Pagina 1 de 120

Evaluacion de marcadores de agotamiento celular en toxoplasmosis

ocular

Estudiante

Laura Lorena Garcia LOpez

DIRECTOR
Néstor lvan Cardona Pérez, Lic. Biol. M.Sc. PhD.
CO-TUTORES
Juan Felipe Osorio Méndez, PhD.
Jorge Enrique Gémez Marin, MD, PhD.

Trabajo de grado de Maestria presentado como requisito parcial para

optar al titulo de Magister en Ciencias Biomédicas

Universidad del Quindio
Facultad de Ciencias de la Salud
Maestria en Ciencias Biomédicas

Mayo de 2019



Pagina 2 de 120

RESUMEN

Introduccion: La toxoplasmosis ocular (TO) es la causa mas comun de uveitis
posterior y en algunos paises, es una de las causas mas importantes de
discapacidad visual siendo en Suramérica mas severa que en otros
continentes. La TO se caracteriza por frecuentes reactivaciones debido a
quistes tisulares remanentes en la retina después de la infeccion inicial con T.
gondii. Respecto a la fisiopatologia de las células T CD8, se ha informado en
ratones con toxoplasmosis cronica, la pérdida de la funcion efectora y
capacidad proliferativa de estas células T CD8 junto con la alta expresion de
los receptores inhibidores PD-1, CD244, LAG-3 y CD160 que conducen a la
reactivacion de la infeccién. Sin embargo, hasta el momento no se han
identificado los posibles factores inmunoldgicos humanos asociados con la
TO, ni se ha evaluado los niveles de receptores inhibidores (iRs) en la

toxoplasmosis ocular.

Metodologia: en este estudio detectamos y caracterizamos los marcadores
de agotamiento celular PD-1, CD244, LAG-3y CD160 en células T CD8 totales
y subpoblaciones celulares de memoria (central y periférica) de individuos con
toxoplasmosis ocular. Se evaluaron cinco individuos por cada grupo
seleccionado (cronicos sin lesiones oculares, con lesiones oculares y
seronegativos para Toxoplasma) la expresion génica de estos marcadores se

observé utilizando gRT-PCR y citometria de flujo.

Resultados: Se encontré que la expresion de estos genes estaba elevada en
los individuos con TO principalmente. De manera interesante, el marcador por
excelencia del fenomeno de agotamiento celular PD1, se encontré 10 veces
mas elevado en los individuos con TO respecto a los asintomaticos y 3,5 veces
mayor para el marcador CD244 en este mismo grupo. Por el contrario, el

marcador LAG-3 fue el menos expresado en todos los grupos. Respecto a los
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porcentajes de células positivas por citometria y de la cantidad de moléculas
por célula MFI, estos marcadores variaron notablemente entre las
subpoblaciones celulares. Es posible observar una disminuciéon en el
porcentaje de células positivas para los marcadores PD1y CD244 en el grupo
ocular y un aumento de la cantidad de moléculas expresadas por célula en
este mismo grupo. LAG-3 y CD160 no presentaron dichas variaciones en su
expresion. Asi mismo, no encontramos diferencias en las subpoblaciones de
memoria para ningdn marcador. De manera llamativa, encontramos una
correlacion positiva entre el indice de relacion MFl/porcentaje celular y el

namero de lesiones oculares para el marcador PD1.

Conclusion: En conjunto, nuestros resultados sugieren la expresion de
multiples iRs principalmente PD1 seguido de CD244, denotado por el MFI, lo
gue sugiere un posible fenotipo de agotamiento parcial, previamente descrito
en otras infecciones crénicas. Si bien el paradigma del agotamiento de CD8+
se ha explorado ampliamente en los modelos virales cronicos, apenas esta

comenzando a desarrollarse en las infecciones parasitarias.

Palabras clave: Toxoplasmosis cronica, PD1, CD244, LAG-3, CD160,

agotamiento celular.
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SA: Aspirados esplénicos

EDTA: Acido etilendiamintetraacético. Atrae a los iones de calcio bloqueando
la cascada de coagulacion. (sal dipotasica K2 6 K3).

PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica. Es una célula
sanguinea caracterizada por poseer un unico nucleo redondo, como los
linfocitos o los monocitos.

RPMI: Medio de cultivo se utiliza para el mantenimiento de numerosas lineas
celulares.

Tm: Temperatura de fusion

ARN: acido ribonucleico.

ARNmM: ARN mensajero.

Dnasa: desoxirribonucleasa

MgClz: cloruro de magnesio

ADNc: ADN complementario.

OD: Densidad 6ptica

RT-gPCR: Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
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el que se estad midiendo. El control de FMO garantiza que la propagacion de
los fluorocromos al canal de interés se identifique correctamente. Es usado
para identificar y hacer un gate de células en el contexto de la dispersion de
los datos debido a los multiples fluorocromos en un panel determinado.

FSC: Dispersioén frontal en citometria de flujo

SSC: Dispersion lateral en citometria de flujo
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SD: Desviacion estandar
MFI: Intensidad media de fluorescencia, por sus siglas en inglés (Mean

Fluorescence Intensity).

GLOSARIO

Cebador: Una secuencia corta de oligonucle6tidos que se utiliza en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la creacion de moléculas mas
largas de ADN.

GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa es uno de los genes de uso

comun mas utilizados en comparaciones de datos de expresion génica.

PD-1: proteina de muerte celular programada 1, también conocida como PD-
1 0 CD279 (grupo de diferenciacion 279). Es un receptor inhibitorio homologo
a CD28 que esta expresado en células T activadas y se une a PD-L1 o PD-L2,
miembros de la familia de proteinas B7 expresado en varios tipos celulares.
PD-1 estéa sobrerregulado en células T después de una estimulacion repetida
o prolongada, en el contexto de una infeccién crénica o tumores. El bloqueo
de PD-1 con anticuerpos monoclonales aumenta las respuestas inmunes

antitumorales.

CD244: El receptor de células NK 2B4 (CD244) es una proteina
transmembrana que pertenece a la superfamilia de Ig. Es un miembro del
subconjunto CD2 de las moléculas de la superfamilia de inmunoglobulinas
(IgSF). CD244 se expresa en células NK, un subconjunto de células T
(incluidas la mayoria de las células T CD8+). CD48 es el ligando de CD244.
Estudios recientes han demostrado que el CD244 humano, como el CD244
murino, tiene funciones activadoras e inhibitorias, que dependen de la

densidad de la expresion de la superficie 2B4.



Pagina 13 de 120

LAG-3: Gen de activacion de linfocitos 3 o CD223, perteneciente a la
superfamilia lg. Se expresa en las células T y células B. Es un regulador
negativo de la activacion de células T, proporcionando sefales inhibitorias a
las células T efectoras activadas, son altamente expresados en las células
Treg, donde son importantes para amplificar su actividad inhibitoria. Al igual
que PD1, estos receptores juegan un doble papel en la inhibicion de las
respuestas inmunes y el bloqueo con anticuerpos, por lo tanto, tienen maltiples
mecanismos de accion potenciales. En particular, PD1 y LAG3 son

comunmente coexpresados en células T anérgicas o agotadas.

CD160: de la superfamilia Ig. Se expresa principalmente en células T CD8+.
Es un receptor en células inmunes capaces de administrar sefales
estimulantes o inhibitorias que regulan la activacion y diferenciacién celular.
Tras la estimulacion antigénica persistente, como ocurre durante una infeccion
viral cronica, puede inhibir progresivamente la sefalizacion de TCR en las

células T CD8+, lo que contribuye al agotamiento de las células T.

Agotamiento celular: Es un estado de disfuncion de las células T que se
caracteriza por el desgaste de las funciones efectoras, la expresion prolongada
de los receptores inhibidores y la incapacidad para controlar infecciones o

tumores.

Células T efectoras de memoria: Las células de memoria efectoras se
caracterizan por una alta citotoxicidad, falta de receptor de localizacién linfoide

(CCRT7-). Estas células residen preferentemente en tejido no linfoide.

Células T de memoria central: Un subconjunto de células T de memoria que

expresa CD62L y CC-quimiocina receptor 7 (CCR7+) y residen principalmente
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en los ganglios linfaticos y el bazo. Estas células tienen un alto potencial

proliferativo en el reencuentro con el antigeno.

Infeccion crénica: Una infeccidn crénica generalmente se produce cuando el
huésped no puede eliminar completamente el patdgeno. Esto puede ser una
consecuencia de la disfuncion inmune del huésped o la evasion inmune del

patdgeno o incluso de ambos.

Polifuncionalidad: La polifuncionalidad se define por la capacidad de una
sola célula de mostrar multiples funciones como la citotoxicidad y la secrecion

de multiples citoquinas en respuesta a un estimulo antigénico.

Respuesta de memoria: Esta respuesta ocurre después de un segundo
encuentro con un patégeno o antigeno. La respuesta inmune resultante es
generalmente mas rapida y mas fuerte que una respuesta primaria e involucra

células de memoria.
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1. INTRODUCCION

El parasito apicomplexa Toxoplasma gondii es conocido por su capacidad para
infectar una amplia gama de huéspedes intermedios, incluidos todos los
mamiferos y aves. En los humanos, aunque generalmente es asintomatica, la
infeccion por este parasito puede causar lesiones oculares y cerebrales en
hospederos inmunocompetentes y malformaciones en el feto cuando se trata

de infecciones congénitas(1).

Esto debido principalmente a que, en los humanos, Toxoplasma experimenta
una conversion de etapa entre el taquizoito de rapida replicacién que se cree
que es responsable de la toxoplasmosis aguda y el bradizoito con replicacién
lenta, relativamente quiescente y enquistado, que puede persistir
posiblemente durante toda la vida. Se cree que la interconversion bradizoito-
taquizoito llamada comiunmente reactivacion juega un papel central no solo en
el establecimiento de la infeccién crénica, sino también en el recrudecimiento

de la enfermedad (2).

A nivel regional en el departamento del Quindio se ha encontrado una alta
prevalencia de toxoplasmosis ocular (TO). Durante el desarrollo de la TO, los
individuos presenten riesgo de desarrollar recurrencias debido a
reactivaciones en el 0jo que pueden aumentar el riesgo de pérdida de la vision
(3). En nuestro grupo se han llevado a cabo estudios de incidencia donde se
reportaron 80 episodios de recurrencias en 56 pacientes con toxoplasmosis
ocular (4). Sin embargo, hasta el momento no se conocen los factores

inmunoldgicos del hospedero causantes de dichas reactivaciones (5).

Lo que si sabemos es que las respuestas inmunes locales y sistémicas en la
infeccion por T. gondii, son fuertemente dependientes no solo del genotipo del
parasito, sino también de la genética y el estado inmune de los infectados. En

este sentido, la respuesta efectiva de las células T CD8+ es critica para el
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control de infeccidon aguda y cronica por Toxoplasma (6) (7). Estas células se
activan y adquieren funciones efectoras, incluyendo la produccion de
citoquinas como IFN-y y TNF-a, asi como la citotoxicidad mediada por

granzima y perforina que permiten eliminar o controlar la infeccion (8) (9).

Sin embargo, la persistencia del parasito que lleva a la infeccion crénica tiene
un profundo impacto en la capacidad efectora de estas células T CD8 que
induce a un estado gradual de disfuncion, fenbmeno conocido como
agotamiento de las células T (10). Estudios recientes en ratones
susceptibles (C57BL/6) han demostrado que las células T CD8+ durante la
ultima fase de la toxoplasmosis cronica presentan un desgaste progresivo de
su funcionalidad, se transforman de células trifuncionales en bifuncionales, o
monofuncionales e incluso a no funcionales. Tienen ademas un aumento de la
apoptosis y una respuesta de células T de memoria deficiente junto con una
expresion elevada del receptor inhibitorio de muerte celular programada (PD-

1), caracteristico del agotamiento celular (11).

Este receptor se encontr6 que se expresa de manera aumentada y
preferentemente en células T CD8+ lo que las hace propensas a morir por
apoptosis (12). Junto con el agotamiento gradual de CD8, los parasitos
experimentan una reactivacion que resulta en la mortalidad del huésped
infectado en ensayos con ratones (13). De igual manera, se encontré que en
un modelo de reinfeccion por Toxoplasma gondii en raton, cuando se
administra una infeccién secundaria letal, las células T CD8+ y CD4+ regulan
de forma ascendente varios receptores inhibitorios ademas de PD-1, como
TIM-3, 4-1bb y CTLA-4 (14).

De manera interesante, el tratamiento de ratones infectados cronicamente con
un anticuerpo aPD-L1 que inhibe la interaccion de PD1 con su ligando PD-L1
redujo la apoptosis de las células T CD8+ y rescatd la proliferacion y
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polifuncionalidad de estas, aunque de manera parcial. El blogueo de la
interaccion PD-1/PDL-1 redujo ademas la conversion del estadio del parasito
y la parasitemia, y lo mas importante, evité la mortalidad del huésped en una

infeccion primaria (11).

El agotamiento de las células T se caracteriz6 por primera vez en los modelos
de infeccién viral crénica (15,16), pero ahora se estudia ampliamente en el
cancer (17,18), en infecciones bacterianas (19,20); y en los modelos de
infeccién parasitaria (21). En algunas de estas enfermedades la firma
molecular del agotamiento de las células T CD8+ y CD4+ se ha definido
detalladamente, y se han identificado varios marcadores para distinguir estos
estados hipoprotectores (22—-24). Dentro de esos marcadores clave que
etiquetan las células T CD8 o CD4 como agotadas estan los altos niveles de
expresion de los receptores inhibidores PD-1, LAG-3, TIM-3, CTLA-4, CD244
(2B4), BTLA, y CD160 (22). Las células pueden presentar la mayoria, o0 una
parte, de estos marcadores, y la expresion del marcador varia con el modelo

usado, el tipo celular y la gravedad de la enfermedad (10).

En general, hay pruebas solidas de que el agotamiento de las células T CD8+
desempefia un papel importante en la reactivacién de la toxoplasmosis crénica
hasta ahora en ratones. Estudios adicionales sugieren posibles roles de los
receptores inhibitorios PD-1, CD244, LAG-3, y CD160 durante la infeccién
humana por T. gondii. Sin embargo, los niveles de expresion y el papel preciso
de estas vias sigue siendo poco conocido (25). Por lo anterior, en este estudio
detectamos y caracterizamos en diferentes subpoblaciones de linfocitos T
CD3+ CD8+ la expresion de las moléculas PD-1, CD244, LAG-3y CD160y en

PBMCs obtenidos de sangre periférica de individuos con toxoplasmosis ocular.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Establecer los niveles de expresion de receptores inhibitorios en células T
CD3+CD8+ en individuos con toxoplasmosis ocular.

2.2. Objetivos especificos

Evaluar los niveles de expresion de los genes de agotamiento celular (PD1,
CD244, LAG-3 y CD160) en individuos con toxoplasmosis ocular.

Identificar la presencia de los receptores inhibitorios (PD1, CD244, LAG-3 y
CD160) expresados en la membrana celular en diferentes subpoblaciones de
linfocitos T CD3+CD8+ en individuos con toxoplasmosis ocular.
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3. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

3.1. Caracteristicas propias del sistema inmune: memoria de células T

Durante una infeccién aguda las células APC presentan antigenos derivados
de patdgenos y proporciona las sefiales coestimuladoras apropiadas a la
célula T para provocar su activacion (27,28). Esta activacion conduce a la
proliferacion, diferenciacion y adquisicion de funciones efectoras de la célula
T CD8 especificas de antigeno en el transcurso de 1 a 2 semanas,
acompafiada de una reprogramacion transcripcional, epigenética y
metabolica, y la adquisicion de caracteristicas cardinales de las células T
efectoras (29,30).

