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4. Resumen

El sindrome cardiopulmonar por hantavirus (SCPH) causado por la infeccion por
hantavirus Andes (ANDV), es una enfermedad infecciosa endémica en Chile y
Argentina. Existe evidencia que linfocitos T especificos contra hantavirus participan en
la proteccion inmune independiente de! titulo de anticuerpos neutralizantes. Sin
embargo a la fecha no se han descrito en la literatura estudios que describan en
humanos la respuesta inmune celular contra ANDV. El objetivo de la presente tesis fue
detectar y cuantificar linfocitos T especificos contra ANDV y determinar el o los epitopos
inmunodominantes por medio de estimulacion de PBMC de 75 pacientes convalecientes
de la infeccion con ANDV (entre 4 y 159 meses después de la infeccion). En ensayos de
ELISPOT para IFN-y se estimularon PBMC con 310 péptidos de 15 aminoacidos
traslapados que representan las secuencias completas de las proteinas de la
Nucleocapside (N) y del precursor de las Glicoproteinas (G1 y G2) de ANDV. Luego
para determinar las regiones y epifopos inmunodominantes las PBMC de los pacientes
se estimularon con péptidos individuales en ensayos de ELISPOT.

En 47 de los 75 pacientes estudiados (63%) se detectaron linfocitos T de memoria
secretores de IFN-y especificos contra ANDV. Dentro de este grupo el extremo carboxilo
terminal de la proteina G1 fue la regién mas inmunodominante ya que 22 (47%) de los
pacientes exhibieron una respuesta positiva con un promedio de 622 linfocitos T/ 10°
PBMC. Se pude demostrar que dentro de la region carboxiterminal que el epitopo G14s6-
a7z fue reconocido solamente por pacientes que expresaban el alelo HLA-B*35. Cabe
hacer notar que solo la respuesta inmune de linfocitos T contra G1 pero no contra N ni
contra G2 fueron detectados hasta mas de 13 afios después de la infeccion aguda con

ANDV. Ademas se identificaron epitopos en la proteina N, asi como epitopos
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adicionales en G1. La presente tesis corresponde al primer trabajo en que se muestra
en pacientes la respuesta inmune celular contra la infeccion con ANDV. En
contraposicién con lo que se ha descrito para otros hantavirus, la proteina G1 constituye
un antigeno altamente inmunogénico. Por lo tanto G1 podria ser un excelente candidato
para una vacuna que induzca inmunidad celular a largo plazo contra [a infeccion con
ANDV. No obstante, dado que el alelo HLA-B*35 se expresa en un 25% de la poblacion
residente en la regién endémica, se requieren estudios adicionales para determinar la
restriccion a HLA de ofros epitopos en G1. Adicionalmente, nuestros datos forman la
base para realizar estudios futuros con tetrameros de MHC clase | para estudiar la
funcién y el fenotipo de los linfocitos T especificos contra ANDV durante la fase aguda
de la infeccion. Esto ayudaria a comprender mejor la patogénesis de la infeccion

permitiendo asl el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento.




5. Abstract

Hantavirus Cardiopulmonary Syndrome (HCPS) due to Andes hantavirus (ANDV) is an
emerging infectious disease endemic to Chile and Argentina. There is evidence that
hantavirus-specific T-cells can mediate protective immunity independently of neutralizing
antibodies. However, up to date, there are no data available on the human T cell
response to ANDV infection, the immunodominant regions and epitopes of ANDV-
specific T cells. The objective of this thesis was to detect and enumerate ANDV-specific
T-cells and to determine the immunodominant epitope(s) by stimulation of PBMC from
75 convalescent ANDV patients (4-159 months post hospitalization).Therefore, PBMC
were stimulated in in vifro IFN~y ELISPOT assays using a panel of 310 overlapping
15mer peptides which span the entire (N)ucleocapsid- and (G)lyco-(G1 and G2) protein
of ANDV. Subsequently, determination of immunodominant regions and epitope
mapping was performed by stimulation of cryoperserved PBMC with individual peptides
in ELISPOT assays.

