con patégenos Gram - positivos.

36



MATERIALES Y METODOS

- Titulo bajo de anticuerpos especificos para antigenos polisacaridos, frente al
desafio con la vacuna Pneumovax-23 (no respuesta).

- Valores normales de inmunoglobulinas en sangre.

Todos los individuos estaban vacunados para la tuberculosis con la vacuna BCG
y recibieron en algin momento tratamiento con gammaglobulina endovenosa 400-
600 mg/Kg/dia (GGev). Se estudiaron un total de dieciocho pacientes SPAD. Se
consideraron dos grupos etarios para su estudio: pacientes de siete a catorce afios de
edad (7-14; n=11; hasta los 13 afios de edad) y pacientes de catorce a diecinueve afios
de edad (14-19; n=7; a partir de los 14 afios de edad). Las muestras de sangre se
obtuvieron antes de recibir el tratamiento con GGeyv, si éste era administrado al
momento de la consulta. A raiz de que se ha descripto que en los nifios sanos existen
cambios asociados a la edad en el desarrollo y maduracion de diversos tipos celulares,
gue en los pacientes SPAD se verian alterados, cuando las muestras fueron suficientes
se separdé a los sanos y a los pacientes en los dos rangos etarios previamente
mencionados. Cabe destacar la importancia de utilizar controles de edades

correspondientes ™.

Grupo control

Como grupo control se consideraron individuos sanos de siete a diecinueve
afios de edad, no asmaticos, no atdpicos, que concurrian a consulta para realizarse
estudios de controles prequirdrgicos (n=22). Todos los individuos fueron vacunados
para la tuberculosis con la vacuna BCG. Para comparar con respecto a los pacientes
SPAD, los individuos sanos se separaron segun los rangos etarios de 7-14 (n=7) y de

14-19 (n=15) afios de edad.

Manejo de las muestras de pacientes

Las muestras de sangre y suero provienen del servicio de Inmunologia del
Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez. Se obtuvo un consentimiento informado para
realizar la extraccidon de las muestras de sangre e inclusién en el estudio en cada caso
particular. El proyecto de investigacién fue aprobado por el Comité de Etica del
Hospital de Nifios R. Gutiérrez y por el Comité de Etica de los Institutos de la Academia

Nacional de Medicina.
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3.2. Antigenos
Se utilizd la cepa de coleccién de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

cultivado, lavado e inactivado por calor (Spn), provisto por el Laboratorio de
Bacteriologia Central del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas ANLIS Dr.
Malbran. La concentracién a emplear se determind a través de una curva dosis-
respuesta. Como en los pacientes asmaticos o SPAD las infecciones con otro tipo de
patégenos como el Mycobacterium (M.) tuberculosis son muy poco frecuentes, se
empled también, como control, M.tuberculosis H37-RV (Mtb) provisto por el Servicio
de Micobacterias del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas ANLIS Dr.
Malbran. La concentracidon a utilizar se determiné a través de una curva dosis-
respuesta.

Como existen marcadas diferencias antigénicas entre distintas cepas
conocidas de neumococo, nos propusimos comparar los resultados obtenidos con la
cepa de coleccidn, con respecto a la respuesta a otras dos cepas en algunos de los
experimentos. Las mismas fueron obtenidas a partir de aislamientos: la cepa 14
(Spn14), que es la mas prevalente en Argentina y la cepa 3 (Spn3), que es una de las
mas virulentas. Ambas fueron cultivadas, lavadas e inactivadas por calor, provistas
también por el Laboratorio de Bacteriologia Central del Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas ANLIS Dr. Malbran. La concentracion a emplear se

determiné a través de una curva dosis-respuesta.

3.3. Purificacion de células
Se tomaron 7ml de sangre en tubos con heparina y las CMNP fueron aisladas

mediante un gradiente de centrifugacién con Ficoll-“Hypaque” (Ficoll-amidotrizoato
de sodio) como ya ha sido descripto *%. Las células fueron recogidas de la interfase vy
resuspendidas en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco Lab, NY, USA), conteniendo
gentamicina (85 pg/ml) y 10% de suero fetal bovino, inactivado por calor (Gibco Lab)
(medio completo). La viabilidad celular fue siempre mayor al 98%, de acuerdo al test

de exclusion de azul de tripan.
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3.4. Determinaciones en sangre Entera
Eosindfilos, Basdfilos y células B que expresan IgE, fueron evaluados por

citometria de flujo el dia de la obtencién de la muestra (a Ohs), 100 ul de sangre
entera, utilizando anti-CD45PE-Cy5 (BD Pharmingen, CA, USA), anti-CD19FITC
(Cytognos, Salamanca, Espafia) y anti-IgE biotinilada (Vector, Ontario, Canada),
seguido de estreptavidina-PE (Vector, Ontario, Canada). Los Basdfilos fueron definidos
como células CD19-CD45+IgE+ y los eosindfilos se determinaron por auto-

fluorescencia.

3.5. Determinaciones en Células Mononucleares Periféricas
Para todos los grupos estudiados, las células obtenidas a partir de la

purificacién fueron resuspendidas a 0.5x10° células/ml en PBS, lavadas e incubadas
con los anticuerpos correspondientes.

Las poblaciones celulares que expresan CD3, CD4, CD8, CD25, CD69 y TCRyd
fueron evaluadas en CMNP, también por citometria de flujo, utilizando anti-CD3PE-
Cy5 (BD Pharmingen), anti-CD4-PE (BD Pharmingen), anti-CD8-FITC (Caltag
Laboratories), anti-CD25-FITC (BD Pharmingen), anti-CD69-PE (BD Pharmingen) y anti-
TCRyS-FITC (BD Biosciences), en pacientes asmaticos, pacientes SPAD e individuos
sanos.

En los pacientes SPAD se evaluaron por citometria de flujo los siguientes

pardmetros o sub-poblaciones celulares en CMNP a Ohs:

- Activacion celular: Ademas de evaluar los LT CD4 y CD8 CD69+ o CD25+, se tuvo en
cuenta a los LT CD4+CD27+ como forma alternativa de ver el grado de activacién en
estas células, al momento de la toma de muestra *°. Se usaron los anticuerpos anti-
CD3 PE-Cy5 (BD Pharmingen), anti-CD27-PE (Biolegend, CA, USA) y anti-CD4-FITC
(Caltag).

- Células regulatorias: Se evaluaron las células CD4+CD25+Foxp3+ utilizando el Foxp3

Staining Buffer Set (eBioscience, CA, USA), las CD4+CD25+CD127- '® vy las

CD4+CD25+CD39+ %%, por citometria de flujo. Se utilizaron los anticuerpos anti-
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CD4PE-Cy5 (eBioscience), anti-CD25-PE (eBioscience), anti-Foxp3-FITC (eBioscience),
anti-CD127-AlexaFluor488 (Biolegend) y anti-CD39-FITC (Biolegend).

- Células Th17: Sin previa estimulacion antigénica no se puede identificar a los
LTCD4+IL-17+, por lo tanto se evaluaron las células CD4+CD161+CCR6+ 193
utilizando los anticuerpos anti-CD4-FITC (Caltag), anti-CD161-PE (Biolegend) y anti-
CCR6-PerCP-Cy5.5 (Biolegend).

- Linfocitos T efectores/memoria: Se evalud la expresion de CD27 y CD45RA o
CD45RO a Ohs en CMNP CD3+, utilizando los anticuerpos anti-CD3-PE-Cy5 (BD
Pharmingen), anti-CD27-PE (Biolegend), anti-CD45RA-FITC (Biolegend) y anti-CD45R0O-
FITC (Biolegend).

Monocitos: Se evaluaron tres poblaciones distintas de Monocitos segun la expresién
de los marcadores CD14 y CD16. Se utilizaron los anticuerpos anti-CD14-FITC
(Biolegend) y anti- CD16-PE (BD Pharmingen).

Células NK: Se estudiaron distintas subpoblaciones de células NK, definiéndolas
mediante los marcadores CD14, CD16 y CD56, definiéndolas como células CD14-

CD56+ que expresan o no CD16 en su membrana 104

. Se utilizaron los anticuerpos anti-
CD14- FITC (Biolegend), anti- CD16-PE (BD Pharmingen) y anti-CD56-PE-Cy5 (BD

Pharmingen).

3.6. Cultivos Celulares
Las CMNP se cultivaron a una concentracién de 1X10° células/ml, en 1 ml de

medio completo, en tubos Falcon 2003. Los tubos se mantuvieron a 372C en una
atmdsfera humeda al 5% de CO,, en presencia o ausencia de Spn (2X10° bacterias/ml)
0,01 UDO/ml o Mtb (3 X10° bacterias/ml), a distintos tiempos. En algunos casos
ademds se utilizaron las cepas Spn3 y Spnl4 (2X10° bacterias/ml) 0,01 UDO/ml a

distintos tiempos.
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3.7. Evaluacién de Citoquinas Intracitoplasmaticas

A 4-5 horas de cultivo

- Linfocitos T: Se evalud la produccion de diversas Cks intracelulares en células de
sangre entera proveniente tanto de pacientes asmaticos y SPAD, como de individuos
sanos, mediante citometria de flujo.

Las células fueron estimuladas con PMA/ionomicina en presencia de Brefeldina
A (BD GolgiPlug, BD Biosciences -Pharmingen) durante 5hs y luego fueron marcadas
con anticuerpos de membrana anti-CD3-PE-Cy5 (BD Pharmingen) y anti-CD8-FITC
(Caltag Laboratories). Luego de fijar y permeabilizar las células (Fix & Perm kit, Caltag
Laboratories, CA, USA), se utilizaron anticuerpos conjugados a PE para marcar las
distintas Cks: TNF-a (Caltag Laboratories), IL-4 (BD Fastimmune), IL-5 (BD
Pharmingen), IL-13 (BD Fastlmmune), IFN-y (Caltag Laboratories) e IL-10 (BD
Pharmingen): en los pacientes SPAD ademas se marcd con IL-17 (eBioscience) e IL-9

(Biolegend).

- Monocitos: Se realizaron cultivos de sangre entera proveniente de pacientes SPAD o
de individuos sanos, en presencia de Brefeldina A, con Spn o sin estimulo, utilizando
como control positivo LPS de Escherichia coli 011:B4 (Sigma Chemicals Co., Saint Louis,
USA). Posteriormente fueron marcadas con anticuerpos de membrana anti-CD14-PE-
Cy5 (Biolegend) y anti-CD16 FITC (Biolegend). Luego de fijar y permeabilizar las células
(Fix & Perm kit, Caltag Laboratories, CA, USA), se utilizdé el anticuerpo anti-TNFa PE

(Biolegend). La capacidad de produccion de TNF-a se evalud por citometria de flujo.

A 24 horas de cultivo

- Células NK: Se realizaron cultivos de CMNP provenientes de pacientes SPAD o de
individuos sanos, con Spn, Mtb o sin estimulo, durante 24hs. Se determinaron las
distintas subpoblaciones de células NK, definidas a través del marcador CD56 y la
expresion o no de CD16. Se utilizaron los anticuerpos anti-CD56-PE-Cy5 (BD
Pharmingen), anti-CD16-PE (BD Pharmingen) y anti- IFN-y FITC (eBioscience). La

capacidad de produccion de IFN-y se evalud por citometria de flujo.
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A 48 horas de cultivo

- Monocitos: Se realizaron cultivos de CMNP provenientes de pacientes SPAD o de
individuos sanos, con Spn, Mtb o sin estimulo, durante 48hs. Se utilizaron los
anticuerpos anti-CD14 FITC (Biolegend), anti-IL-10-PE (BD Pharmingen) y anti- TNF-a-
PE (Caltag Laboratories). La capacidad de produccion de IL-10 y TNF-a en los Mo

CD14+ clasicos se evalud por citometria de flujo.

- Linfocitos Th17 y Thl: Se realizaron cultivos de CMNP provenientes de pacientes
SPAD o de individuos sanos, con Spn, Mtb o sin estimulo, durante 48hs. Se utilizaron
los anticuerpos anti-CD4PE-Cy5 (eBioscience), anti-IL-17-PE (eBioscience) y anti-IFN-y-
FITC (eBioscience). La capacidad de produccién de IL-17 e IFN-y en los linfocitos CD4+

se evalud por citometria de flujo.

- Linfocitos CD4+ IL-9+: Se realizaron cultivos de CMNP provenientes de pacientes
SPAD o de individuos sanos, con Spn, Mtb o sin estimulo, durante 48hs. Se utilizaron
los anticuerpos anti-CD3PE-Cy5 (BD Pharmingen), anti-CD8-FITC (Caltag Laboratories)
y anti-IL-9-PE (Biolegend). La capacidad de produccion de IL-9 en los linfocitos

CD3+CD8+ y en los linfocitos CD3+CD8- (CD4+) se evalud por citometria de flujo.

3.8. Evaluacion de Citoquinas en Sobrenadantes de cultivo y en Suero
La concentracion de IL-5, IFN-y, TGF-B e IL-10 se midid en los sobrenadantes

(SN) de los cultivos a 48 horas, con o sin estimulo con Spn o Mtb. Para ello se
utilizaron kits comerciales de ELISA (eBioscience). Con el fin de evaluar la produccién
espontanea de Cks, se midieron ademads las concentraciones de las mismas en las
muestras de suero; donde también se midid la presencia de IgE en pacientes
asmaticos e individuos sanos, utilizando el kit de ELISA UBI Magiwell (United Biotech

Inc., CA, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. ESTUDIOS EN PACIENTES CON ASMA ATOPICO

4.1.1. Caracterizacion de Distintos Tipos Celulares del Sistema Inmune

Linfocitos T

Como se ha mencionado, recientemente se ha descripto la participacion de
varias subpoblaciones de LT en la inmunidad adquirida frente al S. pneumoniae "%,
Por ello decidimos estudiar algunos parametros relacionados con la respuesta T, tanto
en pacientes asmaticos como en individuos sanos (Tabla 4.1.1). La finalidad de estos
estudios fue determinar si los individuos asmaticos en edades pediatricas presentan
alguna diferencia con respecto a los individuos sanos, dentro de los mismos rangos
etarios, que pueda ser asociada a la mayor frecuencia de infeccién por neumococos.
También se tuvo en cuenta la posibilidad de que dentro del grupo de pacientes

asmaticos, pudieran existir diferencias en cuanto a los momentos de estabilidad y los

momentos de exacerbacidén asmatica (Tabla 4.1.2).

