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Resumen

Entre 5 y 10 millones de personas estan infectadas con el virus linfotropico de
células T del humano tipo 1 (HTLV-1) en el mundo. En el PerG alrededor de 150
000 a 450 000 personas estarian infectadas con este retrovirus, de las cuales
aproximadamente el 10% desarrolla algun tipo de complicacién durante sus vidas
como la mielopatia/paraparesia espastica tropical (PET).

Esté es una enfermedad inflamatoria que afecta a la médula espinal y no
existe un tratamiento actual estandarizado contra esta enfermedad, solo tratamiento
para aliviar los sintomas presentes.

Se hipotetiza que la patogénesis de PET esta asociada a la actividad de la
via de NF-xB, la cual esta sobre activada en estos pacientes. En un estudio previo
de nuestro grupo, se identifico SNP ubicados en el promotor del gen NFKBIA,
inhibidor de la translocacion de NF-xB al nucleo, que estdn asociados con la
presencia de PET. Ademas, este gen muestra una menor expresion en pacientes con
PET en comparacion con individuos asintomaticos.

La metiltioadenosina (MTA) es capaz de disminuir la respuesta inflamatoria
producida por la activacion de la via de NF-xB. Con base en esto, este estudio
evalu6 el efecto in vitro de MTA sobre células de pacientes con PET con el
proposito de modular la actividad de la via NF-«kB y disminuir la respuesta
inflamatoria.

Para ello, se aisld células de sangre periférica de pacientes con PET, las
cuales, se trataron con 10 y 500 uM de MTA por 6 y 24 horas. Postratamiento se

midio la actividad de la via de NF-xB e IFN-y intracelular. Se observo que existe



una respuesta heterogénea en la actividad de la via de NF-«B tanto en ausencia y
presencia de ambas concentraciones de MTA. El tratamiento 10 pM de MTA
disminuyd significativamente la actividad de la via de NF-xB. Sin embargo, no se
evidencié una variacion en los niveles de ARNm de citoquinas proinflamatorias y
citoquinas secretadas. Mientras, 500uM de MTA disminuyo6 significativamente el
porcentaje de células CD 45+ productoras de IFN-y (p-value = 0.02), donde por
citometria se excluyd a la subpoblacién de monocitos. Este hallazgo sugiere que
MTA disminuye la respuesta inflamatoria de pacientes con PET a nivel de células

CDA45+ IFN-y, los cuales, podrian ser linfocitos T CD8.

Palabras clave
Antiinflamatorio, MTA, NFkB, HAM/TSP



Abstract

Approximately between 5 to 10 million of people are infected with Human T-cell
Leukemia Virus type 1 (HTLV-1) worldwide. In Peru around 150 — 450 thousand
people are infected with HTLV-1 form which only 10% develop an associated
disease such us HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis or
HAM/TSP. HAM/TSP is a neuroinflammatory disease which affects the spinal
cord. There is no available cure for HAM/TSP, only symptomatic treatment.

The possible pathogenesis of PET may be associated with the overactivation
of NF-xB pathway. Previous research from the Virology unit, found that NFKBIA
gene, inhibitor of NF-kB transcription factor, is associated with HAM/TSP. These
patients present lower expression of this gene compared with asymptomatic
carriers.

Methylthioadenosine or MTA, is an intermediate metabolite in the salvage
pathway of Adenine capable of reduce the inflammatory response produce by the
NF-kB pathway. This project aims to evaluate the effect of MTA in vitro in PBMCs
from HAM/TSP patients to reduce their inflammatory response. Hence, PBMCs
from HAM/TSP patients were isolated and treated with 10 and 500uM of MTA for
6 and 24 hours. Cells were harvested and NF-«xB activity was measured, as well as,
gene expression of regulated genes by NF-«xB, proinflammatory cytokines and
intracellular 1FN-y.

The NF-kB activity was variable among HAM/TSP patients regardless of

the treatment, but after treatment with 10 uM of MTA the NF-xB activity was



significantly reduced. However, neither the genes regulated by the NF-«xB pathway,
nor those encoding proinflammatory cytokines showed a decrease in their
expression levels. Furthermore, 500 uM of MTA not only decreased the Thl
response in PMA stimulated PBMCs (p-value < 0.05) but also reduced significantly
the percentage of IFN-y CD45+ cells in HAM/TSP patients (p-value = 0.02). These
results suggest that MTA display an inflammatory response modulation by reducing
the CD45+ IFN-y cells response in HAMTSP patients.

Key words
Anti-inflammatory, MTA, NFkB, HAM/TSP



I.  Introduccién
La infeccion por el Virus linfotropico de células T del humano tipo 1
(HTLV-1) afecta alrededor de 5-10 millones personas en el mundo (1). EI nimero
de personas infectadas podria ser mayor debido a que los datos se tomaron de
donadores de sangre, mujeres embarazadas y algunos estudios de prevalencia, pero

no de poblacion en general.

Latinoamérica es considerada como una regién de alta incidencia, donde
paises como Brasil, Colombia y Peru son considerados endémicos para HTLV-1.
En el Peru se estima que algo méas del 1% (450 000) de la poblacion se encuentra
infectada por HTLV-1 (1), siendo ésta aproximadamente el triple de las infecciones

por VIH (2).

EI HTLV-1 se trasmite a través de las mismas rutas que el VIH, las cuales
son: la lactancia materna, relaciones sexuales, jeringas con fluidos contaminados y
transfusiones sanguineas (3). Posterior a la transmision del virus, este infecta
preferentemente linfocitos T CD4+; sin embargo, también puede infectar linfocitos

T CD8+ (4) y células dendriticas (5).

Enfermedades asociadas a la infeccion por HTLV-1

Aproximadamente el 10% de infectados por HTLV-1 desarrolla alguna
complicacion asociada (3). Existen principalmente 2 enfermedades asociadas a
HTLV-1: la leucemia/linfoma de células T del adulto (ATL) y la paraparesia
espastica tropical (PET) o HAM/TSP (HTLV-I-Associated Myelopathy/Tropical
Spastic Paraparesis), por sus siglas en inglés (6). Ambas enfermedades son

incurables en la actualidad.



Existen otras enfermedades asociadas a la infeccion por HTLV-1 como son:
uveitis (7), dermatitis infectiva (8) y la infeccidn por organismos oportunistas, tales
como Strongyloides stercoralis, Sarcoptes scabiei y Mycobacterium tuberculosis
(3).

En el Perl no existe un reporte nacional sobre el nimero de personas que
presentan ATL o PET. Sin embargo, desde 1991 el Instituto de Medicina Tropical
Alexander von Humboldt ha seguido una cohorte de personas infectadas con
HTLV-1 (9) en la que se ha observado una mayor frecuencia de casos de personas
asintomaticas y con paraparesia espastica tropical en comparacion con casos de
ATL.

ATL es una leucemia de linfocitos T CD4 que puede ser clasificada en 4
subtipos dependiendo del conteo linfocitario y gravedad de los sintomas: latente,
cronica, aguda y linfomatosa (4). Los estudios sugieren que ATL estaria
relacionado a la transmision por lactancia materna. Uno de los principales
tratamientos es la quimioterapia; sin embargo, la prognosis de los pacientes con

ATL agudo es aproximadamente seis meses de vida (3).

Se presume que las proteinas virales Tax y HBZ estan involucradas en la
patogénesis de la enfermedad. Inicialmente Tax lleva a la célula a un estado de
proliferacién anormal, en el cual, los mecanismos de reparacion del dafio al ADN
estan en su minima expresion y, por consiguiente, estos dafios se van acumulando.
Posteriormente, como mecanismo de escape del sistema inmunitario, HBZ
reemplaza las funciones de Tax, manteniendo las mutaciones o dafios presentes en

el ADN de las células (3,10).



PET, por otro lado, es una enfermedad neurodegenerativa progresiva de la
parte baja de la médula espinal (5), la cual, se manifiesta con una espasticidad en
los miembros inferiores que dificulta el caminar, acompafiado de dolor de espalda
y problemas urinarios (3). Por lo general, a mayor edad la prevalencia de PET
aumenta en 5 veces, mientras que para las mujeres, hastaen 9 veces (11). El mayor
riesgo de que las mujeres presenten PET con mayor frecuencia que los hombres ha

sido reportado de manera consistente en diversos paises (12-14).

Se presume que la patogénesis de PET se debe a una mayor infiltracion de
linfocitos a la materia blanca de la medula espinal respecto a la materia gris y a la
exacerbada produccion de citoquinas proinflamatorias. Ambos procesos estarian
generando un dafio a nivel de los axones de las neuronas (5) y, por lo tanto, se

presentarian los sintomas mencionados.

La produccion exacerbada de citoquinas proinflamatorias estaria
relacionada a la sobre activacion de la via NF-xB a causa de la proteina Tax de
HTLV-1 (15). La activacion de esta via, ademas de promover la expresion de
citoquinas proinflamatorias, esta relacionada a otros procesos celulares como la
supervivencia celular, la organogénesis linfoide, la supervivencia y maduracion de

linfocitos B (16).

La via de NF-xB

La via NF-xB es una via de respuesta rapida de regulacion celular, dado que
las proteinas que conforman el factor de transcripcion (RelA, c-Rel, RelB, p105/p50
y p100/p52) se encuentran secuestradas en el citoplasma por la familia de proteinas

IxBs. Por lo tanto, no es necesaria la sintesis de novo de proteinas para la activacion



de la via (15,17). Dependiendo de la via, ya sea candnica o0 no candnica, habra un

proceso de activacion diferente (Figura 1).

TNF, IL-1, TLR LT, CD40L, BAFF

IxB kinase
(IKK)

Innate immunity / 2 Adaptive
Cell survival ~ / immunity

Figura 1. Via canonica y no candnica de NF-xB. La activacion de la via canonica esta
mediada por TNF e IL-1, conlleva a que el complejo IKK fosforile a la proteina IkB, la
cual ird a degradacion en el proteosoma, libere al factor de transcripcion y éste pueda
entrar al nucleo para promover la supervivencia celular y la produccién de citoquinas
inflamatorias. La activacion de la via no canénica se da por LT, CD40L y BAFF, y
conlleva al complejo IKK a fosforilacién de p100, lo cual, libera al factor de
transcripcion y puede traslocarse al nicleo y promover la supervivencia de linfocitos B.
Fuente: Lawrence. 2009. (18)

En el caso de la via candnica, el complejo IKK fosforila a kB, generando
su ubiquitinacién y degradacion en el proteosoma y ocasionando la liberacion del
complejo RelA/p50. Este es capaz de ingresar al nucleo e inducir la expresion de
genes relacionados a la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T, asi como de
genes de citoquinas proinflamatorias, quimoquinas, entre otros. Por otro lado, en el

caso de la via no canonica, la quinasa NIK activa al complejo IKKa el cual fosforila



el residuo C-terminal de RelB/p100, promoviendo su ubiquitinacién y la formacion

del complejo RelB/p52, el cual también es capaz de ingresar al ntcleo (16).

Una vez que NF-kB se transloca al nicleo, no solo promueve la expresion
de citoquinas proinflamatorias, sino también, de su propio inhibidor 1xBa. (19). Esto
acta como un control de retroalimentacion negativa de la via, asegurando que la
activacion sea limitada y transitoria (19). En pacientes con PET se ha encontrado
que SNPs ubicados en el promotor del gen NFKBIA (codifica a la proteina I«xBa)
estan asociados a la presencia de PET (20); asimismo, en pacientes con PET se ha
encontrado una disminucion de los niveles de ARNm del gen NFKBIA en
comparacion con individuos asintomaticos (21), lo que posiblemente haria que se
genere una menor cantidad de proteina IkBa y por lo tanto una mayor activacion de
la via de NF-xB. Estos antecedentes sugieren que la proteina IxBa tendria un rol
importante en la mayor activacion de NF-xB y la presencia de la enfermedad en

individuos infectados por HTLV-1.

Existen diversas formas de inhibir o modular la via de NF-xB (Tabla 1)
mediante el uso de compuestos antagonistas de los receptores o inhibidores de la
cascada de sefializacion; sin embargo, estos bloqueadores de la activacion de la via
de NF-«xB podrian no solo disminuir su activacion, sino también la de otras vias de
sefializacion que estan relacionadas con los receptores. Una aproximacion
alternativa es el empleo de moléculas o drogas capaces de aumentar los niveles de
ARNmM de IxBa o aumentar la vida media del inhibidor para modular de manera
mas especifica la actividad de la via NF-kB, y, por consiguiente, reducir los efectos

inflamatorios. Esta aproximacién podria sentar las bases de un posible tratamiento



de PET, dado que actualmente no se cuenta con un tratamiento estandarizado y solo
se tratan los sintomas en los pacientes afectados por esta enfermedad.

Tabla 1. Tipos de inhibicion de la via NFxB. Fuente: Karin M. 2011 (22)

Tipo de inhibidor Compuestos
Receptores e Anticuerpos Anti-TNF
e Herceptina

Adaptador ¢ Inhibidores de ubiquitinasas

IKK inhibidores Compuestos tiol-reactivos
Anélogos de ATP
Inhibidores alostéricos

Péptidos de union a NEMO

Estabilizadores de kB

Inhibidores de proteosoma
e Fosfopéptidos de IxkB
e Inhibidores de la fosforilacion

Retencion e Péptidos NLS p50
citoplasmatica e DHMEQ

Factor de transcripcion |e  Oligonucledtidos truncados
inhibidores e Compuestos tiol-reactivos

Un posible candidato es la metiltioadenosina (MTA), un compuesto que ha
mostrado un potente efecto sobre la modulacién de la respuesta inflamatoria
(23,24). En células tumorales se ha observado una acumulacién de MTA, mediada
por la deficiencia en la enzima que la degrada y que es liberada al microambiente
celular, lo que genera una inhibicion en la activacion y en la proliferacion de
linfocitos T. Este hallazgo estaria evidenciando un efecto inhibidor sobre estas
células (24). A su vez, se ha evaluado como posible farmaco en la esclerosis
multiple (ME), donde se observo una disminucién de la inflamacién en células de
pacientes con ME y del dafio cerebral en ratones, y un aumento en el nivel de la

proteina IkBa (25).



Actualmente, no existen estudios donde se haya evaluado el efecto de MTA
sobe la via de NF-kB en pacientes infectados con HTLV-1. Por ello, la presente
investigacion exploratoria propone evaluar el efecto modulador in vitro de MTA

sobre la via de NF-«xB en células de pacientes con PET.

Il.  Planteamiento de la Investigacion

2.1 Planteamiento del Problema

Desde el punto de vista de las enfermedades asociadas a HTLV-1, ATL ha
sido una de las enfermedades méas estudiadas y en ciertas regiones, como en el
Japdn, esté dentro de las politicas de salud publica. Es de interés de la investigacion
por su caracter neoplasico. En este contexto la paraparesia espastica tropical ha
quedado, en cierta medida, relegada en ambos aspectos. Sin embargo, la paraparesia
espastica tropical es una de las enfermedades que méas se presenta entre los

pacientes infectados por HTLV-1 en nuestro pais.

No se conoce en su totalidad el mecanismo o las condiciones por los cuales
un individuo infectado desarrolla PET. Se cree que posiblemente se deba a la
infiltracion de linfocitos y macrofagos a la medula espinal y a la sobreactivacion de
la via NF-xB. Actualmente no existe un tratamiento estandarizado, y los disponibles
solo estan enfocados en disminuir o aminorar los sintomas generados, mas no en
detener la progresion de la enfermedad. Es posible que el conocimiento de los
mecanismos de patogénesis de PET y la busqueda de moléculas que modulen estos

mecanismos podrian ser de utilidad para el tratamiento de esta enfermedad.