Tras el pico de expansion de células efectoras, la resolucion de la inflamacién
y la eliminacion del antigeno; la mayoria de las células T activadas mueren,
pero un pequefio subconjunto persiste y hace una transicion a células T de
memoria. Estas células permanecen preparadas para elaborar rapidamente
funciones efectoras tras la reexposicibn a patdgenos y tienen muchas
propiedades en comun con las células naive, incluida la pluripotencia, la
capacidad de migrar a los ganglios linfaticos y al bazo (31) y la persistencia
través de la auto-renovacién homeostatica mediada por IL-7- e IL-15 (32).
Ademas estas células mantienen la secrecion de citoquinas IFN-y, TNFa y la
citotoxicidad que promueve un mayor desarrollo de la inmunidad adaptativa y

el control de patdégenos a largo plazo (7).

Estas células T de memoria altamente funcionales se desarrollan y estan
dotadas de varias propiedades definitorias que las distinguen de las células T
naive y efectoras (33—35) y es posible diferenciarlas a través de su ubicacién

anatomica, la expresion de marcadores de superficie celular y algunas
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funciones efectoras. En este sentido, las células T CD8 de memoria central (T
cm) son una poblacion clasica de células T CD45RA- con una alta expresion
de CCR-7 lo que permite su localizacion eficiente a los ganglios linfaticos (LN)
(36). Por el contrario las células T CD8 de memoria efectora (T em) permanecen
preparadas para proporcionar funciones efectoras inmediatas, carecen de la
expresion de estos receptores de LN y estan ubicadas en tejidos no linfoides,

es decir a nivel periférico (37).

En general, la memoria inmunolégica mediada principalmente por células T
permite combatir patdbgenos debido a que entre otras cosas estan presentes
en mayor numero que las células T naive, persisten durante periodos
prolongados debido al recambio homeostéatico independiente del antigeno y

responden rapidamente al reencontrarse con los patégenos (38).

3.2. Agotamiento y alteracion del mantenimiento de lamemoriade células
T

En contraste, durante las infecciones cronicas y el cancer, que implican una
exposicion persistente a antigenos y/o inflamacién, este programa de
diferenciacion de células T de memoria esta notablemente alterado (39) y ha
sido denominado como el fendmeno de “agotamiento celular” que tiene varios
rasgos caracteristicos, como la pérdida progresiva y jerarquica de las
funciones efectoras de dichas células, la regulacidn sostenida y la coexpresion
de multiples receptores inhibidores, la expresién alterada de factores de
transcripcion clave, desajustes metabdlicos, y una falla en la capacidad de
respuesta homeostatica de las células T de memoria independiente del
antigeno (10). Ademas de la disminucion de la produccion de citoquinas como
la interleucina (IL) -2 y el IFN-y importante para el control de la infeccion
(40,41).
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El agotamiento de las células T se describidé por primera vez en la infeccidén
cronica por LCMV (virus de la coriomeningitis linfocitica), donde las células T
desarrollaron una serie de defectos, particularmente en la capacidad de mediar
las funciones efectoras, proliferar y adquirir propiedades Unicas de las células
T de memoria (15,16,42,43). Durante la infeccion cronica en ratones, las
células T CD8+ no desarrollaron células de memoria funcionales, debido a que
las células T CD8+ agotadas tienen una expresion baja de CD122 (la cadena
B del receptor de IL-2 e IL-15) y CD127 (la cadena a del receptor de IL-7), por
tanto, responden mal a las interleuquinas IL-7 e IL-15 (44) mencionadas
anteriormente como importantes para el mantenimiento de las células T de

memoria.

De otro lado, los esfuerzos para analizar las diferencias entre las células T de
memoria funcionales y agotadas han demostrado una caracteristica Unica de
estas células a nivel transcripcional debido a que las células agotadas
mantienen el fenotipo adquirido durante la infeccion cronica y la transmiten a
sus hijas, incluso después de retirar el antigeno (45). La comparacién entre el
perfil transcripcional de células agotadas (Tex) versus las células T efectoras
(Teff) 0 de memoria (Tmem) revelé una regulacioén positiva de un gran ndmero
de receptores inhibidores (iRs) de la superficie celular (46), los cuales se
habian definido previamente como importantes para la regulacion negativa de

la funcién de los linfocitos (47,48).

En este sentido, debido a que los linfocitos requieren no solo la sefalizacion
del receptor de antigeno, sino también una segunda sefial que proporciona
informacion contextual adicional, lo que se conoce como el modelo original de
dos sefiales para la activacion de linfocitos (49-51), los receptores inhibidores
resultan ser vias reguladoras negativas cruciales que controlan la reactividad
y la inmunopatologia (52). Aunque los iRs se expresan de forma transitoria en

las células T efectoras funcionales durante la activacion, la expresion mas alta
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y sostenida de estos en células T CD8+ y CD4+ tanto en modelos animales
como en humanos, es un sello distintivo de las células T agotadas (53).
Muchos estudios durante la Gltima década han vinculado alin mas la expresion
de iRs como PD1, CTLA-4, TIM3, LAG3, CD160, BTLA y CD244 (2B4) al
fendmeno del “agotamiento de las células T” tanto en modelos de ratén como

en personas con diferentes infecciones crénicas (54).

3.3. Marcadores de Agotamiento de células T

Las moléculas coestimuladoras/coinhibidoras se dividen comdnmente en 4
familias: 1) la familia B7, que incluye CD28, CTLA-4, PD-1, coestimulador
inducible de células T (ICOS) y el atenuador de linfocitos Ty B (BTLA), 2) la
familia de receptores TNF-a incluyendo CD27, 3) la familia CD2/SLAM,
incluida la molécula de activacion de sefializacion de linfocitos (SLAM), CD244
(2B4) y CD48 y 4) la familia de las inmunoglobulinas (Ig), que incluye
inmunoglobulina mucin-3 de células T (TIM-3), Gene-3 de activacion de
linfocitos (LAG-3) y CD160 (47,55,56). Cada molécula co-
inhibitoria/coestimuladora interactia con uno o varios receptores expresados

por uno o varios tipos de células (57).

Aungue el mecanismo molecular para la regulacibn mediada por receptores
inhibitorios en la mayoria de los casos no se ha definido, muchos de estos
receptores contienen dominios de sefializacion intracelular capaces de
transmitir una sefial negativa, a menudo a través de la actividad de una
fosfatasa u otras moléculas adaptadoras. De hecho, se ha sugerido que
algunos iRs operan mediante la competencia por la union de ligandos (58,59);
0 potencialmente median la funcion inhibitoria sin una cola citoplasmica, por
ejemplo, CD160 (60).
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Ademas de su funcion propia, una posibilidad es que los iRs individuales
regulen distintas funciones celulares. Por ejemplo, la via PD-1 parece afectar
fuertemente la supervivencia y/o proliferacion de células T CD8+ (61-63).
LAG-3 afecta la progresion del ciclo celular, pero tiene menos influencia en la
supervivencia celular o apoptosis (54,64). CD244 (2B4) y CD160 también
pueden afectar las funciones no superpuestas de las células T CD8+ agotadas
(54). Se ha descrito ademas que el numero de iRs y la densidad de estos en
la membrana celular afecta la intensidad del agotamiento de las células T (21).
En general, los estudios sugieren que los receptores inhibitorios podrian
atenuar las respuestas de las células T de més de una manera (10).

3.3.1. Proteina de muerte celular programada 1- PD-1 (B7-H1)

PD-1, un miembro de la subfamilia CD28 de receptores de Ig, es quizas el mas
estudiado de estos receptores inhibidores en infecciones debido a su papel en
el agotamiento de las células T (25).

Durante infecciones agudas, la expresion de PD-1 es transitoria, regresando
en la mayoria de los casos a niveles bajos después de resolucion de la
infeccion (66). En contraste, durante las infecciones cronicas, su expresion se
mantiene y, de hecho, la cantidad de PD-1 expresada a menudo es mayor
(63,67,68). Esto relacionado posiblemente, a patrones de metilacion
establecidos en el locus Pdcdl durante las infecciones crénicas y que pueden

influir en la persistencia o la expresion de PD-1 (69,70).

El papel natural primordial de PD-1 en la regulacion de la tolerancia periférica
se observé cuando los cientificos demostraron que los ratones deficientes en
PD-1 desarrollaron trastornos autoinmunes graves (71). Luego de la union del
receptor PD1 con su ligando PDL-1, la secrecion de IL-2 es una de las primeras

funciones de las células T efectoras en disminuir, seguida de la disminucion
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de TNF-a (72), IFN-y y B-quimioquinas. Ademas, las células T CD8+ también
parecen perder su capacidad de causar desgranulacion al detectar células

infectadas intracelularmente.

3.3.2. Gen-3 de activacion de linfocitos (LAG-3)

Si bien algunos estudios sugieren que la manipulacion de LAG-3 solo en LCMV
cronico tiene poco impacto en las células Tex (73), el bloqueo conjunto de LAG-
3 y PD-1 condujo a una notable sinergia (Blackburn et al., 2009) (54),
sugiriendo tal vez un papel subordinado de LAG-3 cuando otros receptores
inhibidores fuertes estan presentes (25). De otro lado, la expresion de LAG-3
a menudo se encuentra en Tex, aunque su deteccion en sangre periférica en
humanos, en comparacién con el sitio de infeccion, es un desafio en algunas

configuraciones (74,75).

3.3.3. 2B4 (CD244)

CD244 es otro miembro importante de la familia SLAM. Es una glicoproteina
de la superficie celular relacionada estructuralmente con moléculas similares
a CD2 (76) y parece ser particularmente importante para la funcién efectora
citotdxica de las células T CD8+ y las células NK (77,78). Se ha demostrado
de forma variable que el compromiso de 2B4 activa o inhibe los linfocitos que

expresan este receptor.

Aungque la mayoria de los receptores de la familia SLAM participan en
interacciones homotipicas, 2B4 interactlia con CD48 y actualmente esta bien
aceptado esta interaccion puede mediar tanto sefiales de activacion como de
inhibicion. En humanos, la ligacion de 2B4 con anticuerpos especificos o
células diana que expresan CD48 proporciona una sefial de activacién para

las células NK (79). En contraste el empalme alternativo en ratones genera
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una forma corta de 2B4 que contiene solo un motivo ITSM (80). Mientras que
la sobreexpresion de 2B4 de longitud completa afectd la citotoxicidad de

células NK, la forma corta de 2B4 facilito la lisis de células tumorales (81).

3.3.4. CD160

CD160, es un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas, expresado
principalmente en linfocitos CD8+, células TNK y las NK (82,83). Se ha
reportado que la expresion de este receptor aumenta luego de la activacion de
células T CD4+ humanas (60). Asimismo, su expresion en estas células es
menor que en las células T CD8+. En linfocitos humanos de PBMCs no
estimulados, CD160 se expresd en células T CD4+ y CD8+ en pequefas
cantidades (aproximadamente 8% y 18% respectivamente). En células T
CD4+, CD160 se expreso en una subpoblacion considerable de células T de
memoria (CD45RA-) y células T recientemente activadas (CD45RA+) pero fue
apenas detectable en las células T naive (CD45RA+), o que sugiere que se

induce CD160 durante o después de la activacion de las células T (60).

De igual modo, el entrecruzamiento de CD160 con un anticuerpo, inhibe
fuertemente la proliferacion de células T CD4+ y la produccién de citoquinas,
identificando asi CD160 como un regulador negativo de la activacion de
células T CD4+ (60). Igualmente, el bloqueo de la interaccion CD160/CD160-
L restaurd la capacidad de proliferaciéon de células T CD8, y el grado de
restauracion se correlacion6 directamente con la proporcién ex vivo de células
T CD8+ CD160+(87).
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3.4. Agotamiento celular en enfermedades infecciosas

El agotamiento de las células T se ha demostrado en una amplia variedad de
modelos animales y en humanos con infecciones virales, bacterianas y
parasitarias cronicas, asi como en el cancer (33). Se considera una
caracteristica general de las infecciones cronicas, por ejemplo, se ha descrito
en el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la coriomeningitis
linfocitica (LCMV), el adenovirus, el virus de la leucemia de Friend, el virus de
la hepatitis del raton (88), la tuberculosis (89,90); el virus de la
inmunodeficiencia de los simios (SIV) (91), Hepatitis C (VHC) (92), y el virus
de la Hepatitis B (VHB) (93).

De manera interesante, bloquear la interaccion del receptor inhibitorio PD-1
con su ligando PDL-1 usando un anticuerpo monoclonal restauré las
respuestas de las células T CD8+ efectoras en infecciones crénicas como el
VIH, la hepatitis C y el virus LCMV (66,94,95). De igual manera, estas
observaciones se han extendido al modelo de raton humanizado de infeccion
por VIH donde el blogueo de la misma via condujo ademas a una reduccion
significativa en la carga viral (96). Asimismo, durante la infeccion con el virus
SIV, el bloqueo in vivo de PD-1 condujo no solo a la mejora sustancial en las
respuestas de las células T CD8+ especificas del virus sino también a la
mejora de las respuestas de las células B y de anticuerpos y lo mas importante

al aumento en la supervivencia en monos (91).

Gran parte de la discusién del agotamiento celular se ha centrado en las
infecciones virales. Sin embargo, estudios recientes demuestran que este
paradigma puede extenderse también a las enfermedades protozoarias,

aunque con notables diferencias (21).
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3.5. Agotamiento celular en enfermedades provocadas por protozoos

parasitos

Aunque los parasitos provocan una respuesta inmune inflamatoria inicial, la
inmunidad por si misma en algunos casos no logra eliminar el patdgeno, lo que
lleva a una etapa cronica de la infeccidon (21). En este sentido, los receptores
inhibidores también desempefian un papel central en la regulacién de las
respuestas inmunes a los patégenos no virales. Por ejemplo, se ha informado
de un papel importante de PD-1 y otros iRs en la infeccion persistente con
Plasmodium (P.vivax, P. yoelii, P. falciparum, P. chaubudi) Leishmania (L.
donovani & L. mexicana), Trypanosoma cruzi y Toxoplasma gondii, donde se
encontré que la expresion elevada de este receptor inhibitorio se asocia con la
disfuncion o agotamiento de las células T (25). En cada uno de estos entornos
hay evidencia de un papel de PD-1 u otras vias inhibitorias que limitan la
efectividad de la respuesta inmune.

3.5.1. Plasmodium (P. vivax, P. yoelii, P. falciparum y P. chaubudi)

Costa y colaboradores en 2015 demostraron que los niveles de PD-1 y LAG-
3, aumentaron en las células T humanas durante la malaria aguda.
Demostraron ademas que la infeccién desencadena la expresion de moléculas
reguladoras en las células T y que el patrén de expresién difiere en las células
T CD4+ y CD8+. Ademas de que las frecuencias mas altas de CD4+ expresan
mas de 1 molécula reguladora en comparacion con las células T CD8+ (97).

En 2006, Butler y colaboradores, en ratones encontraron que el bloqueo de
LAG-3 junto con PD-L1 mejora las funciones de las células T CD4+, amplifica
las células T ayudadoras foliculares, las células B del centro germinal, y el

namero de plasmoblastos, aumenta la proteccion de anticuerpos y elimina
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rapidamente la malaria en estadio sanguineo (99). Ademéas de lo anterior,
estos resultados sugieren que el agotamiento de las células T es
independiente de los alelos MHC y no esta restringido a ninguna cepa de

ratones en particular (99).

En general, la infeccién por malaria puede clasificarse entre las infecciones
cronicas en las que el agotamiento de las células T dificulta la eliminacién del
parasito. Sin embargo, el papel de otros receptores como CD244, CD160 y

varios represores transcripcionales rara vez se ha investigado (100).

3.5.2. Leishmania (L. donovani y L. mexicana)

El agotamiento de las células T CD4+ y CD8+ durante la leishmaniasis visceral
(VL) canina sintoméatica mostré una pérdida significativa por etapas de la
proliferacion de células especificas de antigeno y la produccion de IFN-y, que
fue congruente con un aumento de la sintomatologia. Ademas, el agotamiento
se asocidé con un aumento de PD-1 de hasta cuatro veces en la poblacion
sintomaticas respecto al control. Y lo que era de esperarse, el bloqueo con
anticuerpos del ligando de PD-1, promovi6 el retorno de la funcion de las
células T CD4+ y CD8+ y aumentd dramaticamente la produccién de especies
reactivas de oxigeno en fagocitos derivados de monocitos co-cultivados, y
como resultado, estos fagocitos tenian una carga parasitaria disminuida (Kevin
J. Esch, et al., 2013)(101).