0 horas Sanos Asmaticos
% LT:
CD3+ 68.90 + 4.35 63.69 + 3.35
CD3+ y&+ 7.85 + 1.40 4.00 +0.44 *
CD3+ y6+ CD69+ 9.86 +3.00 7.05 +1.68
CD3+ CD69+ 2.95+0.60 2.61+0.28
CD3+ CD25+ 7.38+2.00 8.43+0.80
CD4+ CD25+ 6.31+1.72 7.24 +0.87
CD8+ CD25+ 1.01+0.36 0.63 +0.08
CD4+ CD25hi 1.14 +0.22 1.28+0.28

Tabla 4.1.1. Porcentaje de subtipos de LT analizados ex vivo (Ohs), en individuos sanos (n=22) y
pacientes asmaticos (n=39) — Resultados expresados como media + error estandar, *p < 0.05.
Test de Mann Whitney.
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Se decidié estudiar a los LTy§, dado que se los ha implicado fuertemente en la

. 1
respuesta contra el M. tuberculosis **

Yy, en una menor medida contra el S.
pneumoniae  Como se muestra en la Tabla 4.1.1, los porcentajes de LTyS son
significativamente menores en los pacientes asmaticos que en los individuos sanos.

Al comparar los distintos parametros T de un mismo paciente durante un
periodo de estabilidad y un momento de crisis asmatica, no se observaron diferencias
significativas entre los LTyS para un mismo paciente asmatico en una condicién o en la

otra (Tabla 4.1.2). Tampoco se observaron diferencias significativas para ninguno de

los demds parametros analizados.

0 horas Asmaticos
Estabilidad | Exacerbacion

% LT:

CD3+y& 296+041 | 3.11+0.46
CD3+ y&+ CD69+ 5.20+0.95 6.61+1.19
CD3+ CD69+ 2.51+0.36 2.18 +0.45
CD3+ CD25+ 8.40+0.96 7.60+1.24
CD4+ CD25+ 750+1.11 | 7.65+4.50
CD8+ CD25+ 0.64 +0.11 0.88 +0.19
CD4+ CD25hi 1.27+0.41 1.64 + 0.40

Tabla 4.1.2. Porcentaje de subtipos de LT analizados ex vivo (0hs), en pacientes asmaticos en
periodos de estabilidad y en momentos de exacerbaciéon asmadtica (n=17) — Resultados
expresados como media + error estdndar, no significativo. Test de Wilcoxon signed-rank.

Se ha descripto que la modulacién que ejercen los LTreg sobre LT efectores

seria relevante en respuesta a la exposicién frente a alergenos 23,106,107

. Por ello,
decidimos evaluar el porcentaje de células CD4+CD25", entre las gue se encuentran las
células regulatorias. Como se muestra en la Tabla 4.1.1, no existen diferencias
significativas entre los porcentajes de LT CD4+CD25" de pacientes asmaticos e
individuos sanos. Cuando se compararon los individuos en periodo de estabilidad con
los individuos en momentos de crisis asmatica, tampoco se vieron diferencias
significativas (Tabla 4.1.2). Sin embargo, si se consideran las medianas
correspondientes: 0,37 (min: 0,03; max: 5,24) vs. 0,56 (min: 0,01; max: 4,57), se
observa una tendencia a un menor porcentaje de LT CD4+CD25" en los individuos en

periodo de estabilidad.
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Se evalud ex vivo la expresion de los marcadores de activacién CD69 y CD25, en
distintas subpoblaciones T. Como se muestra en la Tabla 4.1.1, no se observaron
diferencias significativas en la expresiéon de estos marcadores, cuando se compararon
los valores correspondientes a individuos sanos con los valores de los pacientes
asmaticos. Tampoco se observaron diferencias significativas al observar al mismo

paciente asmatico en periodo de estabilidad y en momento de crisis (Tabla 4.1.2).

Linfocitos B y otras poblaciones leucocitarias de sangre periférica
Se ha descripto que en la patofisiologia del asma existen diversas poblaciones
leucocitarias involucradas en el desarrollo de la enfermedad; entre ellas los LB que

4344 por ello decidimos

expresan IgE en su membrana, los basoéfilos y los eosindfilos
medir los porcentajes de estas células a Ohs, tanto en individuos sanos como en
pacientes asmaticos. Los datos se muestran en la Tabla 4.1.3. No se observaron
diferencias significativas en cuanto a los porcentajes de basoéfilos entre sanos y
asmaticos. En los pacientes asmaticos, como era de esperarse dado que se trata de

pacientes pediatricos, se encontré un porcentaje significativamente mayor de

eosinodfilos y de LB IgE+, con respecto a los individuos sanos.

0 horas Sanos Asmaticos
% Basofilos 0.91+0.17 0.76 +0.11
% Eosindfilos 2.47 +0.17 6.39 + 0.61 ***
% LB IgE+ 4.55+0.92 6.55+0.71 *

Tabla 4.1.3. Basofilos, Eosinodfilos y LB IgE+, analizados ex vivo (Ohs) de individuos sanos (n=22)
y de pacientes asmaticos (n=39) — Resultados expresados como media + error estandar, *p <
0.05; ***p < 0.0001. Test de Mann Whitney.

Asimismo, como medida de la capacidad de los LB de producir IgE, se midié la
concentracién de esta Ig en muestras de suero provenientes de nifios sanos y de
pacientes asmaticos. Como era esperado, se encontrd una concentracién de IgE
significativamente mayor en los sueros de pacientes asmaticos, con respecto a la

encontrada en los sueros de individuos sanos (Tabla 4.1.4). Esto fue asi en los
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pacientes asmaticos durante el periodo de estabilidad y el momento de crisis. No se

observaron diferencias significativas entre los dos estados asmaticos.

Asmaticos
0 horas Sanos
Estabilidad Exacerbacion
IFN - y (pg/ml) > 500 (n=9) 118.30 + 51.94 (n=7) 85.31 + 41.05 (n=6)
IL-5 (pg/ml) <3.9 (n=9) 80.19 + 41.41 (n=7) 66.31 + 29.09 (n=9)
IL-10 (pg/ml) | 12.70 +3.56 (n=10) 22.46 +7.00 (n=11) 23.10 + 7.16 (n=11)
IgE (1U/ml) 60.15 + 11.96 (n=11)| 1262.00 + 304.80 (n=13) **| 1545.00 + 319.90 (n=11) ***

Tabla 4.1.4. Factores inmunes solubles en suero de individuos sanos y en individuos asmaticos
en periodos de estabilidad y de exacerbacidon asmatica — Resultados expresados como media +
error estandar, ***p < 0.0001; **p < 0.001. Test de Mann Whitney.

En esta primera parte se confirmd que los pacientes asmaticos presentaban
niveles altos de Eosindfilos y LB IgE+, junto con valores elevados de IgE e IL-5 en suero,
en contraste con niveles menores de IFN-y, con respecto a los individuos sanos.
También se encontré que los pacientes asmaticos presentaron un menor porcentaje
de LTyd que los individuos sanos.

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas con respecto a este
ultimo tipo celular entre individuos sanos y pacientes asmaticos. Sin embargo se
observé una tendencia a un menor porcentaje de LT CD4+CD25" en los individuos
asmaticos en periodo de estabilidad. Esto no se pudo correlacionar con los niveles de
IL-10 - que puede ser producida por los LTreg - encontrados en suero donde se

observaron valores similares entre los asmaticos en estabilidad y en exacerbacién.
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4.1.2. Activacion de Linfocitos T en Presencia de Antigenos Bacterianos

Para evaluar la respuesta T frente a estimulos bacterianos, se realizaron
cultivos de CMNP en presencia de S. pneumoniae (Spn) o M. tuberculosis Mtb para

medir la expresién de marcadores de activacion.

Expresion de CD69

Se realizaron cultivos en presencia de los estimulos bacterianos con el fin de
determinar los niveles de expresién de CD69. Se ha reportado que el pico de expresion
de CD69 frente a antigenos micobacterianos se encuentra entre las 24 y las 48 horas
198 " pebido al escaso volumen de muestra la disponibilidad de células es limitada los
experimentos se evaluaron a 48hs, tiempo en el cual se hallan expresados tanto CD69
como CD25. Como se muestra en la Figura 4.1.1 Ay B, tanto en las células de pacientes
como de individuos sanos, se observd una mayor expresion de CD69, en respuesta a
ambos antigenos bacterianos, con respecto al cultivo sin estimulo. En los pacientes
asmaticos se observé una diferencia significativa en el porcentaje de los LT CD3+CD69+
en respuesta a Mtb, con respecto a la respuesta a Spn, que no se observo en las células

de los individuos sanos (Figura 4.1.1 B).
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Figura 4.1.1. Porcentaje de LT CD69+ (A; B) LTyd CD69+ (C; D), estimulados con antigenos
bacterianos, provenientes de individuos Sanos (n=22) y de pacientes Asmaticos (n=39), a 48hs
de cultivo - *p < 0.05, **p< 0.001 and ***p<0.0001 (vs. control); ** p<0.0001 (vs. Spn). ANOVA
de una via y test post hoc de Comparacién Multiple de Tukey.
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Para los individuos sanos la expresion de CD69 en las células Tyd fue
significativamente diferente con respecto al control para ambos estimulos bacterianos
pero no hubo diferencias significativas entre los dos estimulos (Figura 4.1.1 C). En los
pacientes asmaticos la expresion de LTyd CD69+ fue significativamente mayor cuando
se estimuld con Mtb, con respecto a las células de los sanos o a aquellas estimuladas
con Spn (Figura 4.1.1 D). Sin embargo la expresion de CD69 no se vio incrementada
significativamente con Spn, con respecto al control sin estimulo. Esto podria indicar

que las células Tyd de los pacientes asmaticos podrian estar respondiendo de manera

deficiente frente al Spn.

Para comparar el porcentaje de activacion T frente a cada estimulo entre sanos
y asmaticos, se relativizaron los datos con respecto a los controles sin estimulo. Los
datos obtenidos se muestran en la Figura 4.1.2. En los individuos asmaticos se pudo
ver que existe una tendencia a un menor porcentaje de expresion de CD69, frente al
Spn, en los LT y las células Tyd (Figura 4.1.2 Ay C) - y a una mayor respuesta al Mtb -

aunque las diferencias no son significativas.
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Figura 4.1.2. Porcentaje de LT CD69+ (A; B) y Tyd CD69+ (C; D) estimulados con antigenos
bacterianos, a 48hs de cultivo. Valores relativos para individuos Sanos (n=22) vs. Asmaticos
(n=39) — No significativo. Test de Mann Whitney.
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Al evaluar a un mismo paciente durante un periodo de estabilidad o durante un
momento de crisis asmatica, solo se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de LTyd CD69+, que fue mayor frente al estimulo con Spn, en los pacientes
asmaticos durante la exacerbacion (Figura 4.1.3 C). Cabe destacar que la significancia
estadistica obtenida para esta determinacion, parece estar dada por tres pares de
datos, correspondientes a tres pacientes asmaticos. No se encontrd ningun factor
particular (en cuanto a la edad o a la presentacién clinica) que permitiera agruparlos

por fuera del resto de los pacientes.
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Figura 4.1.3. Porcentaje de LT CD69+ (A y B) y Ty6 CD69+ (C y D) estimulados con antigenos
bacterianos, de un grupo de pacientes asmaticos en momentos de estabilidad y de
exacerbacion asmatica (n=13), a 48hs de cultivo — *p < 0.05. Test de Wilcoxon signed-rank.