2.2 Marco teorico

2.2.1 Virus humano linfotrépico de células T tipo 1

HTLV-1 pertenece al grupo de los retrovirus y esta dentro del género
Deltaretrovirus. Posee un genoma del tipo ARN, presentando 2 copias de
9kb aproximadamente. Su conformacion estructural presenta proteinas de

superficie, una bicapa lipidica y nucleocapside (Figura 2A).

Su genoma codifica las proteinas comunes entre los retrovirus
(proteasa, integrasa y transcriptasa reversa), ademas, proteinas accesorias
como Rex, Tax, y HBZ (Figura 2B). La proteina Rex, participa como
regulador postraduccional de la expresion viral. Las proteinas Tax y HBZ,
promueven la proliferacion celular, pero la expresion de HBZ es tardia y
posee otras funciones opuestas a Tax. Estas proteinas tienen un rol
imprescindible durante la infeccion viral a la célula blanco y su

supervivencia en el organismo.

Una vez que el virus infecta a la célula, su genoma de ARN se
convierte a ADN por la enzima transcriptasa reversa, y se inserta en el ADN

gendmico de la célula.
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Figura 2 HTLV-1 A) Conformacion estructural de HTLV-1. B) Genoma viral de HTLV-
1. Fuente: Verdonck, et al. 2007. (3)

2.2.2 Epidemiologia

En 2012 se realizd una estimacion del nimero de personas a nivel
mundial infectadas con HTLV-1, la cual, determind que hay entre 5 a 10
millones de personas con el virus. No obstante, como declaran los autores
este nimero podria ser mayor, dado que, el estudio solo analizo los datos de

bancos de sangre y estudios de prevalencia. (1).

La distribucion de la infeccion por HTLV-1 es global; sin embargo,
esta se encuentra dispersa en diversos focos de infeccion (Figura 3) (1,6).
En Asia, Japon es el pais con més casos en la region (1 300 000); en Africa,
Nigeria presenta un estimado de 1 700 000 de personas infectadas con el
virus; y en América, Brasil y Per( son los paises con mayor niumero de
personas infectadas en la regidén con aproximadamente 800 000 y 450 000,

respectivamente (1).
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Figura 3. Distribucién de HTLV-1 en el mundo. Fuente: Gessain & Cassar, 2012. (1)

La prevalencia puede aumentar drasticamente en zonas de alta
endemicidad; por ejemplo, se ha reportado en un pueblo de Japdon que la
prevalencia llegaria hasta el 40% de personas infectadas mayores de 50 afios
(1). En el Pert, se ha reportado que la poblacion Aymara y Quechua
hablante al sur de la cordillera de los Andes presenta una alta prevalencia

(1.6 a 4.5%) (26,27).

A su vez, se ha observado que la seroprevalencia de la infeccion por
HTLV-1 estaria relacionada al sexo de la persona. Diversas investigaciones
en varios paises han mostrado que en mujeres hay un mayor riesgo de
adquirir la infeccion por el virus, aproximadamente 3 veces mas, en

comparacion con hombres (1,3,28-30).

Otro aspecto importante es que la mayoria de personas infectadas
permanece asintomatica toda su vida (3). Esto ocasiona una expansion

silenciosa de la infeccion por HTLV-1. Aproximadamente el 10% de las
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personas infectadas por HTLV-1 desarrolla alguna complicacion asociada,
donde, las enfermedades mas prevalentes o frecuentes y mas importantes

son: ATL, aproximadamente 1-5%; y PET, 0.3-4% (3).

Finalmente, existen varias cepas de HTLV-1 circulando alrededor
del mundo, pero presentan pocas variaciones de nucleétidos entre ellas.
Estas variaciones permiten agrupar las cepas en 7 subtipos. No obstante, son
4 los principales de acuerdo a su distribucion geografica: Subtipo A,
Cosmopolita; Subtipo B, Africa central; Subtipo C, Australia-Malasia; y
Subtipo D, Pigmeos. (Figura4) (1,3). Adicionalmente, las pocas diferencias
entre sus secuencias no explican el desarrollo de las enfermedades

asociadas. En otras palabras, estas variaciones no explican por qué un

individuo asintomatico desarrolla ATL o PET (10).

‘ Transcontinental Subgroup it
Subtype C
Japaness Subgroup Cosmopolitan @ Subtype D STLV-1 Transmission
@ West African Subgroup Subtype A > NHP —% H from Non-Human
. Subtype E Primates to Humans
- North African Subgroup ® St v
ubtype
. Subtype G

Figura 4. Distribucién de subtipos de HTLV-1. Fuente: Gessain & Cassar, 2012 (1)
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2.2.3 Transmision

Existen varias formas de contraer la infeccion por HTLV-1: a traves
de la lactancia materna, a través de transmisién sexual, el uso de jeringas
expuestas a fluidos contaminados con HTLV-1 y a través de transfusiones

sanguineas (6).

La transmision por lactancia materna esté relacionada a la presencia
de linfocitos T en la leche materna. La concordancia del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo 1 (HLA 1) entre el nifio y la madre es un factor de
riesgo para la infeccion del recién nacido. Otros factores de riesgo son la
correlacion entre la carga proviral en sangre y en la leche materna, asi como

la duracion de la lactancia materna (3).

En recién nacidos alimentados por lactancia materna se ha
observado una mayor frecuencia de transmision de HTLV-1, entre 15-25%.
Conforme la lactancia materna sea prolongada la tasa de transmision se
incrementa a mas del 25% (3). Por otro lado, recién nacidos que no fueron
alimentados via lactancia materna presentan un 5.7% de riesgo de adquirir
la infeccién por HTLV-1. En los paises donde existe alta prevalencia de
HTLV-1 como el Peru, se presume que la lactancia materna es la forma mas

frecuente de transmision de la infeccion (31).

La transmision de HTLV-1 a través de las relaciones sexuales
sucede porque HTLV-1 estd presente en las secreciones genitales de

personas infectadas (3). La transmision de HTLV-1 es mayor de hombres a

12



mujeres, que de mujeres a hombres, 60.8% a comparacion de un 0.4% (31).

El uso de preservativos puede prevenir la infeccion por HTLV-1 (3).

Respecto a la transmision sanguinea se ha reportado que el uso de
jeringas expuestas a fluidos contaminados con HTLV-1 es una forma de
transmision entre drogadictos (3). Mediante esta via de trasmision, en
ciertas regiones de América del Norte y Europa es mas frecuente la
infeccion por HTLV-2; por el contrario, en regiones como Brasil donde hay

mayor frecuencia de infeccion por HTLV-1 en drogadictos (3,31).

Las trasfusiones de sangre contaminada con HTLV-1 presentan otra
forma de transmision de la infeccion. Esta via es la ruta mas eficiente de
transmision; en Jamaica se reportd una seroconversion del 44% y en Japon
hasta 63% (31). Cabe mencionar que en todas las formas de transmision de

HTLV-1 se requiere la presencia de células infectadas por HTLV-1.

2.2.4 Células hospederas e integracion viral

Una vez que el HTLV-1 ingresa al hospedero, el virus infecta,
aproximadamente en el 95% de los casos, a las células T CD4+ pero también
infecta a células T CD8+, neutrofilos, monocitos y células dendriticas, in
vivo. Sin embargo, también es capaz de infectar microglias y astrocitos in
vitro (32,33). Un posible mecanismo de ingreso de HTLV-1 en un linfocito
T CD4+ no infectado es mediante la interaccion con el receptor de
transporte de glucosa 1 (GLUT-1) (34), proteoglicanos heparan-sulfato

(HSPG) (35) y el receptor proteico neuropilin-1 (NRP-1) (36).

13



Se ha observado que los niveles de GLUT-1 in vitro aumentan
cuando sucede la activacion de los linfocitos. Esto conlleva a un incremento
en la obtencion de nutrientes como aminoacidos y glucosa, para suplir la
demanda energética y biosintética (37,38). GLUT-1 tiene como funcion el

transporte de glucosa del espacio extracelular al intracelular.

Los HSPG tienen como funcion establecer un gradiente de
concentracion por medio del secuestro de citoquinas u otros mediadores
solubles (35). Sirven como sitio de union para varios virus, tales como
herpes virus, adenovirus, papiloma virus y ciertos retrovirus (39).
Adicionalmente, linfocitos T CD4+ con HSPG bloqueado reducen la

infeccion por HTLV-1 en otras células (39).

NRP-1 actGa como receptor de la semaforina y del factor de
crecimiento endotelial vascular-A (VEGFA) (36), y participa en la
regulacion de la angiogénesis asi como en la regulacion de las sefiales que
rigen la orientacion axonal. Se encuentra expresado en linfocitos T y células
dendriticas (40). Existe una interaccion entre la glicoproteina de superficie
de HTLV-1 de la célula infectada y NRP-1 de la célula no infectada y la
célula infectada, lo que sugiere que NRP-1 actGa en la estabilidad y

formacidn de la sinapsis viroldgica (36).

Luego que HTLV-1 infecto la célula, una enzima, la transcriptasa
reversa, se encarga de convertir el ARN viral en ADN. EI ADN viral se

integra al ADN genomico Yy la célula infectada expresa las proteinas virales.
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Se propone que una vez que HTLV-1 ingresa a la célula ya no se encuentran

particulas virales en el espacio extracelular (9).

La transmision de HTLV-1 de célula a célula estd mediada por
moléculas de adhesion como la molécula de adhesion intracelular 1
(ICAML1) (41) generando la sinapsis virologica. Cada vez que el provirus se
integra al ADN gendmico se presume que lo hace en un sitio diferente y que
solo una copia se integra por célula (42); sin embargo, se ha reportado
valores de CPV por encima de 104 copias por cada 104 PBMCs (43), lo que

sugiere que podria existir mas de una copia por célula.

Este modo de transmision entre células es mas eficiente y limita la
exposicion del virus al sistema inmunitario. Una vez integrado en el genoma
de la célula como provirus, este se multiplica preferentemente por expansion
clonal, por mitosis de cada uno de los linfocitos infectados (44,45). La
expansion clonal seria la responsable de que la variabilidad del virus sea

baja

2.2.5 Proteinas virales

Algunas de las proteinas virales de HTLV-1 son: Gag, Env, Rex,
Tax y HBZ (Figura 2b). La proteina Gag de HTLV-1 es una proteina
estructural, su procesamiento proporciona la matriz madura, la capside y la
nucleocapside (46). Una vez formado el viridn éste cruza el pequefio espacio
extracelular de la sinapsis viroldgica y se fusiona con la membrana

plasmatica de la célula blanco y libera el ARN vy las proteinas virales (5). La
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proteina Env de HTLV-1 es la responsable de la interaccién con el receptor

de glucosa (GLUT-1) para la infeccion por HTLV-1 de la célula blanco (40).

La proteina Rex de HTLV-1 es un regulador post-transcripcional de
la expresion viral y es esencial para la replicacion viral en las primeras fases
de la infeccion. Rex se une al ARN mensajero (ARNm) viral y
posteriormente promueve que el ARNm sea exportado del nucleo al
citoplasma. Se cree que Rex interactia con las proteinas encargadas del
procesamiento del ARNm generando un aumento en la supervivencia del

ARNmM (47)

Tanto las proteinas de HTLV-1 Tax y HBZ promueven la
proliferacion de los linfocitos T infectados, pero HBZ tiene un rol opuesto
a las demas funciones de Tax (5). Algunas funciones de HBZ son: inhibir la
expresion de Tax, promover la transcripcion de telomerasa, transcriptasa
reversa, inhibir la via canonica de NF-«B, inducir la diferenciacion a
linfocitos T reguladores e inhibe la expresion de IFN-gamma (48). A
diferencia de Tax, HBZ mantiene una expresion uniforme en células T
infectadas (42) y su expresion sucede en etapas tardias de la infeccion. En
la infeccidn inicial por HTLV-1 a los linfocitos T, Tax juega un rol crucial

en la supervivencia de las células infectadas.
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Figura 5. Actividad de Tax. Adaptacion de Boxus 2008

Tax, una de las proteinas mas importantes de HTLV-1, media la
activacion de diversos genes en la célula infectada, genes involucrados en
proliferacion, en inhibicion de la reparacion de ADN, en la produccién de
citoquinas proinflamatorias, entre otros (49,50) (Figura 5). Una diana de
Tax es el factor de transcripcion NF-«xB, que puede ser activado tanto por la
via candnica como por la via no candnica, el cual modula la expresion de
proteinas proinflamatorias y supervivencia celular segun la via activada,

respectivamente (16) (Figura 6).

La capacidad de Tax de activar ambas vias del factor de
transcripcion NF-kB se debe a que interactua con el complejo Ikk para
activar la via candnica y con el complejo Ikka para activar la via no
candnica. Adicionalmente, Tax se puede unir al factor de trascripcion NF-
kB para evitar que IxBa, el principal inhibidor de NF-xB, se una,
provocando una degradacion del mismo. La interaccion de Tax genera una
activacion constitutiva de la cascada de sefializacion de la via de NFKB

(32).
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El factor de transcripcion NF-xB se encuentra secuestrado en el
citoplasma hasta que sucede la fosforilacion de la proteina IkBa, codificada
por el gen NFKBIA. Cuando IkBa es fosforilado, NF-«xB ingresa al nicleo
provocando la expresibn de genes que codifican citoquinas

proinflamatorias.
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Figura 6. Interaccion de la via de NF-kB y Tax. Fuente: Currer et al. 2012 (32)

2.2.6 Diagnostico de la infeccion por HTLV-1

Existen pruebas seroldgicas para el diagndstico de HTLV-1, tales
como la prueba de aglutinacion de particulas, ensayos de ELISA,
inmunofluorescencia indirecta y pruebas de Western blot. Sin embargo, la
mayoria de estas técnicas presentan falsos positivos, resultados
indeterminados o en algunos casos no son capaces de distinguir entre
HTLV-1 0 HTLV-2 (3), por lo que en la mayoria de los casos se solicita una

segunda prueba para confirmar el resultado del analisis.
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Existen también las pruebas moleculares como la PCR o la gPCR
(PCR cuantitativa en tiempo real) como herramientas diagndsticas; en
ambos casos el gen blanco para la amplificacién es, por lo general, tax.
Ambas PCR se pueden utilizar para definir si una persona posee 0 no la
infeccion (3). En algunos casos se realiza la PCR como prueba
confirmatoria. Ademas de deteccion viral, la prueba de gPCR permite

determinar la carga proviral de HTLV-1

2.2.7 Paraparesia espastica tropical

La paraparesia espastica tropical (PET) o TSP, por sus siglas en
inglés, es una enfermedad neurologica progresiva. Se presenta como una
inflamacion crénica en la médula espinal que genera una disminucion en su
volumen (5). Si bien existian casos descritos de paraparesia espastica
tropical no fue hasta 1986 que se le asocié con HTLV-1 (3) y se le denomind
mielopatia asociada a HTLV-1 (HAM, por sus siglas en inglés);
posteriormente se acufid el término HAM/TSP para referirse a la

enfermedad.

En su mayoria los pacientes con PET ven afectados ambos
miembros inferiores (5). Conforme los afios transcurren se observa una
paraparesia o paralisis leve de los miembros inferiores (3). Sin embargo,
hay pacientes que presentan una rapida progresion de la enfermedad,
generandoles problemas tempranos en el desplazamiento. Los estudios
indican de manera consistente que una alta carga proviral estaria relacionada

con ello (3).
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Los pacientes con PET ademas presentan problemas urinarios, ya
sea una hiperactividad de la vejiga o una vejiga flacida; en ambos casos es
frecuente detectar infecciones urinarias y hasta problemas renales (5).
Adicionalmente, se pueden presentar dolores de espalda, constipacion y

problemas sensoriales (3).