En el caso de Leishmania mexicana (Lm) causante de la leishmaniasis
cutanea localizada (LCL) y difusa (DCL). Los pacientes con DCL tienen una
mala respuesta inmune, sus células T CD8+ exhibian baja citotoxicidad, baja

proliferacion de células especificas de antigeno y baja produccion de IFN-y,
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en comparacion con los pacientes con LCL. Estas caracteristicas son similares

al "agotamiento celular” descrito en las infecciones crénicas.

Se ha demostrado que las células T CD8+ de leishmaniasis visceral humana
(VL) contribuyen al control de parasitos y desempefian un papel importante en
la inmunidad generada por la vacuna. Sin embargo, los genes y los
marcadores de superficie sugieren que las células T CD8+ obtenidas de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y aspirados esplénicos
(SA), tienen caracteristicas de células agotadas, vistas de acuerdo a la
expresion elevada de los ARNm de PD1 y CTLA-4, acompafiadas de un alto
nivel de ARNm de IL-10 (103). Por lo que, se sugiere que las células T CD8+
pueden ser conducidas al agotamiento en la VL humana, lo que afecta su

capacidad para contribuir a las respuestas inmunitarias protectoras.

Del mismo modo como ha ocurrido en infecciones por malaria, L. donovani es
capaz de evadir el ataque de las células T CD8+ al suprimir su expansion y su
funcién efectora. A pesar de la presencia constante de parasitos en el bazo,
las respuestas de las células T CD8+ exhibieron un patrén de activacion
bifasico, donde el primer momento de activacion llevé a una expansion limitada
y el segundo momento dio como resultado la muerte celular y el agotamiento
de las células T CD8+. El bloqueo B7-H1 rescatoé las respuestas de las células
T CD8+ de la muerte celular y redujo significativamente la carga del parasito
esplénico, pero no logré restaurar completamente la produccion de citoquinas
(Joshi T, et al. 2009) (104).

En conclusion, estos estudios primarios han desempefiado un papel
importante en el desarrollo de lo que serian nuevas terapias para tratar las
infecciones cronicas por protozoos parasitos mediante la identificacion de

mecanismos que permitirian reactivar las funciones efectoras de las células
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que alguna vez se reportaron que estaban en un estado no funcional de
agotamiento celular. Estos hallazgos resaltan la importancia de la
investigacion centrada en la memoria de las células T especificamente CD8+,

gue ha dado como resultado avances tangibles en la salud humana (36).

3.6. Respuesta efectiva y agotamiento de células T CD8+ en Toxoplasma

gondii

El control de la infeccién de Toxoplasma gondii depende principalmente de la
respuesta inmune mediada por células. Estd demostrado que en el modelo
murino, tanto las células T CD4+ como las CD8+ son importantes para el
control de la infeccion (Suzuki Y, Remington JS. 1988)(105), incluyendo la
produccion de IFN-y y la citotoxicidad mediada principalmente por las células
T CD8+ con la liberacion de granzima, perforina y especies reactivas de

oxigeno (106).

Toxoplasma gondii es quizas el parasito mas exitoso en todo el mundo, debido
a que infecta una variedad extraordinariamente amplia de huéspedes
(animales y seres humanos) y casi todos los tipos de células. En la mayoria
de los hospedadores inmunocompetentes, la infeccion primaria ocurre
asintomaticamente. Pero al final de la etapa de infeccion aguda, al igual que
las anteriores infecciones croénicas, el sistema inmunolégico de algunos
huéspedes no es capaz de erradicar el patdgeno totalmente, por lo que bajo
la presion de la inmunidad celular generada, los taquizoitos que son la forma
rapida de replicacion del parasito se convierten a bradizoitos o quistes que son
las formas lentas de replicacion o formas "latentes" y preferiblemente
colonizan cerebro, masculos y ojos (107). Se cree que la interconversion de
taquizoito a bradizoito juega un papel central no solo en el establecimiento de

la infeccidn cronica, sino también en el recrudecimiento de la enfermedad (2).
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Sin embargo, los factores responsables de la reactivacién de la infeccion

cronica in vivo siguen siendo poco conocidos.

Por otro lado, las respuestas inmunes locales y sistémicas en la infeccion por
T. gondii, son fuertemente dependientes no solo del genotipo del parasito, sino
también de la genética y el estado inmune de los infectados. Las células T
especificas se activan y adquieren sus funciones efectoras (8,9). Sin embargo,
estudios recientes han revelado que en la toxoplasmosis crénica tardia en
ratones los linfocitos T CD8+ se vuelven progresivamente agotados y se
sugiere que esta disfuncion es responsable de la reactivacion de la infecciéon
latente, que puede resultar en una enfermedad potencialmente mortal en
individuos inmunocomprometidos como los pacientes con VIH que usualmente

desarrollan encefalitis por Toxoplasma (108).

Las células T CD8+ de estos ratones crénicamente infectados se
transformaron de células trifuncionales en bifuncionales o monofuncionales e
incluso a no funcionales de manera progresiva. Igualmente, la frecuencia total
de linfocitos T CD8+ polifuncionales disminuy6 considerablemente tanto en el
bazo como en el cerebro (11,109). Ademas estas células presentaron aumento
en la apoptosis, una respuesta de memoria deficiente y una expresion elevada
del receptor inhibitorio PD-1 (11).

Junto con el agotamiento gradual de CD8+, los parasitos experimentan una
reactivacion que resulta en la mortalidad del huésped infectado (13). Sin
embargo, todavia no esta claro si el agotamiento en la toxoplasmosis esta
determinado genéticamente o es inducido solo por factores microambientales
como la alta carga de antigeno, la inflamacion (incluidos los factores
antiinflamatorios) o ambos durante la fase aguda pueden ser responsables del

desarrollo de este fendmeno durante la etapa cronica tardia de la infeccion.
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El tratamiento de ratones infectados crénicamente con el anticuerpo aPD-L1
redujo la apoptosis de las células T CD8+ y rescatd la proliferacion y
polifuncionalidad de estas, aunque de manera parcial, redujo la conversion del
estadio del parasito y la parasitemia, y evitd la mortalidad del huésped (11). En
general, existen pruebas sdlidas de que el agotamiento de las células T CD8+
desempefia un papel importante en la reactivacion de la toxoplasmosis crénica
hasta ahora en ratones. Sin embargo, estudios adicionales deberan realizarse
para observar el posible rol de otros iRs ademas de PD-1 durante la infeccion
humana por T. gondii, debido a que el papel preciso de estas vias sigue siendo

desconocido (25).

Tabla 1. Caracteristicas de los linfocitos CD8+ especificos en el curso de la

infeccion por Toxoplasma gondii.

Infeccion por Toxoplasma
Caracteristicas
Aguda/Cronica Cronica
temprana tardia/Reactivado
Linfocitos CD8+ Funcional = (naive Agotado
activado)
Grado de polifuncionalidad* Alto Bajo
Carga de antigeno T. gondii Alto-Bajo Alto
Reaccién frente a un segundo Alto Bajo
encuentro (Recall)
Receptores inhibitorios (ejemplo: PD-1) Bajo Alto
Factores de transcripcion (T-bet, Bajo Alto
Eomes)

Apoptosis Bajo Alto

*Linfocitos CD8+ muestran simultdneamente tres actividades: citotoxicidad (granzima B),
produccion de citoquinas proinflamatorias (IFN-y and TNF-a) y proliferacion. Modificado de
(110).
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3.7. Toxoplasmosis ocular y recurrencias

La afectacion que el parasito T. gondii produce a nivel visual, se conoce como
toxoplasmosis ocular (TO). Esta infeccion puede causar deterioro visual y
ceguera (4,111) afectando la calidad de vida de los individuos debido a las
secuelas irreversibles por reactivaciones frecuentes de quistes que

permanecen en la retina después de la infeccion inicial (112).

Los determinantes clinicos mas importantes del riesgo de reactivacion no
relacionados con la edad parecen ser la susceptibilidad del huésped y la
virulencia del parasito (115). Aunque la TO es una enfermedad recurrente
tipica, todavia no se sabe porgue ocurren las recurrencias y como evitarlas (4),
debido a que los tratamientos actuales tienen una eficacia controvertida
(116,117). Por tanto, los principales desafios respecto a esta infeccion estan
basados en limitar el dafio, evitar secuelas y prevenir las recurrencias a través
de la basqueda de intervenciones inmunolégicas basadas en la comprension

clinica y fisiopatologica de la TO (118).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Aspectos bioéticos en la investigacidon en seres humanos

El uso de sujetos humanos siguid las recomendaciones descritas en la
declaracion de Helsinki. El consentimiento informado se obtuvo de todos los
participantes (Anexo 12.1). La aprobacion ética se obtuvo del Comité de

bioética de la Universidad del Quindio.

L Caracterizacion de la L Fenotipificaciin de PEMC 1L Niveles de ARNm de Iv. Citometria de I‘hjudrl
poblacion de estudin ks marcadores (RT4PCR) Marcadores de agotamients
' ! R
Servlopi Diseiie de primers de Jos oligsnucledtidos: Extraceidn de ARN Total Viabilidad: Veacoast Reageat
Crtaico (TgM-, LG con lesivass conlaes DI PareLink® BNA Mz Kit 4
Cronico (TgM-, 126=) COIE0 'l Titularién de anticuerpos
Negative (T2, IgG-) LAG.3 Digestioa ADNE coa DN Ase ] Diluciones evahuedas: 1:10, 1:25, 1:30 7 1:100
M coo + +
Caracteristicas clinicas lr RT-gPCE. Applied Biorystems™ Protocolo de tincion perfas:
(itras enfermedades SieplnePiam Rm-rﬁ:m [ AbC Total Compensation: Red. A10437 Thermo Fisher Scoennfic
4 Aistamsents de PEMCs Histopaque®.1077 pebscone s
it Cuantificacice relativa AACE ehlacionts res
Informacién general | D3 ETIC
l‘ L l | l l COE APCCyT
1 - s CD43RA/ PE-CyS
, .. Niveles de ARNum de bos Marcadores expresados CCRIPECHT
Edad  Cinenn Nimeode  Loprde warcadores (RT-PCR) en membrans. Criometriz ' 3
teléfoen s :
S de Fluo Marcadures de Agotamiento:
PDL1APC
CDM4PE
CDIBVAPC
LAG-3'PE

Figura 1. Diagrama de flujo de la estrategia experimental usada en el presente
trabajo. Se muestran las cuatro fases principales en las que se dividieron los

experimentos.

4.2. Poblaciéon de estudio

Se incluyeron 5 individuos seronegativos para toxoplasmosis (IgG-IgM-), 5

individuos con toxoplasmosis cronica asintomatica (IgG+ IgM- sin lesiones
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oculares) y 5 individuos con toxoplasmosis cronica ocular (IgG+ IgM- con
lesiones). Los individuos con toxoplasmosis ocular se diagnosticaron por
examen de fondo de ojo para establecer si presentaban cicatrices de
retinocoroiditis caracterizadas por un médico experto en toxoplasmosis del
Centro de Salud de la Universidad del Quindio. Al total de individuos se les
realiz6 una prueba confirmatoria a través de un ELFA comercial del estuche
VIDAS TOXO IgG Il Ref. 30210 y Toxo IgM Ref. 30202 marca BioMerieux. No
se incluyeron en el estudio aquellas personas que tuvieran antecedentes de
tratamiento con esteroides, cancer, transfusiones sanguineas, enfermedades
cronicas por otros parasitos diferentes a Toxoplasma gondii, y/o presencia de
enfermedades autoinmunes. Las muestras fueron colectadas en el Centro de
Salud de la Universidad del Quindio y procesadas en el laboratorio de
Biomédicas de la misma Universidad para los ensayos posteriores y en la
Universidad Tecnologia de Pereira.

Las personas se seleccionaron con base en cinco criterios principalmente:
prueba serolégica, estado de la enfermedad (agudo o cronico) y caracteristicas

clinicas generales.

4.3. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)

Se obtuvieron muestras de sangre total en tubos de recoleccién con EDTA. El
proceso de separacion de PBMCs del resto de los elementos de la sangre, se
basa en la diferencia de densidad. Para cada muestra de sangre se
adicionaron 15 mL de Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, USA) en un tubo
conico de 50 mL con 30 mL de sangre. Posteriormente, se centrifugd la mezcla
a 700g por 30 min a temperatura ambiente. Se aspir6 la capa leucocitica y se
realizaron dos lavados con medio RPMI 1640 suplementado con ampicilina (1
pug/ml) - estreptomicina (1 pg/ml). Por dltimo, el sedimento celular obtenido se
resuspendioé en 1mL del mismo medio (protocolo optimizado Anexo 12.2). A

las células obtenidas se les realiz6 conteo en hemocitdmetro. Estas células
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fueron transportadas en medio frio hasta la Universidad Tecnolégica de
Pereira.

4.4. Extraccion de ARN total de PBMCs

Se aisl6 ARN total de PBMCs con el estuche PureLink ARN Mini (Ref.
12183025 Ambion) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente
se realiz6 la eliminacion del ADN gendmico utilizando DNAsa | (Invitrogen) por
45 min a temperatura ambiente (protocolo optimizado Anexo 12.3). Se
calculé la concentracion y la pureza del ARN extraido por espectrofotometria
en un equipo EPOCH (BIOTEK) utilizando solo 2 pL de la muestra. Se realiz6
lectura de densidad 6ptica a 260 y 280 nm, para medir acidos nucleicos y
proteinas, respectivamente. Se almacenaron a -80°C hasta su uso. Asi mismo

se verificé la integridad del ARN por electroforesis en gel de agarosa.

4.5. Cuantificacion de marcadores de agotamiento celular por RT-gPCR

Se cuantificé por RT-gPCR la expresion de 4 marcadores de agotamiento
celular (PD-1, CD-244, LAG-3 y CD-160) en los tres grupos de personas
evaluados (oculares, asintoméaticos y negativos). Para este fin, se utilizé una
estrategia de cuantificacion relativa (AA Ct) (131) usando como método de
deteccién Power SYBR® Green RNA-to-CT™ 1-Step (Applied Biosystems) en
un equipo StepOnePlus (Life technologies) empleando el programa de
amplificacion sugerido por el fabricante. Utilizamos concentraciones de 100 ng
de ARN por pozo por triplicado. La razén de pureza varié entre 1.9y 2.0. Como
gen normalizador se utilizé el gen de la GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) a una concentracion final de 100nM y como grupo de

referencia a los cronicos asintomaticos. La cebadores y condiciones de
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amplificacion se muestran en la Tabla 2. Se usaron controles negativos NTC
(sin ARN) y -RT (sin enzima retrotranscriptasa).

Para la amplificacion de los marcadores de agotamiento se recuperaron todas
las secuencias del GenBank del NCBI. Los oligonucledétidos se disefiaron en

el programa GeneRunner (www.generunner.net/) tomando las secuencias de

referencia reportadas en NCBI. Los niumeros de acceso de las secuencias
fueron PD-1 > NM_005018.2; CD244 >NM 016382.4; LAG-3 >BC052589.1. y
CD160 > CCDS72861.1. Los cebadores se disefiaron a partir de la secuencia

consenso de cada marcador.

Finalmente, luego del proceso de estandarizacién se utilizaron los cebadores
disefiados para CD244, LAG-3 y CD160 y se probaron y seleccionaron los
cebadores para GAPDH y PD1 reportados en la literatura (GAPDH: Robert D.
Barber, Dan W. Harmer, Robert A. Coleman, and Brian J. Clark. 2005), (PD1:
Syeda S. Hassan, Muhammad Akram, Elizabeth C. King, Hazel M. Dockrell,
Jacqueline M. CIiff. 2015). Los cebadores se analizaron para determinar su
temperatura de fusion (Tm) con la herramienta Oligo Analyzer 3.1 (Owczarzy
et al. 2008) y se analizaron las curvas de melting para indicar la especificidad

de los amplicones.