Among all patients, 47 (63%) showed circulating, ANDV-specific memory T-cells. Among
these patients, the carboxy-terminus of G1 was by far the most immunodominant region
with 22 (47%) patients scoring positive with a mean response of 622 T lymphocytes/10°
PBMC. Through this thesis we were able to demonstrate that the epitope G1issarz
contained within the carboxyterminal region of G1 protein, was recognized exclusively by
HLA-B*35" patients. Interestingly, the G1-, but not N- or G2-, specific T-cell responses
were maintained over time, for up to 13 years after acute infection with ANDV. Additional
G1-specific as well as N-specific T-cell epitopes were identified. This thesis constitutes
the first report on human cellular immune responses towards the emerging infection with
ANDV. In contrast to what is described for other hantaviruses, the G1-protein represents

a highly immunogenic antigen. Thus, G1 might be an excellent candidate for a vaccine
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inducing long-term cellular immunity towards ANDV. And yet, given that 25% of the
population living in the endemic region of ANDV express the HLA-B*35301 allele,
additional studies are necessary to determine the HLA-restriction of further G1-epitopes.
Additionally, our data will allow the synthesis of MHC class | tetramers in order to
determine the function and phenotype of ANDV specific T cells during the acute phase
of infection. This would broaden our understanding of the pathogenesis of ANDV

infection and thereby allow the development of new treatment strategies.
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6 Introduccion

6.1 Epidemiologia

Los hantavirus son virus de ssRNA de hebra negativa perienecientes a la familia
Bunyaviridae. El reservorio y vector natura! de los hantavitus, son los roedores de la
familia Muridae (Maes y col, 2004). Mientras que la infeccién por hantavirus en
animales es cronica y asintomatica, en el hombre se puede producir Fiebre
Hemorragica con Sindrome Renal (FHSR) o Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus
(SCPH) dependiendo de la cepa responsable de la infeccion. En Chile, el SCPH es
endémico desde el afio 1996, siendo hantavirus Andes (ANDV) la cepa responsable y
el raton colilargo, Oligoryzomys longicaudatus el vector principal de esta zoonosis.

La via principal de transmision de los hantavirus desde el vector al hombre es mediante
la inhaiacié‘n de aerosoles de heces, orina, o saliva del roedor infectado. Existen
también casos reportados de transmision por contacto directo con el vector y por
mordeduras (St. Jeor, 2004). Ademas, hay que destacar que ANDV es la tnica cepa de
hantavirus para la cual se ha documentado la transmisién persona-persona (Padula y
col, 1998; Ferrés y col, 2007).

Se estima que mundialmente mas de 200000 infecciones anuales en humanos son
causadas por las cepas del género hantavirus, la mayoria (aprox. 150000) de ellas
causando FHSR (Maes y col, 2004). Gran parte de los casos de FHSR ocurren en
China (HTNV; virus Hantaan), pero los hantavirus responsables se encuentran
ampliamente distribuidos por Europa (POBV; virus Dobrava), Escandinavia (PUUV,
virus Puumala), Corea (SEQV; virus Seoul) y Rusia (HTNV y SEOQV) (Clement y col,
1998).

En Ameérica los hantavirus Choclo, Oran, Lechiguanas, Sin Nombre (SNV), New York

(NYV), Bayou (BAYV), Laguna Negra (LNV), y Andes son capaces de inducir el SCPH




(ver tabla 1) y su incidencia es variada entre los distintos paises de América. En Chile y
Argentina existen 923 casos documentados de SCPH por ANDV entre 1993 y 2004
(Organizacién panamericana de la salud, 2004). En particular en Chile se han
documentado 540 casos entre 1996 y diciembre det 2007, con una letalidad promedio
del 37% (Ministerio de Salud: Gobierno de Chile, 2007). Otros paises se encontraron
afectados con casos de SCPH, como Brasil y Paraguay, con 321 y 99 casos
respectivamente, mientras que en Bolivia el nimero de casos registrados fue de 36 en
el mismo periodo (Organizacion panamericana de la salud, 2004). El centro de control
y prevencion de enfermedades de EE.UU. (CDC) ha confirmado 438 casos de SCPH
causado por SNV entre 1993 y junio del 2006 en Estados Unidos, con una letalidad del
35% (Center for disease control and prevention, 2006).

Tabla 1: Distribucion geografica de cepas de hantavirus patogénicos, enfermedad

causada, y vectores que transmiten la enfermedad al hombre (Modificado de Zeier y
col, 2005)

Area geografica Virus Enfermedad  Vector

Asia Secul(SEOV) FHSR Rattus norvegicus
Hantaan (HNTV) FHSR Apodemus agrarius

Europa Dobrava (DOBV) FHSR Apodemus flavicolfis
Puumala (PUUV) FHSR Clethrionomys glareolus

Ameérica -Norte Sin nombre (SNV) SCPH Peromyscus maniculatus
Bayou (BAYV) SCPH Oryzomys palustris
Choclo SCPH Oligoryzomys fulvescens
New York (NYV) SCPH Peromyscus leucopus

-Sur Lechiguanas SCPH Ofigoryzomys flavescens

Andes (ANDV) SCPH Oligoryzomys longicaudatus
Oran SCPH Oligoryzomys longicaudatus
Laguna Negra (LNV}) SCPH Calomys laucha

FHSR: Fiebre hemorragica con sindrome renal
SCPH: Sindrome cardiopulmonar por hantavirus
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Figura 1: Diagrama esquemético de la estructura del hantavirus (modificado de
Muranyi y col, 2005).