Para el diagnostico de un paciente con PET, primero se debe
confirmar la infeccion por HTLV-1. Esto se realiza mediante el uso de
pruebas seroldgicas y moleculares. En segundo lugar es importante
descartar otras posibles enfermedades que presentan sintomas muy
similares como son la compresion de la médula espinal, la miopatia
parasitaria, la esclerosis maltiple, la esclerosis amiotrofica lateral, entre
otros (3,5). Estos criterios se ven reflejados en la guia de diagnostico de la
OMS (51) y en la guia de diagnéstico propuesta por Castro-Costra (52). A

su vez, se realiza la prueba de Kurtzke para medir la capacidad motora (53).

Se cree que la patogénesis de PET estaria relacionada a la
infiltracion de linfocitos infectados a la medula espinal, los cuales han
proliferado en el torrente sanguineo (Figura 7). Esta infiltracion ocasiona
una respuesta inflamatoria, en la cual participan los monocitos/microglias y
los linfocitos T citotoxicos. Estas células detectan los antigenos virales
presentados por los linfocitos T CD4+ y, como resultado expresan
citoquinas proinflamatorias. Los linfocitos T CD4+ infectados también

presentan una exacerbada produccion de citoquinas proinflamatorias (54).
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Ambos eventos (Infiltracién y produccidn exacerbada de citoquinas)
estarian contribuyendo al dafio del tejido nervioso circundante, como dafio
colateral de la infeccion viral. Por lo tanto, esto estaria contribuyendo a la

aparicion de los sintomas previamente mencionados.
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Figura 7. Posible patogénesis de PET. Fuente: Kubota. 2017 (54)

Finalmente, esta liberacion de citoquinas producidas por los
macrofagos, células NK y demas actores del sistema inmunitario en
respuesta de la infeccion viral; como también, por los linfocitos infectados,

es controlada principalmente por la via de NF-«B.

2.2.8 Viade NF-xB

La via de NF-xB es considerada una via de respuesta rapida de
regulacion celular, se activa mediante la presencia de estimulos como estrés,
presencia de antigenos virales, de especies reactivas de oxigenos. Su

activacion conlleva a la expresion de proteinas proinflamatorias, como
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TNFa, y la sintesis de las proteinas inhibidoras, generando una
retroalimentacion sobre la actividad de la via. La inhibicién de esta via se
da principalmente por la presencia de proteinas de la familia IxBs, las que

retienen en el citoplasma a las proteinas de esta via.(55)

La via de NF-«xB puede ser activada mediante 2 vias de sefializacion,
la cual involucra a la proteina RelA/p50 en la via canonica y a la proteina
RelB/p52 en la via no candnica. En el caso de la via canonica, el complejo
IKK fosforila a IkB generando su ubiquitinacién y posterior degradacion.
El complejo RelA/p50, ahora libre, es capaz de ingresar al nucleo y

promover la expresion de genes proinflamatorios (16,55).

Por otro lado, en la via no candnica, la quinasa NIK activa al
complejo IKKa, este fosforila el residuo C-terminal de la proteina p100
promoviendo su ubiquitinacion y posterior procesamiento en el proteosoma
para la formacion de la proteina p52. EI complejo RelB/p52 es capaz de
ingresar al nucleo y promover la expresion de genes involucrados en la

maduracion de linfocitos B (16,55).

Si bien la activacion de la via de NF-xB es un mecanismo de nuestro
sistema inmunitario para la lucha contra patdgenos, en enfermedades
inflamatorias crénicas podria provocar dafio celular. En el caso de PET, la
sobreactivacion de esta via implica la sobreexpresién de proteinas
proinflamatorias, asi como, el reclutamiento de macréfagos al lugar de la
inflamacion, responsables de la explosion (burst) oxidativa, donde el

conjunto de estos factores puede determinar la destruccién del tejido
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nervioso. Esto se puede observar en las complicaciones presentes en las
personas con PET, como espasticidad de los miembros inferiores e

incontinencias urinaria (3).

2.2.9 Metiltioadenosina

La metiltioadenosina o 5’-metiltioadenosina, 0 comunmente
nombrado como MTA, es un nucledsido de adenina, en el cual, se ha
sustituido el grupo hidroxilo en la posicién 5’ de la ribosa por un grupo
metiltio. Participa en la recuperacion de adenina o metionina, por lo que, se

le considera como un metabolito intermedio (Figura 8) (23).

In vitro se ha reportado que MTA tiene un efecto inhibitorio sobre
la sintesis de espermidina y espermina (23,56). Ensayos enzimaticos
mostraron que la conversion de espermidina a espermina se ve inhibida por
la presencia de MTA. Este actla como inhibidor competitivo de la
transferencia del grupo aminopropil tanto a la espermidina como a la
espermina (57,58). Este mismo efecto inhibidor se ha reportado para la
enzima ornitina descarboxilasa (59), la cual inicia la formacion de

espermina convirtiendo ornitina a putrescina.

Asimismo, se ha reportado in vitro que MTA reduce la adquisicion
de timina en linfocitos estimulados con PHA conforme aumenta su
concentracion, por lo que, estaria inhibiendo la proliferacion celular (60).
Adicionalmente, se ha reportado que la MTA tendria un efecto regulador
sobre la apoptosis, debido a que en hepatocitos de raton reduce la actividad

de la caspasa 3, caspasa asociada a la muerte celular programada. A su vez,
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reduce los niveles de oligonucleosomas presenten durante la apoptosis. Por
otro lado, en células tumorales humanas de higado se observa el efecto

contrario, es decir, un efecto pro apoptético en células tumorales (61).

En modelos animales de enfermedades inflamatorias como la
enfermedad de Parkinson y la esclerosis maltiple, se encontré que MTA
posee un efecto neuro-protector y aminora el desarrollo de sintomas,
respectivamente. El efecto neuro-protector estd relacionado a una
disminucion de la apoptosis en neuronas y el incremento de células
dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson. Mientras que en esclerosis
multiple se observé que MTA disminuyé hasta en 2 veces la

desmielinizacion (25,62).

Se le atribuye un efecto antinflamatorio debido a que inhibe la
activacion de la via de NF-xB, mediante el incremento de la proteina IkB-a
y la disminucion de TNF-a (63). Sin embargo, se ha observado también que
MTA inhibe la via de NF-xB mediante la reduccion de Akt fosforilado en

la via de sefializacién Akt/PKB (24).

Finalmente, se ha reportado que este efecto inhibitorio no seria
citotoxico debido a que células estimuladas con mitdgenos postratamiento

con MTA proliferaron de manera muy similar a aquellas sin tratar (64).
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Figura 8. Formacion de metiltioadenosina. La formacion de MTA parte de
metionina. La conversion de metionina a S-adenosilmetionina esta catalizada por la
enzima metionina adenosiltransferasa con el uso de un ATP. Este producto se
descarboxilisa a través de la AdoMet descarboxilasa a S-Adenosilmetionina
descarboxilado. El cual, provee el grupo propilamina necesario para la formacion
de putrescina y espemina, en dos reacciones separadas. Luego de donar el grupo
propilamina, el metabolito resultante es MTA. Esté puede ingresar tanto a la via de
salvataje de Adenina o Metionina. Fuente: Avila, et al. 2003. (23)

2.3 Justificacion del estudio

En la actualidad en el Perl se estima que hay entre 150 000 a 450 000
infectados por HTLV-1 (1), lo cual supera el nimero de casos reportados por VIH,
que suman alrededor de 70 000 (2). Las personas infectadas con HTLV-1 que
presentan PET, muestran dificultades en sus movimientos que muchas veces los
imposibilita de realizar sus labores diarias y requieren el cuidado y atencion de otras
personas. Esto genera un problema social dado que conlleva a un menor ingreso

econdmico para la familia, generando mayor pobreza en las familias afectadas.

Actualmente no existe un tratamiento capaz de revertir los dafios que se

presentan en los pacientes con PET, solo existe un tratamiento sintomatico con
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corticoides que intenta mejorar la calidad de vida. Al ser PET una enfermedad
progresiva, la persona afectada presenta un impacto psicolégico y también un
deterioro motor que dificulta sus movimientos y que en algunos casos lo obligara a
desplazarse en silla de ruedas o lo postra en una cama. La busqueda de compuestos
que ayuden a aliviar los sintomas o detener la progresion de la enfermedad es de

necesidad en este contexto.

Por ello, se evaluaré in vitro el efecto del compuesto metiltioadenosina, del
cual se ha reportado tener un impacto sobre la regulacion de la via de NF-xB, via
que se encuentra muy activa en los pacientes con PET. Ello podria reducir los
procesos patologicos de esta enfermedad y nos permitird contribuir con las bases
para el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento, permitir estudios posteriores
para el control del virus en pacientes con PET y en un futuro no solo para mejorar

la calidad de vida.

2.4 Hipotesis

El tratamiento con metiltioadenosina disminuye el proceso inflamatorio

regulado por la via de NF-kB en pacientes con paraparesia espastica tropical

infectados con HTLV-1.
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2.5 Objetivo

2.5.1 Objetivo general

Evaluar la actividad de la via de NF-xB in vitro en
células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
aisladas de pacientes con Paraparesia Espastica
Tropical (PET) en respuesta al tratamiento con

metiltioadenosina (MTA).

2.5.2 Objetivos especificos

Aislar y cultivar PBMC en presencia de MTA
Evaluar la actividad de NF-«B en PBMC de
pacientes con PET en presencia de MTA, mediante
la deteccion del factor de transcripcion translocado al
nacleo celular

Determinar el cambio en la expresion relativa de
genes regulados por la via de NF-xB en PBMC de
pacientes con PET en presencia de MTA
Cuantificar los niveles de citoguinas pro Yy
antiinflamatorias en PBMC de pacientes con PET en

presencia de MTA
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I1l.  Metodologia

3.1 Disefio del estudio

La presente investigacion es un estudio transversal que tiene como objetivo
evaluar la actividad de la via de NF-kB en presencia del compuesto
metiltioadenosina en células de pacientes con PET. Para determinar si MTA tiene

actividad moduladora de esta via, el estudio se ha dividido en 2 Fases.

La Fase | determina el impacto de MTA sobre: 1) la actividad de la via NF-
kB; 1) la expresion de genes vinculados a la via de NF-«B; y I11) los niveles de
citoquinas pro y antiinflamatorias, en células de pacientes con PET. A su vez, se

utilizara células de individuos sanos como control negativo de la infeccion.

La Fase Il busca fortalecer y consolidar los hallazgos encontrados en la Fase
I, mediante la evaluacion por citometria de IFN-y intracelular y la cuantificacion de
la actividad de la via de NF-xB en células inducidas a inflamacion y células de
pacientes con PET. Se utilizard un grupo nuevo de muestras de pacientes con PET

e individuos sanos.
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Figura 9. Flujograma del estudio. Inicio, reclutamiento de pacientes con PET y extraccién de PBMC. Fase |, Se determinara la concentracion de MTA a emplear en el cultivo
celular. De este se obtendra el sobrenadante para la cuantificacion de citoquinas y se fraccionara el pellet celular para la obtencion de la fraccion nuclear (FN) y la fraccion
citoplasmatica (FC). De la FC se medira la expresion de genes y de la FN la actividad de la via de NF-«B. Los resultados seran evaluados en el Analisis de datos. Fase Il, se
reclutara un nuevo grupo de pacientes con PET y se estandarizard una concentracion dptima de MTA. A diferencia de la Fase I, se utilizard la medicién por citometria de IFN-
y intracelular como criterio de verificacion del efecto de MTA. Adicionalmente, se medira nuevamente la actividad de NF-«B. Finalmente, se discutira los hallazgos de la Fase

I'y Il a manera de dilucidar el efecto modulador de MTA sobre la inflamacion presente en los pacientes con PET.
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3.2 Poblacién
La poblacién de estudio corresponde a individuos infectados con HTLV-1
pertenecientes a la cohorte de seguimiento clinico de HTLV-1 del Instituto de medicina

tropical Alexander von Humboldt, Lima, Peru.

Todo individuo participante de este proyecto proviene del estudio «Modulacién
de la via de NFKB en células de pacientes infectados por HTLV-1 como blanco para el
tratamiento de paraparesia espastica tropical» con codigo SIDISI: 67039, el cual, cuenta
con aprobacion del Comité de Etica en investigacion de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia. Todo participante firmo voluntariamente el consentimiento informado y cumplio

con los criterios de inclusion y exclusion establecidos (Tabla 2, 3).

Tabla 2. Criterios de Inclusion y Exclusion de pacientes con PET

Criterio de inclusion Criterio de exclusion

eIndividuos HTLV-1 positivos, |ePacientes HTLV-1 positivos, con
determinados por ELISA y PCR, | diagnostico clinico no definido
con diagnéstico de mielopatia
dictaminada en el IMTAVH

e Individuos HTLV-1 positivos, que |ePacientes HTLV-1 positivos, con
no hayan recibido tratamiento para | coinfecciones por Strongyloides
la enfermedad stercoralis o escabiosis

e Individuos HTLV-1 positivos, que |e Pacientes con Dermatitis Infectiva
presenten una escala de kurtzke |e Pacientes con Tuberculosis activa
entre0ab

e Individuos de 18 a 60 afios de edad |ePacientes con  enfermedades
que firmen el consentimiento | inflamatorias conocidas, como:
informado para el uso de sus| Sindrome de Sjogren, Artritis
muestras en el presente estudio Reumatoide, Lupus Eritematoso
Sistémico, Sindrome de Ojo seco,
Tiroiditis de Hashimoto
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Tabla 3. Criterios de Inclusion y Exclusion de individuos sanos

Criterio de inclusion Criterio de exclusion
eIndividuos HTLV-1 negativos, |ePacientes HTLV-1 positivos, con
determinados por ELISA + PCR coinfecciones por Strongyloides
stercoralis o escabiosis, HIV,
Sifilis

e Individuos voluntarios de Lima |ePacientes con Dermatitis Infectiva,
entre 18 a 60 afios de edad que | Tuberculosis
firmen el consentimiento informado
para el uso de sus muestras en el
presente estudio

eSin indicios de enfermedad |eIndividuos con enfermedades
neurologica (Al momento del | inflamatorias conocidas como:
screening basal no tenga sintomas | Artritis Reumatoide, Lupus
neurologicos) Eritematoso Sistémico, Tiroiditis
de Hashimoto

eConsumo de farmacos en los
ultimos 3 meses: esteroides orales
y/o endovenosos, antirreumaticos,
inmunosupresores 0 tratamiento
para cancer (Pueden estar tomando
AINES)

e Cuadro febril en el tltimo mes

3.3 Muestra

La muestra son PBMC de pacientes con paraparesia espastica tropical, de los
cuales se obtuvieron 18ml de sangre venosa a través de una puncion en el brazo. Se
analizé el universo de la base de datos existente de la cohorte de seguimiento para
determinar quiénes podrian cumplir los criterios de inclusion. Se contacté via telefénica
a un total de 145 individuos, de los cuales solo 86 se presentaron para la evaluacion
clinica. Solo 25 pacientes cumplian con los criterios de inclusion y exclusion, pero solo

20 individuos firmaron el consentimiento informado indicando que participarian de
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estudio. Los pacientes fueron evaluados por un médico infectélogo y un médico

neurdlogo.

Para la Fase | del estudio se evalud 16 pacientes con PET y 4 individuos sanos.
En la Fase Il, participaron 3 pacientes con PET y 3 individuos sanos. Con este N muestral
se podrian encontrar diferencias de fold change de 2 con un valor de significacién de
a=0.001 y un poder del 80% sobre la expresion de los genes relacionados a la via de NF-
kB (65). A su vez, permitia realizar las comparaciones estadisticas sobre la actividad de
la via y los niveles de citoquinas.

3.4 Procedimientos y técnicas

El presente estudio cuenta con dos Fases: 1) Determinacion el impacto de MTA
sobre la via de NF-xB en PBMC de pacientes con PET; y, IlI) Fortalecimiento y
consolidacion de la evaluacion del efecto de MTA. Existen procedimientos generales para

ambas fases, y otros exclusivos para cada fase.