Tabla 2. Lista de oligonucle6tidos usados como iniciadores en las reacciones
de RT-gPCR.

Gen amplificado Oligonucleétidos
GADPH Directo:
69 pb 5-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC-3'
Tm: 73.4 Reverso:
5-'AGAGTTAAAAGCAGCCCTGG-3'



http://www.generunner.net/
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PD-1 Directo:
106 pb 5'-CGTGGCCTATCCACTCCTCA-3
Tm: 76.1 Reverso:

5-ATCCCTTGTCCCAGCCACTC-3'

CD160 Directo:
142pb 5-TCACCATAAGCCAAGTCACAC-3'
Tm: 72.2 Reverso:

5-TTCAATCCCGTCACTGTGTAG-3'

CD244 Directo:
100 pb 5-GTTGAGAAACCCCGCCTACA-3'
Reverso:
Tm: 74.2 5-AGGACACATTGCCATCCCTG-3'
LAG-3 Directo:
104 pb 5-GGTCAGCCTCAGGTGGGAAA-3
Tm: 74.2 Reverso:

5-TGGCATCACAGGGTGGGTTT-3'

4.6. Tincion celular de subpoblaciones de linfocitos en PBMCs

Para determinar la presencia y expresion de los marcadores de agotamiento
celular evaluados (PD-1, CD-244, LAG-3 y CD-160,) en distintas
subpoblaciones de linfocitos presentes en los PBMCs se realizaron ensayos
de citometria de flujo. Los anticuerpos incluidos en los paneles de citometria
de flujo y su utilidad se describen en la Tabla 3. Para determinar las

condiciones de deteccién de los antigenos se realizaron titulaciones de cada
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uno de los anticuerpos en PBMCs aislados. Para ello, se partié de la dilucion

recomendada por la casa comercial y se hicieron cinco diluciones seriadas

1:10, 1:25, 1:50 y 1:100. Las células (1x10° células), se incubaron en oscuridad

durante 60 min a 4 °C, y se lavaron dos veces con 100 pL del tampdn de tincion

celular (Biolegend). Las células se cosecharon por centrifugacion a 350 g por

5 min a temperatura ambiente y se resuspendieron en 200 pL del mismo

tampon de tincién. Una vez tefidas las células con los anticuerpos

individuales, se adquirieron 200.000 eventos en el citbmetro Guava Easycyte
8H (Merck).

Tabla 3. Diluciones seleccionadas para cada conjugado.

Proteina Anticuerpo Fluorocromos Utilidad Dilucién usada
detectada
CD3 cat. 300306 FITC Molécula que se expresa 1:100
Biolegend especificamente en timocitos y
células T.
CcD8 cat. 344712 APC-Cy7 Molécula que se expresa en la 1:100
Biolegend superficie de algunas células T,
conocidos como citoliticas.
CD45RA cat. 304110 PE-Cy5 Marcador de linfocitos de memoria 1:10
Biolegend
CCR7 cat. 353226 PE-Cy7 Receptor de quimiocinas C-C tipo 7 1:10
Biolegend (proteina codificada por el gen
CCRY7). Marcador de migracion
celular.
PD1 cat. 329908 APC Molécula que identifica linfocitos 1:10

Biolegend

activados y/o agotados
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CD244 cat.329508 PE Molécula que identifica linfocitos 1:50
Biolegend activados y/o agotados

CD160 cat. 341208 APC Molécula que identifica linfocitos 1:10
Biolegend activados y/o agotados

LAG3 cat.369306 PE Molécula que identifica linfocitos 1:25
Biolegend activados y/o agotados

4.7. Deteccién de los marcadores de agotamiento en subpoblaciones de

linfocitos

Para la deteccion simultanea de distintos antigenos, los experimentos de
citometria de flujo se compensaron con perlas de captura (AbC Total
Compensation: Ref. A10497 Thermo Fisher Scientific) incubadas con los
anticuerpos usados (Tabla 3). Se usaron controles ‘singles’ (incubados solo
con uno de los anticuerpos), FMO (con todos los anticuerpos, menos uno) y
negativos (sin anticuerpo). Se siguieron las indicaciones del fabricante. Para
el andlisis de los paneles de anticuerpos a evaluar, se adicionaron 50 pL de
muestra con 1x10°® de PBMCs en placas de 96 pozos. Luego de esto se
agregaron 5 pL del bloqueador de receptores Fc para evitar uniones
inespecificas de los anticuerpos por estas regiones (Human TruStain FCXTM,
Biolegend) y se incub6d 10 minutos a temperatura ambiente. Después, se
adicionaron los anticuerpos a las diluciones indicadas (Tabla 3) y se incub6 a
4° C en oscuridad por 1 hora. Las células se lavaron dos veces con 100 uL del
tampon de tincion celular y se centrifugaron a 1800 rpm por 5 min (Anexo
12.5).

Finalmente, se resuspendid el precipitado de nuevo en tampon de tincion
celular. Se analizo la viabilidad de las células obtenidas usando el estuche

Guava Viacount Reagent (Millipore) siguiendo las instrucciones del fabricante,




Pagina 41 de 120

aquellas que tenian porcentajes mayores al 80% se adquirieron. Inicialmente
se adquirieron 5.000 eventos para ajustar las poblaciones usando las células
sin marcar y posteriormente se adquirieron 200.000 eventos por muestra, en
el equipo Guava® easyCyte 8HT (MERK Millipore) y analizados en el software
Incyte 3.1 (Millipore). Debido a que algunos de los anticuerpos de las
moléculas de agotamiento a evaluar compartian el mismo fluorocromo se

hicieron dos paneles de lectura para estos (Tabla 4).

[ CD8+ Totales

—.[ Células T CD3+CD8+ J

Memoria Central

FITC CD3+

HBGIGH cos+

PE/Cy5 CD45RA-

BEJEY ccr7-

Definir las

poblaciones

Células T
CD3+CD8+CDA5RA-CCRT+

Anticuerpos
PBMCs | conjugados con
fluorocromos

Memoria periférica ]
Células T ‘

e CD160-CD244 CD3+CD3+CD45RA-CCRT-

Marcadores de
agotamiento

Adquisicién: B8 cp279 (PD-1)
200.000 eventos PE CD223 (LAG-3)
ﬁ, BBE cpico

PE 2B4 (CD244)

Viabilidad
Viacount
(Millipore)

Citdmetro Guava®
easyCyte BHT

Figura 2. Esquema del disefio metodolégico general de la citometria de flujo.
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Tabla 4. Paneles de anticuerpos con los genes obijetivo.

Panel Anticuerpos Objetivo
Panel 1 CD3, CD8, CD45RA, Medir expresion de PD-1 y LAG-3
CCRT7, PD1, LAG-3 en la subpoblacién de linfocitos de
interés.
Panel 2 CD3, CD8, CD45RA, Medir expresion de CD244 y CD160
CCRY7, €D244, CD160 en la subpoblacion de linfocitos de
interés.

4.8 Andlisis de datos

Se colectaron datos de expresibn de genes por PCR tiempo real
(seronegativos, individuos con lesiones oculares y asintomaticos) que se
normalizaron con base en el gen GAPDH. Los niveles de expresion entre los
grupos estudiados se compararon utilizando el método de 2-AACt para cada
gen (PD-1, CD244, LAG-3 y CD160) (131).

De otro lado, se obtuvieron los porcentajes de células positivas y la intensidad
media de fluorescencia (MFI) en una escala logaritmica de 1-20.000 de las
diferentes subpoblaciones de células T CD3+CD8+. Se analizaron 200.000
eventos para cada muestra. Utilizamos tanto la "intensidad de fluorescencia
media" (MFI) como el "porcentaje de células positivas" como métricas para la

expresion de marcadores de células individuales.

Posteriormente con los datos de los individuos oculares se obtuvo un indice
de relacion para cada marcador (MFI/%). La asociacion entre el nimero de
lesiones y el indice de relacion de los individuos oculares se exploré usando

el analisis de regresion lineal. La significancia estadistica de la correlacion se
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prob6 usando la prueba de Pearson, considerando significancia estadistica
valores menores a p<0,05 utilizando el software estadistico Prisma 7.0.

5. RESULTADOS

5.1. Poblacion de estudio

Las 15 personas seleccionadas fueron 11 mujeres (73%) y 4 hombres (27%)
entre los 23 y 52 afos de edad, residentes de la ciudad de Armenia y pueblos
aledafios (Tabla 5). Cinco de los individuos fueron seronegativos para
toxoplasmosis, cinco fueron diagnosticados con toxoplasmosis cronica
asintomética sin lesiones oculares, y cinco individuos con toxoplasmosis
ocular. La evidencia de lesion retinocoroidea es la presencia de lesiones
satelitales inactivas (pigmentadas de color oscuro), que indican las areas

locales de cicatrices que involucran la retina y coroides sin actividad al

momento de toma de muestra para el estudio (Fig. 3).

Figura 3. Fotografias de fondo de ojo. a) Ojo derecho sano. b) Ojo derecho de
un individuo con TO con una lesion ocular. ¢) Ojo derecho de un individuo con
TO con multiples lesiones oculares. Circulo rojo: Papila del nervio 6ptico. Las

flechas indican la localizacion de la lesidbn. La evidencia de lesiéon
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retinocoroidea es la presencia de cicatriz atrofica, con bordes o zonas
hiperpigmentadas, que comprometen la retina y la coroides; la evidencia de
antecedentes de reactivaciones es la presencia de lesiones satélites inactivas
(pigmentadas de color oscuro), que indican las areas locales de cicatrices que
involucran la retina y coroides, sin actividad al momento de la toma de muestra
(Anexo 12.6).

Tabla 5. Caracteristicas generales de los individuos incluidos en el estudio.

Grupo Edad | Sexo | Tipos de Caodigo del individuo con
lesion numero de lesiones oculares
Negativos 23-30 | M (1) NA* PN111, PN112, PN113,
F (4) PN114, PN115
Asintomaticos | 24-50 | M (1) NA* PA106, PA107, PA108,
F (4) PA109, PA110
Oculares 32-43 | M (2) | Inactivas | PO101, PO102, PO103, PO104,
F(3) PO105
*NA: No aplica

5.2. Caracteristicas de los PBMCs

La sangre periféerica es la fuente primaria de obtencién de células
mononucleares o PBMCs que incluyen en su mayoria células T. A pesar de la
variacion de la frecuencia de estas poblaciones entre individuos, las células
obtenidas tenian rangos de subpoblaciones que se esperaban con un
promedio de células de 6x10° PBMCs/mL de sangre total de los cuales 77,7%
corresponden a linfocitos (Tabla 6). En general el porcentaje de viabilidad de
los PBMCs obtenidos fue mayor al 90%. Debido a la cantidad de células que
se debian obtener de cada individuo se optimizd un protocolo de extraccion
(Anexo 12.2).
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Tabla 6. Caracteristicas de los PBMCs extraidos de sangre total.

Tipo de célula Rango (%) Promedio (%)
Granulocitos 10-30 9
Linfocitos 70-90 82,84

5.3. Cuantificacion de marcadores de agotamiento celular por RT-qPCR

5.3.1. Estandarizacién de las condiciones de RT-qPCR para los genes de

interés

Se obtuvieron concentraciones mayores a 50 ng/ul de ARN y no se observo
degradacion de ninguna muestra, tal como lo evidencidé el corrido
electroforético. Para observar la expresion de los cuatro marcadores
caracteristicos del fendbmeno de agotamiento celular (PD-1, CD-244, LAG-3,
CD-160), se probaron por triplicado dichos genes por la técnica de RT-gPCR
en un individuo negativo para estandarizar las condiciones de amplificacién.
Los valores de Ct para el gen constitutivo GAPDH fueron (21 + 2,1) y para los
genes de interés (PD1: 33 % 3,8), (CD244: 34 * 2,9), (LAG-3: 34 + 2,4). En
general, hubo poca variabilidad del resultado de Ct entre los ensayos.
Asimismo, el analisis de la curva de melting o fusion indicé que los fragmentos
de amplificacion eran especificos y correspondian a los amplicones de interés
con temperaturas de fusion para GAPDH de 80,3 °C, PD1 Tm: 88,1°C, CD244
Tm: 81,5°Cy LAG-3 Tm: 82,7°C. (Fig. 4). Sin embargo, dichas condiciones no
fueron las mejores para CD160 luego de probar 4 juegos de cebadores para
este gen, por lo que se excluy6 del andlisis (Fig. 4e).
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Figura 4. Amplificacion de los genes a) GAPDH, b) PD1, c) CD244, d) LAG-3

y e) CD160 en un individuo seronegativo.

5.3.2 Expresion de ARNm de PD1, CD244 y LAG-3 en los individuos

oculares respecto a los asintomaticos

Como se esperaba los valores de Ct para los cuatro marcadores de
agotamiento en todos los individuos evaluados fueron mayores a los obtenidos
para GAPDH (24 £ 0,75), lo que indic6 una baja cantidad de los ARNm de
estos genes (Tabla 7), (Anexo 12.7). Para comprobar la consistencia de estos
datos se repitieron los ensayos de tiempo real para 3 personas con diferentes

alicuotas de ARN y se observaron Ct igualmente elevados.

Tabla 7. Promedios de Ct de los marcadores de agotamiento en las

poblaciones de personas seleccionadas.

Oculares Asintomaticos Negativos
PD1 CD244 LAG-3 PD1 CD244 LAG-3 PD1 CD244 LAG-3
31+35 [ 34+21 |33+£2 32+3,1 | 33+£1,8 32+54 | 34+1,10 |33+2,34 |35+1,17

De manera interesante, al comparar los niveles de los marcadores entre los
grupos, observamos que PD1 tuvo 10 veces mas ARNm en los individuos
oculares, respecto a los asintomaticos y 7 veces mas respecto a los negativos.
Igualmente, para CD244 se encontré 3,5 veces mas ARNm en el grupo de
interés respecto a los asintomaticos. LAG-3 no tuvo diferencias en su

expresion por ARNm y fue el menos expresado entre los grupos (Fig. 5).
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Figura 5. Niveles de expresion relativa de los genes PD1, CD244 y LAG-3 en
PBMCs de individuos con toxoplasmosis ocular, asintomaticos y seronegativos
para Toxoplasma. Las barras expresan el promedio mas la desviacion
estandar en el cambio en expresion (Fold change) de los pacientes oculares
(N=5) con respecto al grupo de asintomaticos (N=5) o Negativos (N=5) para
cada uno de los iRs (PD1, CD244 o LAG3).

5.4. Citometria de flujo

5.4.1. Titulacién de anticuerpos anti-CD3, anti-CD8, anti-CD45RA, anti-
CCRY7, anti-PD1, anti-CD244, anti-LAG3 y anti-CD160

Una de las consideraciones mas importantes al construir paneles multicolores
es la titulacién de los anticuerpos, debido a que se requiere identificar la
concentracion optima de tincion de estos que diferencie claramente una sefial
positiva del ruido de fondo o de uniones inespecificas. El porcentaje de células

positivas de las concentraciones seleccionadas fue: anti-CD3/FITC (89,3%)
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(Fig. 6), anti-CD8/APC (34,4%), anti-CD45RA/PE-Cy5 (55,3%), anti-
CCR7/Cy7 (44,8%), anti-PD1/APC (52,4%), anti-CD-244/PE (32,4%), anti-CD-
160/APC (19,0%), anti-LAG-3/PE (13,6%) (Anexo 12.8).
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Figura 6. Titulaciébn de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD8 de linfocitos T en
PBMCs. Los histogramas muestran intensidades de fluorescencia de las
células negativas (rojas) y positivas (azul). La dilucion seleccionada fue 1:100

para ambos anticuerpos poblacionales.