De todos estos datos se puede inferir que los pacientes asmaticos presentan
una tendencia a un menor porcentaje de LT CD69+ y LTy6 CD69+ frente al Spn, con
respecto a los individuos sanos. Esta diferencia seria mas marcada para los LTy§, que
ademas expresan un menor porcentaje de CD69, cuando los pacientes asmaticos se

encuentran durante un periodo de estabilidad.
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Expresion de CD25

Se realizaron cultivos en presencia de los estimulos bacterianos con el fin de
determinar los niveles de expresidon de CD25 a 48hs y a 96hs dado que se conoce que
el pico de expresion de esta molécula frente a antigenos micobacterianos se encuentra
entre estos dos puntos . Aunque se realizé la mayor parte de estos experimentos a
48hs de cultivo, en algunos casos evaluados los patrones de activacion no fueron
significativamente distintos a 96hs de cultivo (datos no mostrados). Como se muestra
en la Figura 4.1.4, la expresion de CD25 a 48hs en los LT CD3+ y CD4+ aumentod
significativamente tanto en individuos sanos como en pacientes asmaticos frente al
estimulo con Mtb. La subpoblacién CD8+ mostré un aumento en la expresion de CD25
solo frente al estimulo con Mtb en los pacientes asmaticos y no en los individuos

Sanos.
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Figura 4.1.4. Porcentaje de LT CD3+CD25+ (A; B), LT CD4+CD25+ (C; D)) y LT CD8+CD25+ (E; F)
estimulados con antigenos bacterianos, provenientes de individuos Sanos (n=22) y de
pacientes Asmaticos (n=39), a 48hs de cultivo - *p < 0.05 y ***p<0.0001 (vs. control); **
p<0.0001 (vs. Spn). ANOVA de una via y test post hoc de Comparacion Multiple de Tukey.
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Para evaluar si existen diferencias entre sanos y asmaticos, en cuanto al
porcentaje de las poblaciones T CD4+CD25+ y CD8+CD25+ frente a cada estimulo
bacteriano, se relativizaron los datos de cultivos a 48hs y 96hs, con respecto a los
controles sin estimulo (Figura 4.1.5). En los individuos asmaticos se observé una
tendencia a un menor porcentaje de expresion de CD25 frente al Spn en los LT CD4+y
CD8+ a 48hs y 96hs, con respecto a los individuos sanos (Figura 4.1.5 A y C). Se pudo
observar también que a 96hs de cultivo, en ambos grupos, el porcentaje de LT CD4+y
CD8+ que expresan CD25 es menor que a 48hs, siendo significativamente distinto para
los LT CD8+CD25+ (Figura 4.1.5 C), lo que demuestra que el pico de expresién de esta
molécula en nuestro modelo experimental es previo a las 96 horas. También se
observé una tendencia a un mayor porcentaje de LT CD8+CD25+ frente al Mtb en los
pacientes asmaticos, que no se observd para los LT CD4+CD25+ frente al mismo

estimulo tanto a 48hs como a 96hs (Figura 4.1.5 By D).
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Figura 4.1.5. Porcentaje de LT: CD4+CD25+ (A; B) y CD8+CD25+ (C; D) estimulados con
antigenos bacterianos, a 48hs de cultivo. Valores relativos para individuos sanos (48hs n= 22y
96hs n=10) vs. Asmaticos (48hs n= 39 y 96hs n=20) — *p < 0.05. Test de Mann Whitney.

Al comparar para un mismo paciente asmatico la expresion de CD25 entre el
periodo de estabilidad y el momento de crisis asmatica, no se detectaron diferencias

significativas en respuesta al mismo antigeno bacteriano ni para Spn ni para Mtb
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(Figura 4.1.6). Se observé que el porcentaje de LT CD8+CD25+ para ambas condiciones,

es mucho mayor frente al estimulo con Mtb (Figura 4.1.6 Ey F).
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Figura 4.1.6. Porcentaje de LT (CD3+, CD4+ y CD8+) CD25 de un grupo de pacientes asmaticos
en momentos de estabilidad y de exacerbacién asmadtica (n=12) — No significativo. Test de
Wilcoxon signed-rank.

Al observar los datos a 48 y 96 horas de manera global se puede inferir que en
nuestro modelo de estudio el pico de expresion de CD25, frente a ambos estimulos
bacterianos, se encontré hacia las 48hs de cultivo. En los individuos asmaticos se
observé que existe una tendencia a un menor porcentaje de expresion de CD25 frente
al Spn en los LT CD4+ y CD8+, con respecto a los individuos sanos. Solo el porcentaje de
LT CD8+CD25+ frente al Mtb fue mayor en los pacientes asmaticos que en los sanos
(Figura 4.1.5. D). Al comparar entre los pacientes en periodo de estabilidad y en

momento de crisis, no se observaron diferencias significativas aunque se puede
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apreciar que el nivel de activacidon de los LT CD8+CD25+ en ambas condiciones es
mayor frente al Mtb, lo que es coherente con lo observado con respecto a los

individuos sanos.

4.1.3. Capacidad de Produccion de Citoquinas
Para conocer la capacidad de produccion de Cks de las células obtenidas a

partir de las distintas muestras de sangre, se evalud la en los LT la produccion de Cks
frente a un estimulo policlonal. Se compararon los resultados obtenidos de muestras
de pacientes asmaticos con respecto a los individuos sanos, los datos se muestran en
la Tabla 4.1.5.

En los pacientes asmaticos se observd una produccién menor de la Ck Thl
TNF-a, con respecto a los individuos sanos. También se observé una tendencia
marcada hacia una produccion menor de IFN-y (otra Ck Th1) aunque no resultd ser
significativa. En estos pacientes, sin embargo, se observd una produccion
significativamente mayor de IL-5, una Ck caracteristica Th2, pero no se observaron
diferencias para la IL-4 y la individuos IL-13, generalmente aumentadas en asma y en

condiciones alérgicas o para IL-10, una Ck regulatoria.

Sanos Asmaticos
CD3+ TNF-a+ 28,52 + 5,70 (n=13) 6.78 + 2,73 (n=10) **
CD3+ IFN-y+ 15,99 + 3,09 (n=13) 8,59 + 3,71 (n=10)
CD3+ IL-4+ 0,41 + 0,11 (n=10) 0,39 + 0,18 (n=10)
CD3+ IL-5+ 0,31 + 0,04 (n=12) 1,78 + 0,73 (n=10) *
CD3+ IL-13+ 0,62 + 0,22 (n=13) 0,60 + 0,27 (n=5)
CD3+ IL-10+ 0,19 + 0,05 (n=12) 0,17 + 0,05 (n=8)

Tabla 4.1.5. Cks producidas por LT estimulados con PMA/ionomicina. Porcentaje de LTCD3+
que expresan: TNF-a, IFN- vy, IL-4, IL-5, IL-13 o IL-10; luego de la estimulacién con PMA,
provenientes de individuos sanos y de pacientes asmaticos - Resultados expresados como
media + error estandar, **p < 0.001; *p < 0.05. Test de Mann Whitney.

Con el fin de determinar el ambiente de Cks al que estaban expuestas las CMNP

de los pacientes estudiados in vivo, se determind la concentracion de algunas Cks de
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interés en muestras de suero. Los resultados que se presentan en la Tabla 4.1.4,
muestran que en los pacientes asmaticos la concentracién de IFN-y en suero es menor
y la de IL-5 es mayor con respecto a individuos sanos, mientras que no se encontraron

diferencias significativas para la concentracién de IL-10.

4.1.4. Produccion de Citoquinas en Respuesta a los Antigenos Bacterianos

Como una segunda medida de la activacion T, se evalué mediante la técnica de
ELISA, la produccion de Cks en respuesta a los antigenos bacterianos, luego de

estimular cultivos de CMNP con Spn o Mtb.

Pacientes Asmaticos
Cultivos a 48 horas Individuos Sanos
Estabilidad Exacerbacion
IFN -y (pg/ml)
(n=3) (n=7) (n=5)
Control sin estimulo 96,10 + 60,10 79,20+ 51,6 > 500
S. pneumoniae > 500 > 500 > 500
M. tuberculosis > 500 >500 > 500
IL-5 (pg/ml)
(n=3) (n=7) (n=5)
Control sin estimulo <39 <3,9 <39
S. pneumoniae <3,9 6,50 + 4,30 4,20+ 2,60
M. tuberculosis <39 25,90+ 17,00 14,30+ 9,40
IL-10 (pg/ml)
(n=8) (n=7) (n=5)
Control sin estimulo 16,67 + 6,42 20,58 + 4,10 17,34 + 6,46
S. pneumoniae 181,20 + 55,31 169,80 + 49,21 174,60 + 27,54
M. tuberculosis 102,20 + 24,13 140,80 + 41,57 187,20 + 39,64

Tabla 4.1.6. Concentracion de IFN-y, IL-5 e IL-10 en sobrenadantes de cultivos de CMNP a 48h
en presencia de Spn y Mtb, o en ausencia de estimulo (Control). Los datos corresponden a
individuos sanos y a pacientes asmaticos en periodos de estabilidad y en momentos de
exacerbacion asmatica - Resultados expresados como media + error estandar, no significativo.
Test de Wilcoxon signed-rank.
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Se midieron las Cks representativas de tres subpoblaciones linfocitarias (Thi,
Th2 y Treg) en pacientes asmaticos tanto en periodo de estabilidad como en
momentos de crisis (Tabla 4.1.6). En las células de los pacientes asmaticos en
exacerbacidon se encontré una concentracion de IFN-y por encima del limite de
deteccion del test utilizado, aun sin estimulo antigénico. Dado que, como ya se ha
mencionado, el volumen de muestra obtenido era escaso, se realizaron diluciones pero
no fueron suficientes para poder dar con un valor dentro del rango de la curva de
deteccién y no fue posible obtener mas material para repetir las mediciones con
diluciones mayores de la muestra. De todos modos, una concentracién tan elevada de
IFN- y podria indicar que las células de estos pacientes estaban previamente activadas
resultando en una mayor produccién de esta citoquina. Esto podria estar asociado a
que dichas células provienen de muestras de sangre tomadas durante el momento de
la exacerbacidon asmatica. Para los individuos sanos y pacientes en periodo de
estabilidad ese rango de concentracién fue alcanzado al estimular con cualquiera de
ambos antigenos bacterianos. Por otro lado, se observaron niveles altos de la citoquina
Th2 IL-5 en los pacientes asmaticos en periodo de estabilidad, pero las diferencias no
fueron significativas dada la gran dispersion de datos.

Finalmente, se evalué la IL-10 como citoquina regulatoria. La produccién de
IL-10 se vio fuertemente estimulada tanto por Spn como por Mtb, al comparar con las
células sin estimulo. Sus niveles no fueron significativamente distintos para ambos
estimulos bacterianos ni entre asmaticos en periodos de estabilidad o en momentos

de crisis.
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4.2. ESTUDIOS EN PACIENTES SPAD
En una segunda etapa estudiamos pacientes SPAD teniendo en cuenta que

estos nifios también presentan una mayor frecuencia de infeccién por S. pneumoniae
que los niflos sanos. Ademas, estos pacientes suelen cursar con cuadros clinicos que
en parte coinciden con los de los pacientes con asma atdpico. En los individuos que
presentan esta IDP se habian descripto anteriormente alteraciones en la maduracién
de los LB "®7°, Estas alteraciones, asi como las descriptas para las células dendriticas %,
se referian a cambios fenotipicos relacionados con la edad. Por este motivo, en los
individuos SPAD, se tuvieron en cuenta dos rangos etarios distintos: 7-14 y 14-19
afios, utilizando muestras provenientes de individuos sanos de las mismas edades
como control. De esta manera se pudo abordar el estudio de cambios fenotipicos en

algunos tipos celulares con respecto a la edad.
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4.2.1. Caracterizacion de Distintos Tipos Celulares del Sistema Inmune
Se evaluaron algunas poblaciones celulares del sistema inmune cuyas

alteraciones podrian estar relacionadas a una menor respuesta celular frente al S.

pneumoniae.

Linfocitos T

Para evaluar si los porcentajes de subpoblaciones T de los pacientes SPAD
difieren con respecto a los valores obtenidos para los individuos sanos, se evalud el
porcentaje de células T en sangre entera a Ohs, por citometria de flujo. Como puede
verse en la Tabla 4.2.1, no existen diferencias significativas entre el porcentaje de LT

CD3+, CD4+ y CD8+ de los pacientes SPAD y los individuos sanos.

0 horas Individuos Sanos SPAD
% LT:
CD3+ 68,0 + 4,35 60,63 +4,38
CD3+ CD4+ 53,15 + 3,60 44,89 + 3,60
CD3+ CD8+ 20,80 + 2,17 21,07 + 1,77

Tabla 4.2.1. Porcentaje de células T CD3+, CD4+ y CD8+ analizado ex vivo (Ohs), en individuos
sanos (n=7) y en pacientes SPAD (n=7). Resultados expresados como media + error estandar,
no significativo. Test de Mann Whitney.

Las poblaciones celulares que expresan CD3, CD4, CD8, TCRy6 y los marcadores
de activaciéon CD25 o CD69, fueron evaluados ex vivo en CMNP de pacientes SPAD y de
individuos sanos. Ademas de evaluar los LT CD4 y CD8, CD69+ o CD25+, también se
evaluod la poblacion de LT CD4+CD27+ como forma alternativa de determinar el grado
de activacién en estas células, inmediatamente luego de ser tomada la muestra de
sangre % Como puede verse en la Tabla 4.2.2, en los individuos sanos de 14-19 afos
de edad existe un menor porcentaje tanto de LT CD3+CD69+, como de LT CD3+CD25+,
de LT CD4+CD25+ y de LT CD8+CD25+, que en los individuos sanos de 7-14 ainos de
edad. Estas diferencias asociadas a la edad no se evidencian en los individuos SPAD.
No se encontraron diferencias significativas con respecto a la edad en individuos
sanos y en pacientes SPAD, ni entre ellos en un mismo rango etario, para la expresion

en membrana de la molécula CD27 (Tabla 4.2.2).
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0 horas Individuos sanos SPAD
7 - 14 aios 14 - 19 aios 7 - 14 aios 14 - 19 aios
% LT:
(n=7) (n=15) (n=11) (n=7)

CD69+ (CD3+) 2.95 + 0.59 0.68 + 0.23 *** 1.41+0.39 1.21+0.58
CD4+ CD69+ 0.26 + 0.05 0.35+0.10 0.65+0.20 0.50 +0.12
CD8+ CD69+ 0.07 +0.02 0.43+0.21 0.72 + 0.30 ## 0.48 +0.25
CD25+ (CD3+) 6.12 +1.62 0.98 +0.13 *** 1.99 +0.51 # 2.20+0.50 #
CD4+ CD25+ 3.94+1.17 0.72 +0.11 ** 0.94+0.22 # 1.33+0.40
CD8+ CD25+ 0.66 +0.22 0.18 +0.03 * 0.18 + 0.03 0.38+0.18
CD27+ (CD4+) 55.81 +2.72 53.58 + 5.00 54.75 +5.94 43.27 +1.46
CD27+ (CD8+) 34.34 +3.50 26.41 + 2.65 33,97 +4.14 34.83 +5.31

Tabla 4.2.2. Porcentaje de LT CD3+, CD4+ y CD8+ que expresan los marcadores de activacidn
CD69, CD25 y CD27, en individuos sanos y en pacientes SPAD de 7-14 y de 14 a 19 afios de
edad a Ohs - Resultados expresados como media + error estandar, *p < 0.05, **p< 0.001 y
*%%¥0<0.0001 (7-14 vs. 14-18); * p< 0.05, ™ p<0.001 (Sano vs. SPAD). ANOVA de una via y test
post hoc de Comparacion Multiple de Tukey.