3.4.1 Procedimientos generales:
e Aislamiento de PBMC
e Cultivo celular
e Efecto dosis respuesta de MTA
e Extraccion de la fraccion nuclear y citoplasmatica
e Cuantificacion de la actividad de la via de NF-xB.

3.4.1.1 Aislamiento de PBMC

Se aislé los PBMC provenientes de 18ml de sangre venosa por
medio del método de gradiente con Ficoll-Paque. Primero se diluyé la
sangre con solucion Hank, seguidamente se coloco esta mezcla en tubos

con solucién Ficoll-Paque y se centrifug6 a 400g por 25 minutos. Se retir6
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la interfase correspondiente a los PBMC y se la coloco en un nuevo tubo
con solucion Hank. Se procedio a centrifugar a 500g por 15 minutos, luego
se decant6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet celular con 1ml de
solucion Hank. Finalmente, los PBMC fueron congelados en nitrégeno

liquido hasta el dia de su empleo para los ensayos de cultivo celular.

3.4.1.2 Efecto dosis respuesta de MTA

La determinacion de la concentracion de MTA se realiz6 para
poder evaluar su efecto modulador de la actividad de la via de NF-«kB. Se

determino 2 concentraciones de MTA, una para cada Fase del estudio.

Para la Fase | del estudio, se determino la concentracion de MTA
mediante la evaluacion de los siguientes parametros: Conteo celular y
Porcentaje de viabilidad. Para ello, se cultivd PBMC de 5 individuos sanos
en presencia de diferentes concentraciones de MTA reportadas en la
literatura: 10, 100 y 200 uM por un lapso de 24 horas. Posterior a este
tiempo, se tomo una alicuota y determiné la viabilidad y nimero total de

células mediante el empleo azul de tripan.

En Fase 11 del estudio, se determind la concentracion de MTA al
evaluar los siguientes parametros: Conteo celular, Porcentaje de viabilidad
y Concentracion letal media (LC50). Se cultivd PBMC de 2 individuos
sanos en presencia de diferentes concentraciones de MTA (10, 100, 200,
400, 600, 800, 1000, 2000, 5000, 10 000, 20 000, y 30 000 puM) por un
lapso de 3, 6 y 24 horas. Se calculd los pardmetros de conteo celular y

porcentaje de viabilidad mediante el mismo procedimiento que en la
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primera seccion. Se determind la LC50 al graficar el porcentaje de muerte

celular versus el logaritmo de la concentracion.

Finalmente, se determind la concentracion de MTA a ser utilizada
tomando en cuenta solo las 3 y 6 horas tratamiento, correspondientes a
tiempo de activacién de la via NF-xB y a la exacerbada respuesta de la via
de NF-«B en los pacientes con PET, respectivamente. Se cultivd 24 horas

con fines de comparacién con la Fase | del estudio.

3.4.1.3 Cultivo celular

Se descongelé los PBMC de los pacientes para el cultivo celular
en presencia 0 ausencia de tratamiento con MTA. Para ello, se cultivo 4
pozos con 250 000 células en 100 puL de RPMiIc. Se afiadio 150 pL de
RPMic o 150 pL de RPMIc con la concentracién de MTA establecida (10
0 500 uM). Adicionalmente, se cultivé células con 10 uM de PDTC como
control de inhibicion de la via de NF-«kB. Posteriormente se incubo a 37°C
con 5% de COz por 24 horas para la concentracion de 10 uM y 6 horas
para la concentracion de 500 puM. Al cabo de este tiempo, se retiro el
sobrenadante y se almacenO para su posterior uso en el ensayo de

citoquinas. El pellet celular se destind para el fraccionamiento celular.

3.4.1.4 Extraccion de la fraccién nuclear y citoplasmatica

Para la extraccion de la fraccion nuclear y citoplasmatica se utilizo
el pellet celular proveniente del cultivo celular en presencia o ausencia de
MTA. Se utiliz6 el kit Paris™ (Life Technologies, CA USA). Brevemente,
se mezclo el pellet celular con 500 puL de PBS 1X frio y se centrifugo a

500g por 5 minutos. Al cabo de los 5 minutos se decantd el sobrenadante,
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se homogenizd con 300 pL de Cell Fractionation buffer y se incub6 por
10 minutos a 4°C. Después de centrifugar a 500 g por 5 minutos a 4°C, se
retird el sobrenadante, el cual corresponde a la fraccion citoplasmatica.
Para obtener la fraccion nuclear, se agregé 300 pL de Cell Disruption
buffer y homogenizd vigorosamente con vortex. En caso de existir pellet
celular se sonico 3 veces la muestra a 30% de potencia por 3 segundos con
3 segundos de reposo entre cada ciclo. Todo el proceso se realiz6 en hielo.
Una vez separada las fracciones, de la fraccion citoplasmatica se aislo el
ARN para los ensayos de expresion y de la fraccion nuclear se midio la

actividad de la via NF-«B.

3.4.1.5 Cuantificacion de la actividad de la via de NF-«xB

Se midio la actividad de la via de NF-kB mediante el kit TransAM
NF-kB Family (Active Motif, CA USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, en cada pozo de reaccion hay adheridos
oligonucledtidos correspondientes a la secuencia que es reconocida por el
factor de transcripcion. Posterior a la interaccién, se detecta la presencia
del factor de transcripcion mediante el uso de un anticuerpo primario
especifico, en este caso para la proteina p65 (RelA) o p50, y un anticuerpo
secundario conjugado con HRP. Finalmente, mediante el uso del sustrato
y la solucion que detiene el proceso enzimatico se puede medir la

absorbancia.

Se agregdb 2 ug de proteina de cada muestra a los pozos
correspondientes. Se procedid a agregar el binding buffer y se incubd por

1 hora. Al finalizar la incubacién, se agregd el anticuerpo primario y se
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incubd por 1 hora. Posteriormente, se adicioné el anticuerpo secundario e
incubo por 1 hora. Finalmente, se detuvo la reaccion y se leyé a 450 nm y

con una longitud de onda de referencia de 650 nm.

Se calculé el porcentaje de actividad de la via de NF-kB respecto
del control positivo del kit (Extracto nuclear de la linea celular Raji). Para
ello, se calculé la absorbancia promedio de cada muestra y, a continuacion,

se dividid esté valor entre el valor de OD de Raji.

3.4.2 Procedimientos exclusivos Fase I:
e Extraccion de ARN
e Ensayo de control de calidad de ARN
e Ensayo de expresion de genes de la via de NF-xkB
e Contribucion de ADN genomico

e Cuantificacion de citoquinas pro y antinflamatorias.

3.4.2.1 Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN se utilizo el kit Paris™ (Life
Technologies, CA USA). Se siguio el protocolo sugerido: Se agreg6 150
uL de buffer de lisis y de etanol absoluto a la fraccion citoplasmatica.
Luego de homogenizar se coloco en la mezcla en el filter catridge y se
centrifug6 a 10 000 rpm por 1 minuto. Posteriormente, se lavé 2 veces con
Wash solution. Se eluy6 el ARN con 20 pL solucion de elucion a 90°C y
por segunda vez con 10 pL, volumen final 30 uL. EI ARN obtenido se
cuantific6 mediante flurometria y se almacen6 a -80°C hasta el dia de su

uso.

36



3.4.2.2 Ensayo de control de calidad del ARN

Una vez extraido el ARN, se utilizé 2 muestras para observar la
calidad del ARN. Se utiliz6 el kit RT2 PCR Array Human RNA QC
(Qiagen, Alemania), el cual permite evaluar la presencia de ADN
gendmico, la eficiencia en la sintesis de ADNc y la expresion de 2 genes
de referencia, de alta y baja expresion. Para ello, se trat6 el pool de ARN
con 0.8 pL de Turbo DNase (Thermo Fisher Scientific, MA USA) y
posteriormente se procedié a la sintesis de ADNc con el kit Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis (Roche, Suiza). Una vez obtenido el cDNA,
se procedido con la preparacion del master mix, de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. El procedimiento se realiz6 mediante el
siguiente protocolo: 10 minutos a 95°C y 45 ciclos de 15 segundos a 95°C

y 1 minuto a 60°C. El ensayo se realizé por cuadriplicado.

3.4.2.3 Ensayo de expresion de genes de la via de NF-kB

Para medir la expresion de los genes relacionados a la via de NF-
kB se empled el kit RT? Profiler™ PCR Array Human NFkB Signaling
Pathway (Qiagen, Alemania). Dado que la finalidad fue observar el
comportamiento de la expresion de genes modulados por la via de NF-kB
de los pacientes infectados en presencia de MTA en conjunto, y a raiz de
la baja cantidad neta de ARN obtenido, se hicieron pool de muestras al
azar. Se obtuvieron un total de 4 pool donde cada pool correspondio a 4
muestras de pacientes con PET. Seguidamente se realiz el tratamiento
con 1uL de Turbo DNase (Thermo Fisher Scientific, MA USA) vy la
conversion a ADNCc con el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis

(Roche, Suiza). Se sigui6 las indicaciones del fabricante para realizar el
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array, y se realizé el siguiente protocolo: 10 minutos a 95°C y 45 ciclos

de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C.

3.4.2.4 Contribucion del ADN genémico

Se procedio a realizar un ensayo de PCR con transcriptasa reversa
(RT-PCR) para verificar la presencia de ADN genémico contaminante
tanto en el ensayo de calidad del ARN como el ensayo de expresion de
genes. Dado que el ensayo de calidad del ARN se realizé con un pool de
2 muestras y la expresion de ARNm con un pool de 4 muestras, se procedid
a verificar el ensayo de expresion con 2 pool similar a los previamente
empleados. Se utilizé 2 genes de referencia (B2M, GAPDH), y para cada
uno se realizo el ensayo por triplicado, a su vez, por triplicado un control
sin transcriptasa reversa con la finalidad de verificar la expresion de los
genes y corroborar si hubo contaminacion por ADN genomico (ADNGg).

Se siguio el mismo protocolo de los ensayos anteriores.

Se calcul6 la cantidad inicial de ADNc respecto de ADNg al inicio
de la RT-PCR, y por consiguiente, determinar la contribucion de ADNg
en laexpresion de los genes. Primero se determind la diferencia de Ct entre
el control -RT (Amplificacion de ADNQ) y el Ct correspondiente al gen
de referencia de interés (HKki) (Ecuacion 1).

(1) ACt = Ct—RT - CtHki

Seguidamente se calculé la cantidad de productos de amplificacion
(Eamp). Para ello, se elevo la eficiencia de la RT-PCR, se asumio 100% de
eficiencia (E=2), a la diferencia de Ct obtenida (Ecuacion 2).

(2)  Egmp = 2"ACt

Finalmente, el valor obtenido representa cuanto mas producto

inicial (tiempo=0) hay de ADNc respecto a ADNg.
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3.4.2.5 Cuantificacion de citoquinas pro y antinflamatorias

La cuantificacion de citoquinas se realiz6 por medio de la
plataforma luminex con el empleo del kit Th1/Th2/Th9/Th17/Th22/Treg
Cytokine 18-Plex Human ProcartaPlex™ Panel (Thermo Fisher
Scientific, MA USA). Para ello se empled el sobrenadante de cultivo que
previamente se habia retirado y almacenado. Se procedi6 a realizar las
diluciones de los beads de las 18 citoquinas para las curvas estandar
(Anexo 2) como se indica en el manual. Seguidamente se procedi6 a
agregar 50uL de los beads a cada pozo, asi como, de las muestras y
estandares. Al cabo de 2h de incubacion, se lavo le placa 2 veces con el
washing buffer y se coloco el anticuerpo de deteccion e incubo por 30
minutos a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo se agrego
estreptavidina-PE e incubo por 30 minutos y se lavo la placa 2 veces. Se

incubd por 5 minutos con el Reading buffer y se adquirio en el equipo.

3.4.3 Procedimiento exclusivo Fase Il:

e Deteccion de IFN-y intracelular

3.4.3.1 Deteccion de INF-y intracelular

Se evaluo el porcentaje de células CD45+ y CD4+ productoras de
IFN-y intracelular en tres individuos sanos inducidos a inflamacién y en 3
pacientes con PET, en presencia y ausencia de MTA. Para ello, se cultivo
3 pozos por individuo, los cuales fueron: PBMC sin inductor ni
tratamiento, PBMC con inductor, y PBMC con inductor y tratamiento. Se
indujo inflamacion con 0.081 uM de forbol 12-miristato 13-acetato o
PMA, por sus siglas en inglés; y 1.34 uM de lonomicina (Invitrogen, MA,

USA) por 4 horas. Posteriormente, se tratd con 500 uM de MTA por 6
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horas. Adicionalmente, se us6 Anti-CD3 en vez de PMA, como control de

baja induccion.

Al cabo de este tiempo se adicion6 0.25 pL de brefeldina A
(Lug/ml) por 4 horas. Seguidamente se cosecho las células y se realizé un
lavado con PBS 1X. Se alicuot6 20 pL y adicion6 el marcaje superficial
Anti-CD45 y Anti-CD4 (BD Biosciences, CA, USA) e incub6 por 30
minutos a 4°C. Se realizé un lavado con solucién de tincion (2% suero
bovino fetal) a 500g por 10 minutos. Se permeabiliz6 la membrana celular
con Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, CA, USA) incubé por 20
minutos a 4°C y se centrifugo a 500g por 5 minutos. Se afiadio Anti-1FN-
v (BD Biosciences, CA, USA) e incubo por 30 minutos a 4°C. Se realizo
un lavado y resuspendié con 300puL de solucion de tincion. Finalmente, se

adquirid los eventos en el citometro equipo FACSCalibur™ BD.

3.5 Bioseguridad

Todos los ensayos celulares y aquellos que involucraron material bioldgico
siguieron las normas para el trabajo con HTLV-1 determinadas por las siguientes
entidades: Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (66), Los estandares de bioseguridad

de Canada (CBS) (67), y el Centro de Control y prevencion de enfermedades (CDC) (68).

3.6 Consideraciones éticas

El presente estudio con cddigo de inscripcion: 101495, cuenta con la aprobacién
del Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano

Heredia.
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3.7 Plan de andlisis

Previo al andlisis estadistico, se realizé una depuracion de datos. Este consistio en
excluir aquellos datos que no cumplieron con alguno de los siguientes criterios: i) para el
ensayo de activacion de NF-kB, aquellas muestras que en ausencia de tratamiento
presentaron valores por debajo del limite de deteccion del Kit; ii) para el ensayo de
expresion de ARNm, presencia de contaminacion determinada por un anlisis de picos de
meltng; y iii) para el ensayo de citoquinas, aquellas muestras que presentaron valores por

debajo del limite de deteccion del Kit.

Se empleo la prueba de Shapiro Wilk para determinar la normalidad de los datos
obtenidos. Dependiendo del resultado se utilizd la prueba parametrica T Student o la
prueba no parameétrica U de Mann-Whitney. Se eligio un disefio experimental pareado
para los analisis, dado que el objetivo fue comparar los niveles de activacion de la via de
NF-kB y citoquinas entre células tratadas con MTA y no tratadas. La comparacion con

individuos sanos se realizd con un disefio experimental no pareado.

El andlisis de la expresion de los genes medidos por el sistema de Signaling
Pathway PCR Array se analizo con el programa gbase+ (69), donde se realizé un calculo
de la expresion relativa (RQ), expresion relativa normalizada (NRQ) y la expresion
relativa normalizada calibrada (CNRQ), donde se utilizd la media global como método

normalizador (70).

Para el calcul6 de la LC50, se emple6 una regresion no lineal. El andlisis para el
ensayo de citometria (IFN-y intracelular) se hizo con el programa FlowJo X. Todos los

andlisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico GraphPad Prism V.7.
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IV. Resultados

A continuacion, se presentan los resultados, los cuales, estan divididos en dos
partes, correspondientes a cada fase del estudio. La primera fase, buscé determinar el
impacto de MTA sobre la actividad de la via de NF-xB en pacientes con PET, mientras

que la Fase 11, buscé fortalecer y consolidar los resultados.