5.4.2 Seleccion de subpoblaciones celulares

En este trabajo se investigaron los niveles de expresion de los marcadores de
agotamiento celular PD1, CD244, LAG-3 y CD160, comparando el porcentaje
de células positivas y la intensidad de fluorescencia en células T CD3+CD8+
de dos grupos diferentes de pacientes con toxoplasmosis. El andlisis de
subpoblaciones celulares permitio identificar los distintos tipos de células que
conforman los PBMCs, seleccionar los linfocitos y excluir los desechos (Fig.
7).
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Figura 7. Seleccidon de subpoblaciones de linfocitos T CD3+CD8+. a)
Diagrama de dispersion frontal y lateral para la seleccion de linfocitos. b)
Poblacion de células T CD3+CD8+. ¢) Subconjuntos de células T efectoras de
memoria que expresan los receptores inhibitorios d) CD160 y e) PD-1.
Ademas, se evaluaron los marcadores de agotamiento celular en las
poblaciones de linfocitos de memoria central (CD45RA-CCR7+). La linea base
para la tinciébn se determiné utilizando controles negativos y controles de

isotipo.

Obtuvimos una poblacion aproximada de linfocitos totales de 70 a 85% de los
cuales =38,99% correspondian a linfocitos T CD3+CD8+. Dentro de este grupo
se seleccionaron ademas las poblaciones CD3+CD8+CD45RA-CCR7+ de
linfocitos de memoria central =18,6% y CD3+CD8+CD45RA-CCR7- linfocitos
de memoria efectora =25,5%. En estos subgrupos se identifico el porcentaje
de células positivas y la intensidad media de fluorescencia MFI (Mean
Fluorescence Intensity) de los marcadores de agotamiento. Posteriormente
para las muestras oculares se obtuvo un IR que correspondiente a la relacion

del MFI y el porcentaje celular.
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5.4.3 Expresion de marcadores de agotamiento celular en linfocitos T

obtenidos de sangre periférica

Los niveles de linfocitos T CD3+CD8+ que expresan PD1, CD244, LAG-3 y
CD160 fueron estudiados en células mononucleares de individuos oculares e
individuos cronicamente infectados. Al comparar el porcentaje de células entre
los grupos se observo una tendencia hacia el aumento de células positivas
para todos los marcadores en conjunto en los individuos asintomaticos (Fig.
8a). Por el contrario, se observé un aumento de los niveles de expresion de
estos marcadores por célula (MFI) en los pacientes oculares (Fig. 8b). Al
comparar estos resultados con las demas subpoblaciones celulares de
memoria central y periférica, no encontramos diferencias significativas

respecto al porcentaje de células ni al MFI (Anexo 12.9).
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Figura 8. Perfil de agotamiento celular. Expresion de los cuatro marcadores
de agotamiento celular PD1, CD244, LAG-3y CD160 en células T CD3+CD8+.
a) Porcentaje de células positivas. b) Intensidad media de fluorescencia (MFI).

Las barras representan la media £+ DE (N=5 para cada grupo) para el
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porcentaje de células positivas y la media + DE para la MFI (N=5) en las dos
poblaciones de interés.

5.4.4 Niveles de expresion de PD-1, CD244, LAG-3y CD160 en células T
CD8+

Se ha informado de que los niveles altos de estos marcadores son una
indicacion de la extensa activacion de las células T seguida de agotamiento y
que su expresion varia de acuerdo con el tipo celular. Por lo anterior,
evaluamos los niveles de cada marcador de manera individual en las células
T CD8+ totales.

El porcentaje promedio de células PD-1+ fue mayor en los individuos
asintomaticos 44,3% (4,2%-73,2%) comparado con los individuos oculares
31,8% (4,2% - 56,4%) (Fig. 9a). Por el contrario, se observé un aumento en el
MFI de los individuos oculares, indicando una mayor cantidad de moléculas
PD1 expresadas por célula (Fig. 9b). De otro lado, CD244 tiene funciones
activadoras e inhibitorias, que dependen de la densidad de su expresion de la
superficie. De igual manera como PD1, el porcentaje promedio de linfocitos T
CD8+ positivos para este marcador fue mayor en los individuos asintomaticos
49,4% (27% a 81,3%) respecto a los oculares 30,4% (0,03% a 60,4%)
(Fig.10a) permaneciendo una tendencia aumentada en MFIs en los oculares,
lo que indicaria una mayor densidad de este marcador a nivel membranal (Fig.
10Db).

Por otra parte, LAG-3 (CD223) que es un regulador negativo de la activacion
de células T y junto con PD1 son comunmente expresados en células T
agotadas, fue el marcador que se expresd menos. Especificamente, para el
total de células T CD8+, el porcentaje promedio de células positivas fue menor
en el grupo ocular 8,3% (0,7% a 17,6%) respecto al asintomatico 13,6% (0,9%
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a 40%), sin diferencias entre los dos grupos respecto a la proporcion de

moléculas expresadas por célula o MFI (Fig. 11a).

La expresion de CD160 por su parte, puede inhibir progresivamente la
sefalizacion de TCR en los subtipos de células T CD8+ de memoria, por lo
cual quisimos evaluar su expresion en estas subpoblaciones. Para el caso de
las células T CD8+ totales el comportamiento de este marcador fue similar a
los deméas. Se observo el promedio del porcentaje de células positivas
ligeramente mayor en los individuos asintomaticos 39,2% (5,1% a 70,4%)
respecto a los oculares 24,1% (5,2% a 54,8%). Sin embargo, ambos grupos

presentaron medidas de fluorescencia similares (Fig.12b).

En general, la expresion de estos marcadores resultd ser muy variable entre
los grupos. A pesar de esto, de manera interesante la mayoria de los
marcadores presentaron un valor mayor de MFI en los individuos oculares para
la poblacion total CD3+CD8+, exceptuando LAG-3. Para las demas
poblaciones de memoria el porcentaje de células positivas vario entre grupos

de acuerdo al marcador y la subpoblacién (Anexo 12.10).
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Figura 9. Expresion de PD1 en células T CD3+CD8+. a) Porcentaje de células
positivas. b) Intensidad media de fluorescencia (MFI). Las barras representan
la media + DE (N=5 para cada grupo) para el porcentaje de células positivas y

la media £ DE para la MFI (N=5) en las dos poblaciones de interés.
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Figura 10. Expresién de CD244 en células T CD3+CD8+. a) Porcentaje de
células positivas. b) Intensidad media de fluorescencia (MFI). Las barras

representan la media £ DE (N=5 para cada grupo) para el porcentaje de células

positivas y la media £ DE para la MFI (N=5) en las dos poblaciones de interés.
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Figura 11. Expresion de LAG-3 en células T CD3+CD8+. a) Porcentaje de
células positivas. b) Intensidad media de fluorescencia (MFI). Las barras
representan la media £ DE (N=5 para cada grupo) para el porcentaje de células

positivas y la media £ DE para la MFI (N=5) en las dos poblaciones de interés.
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Figura 12. Expresion de CD160 en células T CD3+CD8+. a) Porcentaje de
células positivas. b) Intensidad media de fluorescencia (MFI). Las barras
representan la media + DE para el porcentaje de células positivas y la media

+ DE para la MFI en las dos poblaciones de interés.

5.4.5. PD1 se expresa en mayor proporciéon en los individuos oculares

con mayor namero de lesiones

Ambos grupos expresan niveles basales de estos marcadores que pueden
verse alterados debido a mdltiples caracteristicas clinicas propias de la
cronicidad de la infeccion. Sin embargo, los individuos oculares ademas de
tener lesiones, caracteristica clinica que los hace diferentes de los

asintomaticos, presentaban numeros variados de estas. Por lo que como
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segunda estrategia decidimos analizar los IR de las células T CD8+ totales
respecto a esta caracteristica clinica (numero de lesiones), evaluando el
coeficiente de correlacion a través de la prueba de Pearson, para examinar si
la fuerza y la direccion de la relacion entre el indice IR (que establece la
relacion entre el porcentaje de células positivas y la intensidad media de
fluorescencia) y el nimero de lesiones tenia un coeficiente de correlacion

estadisticamente significativo.

Se encontrd una correlacion positiva lineal fuerte entre ambas variables para
el marcador PD1 (R= 0,99) p=0,0002 (Fig.13a-b). De otro lado, CD244, LAG-
3 y CD160 no presentaron dicho patron de correlaciéon con coeficientes R

mayores de cero (Fig.13c-d).

Investigamos, ademas, si los patrones de expresion de los marcadores de
agotamiento asociados al indice de relacibn se mantenian en las demas
subpoblaciones de células T CD8+ de memoria y no encontramos correlacion
entre los marcadores de agotamiento evaluados (PD1, CD244, LAG-3 y

CD160) y el numero de las lesiones de los individuos oculares (Anexo 12.11).
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6. DISCUSION

La toxoplasmosis ocular ha sido reportada en algunos paises como una de las
causas mas importantes de discapacidad visual siendo en Suramérica mas
severa que en otros continentes (1). La ausencia de un tratamiento curativo de
la enfermedad hace que los pacientes con toxoplasmosis ocular presenten
riesgo de desarrollar recurrencias debido a las secuelas irreversibles por
reactivaciones frecuentes de quistes que permanecen en la retina después de
la infeccion inicial aumentado la pérdida de la vision (113)(117). Los
determinantes clinicos mas importantes del riesgo de reactivacion
corresponden a la susceptibilidad del huésped y la virulencia del parasito
(116). Aunque la TO es una enfermedad recurrente tipica, no se sabe porque

ocurren las recurrencias y como evitarlas (4).

Por otro lado, en cuanto a la fisiopatologia de la toxoplasmosis, se ha reportado
agotamiento de las células T CD8+ en ratones con toxoplasmosis croénica,
caracterizada por el aumento en la expresion del receptor inhibitorio PD-1, la
reduccion del numero de células efectoras, la disminucion de la
polifuncionalidad, el aumento de la apoptosis, la deficiencia de la respuesta
inmune y la baja expansion de estas células importantes para el control de la

infeccion.

De esta manera, la exposicion a largo plazo a T. gongii a pesar del control
inicial de la parasitemia puede provocar una disfuncién de las células T CD8+
y la reactivacién del parasito (11). De manera interesante, el tratamiento de
ratones infectados crénicamente con el anticuerpo aPD-L1 redujo la apoptosis
de las células T CD8+ y aumento la proliferacion y polifuncionalidad de estas,
aungue de manera parcial. Significativamente, el bloqueo de la interaccion PD-
1/PDL-1 no solo redujo la conversion del estadio del parasito y la parasitemia,

sino que también evito la mortalidad del huésped (11).
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En general, existen pruebas soélidas en el modelo raton de que el agotamiento
de las células T CD8+, asociada principalmente a la expresion de iRs,
desempefia un papel importante en la reactivacion de la toxoplasmosis
cronica. Sin embargo, hasta el momento no se han identificado iRs ademas de
PD-1 durante la infeccion humana por T. gondii. Por lo tanto, en este estudio
detectamos y caracterizamos los marcadores de agotamiento celular PD-1,
CD244, LAG-3 y CD160 en individuos con toxoplasmosis ocular.

Inicialmente, hemos analizado la expresion basal del ARNm de PD-1, CD244
y LAG-3 en PBMCs aislados de sangre periférica de individuos sanos e
infectados crénicamente (asintomaticos y sintomaticos) a través de ensayos
de RT-gPCR. En general nuestros resultados indicaron que la cantidad de
ARNmM de estos marcadores en las células mononucleares de sangre periférica
fue baja en todos los individuos analizados, siendo mucho menor en los

individuos sanos.

Especificamente, la expresion de ARNm de PD1 un factor importante en la
reactivacion de enfermedades cronicas fue 7 veces mayor en los individuos
oculares comparados con los individuos sanos (Fig. 5), tal como se ha descrito
previamente, la expresion este marcador se regula rapidamente tras la
activacion de las células T (120), y puede persistir a niveles moderados en

humanos sanos (121).

De manera interesante, encontramos un aumento de ARNm PD1 de hasta 10
veces en los individuos oculares respecto a los asintométicos (Fig. 5). Lo que
indicaria posiblemente una relaciéon de los niveles de este receptor inhibitorio
con la TO, como se ha asociado previamente en otras patologias (95,122).
Concomitantemente con el aumento de PD1, encontramos que la expresion
de ARNm CD244 aumento 3,5 veces en los individuos oculares respecto a los
asintomaticos (Fig. 5). Trabajos anteriores indican que la presencia

aumentada de CD244 regula la funcién de las células NK y de las células T y
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se correlaciona con la persistencia de VHB o VHC en humanos (123,124). Por
su parte, LAG-3 otro marcador importante del estado de agotamiento de las
células T, fue igual en el grupo ocular comparado con el asintomatico (Fig. 5).
Estos resultados en conjunto podrian sugerir un posible estado inmune

alterado asociado a la patologia clinica de la TO.

En adicién a los resultados obtenidos por tiempo real, identificamos la
presencia de los receptores inhibitorios expresados en la membrana celular a
través de citometria de flujo. En general se ha descrito que cuanto mayor sea
el nimero de receptores inhibitorios expresados por las células T agotadas,
mas severo sera el agotamiento que se vera reflejado en la gravedad de la
infeccidn cronica (54). Para el caso de las células T CD8+ especificas de virus
durante la infeccion cronica en modelos animales y humanos, se ha
encontrado expresion conjunta de LAG-3, CD244 (2B4), CD160, TIM-3, CTLA-
4 y muchos otros iRs (58). De hecho, la expresion de mdltiples iRs es una

caracteristica fundamental del estado celular agotado (53).

Nuestros resultados sugieren que los porcentajes de linfocitos T CD8+ que
expresan los marcadores PD1, CD244, LAG-3 y CD160 fueron menores en los
individuos oculares respecto a los asintomaticos (Fig. 8a), posiblemente por la
disminucién del total de células que expresan estos marcadores asociados a
niveles elevados de apoptosis. Como se ha descrito las células T agotadas
pueden sucumbir favorablemente a la eliminacion (32,125). De igual manera,
algunos trabajos postulan que al interferir con el proceso apoptético de las
células T, los parasitos pueden subvertir los mecanismos de formacién de la
memoria y reducir el nimero de células T especificas disponibles para

combatir el patdgeno a largo plazo (126).

Se observo ademas, un aumento de la intensidad media de fluorescencia
(MFI) de todos los marcadores de agotamiento celular observados en conjunto

en los individuos oculares (Fig. 8b), lo que indicaria posiblemente un fenotipo
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de agotamiento debido principalmente a la expresion aumentada por célula de
estos iRs en células T CD8+ totales, ya que tanto el nivel de expresion de los
receptores individuales, y con frecuencia el niumero de receptores expresados,

puede reflejar la gravedad de la infeccion crénica (54).

Mientras que muchos iRs se regulan al alza durante la activacion, la expresion
alta y sostenida de los receptores inhibidores es una caracteristica canonica
de las células Tex (células T agotadas: T cell exhaustion) (66), durante el
establecimiento de las enfermedades crénicas. Sin embargo, las proporciones
de estos receptores varian de acuerdo a la enfermedad y a los niveles de

agotamiento (128).

A pesar de esto, es usual en enfermedades provocadas por protozoos
parasitos encontrar agotamiento de células T asociado a la expresién elevada
de PD1. Butler NS y colaboradores en 2012 observaron una disfuncion de
células T CD4+ de nifios de Mali con malaria, y se atribuy6 a la alta expresiéon
de no solo de PD-1 sino también LAG-3 (100). Otros estudios han identificado
alta expresion de MFI de los receptores inhibitorios 2B4 y LAG-3 (127) en la
poblacion de células T CD4+ especifica durante la infeccion cronica de ratones
con T. gondii asociado al incremento de PD-1+.