Para la evaluacién de las células regulatorias CD4+CD25+Foxp3+ en los
pacientes SPAD se considerd un uUnico grupo y se compardé con respecto a los
individuos sanos de 7 - 19 afos, dado que fue imposible obtener suficiente volumen
de muestra para realizar esta determinacion en todos los individuos estudiados y, por
lo tanto, poder separarlos por edad. Los datos se muestran en la Tabla 4.2.3, donde se
observa que los pacientes en general parecen tener un menor porcentaje de células

regulatorias Foxp3+ que los individuos sanos.

0 horas Individuos sanos SPAD
% Células Treg: (n=15) (n=7)
CD4+ CD25+ Foxp3+ 0.70 + 0.09 0.34+0.07 *
CD25+ Foxp3+ (CD4) 33.50 + 7.02 18.53 +3.72

Tabla 4.2.3. Porcentaje de células CD4+CD25+Foxp3+ en CMNP y proporcion de células
CD25+Foxp3+ dentro de la poblacion CD4+ a Ohs - Resultados expresados como media + error
estandar, *p < 0.05. Test de Mann Whitney.
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Alternativamente, se utilizaron otros marcadores de membrana que son utiles
para medir los porcentajes de células regulatorias en CMNP por citometria de flujo. Se
consideraron LTreg las poblaciones: CD4+CD25+CD127- 100 y CD4+CD25+CD39+ 101 Ep
este caso fue posible tener suficiente material para realizar las determinaciones en la
mayoria de los individuos estudiados y separar por rangos etarios los datos obtenidos.
No se encontraron diferencias significativas con respecto a la edad en individuos

sanos y en pacientes SPAD, ni entre ellos para un mismo rango etario (Tabla 4.2.4).

0 horas Individuos sanos SPAD

7 - 14 aiios 14 - 19 afios 7 - 14 anos 14 - 19 afios

% Treg: (n=7) (n=8) (n=7) (n=5)

CD4+CD25+ CD127- 1.46 +0.33 1.16 +0.34 1.29+0.21 1.72+0.19

CD4+CD25+ CD39+ 1.78+0.38 | 1.54+0.48 | 1.27+0.23 | 1.35+0.58

% Th17: (n=7) (n=8) (n=6) (n=5)

CD4+CD161+ CCR6+ | 7.95+1.47 | 7.27+062 | 6.89+1.11 | 6.53+1.05

% LTy6: (n=7) (n=15) (n=5) (n=5)

CD3+y6 7.85+1.40 | 6.74+1.19 | 4.00+0.80 | 4.17+1.71

Tabla 4.2.4. Porcentaje de células Treg, células Th17 y células Tyd a 0 hs, en CMNP. Mann
Whitney test.

Con el fin de observar si al momento de la toma de la muestra existen
diferencias en cuanto al porcentaje de células Th17, en los individuos sanos y en los
pacientes SPAD, se utilizaron marcadores de membrana alternativos a la expresiéon de
IL-17 para detectar dicha subpoblacion en las CMNP. Se evaluaron las células
CD4+CD161+CCR6+ '*° (Tabla 4.2.4) y no se encontraron diferencias significativas

entre los porcentajes de las mismas asociadas a la edad, ni entre sanos y pacientes.

Al igual que en los pacientes asmaticos, se decidié determinar el porcentaje de
LTyd en las CMNP, dado que se ha descripto su importancia en la respuesta a

infecciones bacterianas (Tabla 4.2.4). No se observaron diferencias significativas con
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respecto a los rangos etarios en los individuos sanos o en los pacientes SPAD. Aunque
existe una tendencia a una disminucidon en el porcentaje de LTy6 en las CMNP de estos
pacientes, no se observaron diferencias significativas con respecto a los individuos
sanos a una misma edad.

Por otro lado, se considerd importante evaluar en el conjunto de LT CD3+ la
expresion de CD45RA o CD45RO para distinguir entre LT naive y LT de memoria
respectivamente y la expresidn en estas células de CD27 como marcador de capacidad
de activacion celular a Ohs en las CMNP. Se muestran los resultados en la Tabla 4.2.5.
Si bien no es significativo, se observd que tanto los individuos sanos como los
pacientes SPAD mayores a 14 anos de edad presentan un menor porcentaje de LT
CD45RA+. En cuanto a los LT CD45R0+, se observé que los individuos sanos mayores
de 14 afios presentan un mayor porcentaje de estas células con respecto a los

individuos de 7-14 anos; que no se observa en los pacientes SPAD.

0 horas Individuos sanos SPAD
7 - 14 aios 14 - 19 aiios 7 - 14 aios 14 - 19 afios
% LT:
(n=7) (n=15) (n=11) (n=7)

CASRA+ 71.93+2.49 |41.49+2.58 72.19+2.42 |[36.53+1.73
CD45RA+ CD27+ 62.94 +3.06 | 50.05+2.76 * | 59.04 +3.41 55.90 + 2.52
CD45RA+ CD27- 4.00+1.25 | 15.44+3.78 5.42 +0.92 14.77 + 2.68 *
CD45RO+ 13.21+1.50 | 20,68 +2.47 * | 14.41+1.51 11.52 +1.18
CD45RO+ CD27+ 13,51+1,53 | 21.09+3.07 * | 16.06 +2.08 1147 +1.32 #
CD45RO+ CD27- 2.96 +1.27 4.87 +0.73 3.68 +0.78 5.83+1.62

Tabla 4.2.5. Porcentaje de LT naive y LT de memoria a Ohs - * p< 0.05 (7-14 vs. 14-20) -
Resultados expresados como media + error estandar, * p< 0.05 (Sanos vs SPAD). Test de Mann
Whitney.

En los individuos sanos se observd una disminucién significativa de LT
CD45RA+CD27+ a edades mayores (Figura 4.2.1 A y Tabla 4.2.5). A su vez, se observo
un aumento significativo de las células CD45RO+CD27+, lo que representa un

aumento de la poblacién de LT de memoria (Figura 4.2.1 By Tabla 4.2.5).
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En los pacientes SPAD dichos cambios no se observaron (Figura 4.2.1 Ay B), lo
gue sugiere una posible alteracién en cuanto al desarrollo asociado a la edad de

respuestas de memoria en los pacientes SPAD, con respecto a los individuos sanos.

A CD3+ CD27+ CD45 RA B CD3+ CD27+ CD45RO+
80- 50+

+ oot *

2 70 i 2 a0- .

= T 2

(3] O 30+

Cal | = e |

a a 20

O 40 1 o Q | i #

ar = 104  —

o 30+ o

= 191_ s~ "
T 7-14  14-19  7-14  14-19 7-14 1419 7-14 14-19

Sanos SPAD Sanos SPAD

Figura 4.2.1. Porcentaje de LT CD3+CD27+CD45RA+ y CD3+CD27+CD45R0+, en individuos
sanos y en pacientes SPAD de 7-14 y de 14 a 20 afios de edad a Ohs - * p< 0.05 (7-14 vs. 14-20)
-*p<0.05 (Sanos vs. SPAD). Test de Mann Whitney.

Monocitos

Los Mo son células que, frente a infecciones bacterianas por neumococos,
contribuyen en gran medida a que los LT se perfilen de manera correcta hacia la
respuesta celular requerida para desarrollar respuestas, tanto efectora como de
memoria, suficientes para controlar la infeccion ’. Por ello se decidié caracterizar las
distintas subpoblaciones de Mo en los pacientes SPAD.

Se evaluaron a Ohs tres poblaciones distintas de Mo segun la expresién de los
marcadores CD14 y CD16: los Mo clasicos CD14++CD16-, los Mo CD14++CD16+ y los
Mo CD14+CD16+. En los individuos sanos de edades mayores, se observé un aumento
del porcentaje de Mo CD14++CD16- a expensas de una disminucién en el porcentaje
de Mo CD14++CD16+, sin cambios en los porcentajes de Mo CD14+CD16+ (Tabla 4.2.6
y Figura 4.2.2), con respecto a los individuos de 7 -14 aios. En los pacientes SPAD, por
el contrario, no se observaron estos cambios aparentemente asociados a la edad lo
gue podria implicar una alteracion en el desarrollo normal de los Mo. Hasta donde

sabemos no se han reportado aun los valores correspondientes a las tres poblaciones
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de Mo evaluadas en individuos sanos pediatricos. Es importante destacar que si se
evalla la proporcion de Mo CD14++ CD16-/CD16+, los pacientes SPAD poseen un

mayor porcentaje de Mo CD16+ que los individuos sanos de 14 -19 afios.

0 horas Individuos sanos SPAD

7 - 14 aiios 14 - 19 anos 7 - 14 anos 14 - 19 anos
% Mo

(n=7) (n=15) (n=11) (n=7)

CD14++CD16- |52.64+9.01 | 89.79 +1.34* |76.30+4.30# |80.02 +5.25 #

CD14++CD16+ |39.83+9.69 | 6.97 +1.35* |15.32+3.67 # |19.19 + 4.58 ##

CD14+CD16+ 3.96 +0.61 3.11+0.33 6.52+1.23 5.65+1.07

Tabla 4.2.6. Porcentaje de Mo CD14++CD16-, CD14++CD16+ y CD14+CD16+ a Ohs - Resultados
expresados como media + error estandar, * p< 0.05 (7-14 vs. 14-18) ; #p< 0.05; ##p< 0.001
(Sanos vs. SPAD). Test de Mann Whitney.

El grupo de Balboa y colaboradores ha descripto recientemente que en los
pacientes tuberculosos, los Mo son menos propensos a diferenciarse a CD capaces de
efectuar una correcta presentacién antigénica y que esto puede deberse a que en
estos pacientes existe una mayor proporcion de Mo CD16+ con respecto a los Mo
CD16- '*°. La proporcién de Mo CD16-/CD16+ alterada que se observa en los pacientes
SPAD con respecto a los individuos sanos (para ambos rangos etarios, como se
observa en la Figura 4.2.2 B y C) podria tener consecuencias sobre la respuesta T
celular frente al neumococo y a otras bacterias Gram positivas en estos pacientes.
Ademas, estos datos correlacionan con los datos del grupo de Jyonouchi y cols., que
ha reportado que en los pacientes SPAD existen alteraciones en cuanto al desarrollo

dependiente de la edad de las CD per se **.
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Figura 4.2.2. Subpoblaciones de Mo: CD14++CD16-, CD14++CD16+ y CD14+CD16+ en
pacientes SPAD y en individuos sanos (A) dot plots para ambos rangos etarios, (B) sanos (n=7)
vs. SPAD (n=11) de 7-14 afios y (C) sanos (n=15) vs. SPAD (n=7) de 14-19 afios - *p< 0,05;
**p<0,001. Test de Mann Whitney.

Células NK

Se estudiaron distintas subpoblaciones de células NK presentes en sangre
periférica, definiéndolas mediante los marcadores CD56 y CD16 a Ohs. Las NK
CD56°™CD16+ gue normalmente contienen altas concentraciones de perforina y son

bright

altamente citotdxicas,las NK CD56 CD16- que se caracterizan por ser productoras

de Cks y cumplen funciones inmunorregulatorias en érganos linfoides secundarios y
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las NK CD56-CD16+ que en patologias infecciosas, como la producida por el HIV, se

. , Y 111
ven aumentadas y se describen como células NK anérgicas

Nuevamente, se
estudiaron los datos de pacientes SPAD con respecto a los individuos sanos de 7 - 19
afios, dado que fue imposible obtener suficiente volumen de muestra para realizar
esta determinacion en todos los individuos estudiados y separarlos por edad. Los

resultados obtenidos se observan en la Figura 4.2.3.
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Figura 4.2.3. Porcentaje de células NK presentes en sangre periférica a Ohs: a) CD56°™CD16+,
b) CD56°"8"CD16-, y c) CD56-CD16+, en individuos sanos (n=8) y pacientes SPAD (n=5) -
*p<0,05. Test de Mann Whitney.

Se observd un mayor porcentaje de células CD56°™CD16+ en los pacientes

SPAD, con respecto a los individuos sanos (Figura 4.2.3 A). No se observaron
diferencias significativas entre individuos sanos y pacientes SPAD para las otras dos
subpoblaciones NK estudiadas (Figura 4.2.3 B y C), aunque parece haber una
tendencia a un aumento en el porcentaje de la poblacién CD56-CD16+ en los
pacientes SPAD, con respecto a los individuos sanos (Figura 4.2.3 C). Se ha descripto
dim

que en los individuos sanos las células NK CD56" " se desarrollan a partir de las células

igh . N )
NK CD56°8" lo que mantiene un porcentaje menor de estas Ultimas en sangre

periférica % Asimismo, se ha reportado que las NK CD56°™CD16+ pueden considerarse
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en un grado mds avanzado de maduracidn y diferenciacién con respecto a las NK
igh . .z .