En la Fase |, se determiné una concentracion de MTA, la cual, sirvié para incubar
los PBMC de los pacientes con PET. Posteriormente, se cosecho y fracciono las células
para obtener la fraccién citoplasmatica y nuclear. Con estas fracciones se midio la
expresion de ARN (Fraccion citoplasmatica) y la actividad de la via de NF-xB (Fraccion

nuclear). A su vez, se midié las citoquinas proinflamatorias en el sobrenadante de cultivo.

Los resultados de la Fase | sentaron las bases para la Fase Il. La cual buscé
fortalecer y consolidar los resultados encontrados. En esta se evalud el porcentaje de
células productoras de IFN-y, asi como, la actividad de la via de NF-«xB de pacientes con

PET en presencia de una nueva concentracion optima de MTA.

En la parte final de esta seccion se encuentra una tabla resumen, en la cual, se

presenta los resultados mas resaltantes tanto de la Fase | como de la Fase 1.

4.1 Resultados correspondientes a la Fase |

4.1.1 Determinacién de la concentraciéon de MTA

Se observé que ninguna concentracion de MTA (10, 100 y 200 puM)
disminuyo significativamente el nimero total de células (Figura 10A), ni la
viabilidad celular (Figura 10B). Se evidencié un posible efecto concentracién
dependencia para el parametro «numero de células vivas», siendo 10uM la

concentracién que menos afectaria a las células de individuos sanos.
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Figura 10. Efecto de MTA sobre PBMC de individuos sanos. A) Nimero de células viables. B)
Porcentaje de viabilidad celular. Se cultivd PBMC de 5 individuos sanos con diferentes
concentraciones de MTA (10, 100 y 200 uM) por un lapso de 24 horas. Se utiliz6 azul de tripan
para realizar el conteo celular y determinar el porcentaje de viabilidad con la cdmara de
Neubauer.

4.1.2 10 uM de MTA reduce la activacion de la via de NF-«kB

Una vez aisladas las fracciones nucleares de las muestras de los pacientes
con PET en ausencia y presencia de MTA, se midio la actividad de NF-«xB. Solo
aquellos pacientes que presentaron valores detectables de actividad de la via de

NF-kB en ausencia de tratamiento con MTA fueron considerados para los analisis.

Se evidencid que la actividad de la via de NF-xB en los pacientes con PET
varia entre los individuos evaluados entre 2 a 60% (M=43.13; SD=16). De los
siete pacientes evaluados, solo un individuo mostré un incremento de su actividad
postratamiento con 10 uM de MTA. Ademas, este paciente presentd una actividad
basal menor que la de los individuos sanos (Figura 11A), lo que representa un
comportamiento anomalo y sugiere que los resultados obtenidos con esta muestra
son producto de un artefacto. Por ello, este paciente se excluyé de los analisis

posteriores.

En cuanto a los demas pacientes, se observo que todos disminuyeron en

diferente grado su actividad post tratamiento con MTA,; esta reduccion en la
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actividad fue significativa (p=0.029). De igual forma el tratamiento con PDTC,
control de inhibicion, mostré una reduccion significativa de la actividad en

comparacion con los pacientes sin tratamiento (Figura 11B)

Por otro lado, la media de la actividad de la via de NF-kB en ausencia de
MTA de los individuos sanos (M=10.34; SD=5.47) fue significativamente menor

que la media de los pacientes con PET (M=43.13; SD:16) (Figura 11B).
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Figura 11. Actividad de la via de NF-kB. Se cultivo PBMC de individuos sanos y pacientes con
PET en presencia o ausencia de 10 uM de MTA o PDTC por 24 horas y se midi¢ la actividad de
la via. A) Actividad de la via de NF-«B individual. Los puntos negros representan a los individuos
sanos (n=2) y los puntos blancos a los pacientes con PET (n=7). El punto rojo representa al
paciente con actividad andmala. B) Actividad de la via de NF-«kB. La columna color negro
representa a los individuos sanos (n=2), mientras las columnas blancas a los pacientes con PET
(n=6). HC, individuos sanos; PET, paraparesia espastica tropical; MTA, metiltioadenosina;
PDTC, pirrolidina ditiocarbamato. *p<0.05; **p<0.005.

4.1.3 Calidad de ARNmM

Una vez realizada la extraccion de ARN se realizd un andlisis de calidad
del ARN para luego proceder con el andlisis de expresion. Se construyé un pool

de 2 muestras de ARN al azar y se evalu6 por cuadriplicado.

Se observo que el pool de ARN tuvo una Ct promedio de 27.34 para el gen
ACTB de alta expresion (Housekeeping 1), y 34.58 para el gen HPRT1 de baja
expresion (Housekeeping 2). A su vez, se observd que hubo amplificacion del

control positivo. Tanto para el control sin transcriptasa reversa como para el
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control sin muestra, donde no se espera amplificacién por PCR, no se observo un
Ct inferior a 35. Para el control de ADN gendmico se evidencié un Ct = 33. Todos
estos parametros se encuentran dentro de lo establecido por el fabricante, lo cual,
evidencia una buena calidad del ARN.

4.1.4 Los PBMC de los pacientes con PET incubados con MTA no

muestran disminucion en la expresion de genes regulados por
la via de NF-kB

Mediante la utilizacion de placas de Superarray se midi6 la expresion
relativa de 84 genes relacionados con la via de NF-kB en PBMC pre y
postratamiento con 10uM de MTA. Los genes evaluados se distribuyen en 3
categorias: 1) Genes relacionados a la sefializacion de la via de NF-«kB, desde
genes que codifican a los TLR hasta los propios genes del factor de transcripcion;
I1) Genes que se expresan como respuesta a la activacion de la via de NF-«B,
principalmente genes de citoquinas; y 111) Otros genes involucrados, como genes
que codifican kinasas y otros factores de transcripcion. La lista completa de genes

evaluados se describe en el Anexo 1.

De estas 3 categorias, la méas relevante para el estudio fue la segunda. Esto
debido a que son los genes regulados por el factor de transcripcion (NF-«kB). No
se observd una reduccion significativa de la expresion relativa de los genes
regulados por la via de NF-kB postratamiento con MTA. Dentro de este grupo de
genes se encuentran lo siguiente NFKBIA, IL-8, IFN-a, GM-CSF, TNF y TNF-p

(Figura 12), entre otros.
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Figura 12. Expresion de genes regulados por la via de NF-xB. La expresion relativa de los genes
se estandarizé por medio de la media global. El ensayo fue realizado por triplicado y se calculé los valores
de expresion relativa (CNRQ) para cada uno d los genes mostrados. NFKBIA, gen inhibidor de la via de
NF-kB, TNF, factor de necrosis tumoral, TNF-b, factor de necrosis tumoral beta; IL-8, interluquina 8;
IFN-a, interferon alpha; GM-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos. MTA,
metiltioadenosina. Los datos estan representados en media méas la desviacion estandar.

4.1.5 Contribucién del ADN genomico

La medicion de genes mediante el superarray cuenta con controles
positivos, con 5 genes de referencia y un control de contaminacion de ADN
genomico. El control de ADN gendmico consiste en oligos fijados en un pozo de
la placa, los cuales, estan disefiados para hibridar a una region no codante
conservada entre especies. Sin embargo, el ensayo no cuenta con un control

negativo para transcriptasa reversa per se, para ello, se realizé un RT-PCR.

Se observd tanto para el pool de 2 muestras como el de 4 muestras que el
control sin transcriptasa reversa presento valores de Ct iguales a 35 (Anexo 3).
También se observo la presencia de un pico de melting a la misma temperatura
que los genes de interés (Anexo 2). A su vez, se calculd la diferencia entre las
cantidades iniciales de ADN gendmico y ADNCc, con el objetivo de determinar la
contribucién del ADN gendémico a la expresion de genes. Se observo que la

cantidad inicial de ADNc es 8500 veces mas que la cantidad inicial de ADN

46



gendmico para el gen GAPDH y 189 258.68 veces més para el gen B2M en el
pool de 4 muestras (Anexo 3). Ello indicaria que la posible contaminacion de
ADN gendmico seria minima y no contribuiria significativamente a la expresion

de los genes.

4.1.6 MTA no disminuye la respuesta Thly Th2

Se midio los niveles de 18 citoquinas en el sobrenadante de cultivo. De las
18 citoquinas se excluyeron 9, 1L-9, IL-27, IL-23, IL-22, IL-21, IL-17A, IL-5, IL-
4y 1L-12p7, por mostrar valores por debajo del limite de deteccion tanto para las
celulas tratadas como para las no tratadas. A su vez, se excluyo las citoquinas IL-
1B, IL-10, IL-18, por presentar valores por debajo del limite deteccion en mas del

50% de las células no tratadas.

Se compard los niveles de las citoquinas GM-CSF, TNF-a, IL-6, IL-2, IL-
13 y IFN-y entre PBMC incubados en ausencia o presencia de MTA. Se observo
que para ninguna de las citoquinas evaluadas hubo una reduccion estadisticamente

significativa de sus niveles (Fig. 14).
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Figura 13. Cuantificacion de los niveles de citoquinas proinflamatorias. A) IL-2, B) IFN-y, C)
IL-13, D) IL-6, E) TNF-a, F) GM-CSF. La medicion de las citoquinas se realizd a muestras de
16 pacientes con PET, de los cuales, para la citoquina IL-2 se analiz6 muestras de 12 pacientes
con PET y para el resto de las citoquinas, 10 pacientes con PET. MTA, metiltioadenosina.

4.2 Resultados correspondientes a la Fase 11

Los hallazgos previos sugirieren la posibilidad que MTA tenga un efecto
antiinflamatorio sobre las células de pacientes con PET. Por ello, con la idea de fortalecer
estos resultados se determind una nueva concentracion de MTA capaz de reducir un
marcador inmunolégico como el porcentaje de células productoras de IFN-y. Se evalud

su efecto sobre PBMC de 3 individuos sanos y 3 pacientes con PET.

4.2.1 Determinacién de la concentraciéon de MTA

Se determind una nueva concentracion de MTA con el objetivo de evaluar

su eficacia en la reduccion del porcentaje de células productoras de IFN-y en
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celulas inducidas a inflamacion, para posteriormente evaluarlo en pacientes con
PET. Para est& nueva determinacion se tomd en cuenta 3 parametros: 1) el nimero
total de células, I1) el porcentaje de viabilidad, y I11) la concentracion letal media,

en tres periodos de tiempo (3, 6 y 24 horas).

Para el primer parametro se observO que a las 3 horas ninguna
concentracion de MTA reduce significativamente el nimero de células en
comparacion de las células en ausencia de tratamiento (Figura 14). Por otro lado,
tanto a las 6 horas como a las 24 horas, si se observo una reduccion en el nimero
de celulas. En el caso de 6 horas este efecto se mostré a partir de la concentracion
5000 uM (Figura 15), mientras que para 24 horas el efecto estuvo presente a partir

de la concentracion 2000 uM en adelante (Figura 16).

Respecto al segundo parametro, se observo que a las 3 horas a partir de la
concentracion de 600 uM en adelante, existe una reduccion del porcentaje de
viabilidad (Figura 14). Sin embargo, este comportamiento no se refleja a las 6,
donde recién a partir de 5000 uM hay una reduccion significativa del porcentaje
de viabilidad (Figura 15). Esto también se observo para las 24 horas a partir de

800 UM en adelante (Figura 16).

Finalmente, el tercer parametro evaluado fue la concentracion letal media
(LC50). La LC50 se calcul6 para cada tiempo evaluado, donde el tiempo de
tratamiento con MTA a las 3 horas posee la mayor LC50 con 5472 uM; en
segundo lugar, el tiempo de tratamiento a las 6 horas, cuyo LC50 es de 4347 uM;
y para las 24 horas de tratamiento fue de 1879 uM (Figura 17). Para los ensayos

posteriores se utiliz6 la concentracion de 500 uM de MTA.
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Figura 14. Parametros celulares postratamiento MTA 3 horas. A) Namero total de células. B)
Porcentaje de viabilidad. Las concentraciones de 10 000 en adelante presentan un p<0.0001. Se
trato PBMC de individuos sanos con MTA por 3 horas a las concentraciones indicadas. El ensayo
se realiz6 con 2 individuos sanos, con 3 réplicas técnicas por individuo. ***, p<0.001.
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Figura 15. Parametros celulares postratamiento MTA 6 horas. A) Nimero total de células. B)
Porcentaje de viabilidad. Las concentraciones de 5000 en adelante para ambos parametros
presentan un p<0.0001. Se trato PBMC de individuos sanos con MTA por 6 horas a las
concentraciones indicadas. El ensayo se realizé con 2 individuos sanos, con 3 réplicas técnicas
por individuo. **, p=0.0016; ****, p<0.0001.
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Figura 17. Concentracion letal media de MTA sobre PBMC de individuos sanos. Las lineas
representan la regresion no lineal que mejor se acomodé a los valores de muerte celular vs el
logaritmo de la concentracién de MTA para cada uno de los tiempos evaluados. La linea roja
corresponde a las 3 horas (LC=5472uM), la linea azul a las 6 horas (LC=4347uM), y la linea

verde a las 24 horas (LC=1879uM). Cada triangulo, punto o rombo, corresponde a la media de
los valores de muerte celular de 2 individuos sanos.

4.2.2 Comprobacion de la actividad antiinflamatoria de MTA

Para comprobar el efecto antiinflamatorio de MTA, se estimuléo PBMC de
individuos sanos con PMA maés lonomicina (P+l), se contabilizo la presencia de
células CD45+ y células CD45+ CD4+ productoras de IFN-y en presencia y
ausencia de 500uM de MTA en 2 tiempos: a las 3 y 6 horas. Se observé que en la

subpoblacion celular CD45+, las células inducidas con P+l mostraron
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aproximadamente 20 veces mas IFN-y en comparacion con células no inducidas

(Figura 18B y 20A).

A su vez, se observé que a las 6 horas postratamiento con MTA el
porcentaje de células productoras de IFN-y se redujo alrededor de 5 veces en
comparacion con las células inducidas con P+l (Figura 19A). Esta disminucion
estadisticamente significativa indica un impacto de MTA sobre la reduccién del

efecto inflamatorio causado por P+1 en estas células.

De igual forma la subpoblacién CD45+ CD4+ o linfocitos T CD4, mostro
mayores niveles de IFN-y postinduccion con P+1 en comparacion con las células
no inducidas. Adicionalmente, se observo tanto a las 3 horas como a las 6 horas
postratamiento con MTA una reduccion en el porcentaje de células productoras
de IFN-y de aproximadamente 3.6 y 3.7 veces, respectivamente (Figura 18C y

20B).
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Figura 18. IFN-y intracelular en PBMC de individuos sanos. Se cultivd PBMC con P+l por 4
horas y se midi6 IFN-y intracelular. A) Histograma scatter vs CD45. B) Histograma eventos vs
IFN-y. Rojo, células sin tratamiento; Celeste, células inducidas con P+l1; y Anaranjado, células
inducidas con anti-CD3. Se utiliz6 anti-CD3 como un control de baja induccién. C) Histogramas
IFN-y vs CD4. Postinduccion con P+I se tratd los PBMC con MTA por 3y 6 horas. Los nimeros
en negro representan el porcentaje de IFN-y en células T CD4+. NT, Sin tratamiento; P+1, PMA
mas iodomicina; MTA, metiltioadenosina. Se muestra los resultados de un individuo sano, en
total se analizaron 3 individuos.
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Figura 19. IFN-y intracelular postratamiento con MTA en individuos sanos. Se cultivd PBMC
con P+l por 4 horas, seguidamente se trato con MTA por 3 y 6 horas y se midio IFN-y
intracelular. A) Porcentaje de IFN-y en PBMC CD45+. Media: Sin P+1 ni MTA, 0.38; Con P+l
sin MTA, 8.46; Con P+l y MTA 3h, 4.68, y Con P+l y MTA 6h, 1.25. B) Porcentaje de IFN-y en
linfocitos T CD4+. Media: Sin P+l ni MTA, 0.01; Con P+l sin MTA, 3.2; Con P+l y MTA 3h,
0.88,y Con P+ly MTA 6h, 0.85. P+I, PMA mas lonomicina; MTA, metiltioadenosina; *p<0.05.
Se analiz6 3 individuos sanos.
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4.2.3 MTA disminuye el porcentaje de células productoras de IFN-
v en PBMC de pacientes con PET

Una vez comprobado el efecto antiinflamatorio de MTA en individuos
sanos, se procedio a evaluarlo en pacientes con PET. En primer lugar, se observo
que los pacientes con PET sin tratamiento presentaron hasta 6 veces mas células
productoras de IFN-y en comparacion con individuos sanos tanto para células

CDA45+ (p=0.002) y linfocitos T CD4+ (p=0.003) (Figura 20A y 21).