En consecuencia, PD-1 el principal marcador de agotamiento celular que se
encontrd en ratones con T. gondii, que se expresa preferentemente en células
T CD8+ que las hace susceptibles a la apoptosis (12). Unido al agotamiento
graduado de CD8+, los parasitos experimentan reactivacion del parasito que
resulta en la mortalidad del huésped infectado (13). El agotamiento de células
T CD8+ involucra no solo una expresion elevada del receptor inhibitorio de

muerte celular programada (PD-1) (22).
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Cuando observamos los niveles individuales de cada marcador, encontramos
que similar a la evaluacion de todos los marcadores, los porcentajes
promedios de células positivas PD1+y CD244+ tienen una distribucion mayor
en los individuos asintomaticos y contrariamente menores niveles de MFI
comparados con los individuos oculares (Fig. 9a, 10a, y 11a). Una posibilidad
es que los individuos oculares tengan menos porcentaje de células positivas
debido a que exhiben una apoptosis mayor antes mencionada propia del

agotamiento en su compartimento de células T CD8+.

Respecto al receptor PD1, nuestro estudio observé niveles aumentados de
expresion de MFI de este marcador en la TO que podrian permitir que la
infeccion se mantenga al prevenir la eliminacién de T. gondii, asociado a un
proceso gradual de agotamiento y una respuesta débil de células T efectoras
en respuesta a la reactivacion del parasito en la TO humana (Fig. 9b, 10b, y
11b).

Como se ha descrito en otros estudios, la expresiéon aumentada de PD1 se ha
asociado con una capacidad reducida para controlar la latencia de algunos
patégenos (66). Congruente con el aumento de PD1 durante la infeccion por
P. falciparum en el ser humano, la disfuncién de las células T CD4+ tuvo un
impacto negativo en la induccién de las respuestas protectoras de anticuerpos
especificos de Plasmodium, y por ende la permanencia del parasito en sangre.
De igual manera, en infecciones por Plasmodium chaubudi, las células T CD8+
y CD4+ mostraron firmas de agotamiento que dependian exclusivamente de
la expresion de PD-1, lo que dio como resultado la aparicion de malaria

experimental persistente (101).

Identificamos la expresion de mdltiples iRs principalmente ARNm de PD1
seguido de CD244 y menor proporcion CD160 y LAG-3 (Fig. 5- Figura 9a). La
expresion de este Ultimo a menudo se encuentra en células Tex, aunque su

deteccidén en sangre periférica en humanos, en comparacion con el sitio de
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infeccion, es un desafio en algunas enfermedades (74,75). Lo que
posiblemente indicaria porque no identificamos expresién aumentada de este

marcador ni a nivel del ARNm ni de proteina en membrana.

En conjunto nuestros resultados sugieren que posiblemente el aumento en la
membrana denotado por el MFI de estos iRs, corresponda a un fenotipo de
agotamiento parcial ya previamente descrito en otras infecciones cronicas
(22,25). Correlacionado no solamente con el nUmero de diferentes receptores
expresados, sino también con el nivel de expresion de cada receptor individual
durante infecciones en ratones y humanos (54,129). Asociado, ademas a la
observacion de una correlacion positiva fuerte entre el indice de relacion que
une el porcentaje de células positivas y la intensidad media de fluorescencia
MFI y el nimero de lesiones oculares de los individuos sintomaticos para el

marcador fundamental del agotamiento celular PD1 (Fig. 13).

Congruente con nuestra hipoétesis, el agotamiento parcial de estas células
sugiere una falta de respuesta inmune completamente efectiva, que podria
estar asociada al desarrollo de la toxoplasmosis ocular. Nuestros resultados
muestran correlacion, no necesariamente causalidad, entre el agotamiento
parcial de células T CD8+ y el nimero de lesiones. Sin embargo, el mecanismo
exacto por el cual el eje PD-1 identificado en este trabajo ejerce su papel en la
TO humana aun no se ha dilucidado y los patrones observados en este estudio

deben confirmarse con cohortes méas grandes.

De otro lado, las poblaciones de células T CD8+ de memoria central y
periférica no presentaron patrones de expresion notablemente diferenciados
de los marcadores de agotamiento evaluados en conjunto (Anexo 12.9) ni la
expresion de los marcadores a nivel individual (Anexo 12.10). En general, se
ha reportado que no todas las subpoblaciones celulares demuestran un
fenotipo agotado igualmente rapido, las infecciones provocan respuestas de

células T especificas de mdultiples epitopos, pero no todas las especificidades
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son igualmente propensos al agotamiento (15,16,72,130). Este silenciamiento
diferencial de respuestas, incluso dentro del mismo huésped, puede ser
consecuente debido a que algunos subtipos de células T que son mas
efectivas para erradicar los patdgenos pueden ser inactivadas funcionalmente

y més rapidamente eliminadas (63,72,125).

Si bien el paradigma del agotamiento de las células T CD8+ se ha explorado
ampliamente en los modelos virales cronicos (22), apenas esta comenzando
a desarrollarse en las infecciones parasitarias. A pesar de esto se ha descrito
como un fendmeno inmune comun, observado en el curso de infeccion por T.

gondii en ratones y otras infecciones por apicomplexos (21).
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7. CONCLUSIONES

Nuestros resultados indicaron que la cantidad de ARNm de estos marcadores
en PBMCs fue baja en todos los individuos analizados, siendo mucho menor
en los individuos sanos. De manera interesante, encontramos que la expresion
de ARNm de PD1 fue 10 veces mayor en los individuos oculares, respecto a
los asintométicos y 7 veces mayor en los oculares respecto a los negativos.
Asimismo, identificamos 3,5 veces mas ARNm de CD244 en el grupo de
interés respecto a los asintomaticos, y no observamos ninguna diferencia para
LAG-3. Congruente con los resultados de tiempo real, los resultados de
citometria indicaron un aumento en los niveles de expresidbn de estos
marcadores por célula (MFI) en los individuos con TO en la poblacion total de
linfocitos T CD8+. De manera contraria, no se observaron diferencias en las
subpoblaciones celulares de memoria central y periférica. Encontramos
ademas una correlacion positiva lineal fuerte entre el indice de relacion del

marcador PD1 y el nimero de lesiones de los individuos oculares.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que existe un fenotipo parcial de
agotamiento celular en individuos con lesiones oculares asociadas con la
infeccién por T. gondii en humanos, un fendmeno similar a lo reportado en
ratones y en otras infecciones parasitarias. Lo que permite avanzar en el

conocimiento de la respuesta inmune frente a la infeccién ocular en humanos.
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9. RECOMENDACIONES

Se recomienda para los posteriores estudios inmunologicos aumentar la
cantidad de sangre extraida debido a la poca frecuencia de las

subpoblaciones de células T de memoria a nivel celular.

Asociar otras caracteristicas clinicas como el indice de recurrencia (altos
o0 bajos), tiempo de infeccién, tamafio de la lesion, individuos con
tratamiento y sin tratamiento con los niveles de los marcadores de

agotamiento aqui estudiados.

Evaluar factores de transcripcion como T-bet y Eomes y factores
extrinsecos como las citoquinas efectoras (IL-2, TNF-a, IFN-y y Granzima
B) y las citoquinas reguladoras (TGFb, IL-10, VEGF) en PBMCs de
individuos oculares. Asimismo, en humor acuoso identificar citoquinas

relacionadas con el agotamiento como la IL-7 y la IL-15.

Identificar los niveles de los marcadores de agotamiento celular
PD1,CD244,LAG-3 y CD160 en individuos con y sin tratamiento anti-
Toxoplasma.

Seria interesante luego de este trabajo hacer una diseccion mas detallada
de la respuesta de las células T CD8+ frente a Toxoplasma usando

tetrameros que identifiquen células especificas de antigeno.

Observar los niveles de estos marcadores de agotamiento en células T
CD4, esto debido a que la respuesta inmune contra T. gondii involucra no

solo células T CD8+ sino también células T CD4+.
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8. ASPECTOS BIOETICOS

8.1 Investigacidn en seres humanos

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias de la Salud Acta 04 del 30 de agosto de 2017.

Para realizar este proyecto de investigacion se tuvo en cuenta la legislacion
del ministerio de salud (Resolucion N° 008430 DE 1993), por la cual se
establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la
investigacion en salud. Debido a que en este proyecto se utilizaron muestras
de sangre humana, se tuvieron en cuenta los aspectos estipulados en los
siguientes articulos: Articulo 6 que define los criterios de la investigacion para
una buena ciencia, Articulo 8 que refiere a la privacidad de la informacién,
Articulo 11b que define la investigacion de riesgo minimo del cual hace parte
esta investigacion y Articulos 14 y 15 que incluyen las pautas para la

elaboracioén y aplicacién del consentimiento informado.
8.2 Bioseguridad

8.2.1 Ruta Bioética

El estudio se realiz6 partir de personas que acudian al Centro de Salud de la
Universidad del Quindio para consulta por toxoplasmosis. El médico tratante
nos informaba que personas cumplian con los criterios de inclusion.
Posteriormente, estas personas fueron contactadas por la investigadora via
telefonica debido a que en el historial del Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad del Quindio (CIBM) se registro dicha informacion
al momento del examen serologico de toxoplasma. Aquellas personas que
cumplian con los criterios de inclusion y aceptaron voluntariamente ser parte
del proyecto a través del consentimiento informado se les explico el proyecto,

sus objetivos y procedimientos, las molestias o riesgos, asi como los
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beneficios indirectos que podian obtenerse. Asimismo, durante la firma del
consentimiento se respondieron las preguntas de los participantes.
Posteriormente las muestras se llevaron al segundo piso del CIBM donde se
realizé la extraccion de PBMCs, de ARN, y los ensayos de tiempo real. Por su
parte, los ensayos de citometria de flujo se realizaron en la Universidad
Tecnoldgica de Pereira (UTP) en el laboratorio de medicina regenerativa con

apoyo del grupo de investigacion en inmunidad de esta misma Universidad.

Para este trabajo se incluyeron 5 individuos seronegativos (IgG- IgM-), 5
individuos con toxoplasmosis cronica asintomatica (IgG+ IgM-) y 5 con
toxoplasmosis ocular (IgG+ IgM-), las cuales se dirigieron al laboratorio clinico
del Centro de Salud, donde un profesional en el area fue el encargado de la
toma de las muestras. Todos los procedimientos realizados durante el
desarrollo del proyecto de investigacion se realizaron teniendo en cuenta las
normas de bioseguridad establecidas en el CIBM y en el laboratorio de

medicina regenerativa de la Universidad Tecnologica de Pereira UTP.

8.2.2 Posibles efectos negativos

Debido a que utilizamos muestras de sangre, el manejo de las muestras estuvo
a cargo de una persona con certificacién en bioseguridad debido al riesgo

biolégico y potencialmente infeccioso.

De igual manera, tanto los investigadores como los participantes declararon
no tener conflicto de intereses. A todos los individuos participantes se les
aclar6 que acceder al estudio era algo voluntario y, por tanto, no recibiran

ningun tipo de beneficio econdmico ni el tratamiento inmediato de la infeccion.
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8.2.3 Manejo de la Informacioén y divulgacién

Debido a que en el proyecto se utilizaron muestras de individuos con
toxoplasmosis ocular y que en el Centro de salud del CIBM se encontraban
documentadas las historias clinicas de cada uno de los individuos
participantes, en este proyecto se manejé la informacion de manera

confidencial como se estipul6 en el consentimiento informado (Anexo 3).

Ademas, el disefio metodoldgico y los resultados de este proyecto fueron
divulgados en eventos cientificos especializados en el area de inmunologia y
parasitologia (ejemplo: IV Congreso Colombiano de Biologia Computacional y
Bioinformética, VIII Conferencia Iberoamericana de Bioinformatica, Simposio
de Tecnologias OMICas para la investigacion en enfermedades infecciosas,
Encuentro Nacional de Enfermedades Infecciosas ACIN, Reunién de
microbiologia eje cafetero CoReMM, Il Encuentro de estudiantes de posgrado

en inmunologia ACOI) y Congreso Internacional de Toxoplasmosis (Toxo XV).

De igual manera, todos los experimentos, protocolos y resultados fueron
documentados en la libreta o bithcora de laboratorio que es de uso exclusivo
de los investigadores del proyecto, pero que estard disponible para los
participantes e investigadores que requieran consultarla con autorizacion

previa del grupo de investigacion.
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12. ANEXOS

Anexo 12.1. Consentimiento informado

Titulo del proyecto: “Evaluacion de marcadores de agotamiento celular en

toxoplasmosis ocular”

Investigadores responsables:
Laura Lorena Garcia Lopez B Sc.
Néstor Ivan Cardona PhD.

Juan Felipe Osorio PhD.

Alejandro Hernandez M.Sc

Invitacion a participar:

Antes de tomar la decision de participar en la investigacion, lea atentamente
este formulario de consentimiento, que tiene como propdsito orientarlo en su
decision. Si tiene alguna duda o no entiende preguntele al investigador que
esta en la obligacion de responderle.

Lo invitamos para que participe en el proyecto de investigacion:

“Evaluacion de marcadores de agotamiento celular en toxoplasmosis ocular”,
el cual sera llevado a cabo por el Grupo de Investigacién en Parasitologia
Molecular (GEPAMOL) de la Universidad del Quindio en el centro de

Investigaciones Biomédicas.

Aspectos a tener en cuenta durante el desarrollo de la investigacion:
- Los estudios de investigacidn en ciencias biomédicas buscan obtener
informacion cientifica que puede ser Util al sector salud u otras personas en el

futuro.
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- Su participacion es voluntaria. Usted puede rehusarse a participar, o puede
retirar su consentimiento en cualquier momento y por cualquier motivo.

- Si usted quiere participar en este estudio es necesario firmar este
consentimiento. El cual se realizara por duplicado para que usted reciba una

copia de él.

- Usted puede preguntarle al investigador principal de este proyecto de
investigacion, Alejandro Hernandez de los Rios o a cualquier otro miembro del
grupo de investigadores todas las dudas que tenga acerca de este estudio y
puede realizarlo en cualquier momento de su ejecucidon. Podra comunicarse
directamente al siguiente teléfono al: 3206730037 o mediante correo

electrénico gepamol2@uniquindio.edu.co

¢Para qué se estarealizando este estudio?

Esta investigacion tiene como objetivo identificar las moléculas del sistema
inmune asociadas a casos de toxoplasmosis ocular. Los resultados obtenidos
a partir del estudio aportaran conocimientos basicos sobre el posible desarrollo
o factores asociados a la enfermedad y son la base para la basqueda de

nuevas alternativas de tratamientos mejor enfocados.

Procedimiento del estudio:

En este estudio tomaran muestras de sangre de 20 mL a través de puncion
venosa, lo cual sera realizado por la auxiliar del laboratorio clinico del Centro
de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Quindio, el riesgo del
procedimiento se cataloga como minimo. A partir de la sangre se separaran
las células del sistema inmune que estan encargadas de defender al cuerpo

contra las enfermedades. Luego las células separadas de la sangre se les
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mediran los niveles de 4 marcadores asociados al agotamiento celular: PD-1,
CD244, LAG-3 y CD160 a traves de diferentes técnicas de inmunologia y
biologia molecular. Del mismo modo se le realizaran pruebas seroldgicas para
el diagnostico de toxoplasmosis, cuyos resultados seran enviados al médico
pertinente, quien determinard si debe iniciar o modificar algun tipo de

tratamiento.

¢,Cuanto tiempo dura su participacion?

Su patrticipacion inicia desde el momento en que se realiza la toma de la

muestra y durante los 12 meses de vigencia del proyecto.

¢, Cuéles son los posibles beneficios para usted y la sociedad derivados

de esta investigacion?

Su participacion voluntaria en el estudio no le proporcionara ningun beneficio
directo. Sin embargo, los resultados del estudio contribuiran entendimiento de
los factores inmunolégicos asociados a las recurrencias de toxoplasmosis
ocular, de esta manera, a largo plazo usted estaria aportando al conocimiento
cientifico de la poblacion en general. Los resultados de la investigacion y el
analisis de la misma se publicaran en un formato de articulo cientifico, al cual
tendra acceso en el momento en que lo desee, una vez se entregue el informe

final del proyecto.

¢Usted presentara alguna afectacion negativa por participar en el

estudio?