CD56""8"CD16-, debido a que expresan en mayor proporcién KIRs y granzima B, pero

son menos activas funcionalmente dado que poseen una menor capacidad de

112,11 . .
113 "Si bien estos resultados parecen mostrar una

desgranulacién y proliferaciéon
alteracién en cuanto a la distribucién de las subpoblaciones NK estudiadas en los
pacientes SPAD, con respecto a los individuos sanos, seria necesario realizar estudios
a distintas edades para confirmarlo. Dado el escaso volumen de la muestra, como ya
se ha mencionado, no fue posible realizar estos experimentos en todos los individuos
estudiados. Sin embargo, en algunos individuos fue posible estudiar la funcionalidad

de estas subpoblaciones NK, evaluando su capacidad de producir IFN-y, estos datos se

muestran mas adelante.
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4.2.2. Evaluacion de la Respuesta Celular Efectora
Dado que en los pacientes SPAD se observaron alteraciones en los porcentajes

de muchas de las subpoblaciones de LT, Mo y NK estudiadas a Ohs, se realizaron
estudios con el fin de analizar la funcionalidad de estas células, comparando con las de

individuos sanos.

Linfocitos T

En algunas subpoblaciones T habiamos encontrado diferencias en cuanto a la
expresion de marcadores de activacion a Ohs. Por ello se evalué su capacidad de
producir Cks frente a un estimulo policlonal. Los datos de los cultivos a 5hs se
muestran en la Tabla 4.2.7. No se observaron diferencias significativas entre los
individuos sanos y los pacientes SPAD, en cuanto a la capacidad de produccion de

ninguna de las Cks estudiadas.

Sanos SPAD
% LT: (n=15) (n=7)
CD3+ TNF-a+ 28,52 +5,70 (n=13) | 26,03 +4,00 (n=11)
CD3+ IFN-y+ 15,99 + 3,09 (n=13) | 22,53 + 7,84 (n=10)
CD3+ IL-4+ 0,41 +0,11 (n=10) 0,64 + 0,14 (n=11)
CD3+ IL-5+ 0,31+0,04 (n=12) 0,47 + 0,08 (n=11)
CD3+ IL-13+ 0,62 +0,22 (n=13) 0,57 + 0,14 (n=11)
CD3+ IL-10+ 0,19 + 0,05 (n=12) 0,40 + 0,08 (n=11)

Tabla 4.2.7. Cks producidas por LT estimulados con PMA/ionomicina. Porcentaje de LTCD3+
que expresan: TNF-a, IFN- vy, IL-4, IL-5, IL-13 o IL-10; luego de la estimulacién con PMA,
provenientes de individuos sanos y pacientes SPAD — expresados como media + error
estandar, no significativo. Test de Mann Whitney.

Monocitos
Dado que al estudiar los Mo a Ohs se encontraron alteraciones en la expresién
de CD14 y CD16 en las células de los pacientes SPAD, con respecto a las células de los

individuos sanos, se decidié evaluar la funcionalidad de los mismos. Estos estudios se
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realizaron para los individuos de 14-19 afios, rango de edad en donde se observé que
los pacientes SPAD presentan una porcentaje mayor de Mo CD14++CD61+, lo que se
ha asociado anteriormente a una capacidad alterada de diferenciaciéon a CD y a una
falla consecuente en la capacidad de funcionar como célula presentadora de antigeno
y “perfilar” de manera correcta a los LT efectores **°.

El CD16 es un marcador de membrana cuya expresiéon se modifica
espontaneamente en cultivos a tiempos largos, por ello se realizé una curva de
pérdida de expresién espontanea de esta molécula para las tres subpoblaciones de
Mo analizadas, en muestras de individuos sanos. En la Figura 4.2.4 A, se muestra un
ejemplo de como esto puede impactar sobre el porcentaje de las distintas
subpoblaciones de Mo en el tiempo, a partir de una muestra de un dador sano. Se
puede observar que luego de las 4hs el porcentaje de las tres subpoblaciones varia
con respecto a Ohs. Por ello se decidié evaluar la capacidad de produccion de TNF-a
de las tres subpoblaciones de Mo a 4hs de cultivo, frente al estimulo con Spn, en

pacientes SPAD y en individuos sanos de 14 - 19 afios de edad.
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Figura 4.2.4. Cultivos de sangre entera sin estimulo a 0, 4 y 6 horas de una muestra de un
donante sano (A). Determinaciones en sangre entera de individuos sanos (n=5) y pacientes
SPAD (n=5) de 14-19 afios de edad: monocitos CD14++CD16-, CD14++CD16+ y CD14+CD16+ a
Ohs sin estimulo (B); a 4hs en presencia de LPS (C); a 4hs en presencia de Spn (D) — No
significativo. Test de Mann Whitney.
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Se pueden observar los porcentajes de Mo en sangre entera a Ohs en la Figura
4.2.4 B, que se corresponden con lo observado también a Ohs en las CMNP de
individuos de 14 — 19 afos. Al estimular estas células con Spn y LPS fue posible
observar un aumento en la produccién de TNF-a en las tres subpoblaciones de Mo,
que fue mdas marcado en los pacientes SPAD que en los individuos sanos (Figura 4.2.4
C y D), aunque las diferencias no fueron significativas. En nuestro caso, los Mo
CD14++CD16- fueron los mayores productores de TNF-a en los individuos sanos, pero
en los individuos SPAD esta tendencia fue mayor, aunque presentaron un menor
porcentaje de esta poblacidn, con respecto a los individuos sanos.

Debido a que no fue posible en nuestras condiciones experimentales poder
medir a tiempos largos la produccién de Cks en las tres subpoblaciones de Mo
estudiadas, decidimos al menos evaluar qué ocurria a tiempos mds largos con los Mo
CD14++. Se evalué la produccion de TNF-a e IL-10 en los Mo CD14++ a 48hs de cultivo

frente al estimulo con Spn, los datos se muestran en la Figura 4.2.5.
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Figura 4.2.5. Porcentaje relativo de Mo CD14++, Mo CD14++TNF-o+ o IL-10+ frente al
estimulo con Spn (A, Cy E) y Mtb (B, D y F) a 48hs de cultivo entre individuos sanos (n=5) y
pacientes SPAD (n=5). No significativo. Test de Mann Whitney.
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No se observaron diferencias significativas entre individuos sanos y pacientes
SPAD para ninguno de los parametros medidos, aunque en los pacientes SPAD parece
haber una tendencia a un menor porcentaje de Mo CD14++ (Figura 4.2.5 Ay B) y una
menor produccién de TNF- a e IL-10 frente al estimulo con Mtb (Figura 4.2.5D y F). En
los Mo CD14++ de los pacientes SPAD no se observan diferencias en cuanto a la
produccion de TNF- a frente al estimulo con Spn, pero si parece haber una tendencia

a una menor produccion de IL-10, con respecto a los individuos sanos.

Células NK

bright

Luego de ser activadas, la actividad citotoxica de las células CD56 puede

dm bero se las ha implicado mas en la

ser igual o mayor que la de las células CD56
produccién de Cks como el IFN-y, que en la capacidad de generar muerte por
citotoxicidad. En las etapas tempranas de infeccion las Cks liberadas por células como
los Mo vy las células NK pueden colaborar en la modulacion de la respuesta adaptativa.
Por ello se decidié analizar también la capacidad de produccién de IFN-y de las
subpoblaciones de células NK: CD56°"€"'CD16- y CD56%™ CD16+ en individuos sanos y
pacientes SPAD. Se cultivaron CMNP con Spn, Mtb o sin estimulo, durante 24hs. En
estas condiciones experimentales, en los individuos sanos, se esperaria encontrar un
aumento en la produccién de IFN-y, principalmente en las células CD56°"8"CD16-,

frente a los estimulos bacterianos ***

. Los datos se presentan en la Figura 4.2.6. Se
puede observar que ambas subpoblaciones NK producen IFN-y, en especial frente al
estimulo con Mtbh. No se observaron diferencias significativas en cuanto a la
produccién de IFN-y, entre individuos sanos y pacientes SPAD (Figura 4.2.6 C,D, Gy
H). Las células CD56%™CD16+ gue se vieron aumentadas a Ohs en los pacientes SPAD,
no presentaron diferencias significativas en cuanto a la produccion de IFN-y, con
respecto a los individuos sanos. Es posible ver una tendencia a una mayor produccién

PrEMcD16- frente al estimulo con Spn en los

de IFN-y por parte de las células CD56
pacientes SPAD, con respecto a los individuos sanos, que no se observa frente a Mtb

(Figura4.2.6 Cy D).
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Figura 4.2.6. Cultivos de CMNP a 24 horas. Capacidad de produccion de IFN-y frente a
antigenos bacterianos de células NK CD56""8"CD16- 0 CD56%™CD16- en individuos sanos (A, E;
n=5) y en pacientes SPAD (B, F; n=5) - y entre ellos para cada estimulo: Spn (C, G) y Mtb (D, H)
- *p < 0.05, **p< 0.001 y ***p<0.0001 (Control vs. Spn o Control vs. Mtb); ### p<0.0001 (Mtb
vs. Spn). Test de Mann Whitney.

Linfocitos Th17 y Thl
Se evalud la producciéon de IL-17 e IFN-y en los LT CD4+. Se cultivaron CMNP
con Spn, Mtb o sin estimulo, durante 48hs. En los pacientes SPAD no se observaron

diferencias significativas en los porcentajes de LT CD4+IL-17+IFN-y+ o LT CD4+IL-17+
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frente a Spn, con respecto a los individuos sanos (Figura 4.2.7 A y C). Tampoco se
observaron diferencias significativas en los porcentajes de LT CD4+ IFN-y+ frente a
Spn, aunque se observd una tendencia a un menor porcentaje de estas células en los
pacientes SPAD (Figura 4.2.7 D). Al estudiar qué ocurre con la produccidon de Cks
inflamatorias de los LT CD4+ frente al Mtb, se observd una tendencia a una menor
respuesta de las tres subpoblaciones efectoras evaluadas en los pacientes SPAD, con
respecto a los individuos sanos. Teniendo en cuenta que todos los individuos han sido
vacunados con la vacuna BCG, estos datos, aunque no son significativos, dan cuenta
de que la capacidad de respuesta T frente al Mtb de estos pacientes, parece diferir de

la capacidad de respuesta de los individuos sanos.
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Figura 4.2.7: Porcentaje relativo de LT CD4+IL-17+IFN-y+, LT CD4+IL-17+ o LT CD4+IFN-y+
frente al estimulo con Spn (A, Cy E) y Mtb (B, D y F)) a 48hs de cultivo entre individuos sanos
(n=5) y pacientes SPAD (n=5). No significativo. Test de Mann Whitney.
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Linfocitos T CD4+ IL-9+
La IL-9 se ha considerado historicamente como una Ck Th2 dado que se ha
demostrado que promueve la inflamacién de origen alérgica y ha sido asociada a

115 Recientemente se ha descripto una subpoblacién de

diversas respuestas Th2
células Th CD4+, productora de IL-9 (las células Th9), distinta de las células Thl, Th2, o
Th17 %7 En ratones éstas células se diferencian a partir de LT naive CD4+ en
presencia de TGF-B e IL-4 y se caracterizan por producir IL-9 e IL-10 ™*'". Se ha
reportado que las células Th9 son capaces de inducir inflamacion tisular en un modelo

11 .
8 v que se ven aumentadas en muestras de efusiones pleurales

de colitis
provenientes de pacientes tuberculosos 19, sin embargo, no se ha estudiado su
contribucién frente a la infecciéon por el S. pneumoniae.

Por ello se decidié evaluar en individuos sanos y en pacientes SPAD la
produccién de IL-9 en LT CD4+ y en LT CD8+, en presencia de Spn, Mtb o sin estimulo a
48hs de cultivo. Los datos se relativizaron con respecto al control sin estimulo y se

presentan en la Figura 4.2.8.
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Figura 4.2.8: Porcentaje relativo de LT CD4+IL-9+ y LT CD8+IL-9+ frente al estimulo con Spn (A
y C) y Mtb (B y D) a 48hs de cultivo entre individuos sanos (n=5) y pacientes SPAD (n=5). No
significativo. Test de Mann Whitney.
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120 por esta razon,

La IL-9 estd asociada al perfil Th2 y a los sintomas de atopia
era de esperarse que en los pacientes SPAD pudiese encontrarse un porcentaje mayor
de estas células, con respecto a los individuos sanos. Sin embargo, se observé una
tendencia a un porcentaje mayor de LT CD4+IL-9+ y CD8+IL-9+ en estos pacientes, solo
frente al estimulo con Spn (Figura 4.2.8. A y C), mientras que frente al estimulo con

Mtb el porcentaje de ambas poblaciones productoras de IL-9 en los pacientes SPAD es

similar al de los individuos sanos (Figura 4.2.8. By D).
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4.2.3. Activacion de Linfocitos T en Presencia de Antigenos Bacterianos
Como una forma alternativa de evaluar la capacidad de respuesta T, se

realizaron cultivos de CMNP en presencia de distintas cepas del neumococo, a saber
Spn, Spn14 y Spn3, Mtb (como control positivo) o sin estimulo y luego se midié la

expresion de los marcadores de activacion CD69 y CD25.

Expresion de CD69

Como se muestra en la Figura 4.2.9 A, en los individuos sanos el porcentaje de
LT CD4+CD69+ aumentd significativamente con respecto al control sin estimulo solo
frente al Mtb, mientras que en los pacientes SPAD el porcentaje de LT CD4+CD69+ no
fue significativamente distinto con respecto al control para ninguna de las bacterias

utilizadas (Figura 4.2.9 B).
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Figura 4.2.9: Porcentaje de LT CD4+CD69+ (A; B) LT CD8+CD69+ (C; D), estimulados con
antigenos bacterianos, provenientes de individuos sanos (n=11) y de pacientes SPAD (n=13), a
48hs de cultivo - **p< 0.001 (vs. control). ANOVA de una via y test post hoc de Comparacion
Mudltiple de Tukey.