Por otro lado, se observé no solo una reduccién de células productoras de
IFN-y postratamiento con MTA (p=0.02), sino también, postratamiento con
PDTC (p=0.006) en células CD45+ (Figura 21A). Para el caso de PDTC se
observo adicionalmente una reduccion de células productoras de IFN-y en

linfocitos T CD4+ (p=0.04) (Figura 20B y 21B).

Eventos

5 -
Z
z
v

PET PET+MTA PET+PDTC
059 | ° 0.42 | <1 0.18

CD4 5

Figura 20. IFN-y intracelular en PBMC de pacientes con PET. Se cultivd PBMC con MTA por
6 horas y se midio IFN-y intracelular. A) Histograma eventos vs IFN-y. Rojo, células sin
tratamiento; Celeste, células con tratamiento de MTA (500uM); y Anaranjado, células tratadas
con PDTC (10uM) B) Histogramas IFN-y vs CD4. Se traté con MTA por 6 horas. Los nimeros
en negro representan el porcentaje de IFN-y en células T CD4+. PET, Sin tratamiento; MTA,
metiltioadenosina; y PDTC, pirrolidina ditiocarbamato. Se muestra los resultados de un paciente
con PET, en total se analizaron 3 pacientes.
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Figura 21. IFN-y intracelular postratamiento con MTA en pacientes con PET. Se cultivo PBMC con
MTA por 6 horas y se midi6 IFN-y intracelular. A) Porcentaje de IFN-y en PBMC CD45+. Media: HC sin
MTA ni PDTC, 0.38; PET sin MTA ni PDTC, 2.84; PET con MTA sin PDTC, 1.99; y PET con MTA con
PDTC, 1.57. B) Porcentaje de IFN-y en linfocitos T CD4+. Media: HC sin MTA ni PDTC, 0.01; PET sin
MTA ni PDTC, 0.66; PET con MTA sin PDTC, 0.53; y PET con MTA con PDTC, 0.33. HC, individuo sano;
PET, paciente con PET; MTA, metiltioadenosina; y PDTC, pirrolidina ditiocarbamato. *p<0.05;
**p<0.01. Se analiz6 3 pacientes con PET.

4.2.4 500 uM de MTA no disminuye significativamente la actividad
de la via de NF-kB en pacientes con PET

Se cuantificd la actividad de la via de NF-kB de 2 individuos sanos sin
tratamiento e inducidos a inflamacion con P+l y tratados o no con MTA por 6
horas. A su vez, se midio la actividad en pacientes con PET bajo el mismo
esquema. Se observo que los individuos sanos estimulados con P+I, mostraron
niveles significativamente mayores de activacion de la via de NF-xB en
comparacion con células no estimuladas (p=0.005). Sin embargo, postratamiento

con MTA no se observé una reduccion significativa (Figura 22A).

Por otro lado, se observo que los 3 pacientes disminuyen sus niveles de
actividad de la via de NF-kB postratamiento con MTA (Figura 22B). Este
resultado concord6 con lo observado en la Fase I, donde 10 uM de MTA redujo
la actividad de la via (Figura 11A). De manera similar se observé para PDTC,

donde los niveles de actividad de la via NF-xB disminuyeron en ambas Fases. Sin

55



embargo, tanto para el tratamiento con 500 uM de MTA y 10 uM de PDTC no se

observé una reduccion significativa postratamiento.
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Figura 22. Actividad de la via de NF-kB en pacientes con PET. Se cultivo PBMC con MTA o
PDTC por 6 horas y se midio la actividad de la via. A) Actividad de la via de NF-«B. B) Actividad
de la via de NF-«B individual por paciente. Para la medicion se utilizd extracto nuclear de
PBMC, tanto de individuos sanos (n=2) como de pacientes con PET (n=3), tratados y no tratados
con MTA (500puM) o PDTC (10uM). HC, individuos sanos; PET, paraparesia espastica tropical;
MTA, metiltioadenosina; PDTC, pirrolidina ditiocarbamato. **p=0.005.

Por altimo, se presenta una tabla que muestra de manera resumida los resultados
encontrados en la Fase I y Il del presente estudio. La cual, podria ser de ayuda para su

andlisis y discusion en la siguiente seccion del documento.
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Tabla 4. Resumen de los resultados de la Fase 1 y 11.

Fase |

Fase 11

Concentracion de MTA

y tiempo de tratamiento

10 pM
24 horas

500 pM

6 horas

Actividad de NF-kB

Los pacientes con PET presentan mayor
actividad de la via en comparacion con los
individuos sanos

Los pacientes con PET muestran de manera
basal y en presencia de MTA una actividad
variable de la via de NF-«B.

10 uM de MTA disminuye la actividad de
NF-xB en pacientes con PET

10 uM PDTC disminuye la actividad de la
via de NF-xB

Células de individuos sanos inducidos a inflamacién presentan
mayor actividad de la via de NF-xB en comparacién con no
inducidas

Los pacientes con PET presentan mayor actividad de la via en
comparacion con los individuos sanos

500 uM de MTA no disminuye la actividad de NF-xB en
pacientes con PET*

10 uM PDTC no disminuye la actividad de la via de NF-xB*

Calidad de ARN

El ARN cumpli6 con los controles de calidad

establecidos por el fabricante

ND

Ensayo de expresion

No se encontrd una reduccion en la expresion

relativa de genes regulados por NF-xB

ND
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Contribucion de ADN e La contribucion del ADN gendémico a la

ND
gendémico expresion de los genes es minima
o e Postratamiento con MTA no se encontré una
Cuantificacion de o _ _ _
) ) disminucion en los niveles de citoquinas ND
citoquinas ) )
proinflamatorias secretadas
. e MTA (500 pM) redujo la respuesta Thl a las 3 horas de
Actividad .
.. . tratamiento
antiinflamatoria de ND _ _
MTA e MTA redujo tanto la respuesta Thl como el porcentaje de
células CD45+ productoras de IFN-y a las 6 horas de tratamiento
e 500 uM de MTA reduce significativamente el porcentaje de
Porcentaje de células ND células CD45+ productoras de IFN-y en pacientes con PET
productoras de IFN-y e 10 uM de PDTC disminuye el porcentaje de células CD45+

productoras de IFN-y, y la respuesta Thl en pacientes con PET

La tabla presenta los resultados mas relevantes del estudio. Para una lista completa revisar la seccién de resultados. PET, Paraparesia espastica tropical; MTA,
metiltioadenosina; PDTC, pirrolidina ditiocarbamato; Thl, células CD4 productoras de IFN- y; ND, no determinado. *NUmero de muestras pequefio (n=3)

impediria observar diferencias significativas.
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V. Discusion

HTLV-1 es un retrovirus prevalente en nuestro pais donde se estima que entre 300
000 y 450 000 personas se encuentran infectadas. Se desconoce por qué una persona
infectada por este virus puede permanecer asintomatica toda su vida o desarrollar alguna
enfermedad asociada. Solo el 10% de las personas infectadas desarrollan algun tipo de
complicacion, ya sea enfermedades asociadas como la Paraparesia Espastica Tropical
(PET) o alguna infeccion como tuberculosis o estrongiloidiasis. Esto genera un problema
de salud publica debido a que las personas asintomaticas en su mayoria desconoce ser
portador del virus, generando una expansion silenciosa de la infeccién aunado a la falta

de un tratamiento estandarizado capaz de combatir la infeccion viral (71).

En el caso de PET, los tratamientos estan enfocados principalmente a aminorar
los sintomas presentes y mejorar la calidad de vida del paciente, pero no a combatir la
enfermedad per se. En este contexto, existe una busqueda constante para conocer los
mecanismos de la patogénesis y comprender los factores que se asocian a la presencia de
la enfermedad y buscar opciones que permitan combatir la enfermedad que causa este

virus.

Se ha evidenciado en diferentes paises endémicos para la infeccion por HTLV-1,
como Brasil y Japdn, que los pacientes con PET presentan una mayor carga proviral en
comparacion con los pacientes asintomaticos, este hallazgo es consistente con las
investigaciones previas realizadas por la Unidad de Virologia del IMTAvVH-UPCH (72—
75). Si bien la carga proviral es el factor probablemente mas importante asociado a la
presencia de PET, es posible encontrar pacientes con PET con baja carga proviral y del

otro lado, pacientes asintomaticos con alta carga proviral (73).

59



Respecto a otros factores virales, no se han encontrado diferencias consistentes en
la secuencia de ADN viral entre pacientes con PET e individuos asintomaticos infectados
con HTLV-1. Resultados similares han sido descritos en pacientes peruanos (76). Por
ello, en la cohorte de pacientes con HTLV-1 del IMTAVH se realiz6 una bdsqueda de
factores genéticos del hospedero asociados a PET con el objetivo de comprender la
presencia de la enfermedad. En este estudio se analiz6 polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP) en 45 genes implicados en la respuesta del sistema inmunitario, la via
de NF-kB, entre otros. Se encontr6 2 genes (NKG2D y NFKBIA) asociados a la presencia

de la enfermedad (20).

En el caso del gen NFKBIA se encontrd tres SNP ubicados en la zona del
promotor, que mostraron asociacion con la presencia de PET (20). Posteriormente, se ha
delimitado la region upstream del gen NFKBIA asociada con la presencia de PET (77).
La ubicacion de estos SNP en el promotor sugeria que estos polimorfismos podrian estar
implicados en la expresion de este gen; en este contexto, se analizd su expresion en
pacientes con PET e individuos asintomaticos, encontrando que los pacientes con PET
presentan menores niveles de ARNm del gen NFKBIA en comparacién con los

individuos asintomaticos (21).

Ambos hallazgos sugieren que la participacion del gen NFKBIA podria contribuir
con la presencia de PET en pacientes infectados con HTLV-1. Este gen, cuyo producto
es la proteina IkBa, forma parte de la via de NF-xB al secuestrar al factor de transcripcion
en el citoplasma e impedir su translocacion al nucleo (19). La translocacion de este factor
de transcripcion hacia el ndcleo conlleva a la expresion de citoquinas proinflamatorias.
Los resultados encontrados por nuestro grupo llevan a hipotetizar que los pacientes con

PET presentan menos proteina IkBa que los asintomaticos, lo cual haria que se secuestre
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menos al factor de transcripcion en el citoplasma y, por lo tanto, permite que este se
transloque més hacia el nicleo incrementando su actividad y, por ende, la expresion de
citoquinas proinflamatorias. Bajo esta hipotesis, el utilizar agentes moduladores de la via
NF-kB como la metiltioadenosina (MTA) podria tener un impacto sobre la produccion
exacerbada de citoquinas proinflamatorias que se ha observado en individuos que

presentan PET.

El efecto antiinflamatorio de MTA se ha observado tanto en ensayos in vitro,
células primarias o lineas celulares, como en modelos animales de neuro-inflamacion, de
enfermedades inflamatorias como la enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple y de
desarrollo tumoral. Estos estudios muestran que MTA reduce los niveles de IFN-y y otros
marcadores inflamatorios, asi como regula negativamente la actividad de la via de NF-xkB

(25,62,63,78).

Los mecanismos precisos por los cuales MTA genera un efecto antiinflamatorio
son desconocidos; sin embargo, se cree que podria ser a través de la disminucion de 1) la
interaccion del factor de transcripcion NF-kB con su secuencia blanco (60), I1) los niveles
de IkBa fosforilado (25), y I11) los niveles de Akt fosforilado (24). Por ello, el presente
estudio busco en una primera fase comparar el efecto antiinflamatorio de MTA sobre
células de pacientes con PET, para lo cual se evalud la actividad de la via de NF-«B,
expresion de ARNm y expresion de citoquinas pro y antinflamatorias. Se us6 muestras

de individuos sanos como control negativo de infeccion.

Con el proposito de fortalecer y consolidar los resultados obtenidos por estas tres
aproximaciones (Fase 1), se plante6 una segunda fase de la investigacion, en la cual se
evaluo el efecto antiinflamatorio de MTA sobre células de individuos sanos inducidas a

inflamacion, y en nuevas muestras de pacientes con PET, por medio de la comparacion
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del porcentaje de células productoras de IFN-y y la actividad de la via de NF-xB en
presencia y ausencia de MTA. De igual forma que en la Fase |, se utilizO muestras de
individuos sanos como control negativo de la infeccion.

5.1 Fase I: Evaluacion del efecto de MTA

5.1.1 Determinacion de la concentracién de MTA

En esta fase se determiné que 10 uM de MTA era la concentracion que afectaba
en menor grado a las células de individuos sanos. Esta concentracion de MTA mostrd
solo una reduccién del namero total de células del 9% a diferencia de 26% para 200 pM.
Se han reportado estudios donde concentraciones superiores a 500 UM no han mostrado
efectos adversos sobre las células (63,79-81). Sin embargo, estos estudios evaluaron
efectos macro como: supervivencia de ratones o disminucion de la fibrogénesis inducida,
asi como, la no aparicion de efectos adversos en humanos, mas no una evaluacion del

efecto sobre las células en cultivo.

Respecto a las investigaciones donde MTA muestra un efecto antiinflamatorio o
inhibitorio, estas utilizan aproximaciones directas como medir la diminucién de la
proteina que secuestra al factor de transcripcion NF-xB o la reduccion de caspasa 3
(25,62,78). A diferencia de estas investigaciones, la aproximacion utilizada para
determinar la concentracion de MTA (numero total de células y porcentaje de viabilidad)
en este estudio, no permitié evaluar de manera directa el efecto antinflamatorio sobre la
via de NF-xB. Sin embargo, la aproximacion utilizada brindé un patrén general de como
se comportaba la célula frente al compuesto, ya sea reduciendo la proliferacion o

viabilidad celular.

Los estudios previos muestran tiempos de tratamiento entre 2 a 6 horas, a
diferencia del presente estudio que utiliz6 un tiempo de 24 horas. Esto debido a las
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limitaciones para poder realizar una medicion directa, por lo que, la aproximacion
utilizada requeria de mayor tiempo de exposicion al compuesto. Si bien la actividad de la
via de NF-xB frente al estimulo sucede desde las 2 a 3 horas, es posible atin medirla a las
24 horas (82), mas aun cuando los pacientes con PET presentan una actividad exacerbada

de la via, la cual esta en constante activacion por la presencia viral (83).

5.1.2 Impacto de 10 uM MTA sobre la actividad de la via NF-xB en
pacientes con PET

En primer lugar, los individuos sanos presentan no solo presentan una menor
variabilidad en su actividad en comparacion con pacientes con PET, sino también,
alrededor de 30% menos de actividad de la via de NF-xB (Figura 11A y B). Ambos grupos
fueron clinica y neuroldgicamente evaluados para descartar comorbilidades inflamatorias
diferentes de PET. Por lo que, la actividad de los individuos sanos corresponderia a una
actividad basal (84), mientras que la actividad observada en los pacientes con PET se

deberia a la presencia de la infeccion por HTLV-1 (10).