6.2 Virologia

Los hantavirus poseen envoltura y su genoma se divide en tres segmentos de ssRNA
de hebra negativa de distinto tamafio (ver fig. 1). El segmento S corresponde al
segmento de menor tamarfio y codifica para la proteina N (430 aa) de la nucleocapside
(Plyusnin y col, 1996). La funcién principal de la nucleocapside es proteger al vRNA de
las nucleasas del huésped, sin embargo se ha reportado que la proteina N en conjunto
con la RNA polimerasa es crucial para el proceso de replicacién en el género
hantavirus (Schmaljohn y Nichol, 2008). El segmento M es de tamafio intermedio y
codifica para el precursor de 2 glicoproteinas de la envoitura, G1 y G2, también
conocidas como Gn y Gc respectivamente,(1140 aa en total). El precursor de las
glicoproteinas es procesado por un complejo de peptidasas que reconocen un péptido
sefial en la region comprendida entre los aa 616 y 648. El sitio de corte especifico se
encuenira directamente rio abajo de secuencia sefial WAASA (aa 644-648) (Lober y
col, 2001). Posteriormente las glicoproteinas G1 y G2 forman un heterodimero en el

reticulo endoplasmatico que es glicosilado, para luego ser transportado al aparato de




Golgi (Ruusala y col, 1992) y a continuacion ser exportado hacia la membrana
plasmatica de la célula infectada. El de mayor tamafio, el segmento L, codifica para
una RNA polimerasa dependiente de RNA (2153 aa). Esta proteina es la encargada de
la transcripcion de vRNA a mRNA (transcripcion primaria) y de la replicacion del vVRNA
genémico (frascripcion secundaria) utilizando la hebra complementaria positiva (CRNA)

como templado {Kukkonen y col, 2005).

6.3 Patogénesis

Los hantavirus infectan principalmente células endoteliales (Zaki y col, 1995),
dendriticas (Raftery y col, 2002) y macréfagos (Asada y col, 1989). Reportes recientes
de experimentos realizados en roedores infectados con ANDV han descrito la
presencia de cuerpos de inclusion viral en el higado y el bazo, acompafados por
infiltrados de células mononucleadas y apoptosis de linfocitos (Wahl-Jensen y col,
2007).

A pesar de las diferencias en el érgano principalmente afectado por FHSR (rifion) o
SCPH (pulmén), ambos sindromes se asocian a una permeabilidad elevada de la
vasculatura endotelial (“vascular leak syndrome®) seguido por una disfuncion del
organo afectado (Zaki y col, 1995). Asi, el SCPH rapidamente desencadena en edema
pulmonar, lo que a su vez lleva a hipoxemia, shock cardiogénico y en algunos casos la
muerte (Peters y col, 1999). Hasta la fecha existen diversas hipotesis sobre los
mecanismos que contribuyen a la patogenicidad por infeccién con hantavirus. Se
discuten tanto efectos directos sobre las células infectadas como efectos indirectos
producto de la respuesta inmune. Ién este contexto es importante destacar, que a

diferencia de otros miembros de la familia Bunyaviridae, como Nairovirus (Burt y col,




1997), Phlebovirus (Crance y col, 1997) y Orthobunyavirus (Pekosz y col, 1996), los

hantavirus no tienen un efecto citopatico directo sobre las células infectadas.

6.3.1 Efectos directos

Estudios sobre la interaccion entre receptores celulares y los hantavirus, sugieren que
hay elemenios conservados en la secuencia aminoacidica de las glicoproteinas de
hantavirus, que median la unién entre el virus y las integrinas (Mackow y Gavrilovskaya,
2001). Las integrinas [, abundantes en la superficie de [as células del endotelio, se
unen a receptores que regulan la permeabilidad vascular (Borges y col, 2000).
Adicionalmente estudios moleculares evidencian que la entrada del virus mediada por
la interaccion entre las glicoproteinas de hantavirus e integrina ayB; se asocia a la
infeccion por los hantavirus patogénicos New York (NYV) y SNV pero no de su
contraparte no-patogénica, el hantavirus Prospect Hill (PHV) (Gavrilovskaya y col,
1998).El grupo de Mackow y col ha descrito con detalle la interaccion entre las
integrinas ayB: en conformacidon plegada y distintos hantavirus (Raymond y col,
2005).En este contexto hay que mencionar que la unién de un ligando a ay3; lieva a la
fosforilacién de la fosfolipasa C-y1, aumento de inositol trifosfato y aumento de Ca*
intracelular (Bhattacharya y col, 2000). Se ha mostrado en células endoteliales
pulmonares gque estos procesos resuitan en el deterioro de la barrera endotelial (Lum y