De esta manera, al comparar el porcentaje relativo de los LT CD4+CD69+ entre
sanos y pacientes SPAD - para cada estimulo - se observé que solo frente al Mtb los
pacientes SPAD parecen tener una tendencia a una menor respuesta que los individuos
sanos (Figura 4.2.10 A, B, C y D). No se observaron diferencias significativas en el

porcentaje de LT CD8+CD69+ ni en los individuos sanos ni en los pacientes SPAD, con
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respecto al control para ninguno de los estimulos antigénicos utilizados (Figura 4.2.9 C

y D). Sin embargo, al comparar el porcentaje relativo de los LT CD8+CD69+ entre sanos

y pacientes SPAD - para cada estimulo - se observa que frente al Mtb y en menor

medida frente al Spn (Figura 4.2.11 A y D) los pacientes SPAD parecen tener una

tendencia a una menor respuesta que los individuos sanos; mientras que frente al

Spnl14 parece haber una tendencia a una mayor respuesta de los pacientes SPAD

(Figura 4.2.11 B).
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Expresion de CD25

Tanto en los individuos sanos como en los pacientes SPAD el porcentaje de LT
CD4+CD25+ aumentd significativamente frente al Mtb, con respecto al control sin
estimulo (Figura 4.2.12 A y B). Ademas, en los pacientes SPAD, el porcentaje de LT
CD4+CD25+ fue significativamente distinto frente al estimulo con Spn14, con respecto

al control (Figura 4.2.12 B).
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Figura 4.2.12: Porcentaje de LT CD4+CD25+ (A y B) LT CD8+CD25+ (C y D), estimulados con
antigenos bacterianos, provenientes de individuos Sanos (n=11) y de pacientes SPAD (n=13),
a 48hs de cultivo - *p < 0.05 y ***p<0.0001 (vs. control). ANOVA de una via y test post hoc de
Comparacion Multiple de Tukey.
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Figura 4.2.13: Porcentaje de LT CD4+CD25+ estimulados con: Spn (A), Spn14 (B), Spn3 (C) y
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**%*p<0.0001. Test de Mann Whitney.
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Al comparar el porcentaje relativo de los LT CD4+CD25+ entre sanos y
pacientes SPAD, frente a todos los estimulos evaluados, se observd que los pacientes
SPAD parecen tener una tendencia a una mayor respuesta que los individuos sanos,
siendo significativamente mayor para el caso del estimulo con Spn3 (Figura 4.2.13 A,
B, CyD).
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Figura 4.2.14: Porcentaje de LT CD8+CD25+ estimulados con: Spn (A), Spn14 (B), Spn3 (C) y
Mtb (D), a 48hs de cultivo. Valores relativos para individuos Sanos (n=11) vs. SPAD (n=13) —
*p < 0.05. Test de Mann Whitney.

Como se muestra en la Figura 4.2.12 Cy D, el porcentaje de LT CD8+CD25+ en
individuos sanos y en pacientes SPAD aumento significativamente con respecto al
control sin estimulo solo frente al Mtb, mientras que no se encontraron diferencias
significativas con respecto al control para ninguna de las otras bacterias estudiadas.
Sin embargo, al comparar cada estimulo entre individuos sanos y pacientes SPAD
(Figura 4.2.14), se observé que el porcentaje de LT CD8+CD25+ frente al estimulo con
Spn fue significativamente menor para los pacientes SPAD, con respecto a los
individuos sanos (Figura 4.2.14 A) y que frente al estimulo con Mtb se observé una

tendencia a un porcentaje menor de estas células (Figura 4.2.14 D).
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5. DISCUSION

Histéricamente se ha considerado que la respuesta inmune al S. pneumoniae
estd basada en anticuerpos anticapsulares. Sin embargo, varios reportes han

. . 7,18,1
demostrado que la respuesta T es de gran importancia %%

. Se ha descripto que la
colaboracién T para la correcta induccion de una respuesta humoral antigeno-
especifica in vivo, depende del tipo de antigeno neumocdccico *’. El grupo de Snapper
y colaboradores ha estudiado muchos aspectos de la respuesta inmune al S.
pneumoniae y ha demostrado que la respuesta frente a la fosforilcolina, componente
de la pared celular del neumococo, dependeria de la co-estimulacién a través de las
moléculas B7 (expresada en la membrana de las APCs) y CD28 (expresada en la
membrana de los LT) y de la interaccién de CD40 con su ligando en los LT 2 Es en este
trabajo en donde se sugiere que seria necesaria la activaciéon de receptores tipo Toll,
gue median la activacién del factor de transcripcion inflamatorio NFkB, responsable
del aumento de expresion de B7 en las APCs. La activacién de los TLRs a través del
contacto directo con el patdgeno, induciria ademas la liberacion de varias Cks que
pueden co-estimular a los LT, activdndolos aun en presencia de sefales sub-éptimas
del TCR (basales, en ausencia de reconocimiento MHC/péptido). De esta manera los LT
activados, podrian colaborar con los LB, cuyo contacto con la fosforilcolina puede
entrecruzar a sus receptores. Se ha demostrado en un modelo murino que la expresion
del TLR-2, en LB y LT CD4+, es critica para la induccion de una respuesta humoral T -
dependiente frente a la bacteria entera 8 Mureithi y cols. observaron la presencia de

121 .
. Recientemente

LT de memoria frente a este patdgeno, en CMNP de humanos
Olliver y cols. caracterizaron la respuesta inmune a este patégeno en humanos ’,
mientras que varios reportes han demostrado que la respuesta T estd involucrada en la

respuesta al S. pneumoniae en modelos animales >122

5.1. Pacientes Asmaticos
Los pacientes asmaticos sufren ocasionalmente de exacerbaciones de sus

sintomas. Estas crisis asmaticas son disparadas por diversos estimulos asociados a un

aumento en la inflamacion de las vias aéreas, a niveles elevados de factores
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inflamatorios y a una tasa elevada de infiltrado celular en el pulmdn. Esto constituye
una carga severa sobre el sistema de salud, dado que representa hasta un 50% del

123 gin

costo asociado al asma, pero ademas afecta la calidad de vida de los pacientes
embargo, la mayor parte del tiempo, los pacientes asmaticos se encuentran establesy
no presentan sintomas de exacerbacién asmatica *°. Las infecciones virales son una de
las causas mas frecuentes de crisis asmaticas y - aunque no se asocien a un momento
de exacerbacidn - una vez desencadenadas pueden abrirle paso a infecciones

bacterianas **

. EI' S. pneumoniae estd frecuentemente involucrado en infecciones
asociadas a sibilancias y es uno de los patégenos que mas afectan a los individuos con
asma %,

Evidencia reciente sugiere que el asma es una condicion multifacética,
controlada activamente por células T efectoras y regulatorias. Los LT efectores
aumentan la inflamacién de las vias aéreas, mientras que las células regulatorias
contrarrestan estos efectos en gran parte, a partir de la liberacién de factores anti-
inflamatorios. Las Cks estan involucradas en el desarrollo y la activacién de todas las
supoblaciones T efectoras y regulatorias. También estan involucradas directa o
indirectamente en el abordaje de la mayoria de los tratamientos para contrarrestar los
sintomas asmaticos *°°.

El grupo de Kirby y cols. ha reportado evidencia de que frente a la infeccién
con S. pneumoniae, existe una respuesta local mediada por subpoblaciones de LTyd
especificos de pulmén . Las células TyS se consideran ademds de suma importancia
en la defensa frente al M. tuberculosis **°. Se ha reportado que en la mucosa nasal de
pacientes con rinitis alérgica, una gran proporcidn de LTyd expresan IL-4 y no IFN-y 127,
Ademas, los LTyd de los pacientes asmaticos, pero no de los individuos sanos, liberan

128 por ello se decidié estudiar esta

IL-4 y proliferan de manera alergeno-especifica
poblacién en los pacientes asmaticos, esperando encontrar alguna diferencia con
respecto a los individuos sanos que quizds pudiese ser correlacionada con la mayor
frecuencia de infeccién por S. pneumoniae. En los pacientes asmaticos observamos un
porcentaje menor de LT yb, lo que afectaria la respuesta tanto a Spn como a Mtb
(Tabla 4.1.1). Esto podria ser, por lo tanto, desventajoso frente a ambas bacterias, lo

gue no explicaria una susceptibilidad diferencial a la infeccion con estos agentes

patégenos. Sin embargo, al evaluar a 48hs de cultivo la expresién de CD69 en estas
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células, observamos que los pacientes asmaticos presentan una tendencia a una
menor respuesta frente al estimulo con Spn, con respecto a los individuos sanos
(Figura 4.1.2). Al comparar los pacientes asmaticos en ambas condiciones, se observé
qgue los pacientes en periodo de estabilidad presentan un porcentaje
significativamente menor de LTy CD69+ frente al estimulo con Spn, mientras que en
exacerbacion los porcentajes de esta poblacién son similares a los obtenidos en
ambos casos frente al Mtb (Figura 4.1.3). Esto deja de manifiesto que los LTy de los
pacientes asmaticos, ademds de encontrarse en menor proporcién en periferia,
responden de manera diferencial frente al Spn, dependiendo de si se encuentran en
un periodo de estabilidad o en un momento de exacerbacion. En muestras humanas
de lavados bronco-alveolares (BAL), se ha visto una proporcion mayor de LTyS en los
pacientes asmaticos que en los individuos sanos. Esta correlacién no se vio en las
CMNP, lo que muestra la importancia de poder obtener muestras del tejido blanco
para estudiar estos fendmenos. Aun asi, la funcionalidad de este tipo celular en
pulmén no se ha estudiado en pacientes atépicos *2° y es complicado poder hacerlo en
individuos pediatricos dado que, en nuestro pais al menos, no estd indicado obtener
este tipo de muestras como método diagndstico de rutina.

Por otra parte, se ha asignado un rol importante a las células T regulatorias en
cuanto al desarrollo de asma atdpico. Varios autores han sugerido que una deficiencia
en la capacidad efectora de las células regulatorias podria ser la causa
desencadenante de alergia y asma atdpico. Algunos de ellos han reportado niveles
bajos de células Treg en pacientes asmaticos '%’. El grupo de Pumputiene y cols. ha
estudiado recientemente las células regulatorias CD4+CD25" en nifios con asma
atépico en el periodo de estabilidad y en la exacerbacion **°. Observaron que no habia
una correlacién significativa entre los porcentajes de LT CD4+CD25" y la clinica.
También reportaron que el porcentaje de células regulatorias en sangre periférica no
es menor, con respecto a los controles. Esto correlaciona con nuestros datos, en
donde no encontramos diferencias significativas en la proporcién de estas células T en
ninguna de las dos condiciones de los pacientes asmaticos y en los individuos sanos
(Tabla 4.1.2).

La capacidad de los linfocitos de responder frente a un antigeno puede ser

evaluada mediante la expresion de marcadores de activacién y la produccién de Cks,
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luego de estimular CMNP con dicho antigeno. Recientemente el grupo de Martin y
cols. ha reportado que la expresién de CD69 puede modular la diferenciacién de los LT
hacia el linaje Thl17 en asma de origen alérgico y otras enfermedades de origen
inflamatorio. EI CD69 promueve la activacién de la via de sefalizacion de Jak3-Stat5,
que inhibe la diferenciacién hacia Th17, lo que deja de manifiesto que existe una
relacion directa entre la expresion de CD69 y la regulacion de las respuestas Th17 3.
Las células Th17 han sido descriptas como relevantes en la respuesta inmune frente al
S. pneumoniae 2. Otros autores han reportado que el CD69 cumple un rol crucial en la
patogénesis de la inflamacidén eosinofilica e hiperrespuesta de las vias aéreas, inducida
por alergenos 132

Al estudiar la expresion de antigenos de activacidon T, si bien a Ohs no se
observaron diferencias para la expresién de CD69 o CD25 entre individuos sanos y
pacientes asmaticos (Tabla 4.1.1), si se pudieron observar algunas diferencias en la
respuesta frente a los antigenos bacterianos. Se observd que la expresion de CD69 es
menor en los pacientes asmaticos en respuesta al Spn, con respecto a los individuos
sanos, lo que no se observd en respuesta al Mtb (Figura 4.1.2). Esto podria
representar un factor contribuyente a la frecuencia distinta de infeccion por
neumococos observada en estos pacientes asmaticos, dado que existe una relacién
funcional entre la expresion de CD69 y la capacidad de los LT de poder diferenciarse a
LT efectores. Como ya se ha mencionado, la induccidn temprana de la expresién de
CD69 en los LT, facilitaria la inhibicién de la “tendencia natural” de generar una
respuesta Th17, permitiendo otros caminos de diferenciacién T (como Th1 o Th2) **.

Para el CD25, se observé que en los individuos asmaticos existe una tendencia a
un menor porcentaje de expresion, frente al Spn en los LT CD4+ y CD8+, con respecto a
los individuos sanos (Figura 4.1.5). Algunos autores han reportado que los LT CD8+
estan involucrados en la defensa frente al neumococo ****. En nuestros
experimentos, los LT CD8+ mostraron un aumento en la expresion de CD25 solo frente
al estimulo con Mtb en las células de los pacientes asmaticos y no en las células de los
individuos sanos (Figura 4.1.5). Esto puede deberse a que en los pacientes asmaticos la

expresion de este marcador de activacion frente a estimulos bacterianos se ve alterada

con respecto a los individuos sanos. Esto podria contribuir a la susceptibilidad frente al
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neumococo, aunque la respuesta inmune global dependerd del balance entre las
distintas subpoblaciones T.