La participacion en el estudio no afectara en ninguna medida su integridad
personal, todos los procedimientos seran realizados por personal experto en

el area y estas actividades presentan un nivel de riesgo minimo.
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Sus derechos como participante:

Si usted decide patrticipar en este estudio y luego cambia de opinion, tiene el
derecho a retirarse del estudio en cualquier momento sin ninguna
consecuencia desfavorable. Asi mismo puede hacer las preguntas que

considere importantes.

Confidencialidad de sus datos:

Si acepta participar en el presente estudio, los resultados obtenidos seran
confidencialmente manejados por el grupo de investigacion GEPAMOL vy

archivo del Centro de Investigaciones Biomédicas.

¢Qué debe hacer si decide terminar su participacion en el estudio?

Su participacion en el estudio es voluntaria y usted puede negarse a participar,
o retirarse del estudio en cualquier momento. Si usted decide suspender su
participacion en el estudio, puede llamar al teléfono 3014007800 o mediante
correo electrénico gepamol2@uniquindio.edu.co.

¢, Qué debe hacer si tiene preguntas acerca de este estudio?

Usted tiene la oportunidad de preguntar y obtener todas las respuestas a sus
preguntas sobre esta investigacién antes de firmar el consentimiento. Si usted
posteriormente tiene otras preguntas relacionadas con la investigacién, puede
llamar al investigador Alejandro Hernandez de los Rios al teléfono 3014007800
o0 mediante correo electrénico gepamol2@uniquindio.edu.co.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PERSONAL

Me han explicado verbalmente y he leido la informacién proporcionada

previamente. Yo con cédula

de ciudadania No. voluntariamente acepto participar en

este estudio. En constancia, firmo este documento de Consentimiento
informado, en presencia del investigador y dos testigos, en la ciudad de

Armenia el dia del mes de del afio

Nombre completo, firma y documento de identidad de la persona que acepta

participar en el estudio.

Nombre:

Firma:

Cédula de Ciudadania #: de:

Nombre del testigo uno:

Firma:

Cédula de Ciudadania #: de:

Nombre del testigo dos:

Firma:

Cédula de Ciudadania #: de:
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Anexo 12.2. Optimizacion del protocolo de extraccion de PBMCS de un

individuo seronegativo

Este protocolo sirve para la extraccion de células mononucleares de sangre
periférica PBMCs (siglas en inglés) y se modificé para aumentar la cantidad
de sangre por muestra a procesar. La modificacion mas importante fue la
relacion de sangre e Histopaque®-1077 (numero de catalogo 10771), ademas

de los tiempos de centrifugacién respecto al protocolo base.

1. Disponer el Ficoll y PBS a 20 °C (temperatura ambiente).

2. Obtener muestras de sangre total recolectadas en tubos de recoleccion de
heparina sédica (tubo violeta) y registrar la informacion del sujeto y la fecha de
recepcion.

3. Colocar 15 ml de Ficoll en un tubo cénico de 50 mL. Cubrir con hasta 30 mL
de sangre, agregandola muy lentamente para asegurarse de que la sangre no
se mezcle con la capa de Ficoll. Esperar 3 minutos antes de centrifugar.

4. Centrifugar a 700 g por 30 min a temperatura ambiente (aceleracion lenta,
desaceleracién para asegurar que no se interrumpa el gradiente de densidad).
5. (Primer lavado) Utilizando una pipeta de transferencia estéril, aspirar la capa
leucocitica (PBMC de células periféricas de sangre periférica) en un nuevo
tubo conico de 50 mL. (Evita aspirar el Ficoll). Agregar 30 mL de volumen de
RPMI, invirtiendo hacia arriba y hacia abajo para mezclar.

6. Centrifugar a 500 g durante 10 minutos a temperatura ambiente (aceleracion
y desaceleracion maximas).

7. (Segundo lavado) Aspirar y desechar el sobrenadante. Resuspender el
sedimento celular primero tocando el tubo hasta que no se vean grumos, luego
agregar 15 ml de RPMI.

8. Centrifugar a 500 g durante 10 minutos a temperatura ambiente (aceleracién

y desaceleracion maximas).



Pagina 92 de 120

9. Aspirar y desechar el sobrenadante. Resuspender el sedimento celular en 1
ml de RPMI. Resuspender el sedimento celular tocando el tubo hasta que no
se vean grumos.

10. (Conteo en hemocitometro automatico) Adicionar 50 ul de las células mas
50 ul de PBS en un tubo eppendorf de 2 mL y contar utilizando el contador de

células automatizado.
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Anexo 12.3. Protocolo de aislamiento de ARN en columnay digestion de
ADN gendmico

Este protocolo sirve para el aislamiento de ARN y se modificd para optimizar
la pureza del ARN. La modificacion mas importante fue la eliminacion del ADN
genomico luego de haber extraido el ARN y los tiempos de incubacion con

DNasa respecto al protocolo base.

Preparacién del tampén:
e Preparar un tampodn de lisis nuevo que contenga 2% de mercaptoetanol,
para esto agregar 10 yL de mercaptoetanol por cada 1 mL de tampdn

de lisis.

Lisis y homogeneizacion:
e De acuerdo con el numero de células de las cuales quiera extraer ARN,
tener en cuenta la siguiente tabla para mirar la proporcion de buffer lysis
gue debe utilizar en cada caso.

Para <5 x 10°de células en suspension

1. Transferir las células a un tubo libre de ARNasa y centrifugar a 2,000x g
durante 5 minutos a 4 °C para formar un sedimento. Desechar el medio de

crecimiento.
2. Agregar 0,6 mL de tampon de lisis con 2-mercaptoetanol a la muestra.

3. Agitar en vortex hasta que el sedimento celular se dispersa y las células

aparezcan lisadas.

4. Continuar con la homogeneizacion a continuacion.
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3. Homogeneizacion:

Proceder con una de las siguientes opciones de homogeneizacién a

temperatura ambiente:

1. Transferir el lisado a un tubo de homogeneizacién limpio y realizar una
homogeneizacion manual. Centrifugar el homogenenizado a 12,000 x g

durante 2 minutos.

2. Pasar el lisado de 5 a 10 veces a través de una aguja de jeringa de calibre
18 a 21 6 transferir el lisado a un tubo limpio y homogenizar utilizando un

homogeneizador de rotor-estator a la velocidad maxima durante = 45 s.

4. Centrifugar el homogeneizado a 26,000 x g durante 5 minutos, luego

transferir el sobrenadante a un tubo limpio sin ARNasa.
4. Purificacion de ARN: Unidn, lavado y elucion de ARN

1. Agregar un volumen de etanol al 70% a cada volumen de homogeneizado

celular.

2. Agitar en el vortex para mezclar bien y dispersar cualquier precipitado visible

que pueda formarse después de agregar el etanol.

3. Transferir hasta 700 pL de la muestra (incluido el precipitado restante) a la

columna de centrifugado (con el tubo de recoleccién).

4. Centrifugar a 12,000 x g durante 15 segundos a temperatura ambiente.
Desechar el flujo continuo y volver a insertar la columna en el mismo tubo de

recoleccion.
5. Repetir los pasos 3 a 4 hasta que toda la muestra haya sido procesada.

6. Agregar 700 pL de tampédn de lavado | a la columna de centrifugado.
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7. Centrifugar a 12,000 x g durante 15 segundos a temperatura ambiente.
Desechar el tubo de recoleccién. Colocar la columna de centrifugado en un

nuevo tubo de recoleccion.

8. Agregar 500 pyL de tampon de lavado Il con etanol a la columna de

centrifugado.

9. Centrifugar a 12,000 x g durante 15 segundos a temperatura ambiente.

Desechar el flujo continuo colectado en el tubo de recoleccion.
10. Repetir los pasos 8-9 una vez.

11. Centrifugar la columna a 12,000 x g durante 1-2 minutos para secar la
membrana con el ARN unido. Desechar el tubo de recoleccién e insertar la

columna de centrifugado en un nuevo tubo de recoleccion.

12. Agregar 30-100 pL de agua libre de RNasa al centro de la columna de
centrifugado.

13. Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto.

14. Centrifugar la columna de centrifugado durante 2 minutos a 212,000 x g a
temperatura ambiente para eluir el ARN de la membrana al tubo de
recoleccion. NOTA: Si el rendimiento de ARN esperado es > 100 g, realizar
3 eluciones secuenciales de 100 pyL cada una. Recoger los eluidos en un solo
tubo.

15. Almacenar el ARN purificado o proceder a una aplicacion posterior. NOTA:
Eluir 70 pL de la muestra de ARN en agua (para la primera elucion). Para la
segunda elucion, agregar nuevamente 70 puL de agua en la columna y
centrifugar una vez mas durante 2 minutos a = 12,000 x g a temperatura

ambiente.
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5. Digestion de ADNg fuera de la columna
Preparacion de la solucion de digestion para una solucién final de 10 pL.
Afadir: 1 yL Buffer DNase |

2 ul de agua

1 uL DNasa |

6 uL de ARN

1. Luego de afadir la mezcla de digestién a la muestra de ARN purificada,

incubar a temperatura ambiente durante 40 minutos.

2. Inactivar la DNasa | con EDTA 25 mM (1 yL de EDTA 25 mM para una

solucion final de 10 pL).
3. Incubar a 65 °C durante 10 minutos.

4. Cuantificar el ARN por absorbancia UV a 260 nm (utilizar 5 pL para la lectura

en el Eppoch).

5. Almacenar y para esto dividir en alicuotas el ARN (cada alicuota con 30 uL
de ARN) y marcar los tubos con la siguiente informacion: Fecha, Codigo de
muestra (iniciales del nombre de la persona), escribir si la alicuota corresponde

a la primera o segunda elucion, y cantidad de alicuotas.
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Anexo 12.4. Estrategia experimental para las perlas de compensacion

Las perlas AbC™ Total Antibody Compensation Bead Kit, incluyen dos
poblaciones de perlas, las positivas y las negativas. Después de la incubacién
con un anticuerpo conjugado con fluorocromo, los dos componentes del kit
(componente Ay componente B), proporcionan distintas poblaciones positivas
y negativas de perlas que se puede usar para hacer la compensacién. Debido
a la naturaleza consistente de la dispersion de las perlas y la alta capacidad
de union de anticuerpos en la superficie, estas perlas permiten establecer una
compensacion mas constante y precisa para cualquier combinacion de

anticuerpos marcados con fluorocromos.

1. Resuspender completamente las perlas de captura (perlas positivas:
Componente A) y las perlas negativas (perlas negativas: Componente B),
de manera separada hacer vortex.

2. Agregar 2 gotas de perlas de captura (Componente A) mas 550 L del Cell
Staining buffer y hacer vortex.

3. Agregar 1 gota de perlas negativas (Componente B) mas 200 pL del Cell
Staining buffer y hacer vortex.

4. Etiquetar un tubo de muestra para cada anticuerpo conjugado con
fluorocromo que esté utilizando y posteriormente agregar 50 pL de la
solucion del paso 2 a cada tubo (tubo 2-7). Se agregaran los anticuerpos
1:50, es decir 1 pyL para una gota. Para el tubo 1, agregar 50 uL de la
solucion del paso 3.

Para los singles disponer los tubos previamente marcados de la siguiente
manera:

Tubo 1. Beads sin marcar negativo (perlas negativas)

Tubo 2. Beads CD3-FITC

Tubo 3. Beads CD8- APC/Cy7

Tubo 4. Beads CD45RA- PE/Cy5

Tubo 5. Beads CCR7- PE/Cy7
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Tubo 6. Beads PD1- APC

Tubo 7. Beads LAG-3- PE

. Agregar una cantidad pre-titulada de cada conjugado de anticuerpo a la
suspension de perlas de captura de AbC Total Compensation en el tubo
designado (tubo 2-7) y mezclar bien. Asegurarse de depositar el anticuerpo
directamente en la suspension de perlas.

. Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz.

. Adicionar a cada uno de los tubos 150 pL del Cell Staining buffer y hacer
vortex de los tubos antes de analizar con citometria de flujo.

. Agregar las soluciones de “beads singles” a una caja de 96 pozos.

9. Adquisicion: Normalmente los voltajes se ajustan con la muestra de interés

(beads). Posteriormente hacer las adquisiciones. 600 segundos por 10
minutos. Observar primero las beads sin marcar, para ver el perfil de FSC
y SSC, luego seleccionar la poblacion, y las fluorescencias negativas y
empezar a adquirir las beads y hacer la compensacion con los controles

de “singles” y de FMO.
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Anexo 12.5. Estrategia experimental para la tincion superficial de las
células

El objetivo es determinar si existen diferencias en la frecuencia de células
positivas para 4 marcadores de agotamiento celular en linfocitos provenientes
de PBMCs aislados de pacientes con diferentes cuadros clinicos de
toxoplasmosis. Las subpoblaciones de PBMCs se distinguiran usando los

siguientes marcadores:

1. CD3: Marcador de linfocitos.

2. CD8: Marcador de linfocitos citotoxicos.

3. CD45RA: Linfocitos efectores de memoria (marcaje negativo).
4. CCR7 (CD197): Linfocitos periféricos (marcaje negativo).

El fenotipo que nos interesa es el siguiente: Positivos para CD3 y CD8
(linfocitos citotéxicos), y negativos para CD45RA y CCRY (linfocitos periféricos
citotdxicos efectores de memoria). En esta subpoblacion se cuantificara la
frecuencia de células positivas para los siguientes marcadores de agotamiento
celular: PD-1, CD244, LAG-3, CD160. Todo el protocolo de titulacién de los

anticuerpos se realizo en un individuo seronegativo.

1. Tomar 4 tubos con EDTA de 4 mL de sangre.

2. Aislar PBMCs de una persona negativa para T. gondii usando
Histopaque®-1077 (numero de catalogo 10771) siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

3. Resuspender los PBMCs en medio RPMI-1644 en un tubo de 15 mL y
realizar el conteo de células usando tripan en una dilucion 1:100 (10 uL de

las células y 90 uL del colorante azul de tripan), tomar 10 uL de la mezcla
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y se colocan en una cadmara de Neubauer para contar el nimero de
linfocitos. Nota: Las células se transportaron a la UTP en hielo y al llegar
se centrifugaron a 1800 rpm durante 5 min y se resuspendieron en 566 uL
de Cell Staining Buffer, de acuerdo a la cantidad de células que se
necesitaron para el total de pozos que se montaron. Tomando un millén

de células por pozo en un volumen de 50 pL.

. Agregar 50 pL por pozo en tubos de 1,5 mL.

. Adicionar 5 uL del bloqueador de receptores Fc (Human TruStain FCXTM,

Biolegend) e incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

. Incubar 1 hora en oscuridad a 4 °C.

. Adicionar 100 pL de Cell Staining Buffer. Centrifugar a 1800 rpm durante

5 minutos a temperatura ambiente.

. Adicionar de nuevo 100 pL de Cell Staining Buffer. Centrifugar a 1800 rpm

durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Finalmente, adquirir 200.000 eventos por muestra, primero para las

células sin marcar y luego para cada uno de los pozos.
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Anexo 12.6. Fotografias de fondo de ojo de los individuos incluidos en

el estudio

Anexo 12.6.1. Fotografias de fondo. (A) Fotografia de fondo de ojo derecho.
(B). Fotografia de fondo de ojo izquierdo. Las fotografias corresponden al
individuo con cédigo PO105. Foto realizada el 20 de marzo de 2013. Cicatriz
de polo posterior de menos de un diametro de disco. Las flechas indican la
localizacion de la lesion.
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Anexo 12.6.2. Fotografias de fondo. (A) Fotografia de fondo de ojo derecho.
(B). Fotografia de fondo de ojo izquierdo. Las fotografias corresponden al
individuo con codigo PO103. Foto realizada el 06 de agosto de 2018. Dos

lesiones, una de ellas extensa de aproximadamente dos diametros de disco

periférica. Las flechas indican la localizacién de la lesion.