La mayoria de pacientes con PET presentan una actividad mayor que los
individuos sanos, la cual es comparable con la reportada en otros estudios (15,85); sin
embargo, un paciente presenta un valor inferior (Figura 11A). Este comportamiento
diferente podria ser atribuido a un error técnico o alguna condicion no detectada durante
su evaluacidn clinica. Dado que la cantidad de células utilizada fue la misma para todos
los individuos y que las muestras fueron procesadas al mismo tiempo, es poco probable

que el procesamiento de la muestra haya contribuido con lo observado.

Por otro lado, el paciente pudo haber presentado la coinfeccion con otro virus en
el momento de la evaluacion clinica. Por ejemplo, la proteina NS1 del virus de la

Influenza previene la activacion de la via de NF-xB (86). Sin embargo, el nivel observado
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se esperaria tal vez para un individuo sano mas no para un paciente con PET, dado que
estos pacientes ya presentan una activacion exacerbada de la via. Se sabe también que la
proteina viral HBZ de HTLV-1 tiene la capacidad de disminuir la actividad de la via de
NF-xB (87), pero esta proteina es mas frecuente en pacientes con ATL (88,89). Si bien
hay reportes de pacientes con PET que desarrollan ATL, la probabilidad es baja dado que
solo hay alrededor de 9 casos (90,91). Debido a que no se sabe la razon por la cual el
paciente se comporta de manera andmala respecto a los demas pacientes y no es objetivo
del estudio determinar la causa de este comportamiento, se decidi6 excluir al paciente de

los analisis estadisticos posteriores.

Al evaluar la actividad de la via de NF-xB en células de pacientes en presencia de
tratamiento con 10 uM de MTA, se observé que redujo la actividad de la via respecto al
grupo en ausencia de tratamiento (Figura 11B). Se ha observado que 100 uM de MTA
disminuye la cantidad IxBo fosforilado en pacientes con esclerosis multiple y 500 puM
reduce la cantidad de Akt fosforilado; en ambos casos esto conllevaria a una reduccion
de la via de NF-xB (24,25). Las variaciones de concentracion de MTA y de tiempo de
induccion entre los estudios han dificultado la identificacion del mecanismo exacto por

el cual MTA reduciria la actividad.

Por otro lado, el control de inhibicion utilizado (10 uM de PDTC) redujo de
manera significativa la actividad de la via de NF-xB (p<0.05) (Figura 11B). Este resultado
concuerda con las concentraciones reportadas de PDTC (5 a 50 uM) que presentan este

efecto inhibitorio sobre la via de NF-xB (92-95).

5.1.3 Variabilidad en la actividad de la via de NF-xB

A pesar de que el tratamiento con MTA generd una reduccion de la actividad de

la via NF-kB, la respuesta de cada individuo varié no solo en presencia del tratamiento,
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sino también en ausencia del mismo (Figura 11A). Estos hallazgos podrian deberse a
factores como la criopreservacion de los PBMC, el ingreso de MTA a la célula, la

presencia viral (Abundancia de copias) y la susceptibilidad genética.

La variabilidad celular de los PBMC no se mostr6 afectada por el proceso del
congelamiento, dado que la menor viabilidad celular observada en nuestro estudio fue de
90%, lo cual se encuentra dentro de lo esperado para los procedimientos utilizados (96—
98), pero a nivel de expresion de ARN la congelacion si tiene un efecto negativo. Sin
embargo, la activacion de la via no requiere de la expresion del factor de transcripcion.
Ademas, se ha reportado el uso de PBMC criopreservados de pacientes con PET para
estudiar la actividad de la via de NF-xB en presencia de otros inhibidores (15).
Adicionalmente, la criopreservacion no afecta la diferenciacion de monocitos a
macrofagos o a células dendriticas, ni merma la capacidad de activacion de la via de NF-
kB en estas células (98). Por lo tanto, posiblemente la congelacién de PBMC no sea un
factor determinante en la variabilidad de la activacion de NF-xB observada, pero si

pueden estar contribuyendo a ella.

Otro posible factor seria el ingreso de MTA a la célula. Se conoce que existen
alteraciones en los transportadores transmembrana que impiden el ingreso de
medicamentos a la célula ocasionando fallas terapéuticas, por lo que existen tratamientos
personalizados (99-102). Por ejemplo, se ha asociado un SNP en el gen SLCO1B1,
transportador de aniones organicos, con una elevada concentracion de nateglinida en
plasma y una disminucion de su eficacia en el tratamiento de la diabetes tipo 2 (103). Sin
embargo, para el caso de MTA no se tiene informacidén sobre alteraciones en su
transportador transmembrana que puedan afectar su ingreso. Cabe destacar que tampoco
fue objetivo del estudio determinar la existencia de estas, por lo que no se pudo determinar

su grado de contribucion a la variabilidad observada en la via de NF-xB.
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Una manera de medir la presencia viral es a través de la carga proviral (CPV), la
cual, esta dirigida al gen viral que codifica a la proteina Tax. Este esta estrechamente
relacionado a la sobre activacion de la via de NF-xB en los pacientes con PET; por lo
general una mayor CPV implicaria una mayor presencia de la proteina Tax y, por
consiguiente, una mayor actividad de la via NF-xB. El paciente con mayor actividad de
NF-kB present6 una carga proviral promedio (CPV=3x10%), siendo la CPV mas alta de
5x10° y la més baja de 400 aproximadamente (Datos no mostrados). Si bien existe la
relacion positiva entre la carga proviral y la expresion de ARNm, no necesariamente aquel
que presente una mayor CPV tendria una mayor expresion de ARNm de Tax (104). Estas
consideraciones sugieren que la carga proviral podria explicar, en cierta medida, la

variabilidad en la actividad de la via observada.

Respecto a la susceptibilidad genética del individuo frente a la infeccion y/o
desarrollo de alguna enfermedad, en el caso de los pacientes con PET se ha reportado que
SNP en la region promotora del gen NFKBIA (Inhibidor de la via de NF-xB) esta
asociado con la presencia de la enfermedad (20). Esta asociacion podria deberse a que se
encontrd que estos SNP estan relacionados a una menor expresion del ARNm de este gen
(105,106), lo que conllevaria una menor cantidad de proteina y, por lo tanto, una menor
inhibicion de la via. A su vez, se ha reportado mutaciones y deleciones en el gen que
codifica a la proteina A20 (TNFAIP3); esta proteina termina la activacion de la via por
TNF. Estas variaciones en el gen reducen la expresidn de su proteina y, por consiguiente,

determinan una mayor activacion de la via NF-xB estimulada por TNF (107,108).

Por lo tanto, de los 4 factores que podrian estar explicando la variabilidad de la
via de NF-kB, principalmente la carga proviral como las variaciones genéticas tanto en el
gen NFKBIA como TNFAIP3 y otras, explicarian en mayor medida el fenémeno

observado. Sin embargo, no se puede descartar la existencia de variaciones que puedan
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alterar el ingreso de MTA a la célula y ocasionar la variabilidad de la via observada en

pacientes tratados.

5.1.4 Efecto del tratamiento con 10uM de MTA sobre la expresion de

genes vy citoquinas

Dado que la cantidad de ARN necesaria para el ensayo de superarray era elevada
y el costo alto también se decidié realizar un pool de 4 muestras al azar para analizar la
expresion de los genes. El agrupamiento de muestras conlleva a una pérdida de
informacidn referente a la variacion de la expresion entre individuos (109). La ventaja de
agrupar las muestras es determinar como responden los pacientes en conjunto al
tratamiento con MTA. Dado que, el objetivo del estudio es evaluar el comportamiento de
la expresion de los genes regulados por la via (Anexol), de existir una variacion
significativa en la expresion, seria necesario realizar una validacion mediante un RT-

gPCR, lo cual no estaba dentro del alcance del presente estudio.

Para los ensayos se siguieron las recomendaciones segun la norma MIQUE (110)
y se evalud la temperatura de melting, la cual reveld la presencia de contaminacion de
ADN gendmico (Anexo 2). Sin embargo, al presentar un Ct tardio, igual o mayor a 35
ciclos, corresponderia a que se tiene aproximadamente 189 258.68 veces mas ADNc que
ADN genomico para el gen de interés en la muestra (Anexo 3). Por ello se concluyo que

su contribucion a la expresion era minima.

No obstante, no se observo una reduccion estadisticamente significativa en la
expresion de genes postratamiento con MTA en muestra de pacientes con PET (Figura
12), pero la expresion relativa observada en estas muestras para genes de citoguinas como
TNF e IFN corresponderia a la observada para enfermedades inflamatorias en general

como son asma, artritis reumatoide, psoriasis, esclerosis multiple, entre otras (111).
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Por otro lado, solo 6 citoquinas lograron ser cuantificadas, pero no se observé una
reduccion en sus niveles en presencia de MTA tanto en conjunto (Figura 13) como de
manera individual (Data no mostrada). Los niveles encontrados en este estudio (entre 30
a 1000pg/mL dependiendo de la citoquina) indicarian que los pacientes con PET
presentan una exacerbada respuesta proinflamatoria, dado que dichos niveles son
comparables con otros enfermedades inflamatorias, como asma y esclerosis multiple, o
enfermedades virales, donde se observa valores por encima de los 50 a 100 pg/mL para

estas citoquinas (112-114).

Posiblemente no se observo un efecto de 10 uM de MTA sobre la expresion de
genes y los niveles de citoquinas, debido a dos condiciones: 1) la criopreservacion de los
PBMC o 1) la activacion de otros factores de transcripcion. Se ha reportado que, para los
ensayos de expresion tanto de ARN como de citoquinas, la congelacion de PBMC genera

un cambio en los perfiles de expresion en comparacion de muestras frescas.

La congelacion de PBMC afecta la expresion de ARN y citoquinas cambiando el
perfil de expresion en comparacion con células frescas (115-117). En otras palabras, se
ha observado que hay mas IFN-y secretada en células criopreservadas que en células
frescas. Sin embargo, este efecto generado por la congelacion de PBMC afectaria por

igual a la células tratadas y no tratadas.

Por otro lado, la via de NF-xB es una de las principales vias de respuesta del
sistema inmunoldgico en la produccion de citoquinas proinflamatorias. Sin embargo,
otros factores de transcripcion como NFAT también participan en la expresion de
citoquinas (118). Al igual que NF-xB, NFAT puede ser activada por Tax (119) y, por

consiguiente, contribuir en la expresion de citoquinas proinflamatorias observadas. Por
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lo tanto, probablemente los niveles encontrados representan la activacion de otro factor

de transcripcion que, en cierta medida, suple la actividad de la via de NF-«xB.

5.1.5 Conclusiones Fase |

En resumen, se encontr6 una fuerte variacion en la actividad de la via de NF-xB
en ausencia de tratamiento, la cual posiblemente estaria relacionada a las variaciones
genéticas de cada individuo y la presencia viral. Sin embargo, no se pueden descartar los

otros factores como el efecto de la congelacion y el ingreso de MTA a la célula.

Por otro lado, el tratamiento con 10 UM de MTA reduce la actividad de la via de
NF-xB. Sin embargo, esta disminucion de la actividad de la via no tuvo un efecto aparente
sobre la expresion de genes y citoquinas. Posiblemente se requiera una mayor

concentracion de MTA para poder reducir los efectos de otros factores de transcripcion.

5.2 Fase I1: Reevaluacion de la concentracion de MTA y su efecto sobre

células inducidas a inflamacion y PBMC de pacientes con PET

5.2.1 Determinacion de la concentracion efectiva de MTA

Para determinar la nueva concentracion a utilizar, asi como el tiempo de cultivo,
se tomd como referencia los ensayos realizados en esclerosis mdltiple, asi como, en
hepatocitos de ratdn y células tumorales. En estos estudios la concentracion de MTA fue
superior a 10 UM y se encontré una reduccion en los marcadores inmunoldgicos

evaluados (25,60-63).

Los resultados muestran que tanto a las 3 como 6 y 24 horas existe un efecto dosis
respuesta tanto para el nimero total de células como para la viabilidad celular (Figura 14,
15 y 16), donde estos parametros disminuyen mientras la concentracion de MTA

aumenta. A las 24 horas, la concentracion de MTA que disminuye de manera significativa
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la viabilidad celular y el nimero de células esté a partir 800 y 2000 UM respectivamente
(Figura 16). Por lo que, la determinacion de la concentracion de MTA utilizada en la Fase
I mostré el inicio de este efecto concentracion respuesta, pero la concentracion

seleccionada no tuvo el efecto modulador esperado.

Se observa también que, de 3 a 24 horas de tratamiento, la concentracion de MTA
que tiene un efecto sobre las células de individuos sanos se va reduciendo. Esto se
evidencia claramente en el LD50 para cada uno de los ensayos (Figura 17), implicando
que un mayor tiempo de tratamiento necesitara una menor concentracion para ejercer un
efecto similar. No obstante, para comprender mejor el comportamiento de MTA es

necesario realizar estudios de farmacocinética y farmacodinamica.

Estos hallazgos nos permiten determinar que la concentracion méxima de MTA
que no produce un efecto adverso a células de individuos sanos, tanto a las 3 como a las
6 horas, seria de 500 uM. Ademas, esta concentracion es una de las mas altas reportadas

en otros estudios (62,63,79,80,120,121).

5.2.2 Actividad antiinflamatoria de MTA v tiempo de tratamiento

Para medir la actividad antiinflamatoria de 500 uM de MTA se indujo primero
inflamacion en células de individuos sanos (Figura 18B y 19A), mediante el empleo de
PMA mas lonomicina, compuestos que han mostrado activar la via de NF-xB en el mismo

tiempo de induccidén empleado en este estudio (122).

El tratamiento con 500 uM MTA en células sanas inducidas a inflamacién mostro
que solo a las 6 horas hay una reduccion significativa (p<0.05) en el porcentaje de células
que producen IFN-y entre los leucocitos en general, y en la respuesta Thl (linfocitos T

CD4+ IFN-y). Mientras que, a las 3 horas, solo se observa una disminucion en la respuesta
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Thl (Figura 19). En consecuencia, para asegurar el efecto de MTA sobre las células de

pacientes con PET, se seleccion6 un tiempo de tratamiento de 6 horas.

5.2.3 Efecto antiinflamatorio de MTA sobre células de pacientes con PET

En primer lugar, se observé que los pacientes con PET presentan hasta 7 veces
mas leucocitos productores de IFN-y en comparacion con los individuos sanos, y hasta
66 veces mas en la respuesta Thl (Figura 21). Esto confirma que los pacientes enrolados
bajo los criterios de inclusion si presentan una inflamacién al momento de las

evaluaciones.

La respuesta inflamatoria de los pacientes con PET es aproximadamente 2 veces
menor que la observada para células sanas inducidas a inflamacion. De igual forma se
observa para la respuesta Thl. Sin embargo, esta diferencia se observa en diversos
reportes, donde células de individuos sanos estimulados con PMA, PHA o LPS han
mostrado niveles de IFN-y entre 4 a 10%, dependiendo de la poblacion celular evaluada,
y los niveles de células productoras de IFN-y en los pacientes con PET estan entre 0.4 a
1% para linfocitos T CD4 (123-128). En ambos casos los valores reportados son
comparables con los observados para células inducidas y pacientes con PET (Figura 19 y
20). Por consiguiente, la diferencia estaria en como se proceso la muestra de células o en

el tipo de respuesta celular.