Por otra parte, la respuesta inmune frente a antigenos bacterianos también
involucra la produccién de Cks, algo que bien podria encontrarse afectado en los
pacientes asmaticos debido a su condicion subyacente. En nuestro sistema
experimental decidimos evaluar la capacidad de producciéon de Cks de las CMNP,
estimuladas inespecificamente en cultivo. En los pacientes asmaticos se observé un
menor porcentaje de células T productoras de TNF-a e IFN-y, con respecto a los
individuos sanos (Tabla 4.1.5). Estos resultados concuerdan parcialmente con los
obtenidos por el grupo de Machura y colegas. Ellos reportan que en los LT de pacientes
asmaticos existe una disminucion en la produccion de IFN-y, evaluada por marcacion
intracelular y citometria de flujo, con respecto a los individuos sanos. Asimismo,
observan que la produccion de TNF-a es similar en ambos grupos *. Esta citoquina,
inicialmente considerada como producto de macréfagos, puede ser expresada por

136 por ello es posible que los niveles elevados de TNF-a que

diversos tipos celulares
han sido reportados por otros grupos, provengan de otros tipos celulares que nosotros
no evaluamos, o que se generen de manera local.

Nuestros datos mostraron que en los pacientes asmaticos los niveles de IFN-y
en suero eran menores con respecto a los individuos sanos (Tabla 4.1.4). Sin embargo,
en los sobrenadantes obtenidos a partir de cultivos de CMNP estimuladas con
antigenos bacterianos, se detecté una produccion alta de esta citoquina tanto en los
individuos sanos como en los pacientes asmaticos (Tabla 4.1.6).

Como era de esperarse, en los pacientes asmaticos se observé un porcentaje
significativamente alto de células productoras de IL-5, una citoquina caracteristica del
perfil Th2, con respecto a los individuos sanos (Tabla 4.1.4). No obstante, al estudiar
otras Cks Th2 como la IL-4 o la IL-13 no se encontraron diferencias significativas entre
ambos grupos. Nuestras observaciones coinciden con los resultados reportados por el
grupo de Kuo y cols., quienes observaron en CMNP activadas, de pacientes asmaticos,
niveles significativamente altos de IL-5 y bajos de IFN-y, con respecto a controles sanos
137.

Como ya se ha mencionado, la respuesta especifica frente a los antigenos

bacterianos estudiados también se evalud en funcion de la concentracidon de Cks
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liberadas hacia los sobrenadantes de cultivo. Como medida de la respuesta Thl se
midieron los niveles de IFN- y en respuesta a Spn y a Mtb. Resultd llamativo el hecho
de que en los sobrenadantes de cultivos provenientes de CMNP de pacientes
asmaticos en momento de exacerbacidén, se encontraran niveles muy elevados de esta
citoquina aun en ausencia de estimulo (Tabla 4.1.6). Sin embargo, como se ha
mencionado, consideramos que puede deberse a que las CMNP de los pacientes
asmaticos en crisis ya estuviesen activadas o estimuladas in vivo, como consecuencia
de la exacerbacion de sus sintomas. Tanto en los individuos sanos como en los
pacientes asmaticos en ambas condiciones, se observd que la concentracion de IFN-y
estimulada por Spn fue mayor a 500 pg/ml, lo que era esperado en los individuos
sanos *®.  El grupo de Lama y cols. reportd que los niveles de IFN-y en suero en dos
grupos de pacientes asmaticos: unos en tratamiento con esteroides y otros sin haber
recibido tratamiento, fueron menores que los encontrados en sueros de individuos
sanos; pero no hacen referencia a qué ocurre en momentos de exacerbacién asmatica
139.

En los pacientes asmaticos en momentos de exacerbacion se encontraron
niveles menores de IL-5 en respuesta a los antigenos bacterianos, con respecto a los
pacientes en periodos de estabilidad; aunque la respuesta a Mtb fue siempre mayor a
la respuesta frente a Spn (Tabla 4.1.6). Se ha propuesto que los niveles de IL-5
correlacionan directamente con el desarrollo de la crisis asmatica, al punto que
podrian utilizarse los niveles de IL-5 exhalados como marcador predictivo de la
exacerbacion . Es posible que la produccién in vitro de esta citoquina en las CMNP
de pacientes en exacerbacién, estimuladas antigénicamente, no se incremente porque
hayan agotado in vivo su capacidad de producirla; lo que explicaria la tendencia
observada en nuestros datos. Esto también podria deberse al hecho de que en
presencia de Spn se desencadena una respuesta inmune que de alguna manera
contrarresta al perfil Th2 caracteristico del asma, a través de otros mediadores.

El asma se ha asociado a defectos en la regulacion de la respuesta inmune y la
IL-10 es una citoquina regulatoria involucrada en la fisiopatologia de esta enfermedad.
Por este motivo evaluamos la produccidn de esta citoquina en nuestro modelo
experimental. La produccién de IL-10 aumentd frente a los estimulos con Spn y Mtb,

con respecto a los cultivos sin estimulo. Sin embargo, sus niveles fueron similares con
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ambos antigenos bacterianos en los pacientes asmaticos en ambas condiciones y en
los individuos sanos (Tabla 4.1.6), es decir, no observamos diferencias que pudiéramos
asociar al defecto regulatorio descripto por otros grupos 1291417143

Teniendo en cuenta que la induccidn temprana de la expresién de CD69 en los

LT facilitarfa la inhibicién de la respuesta Th17 !

, que parece ser importante frente al
neumococo, y que en los pacientes asmaticos en presencia de Spn los porcentajes de
LTCD69+, CD4+CD25+ y CD8+CD69+ fueron menores con respecto a los individuos
sanos, creemos que esto podria afectar la diferenciacidon hacia el perfil Thl. Esto podria
ocurrir a pesar de la produccion observada de IFN-y, Ck que se considera
representante del perfil Thl, puesto que podria derivar de otros tipos celulares.
Nuestros datos son coherentes con la idea de que en los pacientes asmaticos,

asociados mayormente a un perfil Th2, presentan deficiencias en cuanto a la capacidad

de respuesta al S. pneumoniae, que dependen de la respuesta celular T.

5.2. Pacientes SPAD
Los pacientes que son incapaces de producir anticuerpos especificos que

reconocen antigenos polisacaridos, o pacientes SPAD, se han descripto a lo largo de
los afios como pacientes que presentan respuestas seroldgicas pobres a este tipo de
antigeno, pero con niveles normales de Igs y de subclases de IgG y respuestas
normales a antigenos proteicos *°. Esta inmunodeficiencia es reportada cominmente
en nifios, lo que siempre se asocié a un desarrollo inapropiado de la respuesta natural
de anticuerpos anticapsulares, que es dependiente de la edad. Esta inmunodeficiencia
se asocia a infecciones recurrentes, muchas de ellas respiratorias, causadas por
bacterias capsuladas como el S. pneumoniae. En los ultimos afios se ha reportado que
en los individuos sanos se producen cambios vinculados a la edad en las
subpoblaciones de CD, que en los pacientes SPAD se ven alterados. Esto se asocid a un
posible rol de las CD en la maduracién de los LB, células que también se han visto
alteradas en su capacidad de maduracién y diferenciacién en estos pacientes . Pero
no se habian estudiado antes aspectos de la inmunidad celular mediada por los LT y
de la inmunidad adaptativa, necesaria para generar memoria frente a este patégeno

738 Recientemente, se ha reportado que las células Thly Th17 estarian involucradas
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7144 Olliver y colaboradores demostraron, en células

en la respuesta al S. pneumoniae
humanas, que los Mo promueven la produccién de Cks efectoras en LT de memoria,
llevando su perfil a una mezcla entre células Th1/Th17; en respuesta a la bacteria viva
o inactivada por calor. En este estudio, los neumococos vivos desencadenaron una
respuesta Thl modulada por Mo productores de IL-12p40, mientras que los
neumococos inactivados por calor desencadenaron una respuesta Th17, activando la
via de sefializacion del TLR-2 /.

Es importante mencionar que si bien los pacientes SPAD estudiados han sido

145-147
> hemos descartado que las

tratados con gamma-globulina endovenosa (GGev)
alteraciones observadas en ellos, tanto ex vivo como in vitro, se deban a un efecto
asociado a este tratamiento. La toma de las muestras se hizo justo antes de comenzar
el tratamiento con GGeyv, es decir, cuando ya habia decaido la infusién previa de la
misma. En nuestro modelo experimental no observamos diferencias significativas
entre el porcentaje de LT CD3+, CD4+ ni CD8+ entre pacientes SPAD e individuos sanos
a todas las edades estudiadas (Tabla 4.2.1).

Al estudiar los porcentajes de LT que expresan marcadores de activacion a Ohs,
observamos que en los individuos sanos el porcentaje de células CD3+CD69+,
CD3+CD25+, CD4+CD25+ y CD8+CD25+, disminuye con la edad. Estas diferencias en
cuanto a la frecuencia de LT activados (que no son naive), asociadas a la edad, no se
evidencian en los individuos SPAD (Tabla 4.2.2). Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los LT de los individuos sanos y de los pacientes SPAD, en cuanto a
la capacidad de produccién de Cks Th1l, Th2 y regulatorias frente a un estimulo
inespecifico.

Si bien al evaluar las células regulatorias CD4+CD25+Foxp3+, se observd que
los pacientes SPAD presentaban un menor porcentaje de las mismas, con respecto a
los individuos sanos de 14-19 afios (Tabla 4.2.3); al evaluar el porcentaje de células
regulatorias utilizando marcadores alternativos de esta poblacion, no se observaron
diferencias relacionadas con la edad (Tabla 4.2.4). Estos datos confirman que no
estamos frente a los efectos de la GGev, dado que se ha reportado que este
tratamiento induce la expansion de los LTreg y aumenta su capacidad supresora 148~

1 % , .
° También se observé que, en general, los pacientes SPAD parecen tener un
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porcentaje menor de LTyd (aunque no significativo), con respecto a los individuos

sanos, que es independiente de la edad (Tabla 4.2.4).

Cuando se evaluaron a Ohs las células CD4+CD161+CCR6+ (Th17) ** tampoco
se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de las mismas asociadas
a la edad, ni entre sanos y pacientes (Tabla 4.2.4). Asimismo, se decidid evaluar la
proporcién de LT naive y de LT de memoria capaces de ser activados en relacién a la
edad. Observamos que en los individuos sanos existe una tendencia a que el
porcentaje de LT naive disminuya (LT CD45RA+) y a que el porcentaje de LT de
memoria (LT CD45R0+) aumente con la edad de manera significativa (Figura 4.2.1).
Estos cambios asociados a la edad no se observaron en los pacientes SPAD.

Dado que ya se habian reportado alteraciones en las CD asociadas a la edad en
estos pacientes y que la generacién de clones de memoria requiere de la correcta
activacion y proliferacién de la respuesta T, decidimos evaluar qué ocurria con los Mo
provenientes de las CMNP en los individuos sanos y en los pacientes SPAD. En los
individuos sanos se observd que los Mo clasicos (CD14++CD16-) aumentan en
porcentaje, mientras que los Mo intermedios (CD14++CD16+) disminuyen, en relacién
a la edad (Tabla 4.2.6). Estos cambios no se observaron en los individuos SPAD que,
en el rango de 14-19 afos, presentan un porcentaje significativamente mayor de Mo
intermedios, con respecto a los individuos sanos de la misma edad (Figura 4.2.2). Los
Mo intermedios son los que expresan un mayor numero de moléculas de superficie
involucradas en la presentacién antigénica a LT, en particular CD40 y CD54 **, y son
también los mejores inductores de proliferacion T 2 aunqgue no se descarta que los
Mo clasicos también conserven estas capacidades. Al evaluar la produccion de TNF-a
en respuesta a Spn a tiempos cortos, se observé una tendencia a un mayor porcentaje
de Mo clasicos TNF-a+ y de Mo intermedios TNF-a+ en los pacientes SPAD, con
respecto a los individuos sanos, aun cuando los niveles de Mo cldsicos en los pacientes
son menores (Figura 4.2.4). Es interesante destacar que en la literatura se describe a
los Mo CD16+ como mayores productores de TNF-a que los Mo CD16- **, pero segin
nuestro conocimiento, no se habian reportado hasta hoy datos correspondientes a
individuos de 14 a 19 afios de edad respecto de estas células. Es posible que parte del

desarrollo normal dependiente de la edad de estas subpoblaciones celulares, esté
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asociado también a una variacién en cuanto al perfil de Cks que liberan y eso explique

los datos obtenidos tanto en los individuos sanos como en los pacientes SPAD.

Al evaluar qué ocurria con la poblacién de Mo cldsicos a 48 horas de cultivo, se
observé un porcentaje menor de Mo CD14++ TNF-a+ e IL-10+, en respuesta a Mtb,
con respecto a los individuos sanos (Figura 4.2.5). Cuando se evalud la respuesta a
Spn, se observd una disminucidn solo en el porcentaje de Mo CD14++ IL-10+ con
respecto a los individuos sanos. Estas alteraciones en cuanto a la expresién de CD16 y
a la produccién de Cks inflamatorias y anti-inflamatorias, podrian afectar la capacidad
de estos Mo de diferenciarse a CD capaces de presentar antigenos correctamente 110
Es importante destacar ademds que estos datos constituyen los primeros sobre
alteraciones en los Mo de los pacientes SPAD; si bien otros autores habian reportado
con anterioridad alteraciones en otras células del mismo linaje **.

Se ha descripto que para controlar de manera eficiente la colonizacién por S.
pneumoniae, proteccion mediada por células Th17, es necesario que se active la via de
sefializacion del TLR2 **. También se ha reportado que la interaccién del neumococo
vivo con distintos receptores intracelulares, expresados en los Mo, podria inducir de
manera sinérgica la respuesta Th1 ’. Por otra parte se ha demostrado que el cross-talk
entre los receptores de reconocimiento de patrones como NOD1 y los TLRs, potencia

131 porello

la respuesta inmune y contribuye al desarrollo de la inmunidad adaptativa
se decidid estudiar la capacidad de los LT CD4+ de producir IL-17, IFN-y e IL-9.