Anexo 12.6.3. Fotografias de fondo. (A) Fotografia de fondo de ojo derecho.
(B). Fotografia de fondo de ojo izquierdo. En el ojo izquierdo se evidencia

cicatriz macuolar. Las flechas indican la localizaciéon de la lesion.
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Anexo 12.7. Valores de CT de los marcadores de agotamiento amplificados por tiempo real (RT-qPCR)

CONDICION CLINICA | CODIGO DEL INDIVIDUO GAPDH PD1 CD244 LAG-3
Ocular PO101 21,81169319 | 35,9557705 | 36,2472134 | 35,6111069
Ocular P0O102 27,58181572 | 29,6641054 | 34,9015312 | 32,2826042
Ocular P0O103 20,47106457 | 34,4743195 | 31,1723585 0
Ocular PO104 25,13961601 | 27,5352335 | 33,474741 | 35,1109047
Ocular P0O105 27,02503014 | 30,3421173 | 36,4299088 | 37,1347771
PROMEDIO 24,40584393 | 31,5943092 | 34,4451506 | 28,0278786
DESVIACION ESTANDAR 3,150296071 | 3,50309044 | 2,18219163 | 15,7660623
CONDICION CLINICA | CODIGO DEL INDIVIDUO GAPDH PD1 CD244 LAG-3
Asintomatico PA106 21,67604637 | 33,3090515 | 33,8718758 | 37,0225353
Asintomatico PA107 20,21842289 | 35,0307751 | 30,4082232 0
Asintomatico PA108 24,16625977 | 28,6116486 | 34,3458748 | 34,6777382
Asintomatico PA109 24,00086975 | 35,6711082 | 35,0938015 0
Asintomatico PA110 21,94509029 | 29,6611242 | 32,1071959 | 26,6214542
PROMEDIO 22,40133781 | 32,4567415 | 33,1653942 | 19,6643456
DESVIACION ESTANDAR 1,671285355 | 3,17350163 | 1,89295941 | 18,3608486
CONDICION CLINICA cODIGO GAPDH PD1 CD244 LAG-3
Seronegativo PN111 28,77509212 | 33,7124767 | 34,6558552 | 34,6715546
Seronegativo PN112 27,82326889 | 34,7756977 | 34,1672153 | 33,2315521
Seronegativo PN113 25,89778233 | 32,3957396 | 31,2444468 | 32,3474598
Seronegativo PN114 27,31426144 | 35,0117054 | 30,7393284 0
Seronegativo PN115 23,3480196 | 29,1839771 | 36,3448658 0
PROMEDIO 26,63168488 | 33,0159193 | 33,4303423 | 20,0501133
DESVIACION ESTANDAR 2,109564437 | 2,37873802 | 2,37481611 | 18,3219519
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Anexo 12.8. Titulaciones de los anticuerpos
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Titulacion de anticuerpos anti- CD45RA, anti-CCR7 de linfocitos T en
PBMCs. Los histogramas muestran intensidades de fluorescencia de las
células negativas (rojas) y positivas (azul). La dilucién seleccionada fue 1:10
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Titulaciéon de anticuerpos anti-PD1 y anti-CD244 de linfocitos T en
PBMCs. Los histogramas muestran intensidades de fluorescencia de las
células negativas (rojas) y positivas (azul). Las diluciones seleccionadas para

los marcadores de agotamiento fueron para PD1 1:10 y para CD244 1:50.
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Titulacién de anticuerpos anti-LAG-3 y anti-CD160 de linfocitos T en
PBMCs. Los histogramas muestran intensidades de fluorescencia de las
células negativas (rojas) y positivas (azul). Las diluciones seleccionadas para
los marcadores de agotamiento fueron para LAG-3 1:25 y para CD160 1:10.
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Anexo 12.9. Niveles de expresion de los marcadores de agotamiento en

subconjuntos de células T CD8+
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Perfil de agotamiento celular. Expresion de los cuatro marcadores de
agotamiento celular PD1, CD244, LAG-3 y CD160 en células de memoria
central. a) Porcentaje de células positivas. b) Intensidad media de
fluorescencia (MFI). Las barras representan la media + DE (N=5 para cada
grupo) para el porcentaje de células positivas y la media + DE para el MFI por

grupo en las dos poblaciones de interés.
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Perfil de agotamiento celular. Expresion de los cuatro marcadores de
agotamiento celular PD1, CD244, LAG-3y CD160 en células efectoras de
memoria. a) Porcentaje de células positivas. b) Intensidad media de
fluorescencia (MFI). Las barras representan la media + DE (N=5 para cada
grupo) para el porcentaje de células positivas y la media + DE para el MFI por
grupo en las dos poblaciones de interés.

Anexo 12.10. Niveles de expresiéon de PD1, CD244, LAG-3y CD160 en
subconjuntos de células T CD8+

Porcentaje de células positivas e intensidad media de fluorescencia (MFI) de
cada marcador evaluado en los individuos oculares y asintomaticos en las

diferentes subpoblaciones celulares de memoria seleccionadas.

PD1: Respecto a las diferentes subpoblaciones celulares, la expresion
promedio de PD1 fue ligeramente mayor en el grupo asintomatico 25,5% (0%-
77%) respecto a los oculares 18,5% (2,1%-59,0%) en células de memoria
central CD45RA-CCR7+. Las intensidades medias de fluorescencia no
cambiaron entre grupos posiblemente por la baja cantidad de este subtipo
celular. Por otro lado, para la poblacién de células efectoras de memoria
CD45RA-CCRT7- el porcentaje promedio de células positivas fue ligeramente
mayor en el grupo ocular 22,5% (0% a 62,3%) respecto a los asintomaticos
18,9% (0% a 79,2%). Los datos del MFI indicaron que ambos grupos tenian

frecuencias de PD1 por célula similares.

CD244: De otro lado, para los linfocitos de memoria central CD45RA-CCR7+
los porcentajes promedios de células fueron similares para el grupo ocular con
50% (24%—-76%) respecto a 42,9% (0%—89,8%) del grupo asintomatico. De
igual manera, la mayoria de los individuos presentaron clusters de MFIs

cercanos a la media. No se observaron diferencias notables del promedio del
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porcentaje de células positivas ni del MFI en los linfocitos de memoria efectora
CD45RA-CCR7- en ambos grupos 27,4% (0% a 68%) en oculares y 37,6%

(0% a 94%) en asintomaticos.

LAG-3: Para las células T CD8+ de memoria central el promedio de células
LAG-3+ fue muy bajo de 1,8% en oculares (0% a 8,1%) y 1,4% en
asintomaticos (0% a 4,3%). Sin embargo, para las células efectoras de
memoria fue ligeramente mayor en los asintométicos 4,4 (0% a 21%)
comparados con los oculares 1,6% (0% a 7,3%). No se observaron diferencias

en las intensidades de fluorescencia para ninguna poblacion celular.

CD160: En contraste, para la poblacion CD45RA-CCR7+ de memoria central
los promedios de células positivas fueron ligeramente mayores en los oculares
22,7% (0% a 50%) asi como los datos de MFI comparados con los
asintomaticos 15,3% (0% a 66,2%). Sin embargo, para la poblacion celular de
memoria efectora CD45RA-CCR7- hay una tendencia de niveles ligeramente
mayores de MFI y de porcentaje de células positivas en los individuos
asintomaticos 19,6% (0% a 70,8%) respecto a los oculares 14% (0% a 50,5%)

oculares.
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Expresién de PD1 en células T de memoria central. a) Porcentaje de células
positivas. b) Intensidad media de fluorescencia (MFI). Las barras representan
la media + DE para el porcentaje de células positivas y la media + DE para el

MFI por grupo en las dos poblaciones de interés.
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Expresion de PD1 en células T de memoria efectora. a) Porcentaje de
células positivas. b) Intensidad media de fluorescencia (MFI). Las barras
representan la media + DE para el porcentaje de células positivas y la media

+ DE para el MFI por grupo en las dos poblaciones de interés.
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Expresién de CD244 en células T de memoria central. a) Porcentaje de

células positivas. b) Intensidad media de fluorescencia (MFI). Las barras

representan la media + DE para el porcentaje de células positivas y la media

+ DE para el MFI por grupo en las dos poblaciones de interés.
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Expresion de CD244 en células T de memoria efectora. a) Porcentaje de

células positivas. b) Intensidad media de fluorescencia (MFI). Las barras

representan la media + DE para el porcentaje de células positivas y la media

+ DE para el MFI por grupo en las dos poblaciones de interés.
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Expresién de LAG-3 en células T de memoria central. a) Porcentaje de
células positivas. b) Intensidad media de fluorescencia (MFI). Las barras
representan la media + DE para el porcentaje de células positivas y la media

+ DE para el MFI por grupo en las dos poblaciones de interés.
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Expresion de LAG-3 en células T de memoria efectora. a) Porcentaje de
células positivas. b) Intensidad media de fluorescencia (MFI). Las barras
representan la media + DE para el porcentaje de células positivas y la media

+ DE para el MFI por grupo en las dos poblaciones de interés.
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Expresién de CD160 en células T de memoria central. a) Porcentaje de
células positivas. b) Intensidad media de fluorescencia (MFI Las barras
representan la media + DE para el porcentaje de células positivas y la media

+ DE para el MFI por grupo en las dos poblaciones de interés.
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Expresion de CD160 en células T de memoria efectora. a) Porcentaje de
células positivas. b) Intensidad media de fluorescencia (MFI). Las barras
representan la media + DE para el porcentaje de células positivas y la media

+ DE para el MFI por grupo en las dos poblaciones de interés.
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Anexo 12.11. indice de relacion
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Expresién de CD244 en individuos oculares en células T de memoria
central a) CD45RA-CCR7+ y efectoras de memoria b) CD45RA-CCR7-y.

IR: indice de relacion MF1/%. Las barras representan la media + DE (N=5 para

cada grupo) para IR por cada grupo.
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Expresién de LAG-3 en individuos oculares en células T de memoria
central a) CD45RA-CCR7+ y efectoras de memoria b) CD45RA-CCR7-y.

IR: indice de relacion MF1/%. Las barras representan la media + DE (N=5 para

cada grupo) para IR por cada grupo.
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Expresién de CD160 en individuos oculares en células T de memoria
central a) CD45RA-CCR7+ y efectoras de memoria b) CD45RA-CCR7-y.
IR: indice de relacion MF1/%. Las barras representan la media + DE (N=5 para

cada grupo) para IR por cada grupo.
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10. APROPIACION SOCIAL DEL CONOCIMIENTO

Presentacion de Poster IV Congreso Colombiano de Biologia
Computacional y Bioinformética. VIl Conferencia Iberoamericana de
Bioinformatica. Septiembre 13, 14 y 15 de 2017. Cali. Trabajo: “Proteinas

homologas a PD1-L1 y PD1-L2 humanas en Toxoplasma gondii’.

Laura Lorena Garcia Lopez

PONENTE
Participo en el
[V Congresq_.: olombiano Vil Conferencia
et g i
de Biologia \SOmputacional Iberoamericana de
viginformatica Bioinformatica

Cali, Colombia 13-15 Septiembre 2017

—a
—— Foda Ae Moo
Javier De Las Rivas Pedro A. Moreno T.
Presidente de SolBio Presidente de SC2B2

Presentaciéon de Poster en el Simposio “OMIC Technologies for
Research on Infectious Disesases”. Septiembre 6 y 7 de 2017. Cali.
Trabajo: “Proteinas homologas a PD1-L1 y PD1-L2 humanas en

Toxoplasma gondii”.
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CIDEIM

Sartisnge de Cali, septiembre 12 de 2017

Lsues Lorenn Garcia
Urnpsermidad del Quindic
Aemanis

Azunte: Participacian en Simpesio “Omic Technologies for R h on Infectious Diseases™

Estimisda Laurs,

Fue mauy grato pars nosobros Contar con su particpecon en el | Simposio: “Omic Techmaiogies for
Research on Mfiactious Disewsas”, el cual tuvo gar & pasada & y 7 oe septiembre de 2047 &n =l
Hiorbe| Spiwak en Cali.

Tambign, sgradecemos |3 pressntacion resizada em modalided poster del trabajo “Froteings
momologes o PDI-L1 y PDI-LY humancs en Toxopiosmo gonci™ durante = segumdo dia ol
Simposio, estamos saguros fue de inkerés de los asistentes.

Esperamas que este Simposio haya sido una oportunidad para ampliar su conocimiento =n las
teonologias omicas aplicadas & las enfermedades infeccosas, conocer o gue e esta haciendo en
&l pais =n acte Ambito y relacionarse con otros investizadores.

Atentamente,

f'?ém_; Ma. Alelaida C.ia-i.a

Luis Ensique Wacafior Mara Adelsica Somez FhD

Gerente de Prayecto Coordinagora Uniced de Bioguimica y Biciogi
CIDEIM i bz o b
CIDEIM

e Presentaciéon Oral en el Encuentro Nacional de Enfermedades
Infecciosas ACIN. 02 al 04 de agosto 2018. Trabajo: “Estandarizacion
de una prueba de RT-qPCR para los genes GADPH y PD1”.
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o0
La Asociacién Colombiana de Infectologia, ACIN WV
ACIN
Certifica que:

LAURA LORENA GARCIA LOPEZ

Asistié en calidad de: PONENTE

al

ENCUENTRO NACIONAL

DE INVESTIGACION EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS

| Encuentro Andino de Investigacion en Enfermedades Infecciosas

Realizado del 2 al 4 de agosto de 2018
Sede: Movich Hotel de Pereira, Pereira - Colombia
Intensided horaria: 28 horas

/1/ _ y -
4 I\ AL
< A I/
ALFONSO 1. RODRIGUEZ-MORALES pio LOPEZ
Presidente Xl Encuentro Presidente ACIN

J

Presentacion Oral en el Coffee Region Microbial metting CoReMM.
Centro de Convenciones 22 de noviembre 2018. Trabajo: “Memoria y

agotamiento de células T”

A o, oI

Coffee Region Microbial Mom
UNIVERSIDAD 202 f Semnr 1 e,
. MICROBIOLOGY e P
— —
El capitulo Quindio de la Sock Ameri de Microbiologia y la Vi ia de i de la Universidad del Quindio

Certifican que

Laura Lorena Garcia

Participd como ponente

Con el trabajo titulado

Memoria y agotamiento de células T

Presentado en el “| Encuentro de Microbiologia de la Region Cafetera y Seminario de Inmunologia Ocular”
Realizado en el Centro Cultural Metropolitano de Convenciones.
Armenia, 22 de Noviembre de 2018

) N\
_%& W%Q_H
-2
) il
JOHN ALEJANDRO ACOSTA DAVILA Jorge Enrique Gémez Marin Dr. Steven Specter
Presidente capitulo ASM Eje cafetero Embajador ASM Colombia Chair, ASM Membership Committee

[37. Steven Specter

PERTINENTE CREATIVA INTEGRADORA

— www.uniquindio.edu.co
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Presentacion Oral en el Il ENCUENTRO ACOI DE ESTUDIANTES DE
POSGRADO EN INMUNOLOGIA- 10 de diciembre 2018. Trabajo:
“Identificacion de factores de agotamiento celular asociados a casos de

recurrencias en toxoplasmosis ocular”

de Pereira ‘ A

LA ASOCIACION COLOMBIANA DE
INMUNOLOGIA -
YLA
UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE PEREIRA

g

Certifican Que:

Laura Lorena Garcia Lopez

\ Participd en el 1l encuentro de estudiantes de posgrado en inmunologia

ACOLl.
&‘
.v Pereira, Risaralda 10 de diciembre de 2018

SRR iaco

ASOTACON COLOMBIANA DE NMUNDLOGIA =

e Presentacién de Poster titulado “Expression of inhibitory receptors
on CD8+ T cells from toxoplasmosis ocular patients” en el Congreso
Internacional de Toxoplasma (ToxoXV). Junio 19 al 22. Quindio

Colombia.

L o!
The Colombian Association of Infectious Diseases (ACIN) V*

This is to certify that

LAURA LORENA
GARCIA LOPEZ

June 19 to 21, 2019 in Quimbaya, Quindio, Colombia
(South America)

‘\6&(\ e
S U0

Jorge Gomez Marin
Prodias ol e Xvitessrnatint Tuusqtaars Cargoss