La principal diferencia en los estudios se encuentra a nivel del cultivo celular para
la medicion del porcentaje IFN-y. En los individuos sanos, se utilizaron células recién
extraidas, en tanto, para la medicion en pacientes con PET, por lo general, las células son
descongeladas luego de un periodo en nitrégeno liquido. No obstante, estudios donde se
utiliz6 PBMC recién extraidos de pacientes con PET para medir porcentaje de células

productoras de IFN-y mediante la técnica de ELISPOT, mostraron valores menores o
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similares a los encontrados por citometria (128,129). Por ello, la diferencia observada no
seria necesariamente debido al descongelamiento de las células sino podria deberse a la

respuesta frente al estimulo.

Al ser estimulados los PBMC de individuos sanos presentan una respuesta rapida
a través de las células NK y las NKT, como parte de la respuesta innata (130), asi como
de la estimulacion de los linfocitos TCD8 mediada por PMA (131). Estas células tienen
la capacidad de expresar y liberar citoquinas de la familia de IFN (132-134). Por otro
lado, la respuesta del sistema inmunitario en los pacientes con PET seria ya una respuesta
adaptativa. Sin embargo, debido a la expresion de la proteina Tax, sigue existiendo una
produccién exacerbada de citoquinas proinflamatorias como IFN-y, considerado un

importante marcador de la patogenicidad en PET (135,136).

Se observa una disminucién significativa en el porcentaje de leucocitos
productores de IFN-y postratamiento con 500 UM (p<0.05) en células de pacientes con
PET (Figura 21A). No obstante, la respuesta Thl no muestra el mismo efecto (Figura
21B). Una posible explicacion podria ser que el virus infecta preferentemente a los
linfocitos T CD4+ (3). Por lo que, estas células estarian produciendo de manera
exacerbada esta citoquina y, por consiguiente, contrarrestando el efecto antiinflamatorio

de MTA.

Esto implicaria que 500 uM de MTA si tiene un efecto antiinflamatorio en los
pacientes con PET, pero no a nivel de linfocitos T CD4+, sino a nivel de otras células
CD45+ como las NK y linfocitos T CD8+. Sin embargo, existe una mayor frecuencia de
linfocitos T CD8 en PBMC en comparacion con células NK, por lo que el efecto

observado estaria principalmente sobre la respuesta de los linfocitos T citotoxicos.

72



5.2.4 |Impacto antiinflamatorio de 500 uM de MTA sobre la via de NF-xB

en células de pacientes con PET

De igual forma que en la Fase | se encontrd que los pacientes con PET tuvieron
una tendencia a mostrar mayores niveles de actividad de la via NF-xB en comparacion
con los individuos sanos. Sin embargo, solo las células inducidas con PMA mas
lonomicina mostraron una activacion de la via significativamente mayor que la de las
células sin inductor, 1.2 veces mas aproximadamente (Figura 22A). Esto se debe
posiblemente a que estas células muestran una respuesta rapida y homogeénea al estimulo,
a diferencia de los pacientes con PET donde la respuesta esta definida por la interaccion
entre sistema inmunitario y la presencia viral y que ocasiona la alta variabilidad observada

en la actividad de la via (Figura 22B).

Se observd, que el tratamiento con 500 uM de MTA no redujo la actividad de la
via de NF-kB (p>0.05). Posiblemente esto se deba al pequefio nimero de muestras
incluidas para esta fase, dado que en la Fase | (n=6 pacientes, 10 UM de MTA) si se
observa una reduccion en la actividad de la via. No obstante, al observar de manera
individual la actividad de los pacientes, todos los pacientes evaluados disminuyen en
diferente grado la actividad de la via (Figura 22B). Esta variacion en la actividad de la
via de NF-xB, como se menciond anteriormente, podria ser explicada por la

susceptibilidad genética de cada individuo y su interaccién con el virus.

Ninguno de los 3 pacientes evaluados en la Fase 1l en comparacion con la Fase |
mostro niveles de actividad de NF-«B inferiores a los observados en los individuos sanos,
ni mostrd un incremento en su actividad postratamiento con 500 uM de MTA (Figura
22B). Este resultado sugiere que posiblemente el MTA 10 uM contribuyo en cierta
medida al incremento de la actividad en uno de los pacientes de la Fase I. EI MTA es un

metabolito intermedio, el cual puede contribuir a la recuperacion de
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adeninas y metioninas en un evento de proliferacion esponténea in vitro, que es frecuente
en células de pacientes infectados con HTLV-1 (137-140); se podria pensar entonces
que, al ser metabolizado por la célula durante la recuperacion de adeninas y metioninas,
habria menos MTA disponible para regular negativamente la via de NF-xB. Sin embargo,
otros pacientes con cargas provirales altas, comparables con la del paciente discordante,
y presumiblemente con niveles similares de proliferacion espontanea, no mostraron ese
incremento de actividad en la via. En consecuencia, todavia no se tiene una
explicacion convincente para el comportamiento notoriamente andmalo de la muestra del

paciente en cuestion

Por otro lado, PDTC tampoco mostro una reduccion significativa (Figura 22A) en
comparacion con lo observado en la Fase | (Figura 11B). Existieron 2 diferencias entre
ambas Fases, la primera fue el tiempo de tratamiento (24h en Fase I; 6h en Fase Il) y la
segunda, el numero de pacientes evaluados (7 pacientes Fase I; 3 pacientes Fase II).
Concentraciones de PDTC entre 0.1 a 10 uM han mostrado tener un efecto inhibidor sobre
la via de NF-«xB (141), pero a diferencia de las 6 horas de tratamiento utilizadas en la Fase
Il del presente estudio, los autores utilizaron un tiempo de 12 horas. Por otro lado, el p-
value es de 0.056 (Data no mostrada) para la Fase Il, mientras que, para la Fase | es de
0.03, por lo que posiblemente incrementando el tiempo de tratamiento, asi como el N

muestral, podria incrementar el valor de p.

Finalmente, se observa que los valores obtenidos de actividad de la via de NF-xB
en la Fase Il (Figura 22) son menores en comparacion con los observados en la Fase |
(Figura 11). Esto se debe a que la proteina blanco para la deteccion de la actividad de NF-
kB fue diferente. En la Fase Il se utiliz6 anticuerpos especificos contra la proteina p50
debido a la falta de disponibilidad de anticuerpo contra p65, el cual fue utilizado en la

Fase I. Sin embargo, estas proteinas forman el dimero RelA/p50 y cumplen la funcion de
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factor de transcripcion, pero su proporcion en el nicleo no es la misma. Tanto RelA como
p50 pueden formar dimeros, consigo mismo o con otras proteinas del grupo NF-«xB, los
cuales, son capaces de unirse al ADN. Pero a diferencia de p50, RelA forma algunos
dimeros que no tienen esta capacidad (142). Por lo tanto, existiria un mayor nimero de
proteina p50 capaz de unirse al ADN en comparacidn con RelA 'y, por consiguiente, una
mayor sefial detectable en el ELISA. Esto conllevaria que al realizar la correccion por el
extracto nuclear de Raji, los valores correspondientes a p50 sean menores que los

observados para RelA. Esto concuerda con lo reportado por el fabricante.

5.2.5 Conclusiones Fase Il

En resumen, la concentracion de 500 UM no mostro disminuir significativamente
la actividad de NF-kB en pacientes con PET. No obstante, si se observo un efecto
antinflamatorio al emplear esta concentracion de MTA, debido a que redujo de manera

significativa el porcentaje de leucocitos productores de IFN-y.

VI.  Conclusiones

e La concentracion de 10 uM de MTA presento0 el efecto reductor esperado
en la actividad de NF-«B, pero no sobre la expresion de genes ni citoquinas
reguladas por este factor de transcripcion.

e Existe una actividad heterogénea de la via de NF-xB en ausencia y
presencia de MTA, la cual podria estar explicada por la susceptibilidad
genética del hospedero y la interaccion con el virus.

e La concentracién de 500 uM de MTA posee un efecto antinflamatorio al
modular la cantidad de células CD45+ productoras de IFN-y en los

pacientes con PET.
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VIl.  Limitaciones y Recomendaciones

La aproximacion metodoldgica utilizada (porcentaje de viabilidad y nimero total
de células) para la determinacion de la concentracion de MTA dptima a emplear no fue
la més adecuada. Ello no se pudo determinar de manera directa el efecto de MTA sobre
la via de NF-xB en individuos sanos para luego ser extrapolado hacia los pacientes con

PET.

Por otro lado, la criopreservacion de células nos permitié ampliar el enrolamiento
de pacientes para los ensayos realizados y asi poder evaluar el efecto de MTA sobre la
respuesta inflamatoria de los pacientes con PET. Sin embargo, a pesar de que para ciertos
ensayos se puede trabajar con células descongeladas, ain queda la posibilidad que el
proceso de congelar/descongelar pueda tener un impacto importante sobre las funciones
celulares. Por ello, a manera de validar los hallazgos encontrados, seria recomendable

evaluarlo sobre células frescas de pacientes con PET.

Es necesario un mayor numero de muestras de pacientes con PET para afirmar
con un mayor grado de certeza que MTA presenta un efecto modulador sobre la
inflamacion de los pacientes con PET. Esto debido a que se observo una actividad de la

via de NF-kB heterogénea entre los pacientes con PET.

Finalmente, en base a los resultados obtenidos sobre la actividad de la via de NF-
kB en pacientes con PET, seria recomendable evaluar los genes descritos (Ej. NFKBIA)
que pueden tener un impacto directo sobre la respuesta de la via de NF-xB en estos
pacientes. Para ello el grupo ya logré determinar la regién de este gen asociada a la
presencia de PET, por lo que analisis funcionales de dicha region sobre la expresion de

este gen reforzarian aun mas los hallazgos del presente estudio.
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Anexos
Anexo 1

Tabla 5. Genes evaluados en el ensayo el superarray

Categoria GenBank Simbolo Descripcion
| NM_005178 BCL3 B-cell CLL/lymphoma 3
NM_001166  BIRC2 Baculoviral IAP repeat containing 2
NM_001242 CD27 CD27 molecule
NM_001250 CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
NM_001278 CHUK Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
NM_005228 EGFR Epidermal growth factor receptor
NM_001992 F2R Coagulation factor Il (thrombin) receptor
NM_000639 FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
NM_001556 IKBKB Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase beta
NM_014002 IKBKE Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase epsilon
NM_003639 IKBKG Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase gamma
NM_000572  IL10 Interleukin 10
NM_000575 IL1A Interleukin 1, alpha
NM_000576 IL1B Interleukin 1, beta
NM_000877 IL1R1 Interleukin 1 receptor, type |
NM_001569 IRAK1 Interleukin-1 receptor-associated kinase 1
NM_001570 IRAK2 Interleukin-1 receptor-associated kinase 2
NM_002198 IRF1 Interferon regulatory factor 1
NM_002342 LTBR Lymphotoxin beta receptor (TNFR superfamily, member 3)
NM_002468 MYD88 Myeloid differentiation primary response gene (88)
NM_003998 NFKB1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
NM_002502 NFKB2 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 2 (p49/p100)
NM_002503 NFKBIB Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, beta
NM_004556 NFKBIE Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, epsilon
NM_006092 NOD1 Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1
NM_002908 REL V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog (avian)
NM_021975 RELA V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)
NM_006509 RELB V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B
NM_003804 RIPK1 Receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine kinase 1
NM_013254 TBK1 TANK-binding kinase 1
NM_182919 TICAM1 Toll-like receptor adaptor molecule 1
NM_021649 TICAM2 Toll-like receptor adaptor molecule 2
NM_003263 TLR1 Toll-like receptor 1
NM_003264 TLR2 Toll-like receptor 2
NM_003265 TLR3 Toll-like receptor 3
NM_138554 TLR4 Toll-like receptor 4
NM_006068 TLR6 Toll-like receptor 6
NM_017442  TLR9 Toll-like receptor 9

NM_006290 TNFAIP3 Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3

NM_003844  TNFRSF10A  Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a
NM_003842 TNFRSF10B  Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b

NM_001065 TNFRSF1A  Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A



NM_003810

NM_003807
NM_003789

NM_021138
NM_003300
NM_004620
NM_000029
NM_004049
NM_138578
NM_001165
NM_002982
NM_002985
NM_000757
NM_000758
NM_000759
NM_003824
NM_000201
NM_024013
NM_000619
NM_000584
NM_000595
NM_020529
NM_000594
NM_005163
NM_005171

NM_003921
NM_032415
NM_033292
NM_001228
NM_003879
NM_001964
NM_005229

NM_005252
NM_002133
NM_002228
NM_173844
NM_005921
NM_021144
NM_002880
NM_001664
NM_007315
NM_003254

TNFSF10

TNFSF14
TRADD

TRAF2
TRAF3
TRAF6
AGT
BCL2A1
BCL2L1
BIRC3
CCL2
CCL5
CSF1
CSF2
CSF3
FADD
ICAM1
IFNA1
IFNG
IL8

LTA
NFKBIA
TNF
AKT1
ATF1

BCL10
CARD11
CASP1
CASP8
CFLAR
EGR1
ELK1

FOS
HMOX1
JUN
MALT1
MAP3K1
PSIP1
RAF1
RHOA
STAT1
TIMP1

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 14
TNFRSF1A-associated via death domain

TNF receptor-associated factor 2

TNF receptor-associated factor 3

TNF receptor-associated factor 6

Angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, clade A, member 8)
BCL2-related protein Al

BCL2-like 1

Baculoviral IAP repeat containing 3

Chemokine (C-C motif) ligand 2

Chemokine (C-C motif) ligand 5

Colony stimulating factor 1 (macrophage)

Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)
Colony stimulating factor 3 (granulocyte)

Fas (TNFRSF6)-associated via death domain
Intercellular adhesion molecule 1

Interferon, alpha 1

Interferon, gamma

Interleukin 8

Lymphotoxin alpha (TNF superfamily, member 1)
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha
Tumor necrosis factor

V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
Activating transcription factor 1

B-cell CLL/lymphoma 10

Caspase recruitment domain family, member 11

Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin 1, beta, convertase)
Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase

CASP8 and FADD-like apoptosis regulator

Early growth response 1

ELK1, member of ETS oncogene family

FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog

Heme oxygenase (decycling) 1

Jun proto-oncogene

Mucosa associated lymphoid tissue lymphoma translocation gene 1
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1

PC4 and SFRS1 interacting protein 1

V-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1

Ras homolog gene family, member A

Signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa

TIMP metallopeptidase inhibitor 1

Categoria: I, Genes relacionados a la sefializacion de la via de NF-«B; II, Genes que
se expresan como respuesta a la activacion de la via de NF-«B; y 11, Otros genes
involucrados.



Anexo 2

Melting Peaks
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Figura 23. Picos de melting para el gen B2M pool 2 muestras. La flecha negra indica el pico
de melting del producto del gen B2M. La flecha rayada indica el pico de melting de control sin
transcriptasa reversa.
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Figura 24. Picos de melting para el gen B2M pool 4 muestras. La flecha negra indica el pico
de melting del producto del gen B2Ms. La flecha rayada indica el pico de melting de control sin

transcri ptasa reversa.
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Figura 25. Picos de melting para el gen GAPDH pool 2 muestras. La flecha negra indica el
pico de melting del producto del gen GAPDH. La flecha rayada indica el pico de melting de
control sin transcriptasa reversa.
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Figura 26. Picos de melting para el gen GAPDH, pool de 4 muestras. La flecha negra indica
el pico de melting del producto del gen GAPDH. La flecha rayada indica el pico de melting de
control sin transcriptasa reversa.



Anexo 3

Tabla 6. Ensayo RT-PCR para 2 genes de referencia.

Pool Gen Ct % -RT Ct % SD Ratio
prom SD  prom (ADNc/ADNQ)
2 B2M 16.94 18 35 0 273 276.14
GAPDH 22.26 71 34.59 35 5148.72
4 B2M 17.47 24 35 0 189 258.68
GAPDH 2191 67 35 0 8 719.32

B2M, Beta 2 microglobulina; GAPDH, Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa; Ct
prom, Ct promedio; %SD, porcentaje de desviacion estandar; -RT, sin transcriptasa
reversa.