Contrariamente a lo esperado, en los pacientes SPAD no se observaron
diferencias significativas en los porcentajes de LT CD4+IL-17+IFN-y+ o LT CD4+IL-17+
en respuesta a Spn, con respecto a los individuos sanos (Figura 4.2.7). Tampoco se
observaron diferencias significativas en los porcentajes de LT CD4+ IFN-y+ frente a
este antigeno, aunque se observd una tendencia a un menor porcentaje de estas
células en los pacientes SPAD.

Por otra parte, se ha descripto que es posible la re-activacion de células de
memoria Thl y Th17, mediada por la presentacién antigénica de APCs previamente

activadas via TLR 11152153

. Los resultados de Olliver y colaboradores sugieren que la
respuesta Th frente al neumococo, dependiente de Cks, deriva principalmente de LTh

de memoria CD45R0+, poblacién que en estos pacientes hemos demostrado se
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encuentra en un menor porcentaje, con respecto a los individuos sanos. Ellos ademas
sugieren que habria una relacién negativa entre la respuesta de Cks Th1ly Th17, lo que
corroboré otros reportes que sugerian que las condiciones Th1 regulan negativamente

153-1 . ;
>37153 Cabe destacar que en nuestros experimentos se observé

la produccién de IL-17
una tendencia a una menor respuesta frente al Mtb de las tres subpoblaciones T
efectoras (CD4+ IL-17+, CD4+ IL-17+IFN-y+ y CD4+ IFN-y+) en los pacientes SPAD al
comparar con los individuos sanos (Figura 4.2.7). Esto puede ser evidencia de que
estos pacientes no responden de la misma manera que los individuos sanos frente a
antigenos proteicos, aun cuando todos han sido vacunados con la BCG.

En humanos, se ha descripto que las células T CD4+ de memoria pueden ser
inducidas hacia el perfil Th9 **®. En experimentos in vitro, el grupo de Wong y cols. ha
observado que en presencia de TGF-B e IL-4 los LT CD4+ pueden diferenciarse a células
Th9; y que la presencia de otras Cks como IL-1B, IL-6, IL-10, IFN-a, IFN-B o IL-21 pueden
incrementar la diferenciacién hacia ese perfil *’, mientras que el IFN-y puede suprimir

9 Dado gue los individuos sanos

la diferenciacion a Th9 dependiente de TGF-B
presentaron un mayor porcentaje de LT CD4+IFN-y+ frente a ambos estimulos, con
respecto a los pacientes SPAD, era esperable que no se observaran porcentajes altos
de LT CD4+IL-9+ en ellos. Esto fue lo que ocurrid al estimular con Spn, pero frente al
estimulo con Mtb los pacientes SPAD parecen responder de manera similar a los
individuos sanos, aunque los porcentajes de LT CD4+IFN-y+ frente a este mismo

estimulo parecen mostrar que los pacientes SPAD presentan una tendencia a una

menor respuesta que los individuos sanos (Figura 4.2.8).

Por otra parte observamos alteraciones a Ohs en los porcentajes de LT
activados (Tabla 4.2.2). En particular, nuestros resultados mostraron que la
disminucion de los porcentajes de LT CD4+/CD8+ CD69+ y CD25+, asociada a la edad,
observada en los individuos sanos no se observé en los pacientes SPAD. Consideramos
gue de existir alguna deficiencia funcional en cuanto a la capacidad de respuesta Th,
ésta podria manifestarse al evaluar la expresién de marcadores de activacion frente a
antigenos bacterianos en cultivos a 48 horas. Pudimos obtener, ademas de la cepa
Spn de coleccidn, acceso a aislamientos de las variantes Spn3 y Spn14. En cuanto a la

expresion de CD69, se observo que solo frente al estimulo con Mtb los pacientes SPAD
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parecen tener una tendencia a una menor respuesta que los individuos sanos (Figura
4.2.10 y Figura 4.2.11). Al evaluar la expresion de CD25, nos llamé la atencién el

hecho de que al comparar los pacientes SPAD con los individuos sanos, los SPAD

presentan un porcentaje de LT CD4+CD25+ elevado en respuesta a todos los estimulos
bacterianos estudiados, que fue significativamente mayor para el caso del estimulo
con Spn3 (Figura 4.2.13). A su vez, se observd que el porcentaje de LT CD8+CD25+
frente al estimulo con Spn fue significativamente menor para los pacientes SPAD, con
respecto a los individuos sanos (Figura 4.2.14) y que frente al estimulo con Mtb se
observé una tendencia a un porcentaje menor de estas células (Figura 4.2.14 D). Dado
que no observamos en los pacientes SPAD un aumento en la respuesta Th17/Th1l
efectora, que es la respuesta esperada frente al estimulo con el neumococo, creemos
que los LT CD25+ podrian ser LT que se estarian diferenciando a LT productores de IL-
10 (Foxp3+). Histéricamente se ha considerado que los LT se diferencian de manera
irreversible, una vez que se han “comprometido” hacia un perfil Th determinado. Pero
in vivo las células T deben ser capaces de montar distintas respuestas frente a una
gran variedad de amenazas o injurias que puede sufrir el organismo. In vitro, se ha
reportado que las células Treg son capaces de convertirse en otros tipos de células Th,
en particular, se ha estudiado extensamente la conversién de células Treg a células
Th17 y viceversa. Se ha descripto que la IL-6 es capaz de inhibir la actividad supresora
de los LTreg y, a su vez, la generacion de nuevas células regulatorias **%. Si bien el TGF-
B es el responsable de promover la generacidon de células que expresan Foxp3 a partir
de LT naive, la IL-6 puede inhibir sus efectos y promover la generacién de células Th17

159,1 .. .7 ,
>9180 En condiciones en donde hay una alta expresién de IL-6 las células Treg (que

expresan altos niveles de TGF- B ) podrian convertirse entonces en células Th17 161,
Aln asi, es importante tener en cuenta que en situaciones en donde los estimulos
inflamatorios (como la produccién de IL-6, TNF-a e IL-1) se ven alterados, el TGF-8
puede estimular a los LT naive CD4+, e inducir su diferenciacion a LT Foxp3+ (iTreg).
Dado que hemos reportado que en los pacientes SPAD los LT naive parecen estar
aumentados con respecto a los individuos sanos, es probable que a 48hs de cultivo

estas células se estén diferenciando hacia este tipo celular que presenta altos niveles

de CD25 en su membrana, aunque aun no pudimos evaluar esta hipétesis.
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Por otra parte se observé un mayor porcentaje de células CD56%™CD16+ en los
pacientes SPAD, con respecto a los individuos sanos, y una tendencia a un aumento en
el porcentaje de la poblacion CD56-CD16+ en los pacientes SPAD (Figura 4.2.3). No
hemos encontrado datos al respecto en otras infecciones, pero se sabe que durante
las etapas tempranas de la infeccién por HIV, el nimero de células NK circulantes
puede aumentar, mientras que con el progreso de la enfermedad disminuyen 1627164
particularmente el subset CD56°™CD16+, mientras que el subset CD56-CD16+
aumenta en individuos con altos niveles de viremia. Durante las etapas tempranas de
la infecciéon por HIV, en el momento de infeccién aguda previo a la seroconversion,

dM con una disminucién rapida

existe una expansion significativa del subset NK CD56
luego de comenzar la terapia con antivirales. La replicacién viral sostenida lleva a la
deplecion del subset NK CD56"" e y, en paralelo, a un aumento de la subpoblacién
CD56- CD16+, acompafiado de una actividad funcional reducida de las células NK **°.
El grupo de Mantegani y colaboradores reportd recientemente que el porcentaje de
células NK CD3-CD56+ circulantes, disminuye con la progresién de la infeccion por
HIV, dependiendo del subtipo CD56%™ y en especial del CD56°™8™ , mientras que el
porcentaje del subset CD56- CD16+ aumenta ™.

Se estudid en nuestro modelo experimental la funcionalidad de estas
subpoblaciones NK, evaluando su capacidad de producir IFN-y al estimular con Spn y
con Mtb durante 24hs. Las células CD56%™ CD16+ gue se vieron aumentadas a Ohs en
los pacientes SPAD, no presentaron diferencias significativas en cuanto a la capacidad
de produccién de IFN-y, con respecto a los individuos sanos (Figura 4.2.6). Se observd
una tendencia a una mayor produccion de IFN-y por parte de las células
CD56°"8"CD16- frente al estimulo con Spn en los pacientes SPAD, con respecto a los
individuos sanos, que no se observa frente a Mtb. Si se pudiera aumentar el nimero

de muestras quizas seria posible encontrar diferencias al separar a los individuos por

edades.
En conclusidon hemos encontrado varias diferencias en subpoblaciones de Mo y

LT en los pacientes SPAD que no habian sido descriptas hasta el momento.

Consideramos que si bien no todas estas alteraciones se manifiestan clinicamente,
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demuestran que la inmunodeficiencia en estos pacientes es mucho mas compleja de

lo que se creia hasta ahora.

5.3. Conclusion General y Perspectivas
Si bien nuestros resultados deberdn ser complementados con estudios mas

amplios - y no ha sido posible estudiar los mismos parametros en los pacientes con
asma y en los pacientes con SPAD - los datos obtenidos parecen avalar la hipétesis
creciente de que la respuesta inmune frente a bacterias extracelulares como el S.
pneumoniae requiere tanto de la inmunidad T-independiente como de una correcta
respuesta T-dependiente capaz de dar memoria.

La inmunidad adaptativa es mediada por LT y LB e involucra tanto una
regulacion positiva como negativa de la respuesta inmune. Las células T efectoras, son
centrales en comandar qué tipo de respuesta es requerida frente a los distintos tipos
de patégenos y su diferenciacion se caracteriza por adquirir la capacidad de producir
Cks . Existen evidencias de que en humanos los LB, a través de la produccién de
anticuerpos, son capaces de modular la respuesta adaptativa, regulando Ila
maduracién y la funcionalidad de las CD. En pacientes con lupus eritematoso
sistémico, las CD mostraron ser insensibles a la regulacion via IL-12, lo que ha llevado
a postular que una regulacion ineficiente de las células B podria influenciar un balance
inapropiado entre una respuesta inflamatoria y la induccién de tolerancia **°.
Recientemente se ha demostrado que las CD de bazo dependen de la modulacidn
mediada por Igs para poder realizar correctamente sus funciones como APC, en
particular, se observé que esta regulacion afecta la presentacién cruzada de antigenos
187 por esta razon, si bien consideramos que las células del sistema inmune de los
pacientes SPAD podrian presentar alteraciones en varios tipos celulares en las etapas
iniciales de la diferenciacion hacia los progenitores mieloides y linfoides, no podemos
descartar que la deficiencia marcada de anticuerpos tenga un efecto directo sobre la
modulacion de la respuesta adaptativa.

Estudios recientes han demostrado que la activacion de receptores de

reconocimiento de patrones, entre otros tipos de receptores, confiere a las CD la
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capacidad de modular la diferenciacién T hacia el perfil Th17 168

. Mientras que el
reconocimiento de estimulos inflamatorios y de la inmunidad innata comienza a nivel
de los receptores presentes en las APCs, son los componentes de la cascada de
activacion rio abajo de cada receptor y la forma en la que interactian entre ellos, los
que determinan cudl serd la respuesta inmunoldgica especifica resultante. Entre las
cascadas de activacion centrales que se disparan frente a estimulos inflamatorios en
las CD, se encuentra la via de las MAP quinasas (MAPK). Esta via, que comprende
moléculas como ERK, JNK y p38 (con sus isoformas a, B, vy y &), representa un
mecanismo evolutivamente conservado y fundamental en la respuesta a diversas
sefiales extracelulares **°. La activacion excesiva de esta via se ha asociado a muchas
enfermedades auto-inmunes e inflamatorias y la molécula p38a es un blanco
farmacoldgico ampliamente estudiado para el desarrollo de drogas anti-inflamatorias
170 "En las CD, p38a se expresa en mayores niveles que las demas isoformas y, frente a
estimulos inductores de la respuesta Th17 (que estimulan el receptor de CD40), se
incrementa su activacion, en relacién a estimulos que desencadenan una polarizaciéon
de la respuesta hacia el perfil Thl. Esto podria indicar que p38a podria funcionar como
mediador en la diferenciacion de los LT hacia el perfil Th17, dependiente de la
modulaciéon de las CD *"'. Estos estudios han sido de gran importancia para
comprender mejor la articulacién entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa
en modelos de enfermedades inflamatorias, sin embargo, no se conoce aun cémo es

que en condiciones normales, las CD contribuyen a la generacién de células Th17 en

. - . 172
respuesta a la flora comensal, tanto en pulmdn como en el tracto digestivo ~'*.

Dada la necesidad emergente de encontrar nuevos métodos diagndsticos que
permitan identificar de manera alternativa a los individuos SPAD, creemos que
nuestro reporte de alteraciones en poblaciones leucocitarias puede ser de gran
utilidad. Consideramos que las perspectivas futuras en el estudio de la respuesta al S.
pneumoniae deben considerar la evaluacién de las vias de sefializacion necesarias
para activar a las APCs, que son las encargadas de modular la correcta activaciéon y
diferenciacién T en condiciones normales. Esto podria tal vez contribuir a identificar la
base molecular de esta inmunodeficiencia primaria, aln desconocida. A su vez,

creemos que seria necesario incorporar experimentos que permitan evaluar la
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plasticidad de los LT efectores y cdmo esta cualidad estd asociada a la correcta
maduracién de estas células y a los perfiles que adquieren segun los estimulos frente

a los que se encuentren.
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