col, 1992), Ila secrecion de citoquinas (Conboy y col, 1999) y la adhesion de leucocitos

(Allen y col, 1998).

Estos hallazgos en conjunto con descubrimientos que la union de ligandos de alta
afinidad como vitronectina y que anticuerpos contra integrinas f3, inhiben la infeccion

por NYV y SNV (Gavrilovskaya y col, 1998) sugieren una relacion entre la disfuncion en




la permeabilidad del tejido vascular observado en ef SCPH vy la interaccion entre el
hantavirus y las integrinas Bs. No obstante McElroy y col. recientemente realizaron
estudios con virus quimera de SNV y ANDV, compuesto por G1 y G2 de ANDV y N de
SNV. Con esto determinaron que las glicoproteinas de ANDV, no son suficientes para
producir el efecto letal observado en hdmster Sirio (McElroy y col, 2004). Por lo tanto,
la interaccién entre glicoproteinas virales y receptores en las células blancos no
parecen ser fundamentales para la induccion del SCPH.

Otra arista de la patogenicidad en la infeccidén por hantavirus es la disrupcién de la
respuesta inmune innata mediada por interferones de tipo . Estas proteinas participan
en la respuesta inmune innata contra las infecciones virales y estan compuestas de
dos subgrupos, IFN-o, que comprende a varias proteinas, e IFN-B. Principalmente los
interferones tipo | tienen como funcion inhibir la replicacién viral por medio de la
induccién de enzimas como la 2',5'cligoadenilato sintetasa que interfiere con la
transcripcion de los acidos nucleicos virales (Abbas y Lichtman, 2003). A su vez los
interferones de este tipo incrementan la expresién de moléculas de MHC clase 1
(Abbas y Lichtman, 2003). Un ejemplo claro de la interrupcién de la respuesta mediada
por IFN-B, se aprecia en los trabajo de Alff y col (Alff y col, 2006) y Spiropoulou y col
(Spiropoulou y col 2007). En ambos frabajos se observa que el hantavirus no
patogénico (PHV) induce la expresion de IFN-8 mientras que este efecto no se observa
en los hantavirus patogénicos (ANDV, NYV y HTNV). La diferencia en la induccion de
IFN-B se centra en la interferencia de las glicoproteinas virales con IRF-3, TBK-1 y/o
RIG-I, lo que impide la transiocacion de factores nucleares (ej. STAT1/STAT2) y la
activacion de promotores de la transcripcion del gen de IFN-B. Por lo tanto los

hantavirus patogénicos son capaces de evadir la respuesta inmune innata basada en




interferones tipo |, asi como la respuesta inmune celular adquirida mediante la

disminucién de la expresion de moléculas de MHC clase I.

6.3.2 Efectos indirectos

Cabe destacar que el segmento de la proteina G1 previamente mencionado, fanto en
ANDV, HTNV, y en NYV, ha sido caracterizado con mayor detalle y se han encontrado
secuencias (“degrons”) que dirigen el segmento a la degradacién proteosémica. Al
comparar los resultados obtenidos con segmentos de G1 de ANDV, HTNV, y de NYV
contra los de PHV, se observo que solo los segmentos de los hantavirus patogénicos
eran degradados (Sen y col, 2007). Dado que la degradacion proteosémica de una
proteina lleva a la presentacion de epitopos peptidicos a linfocitos T CD8" mediante
moléculas de MHC clase | (Abbas y Lichtman, 2003), estos datos apoyan la hipotesis
de una inmunopatogénesis del SCPH.

Esta hipdtesis es también apoyada por datos obtenidos tanto de pacientes con FHSR,
como de pacientes con SCPH producto de la infeccién con SNV, exhibiendo infiltrados
linfocitarios en los 6rganos afectados. En pacientes fallecidos por infeccion con SNV se
han encontrado niimeros elevados de linfocitos T CD8" proinflamatorios (secretores de
TNF-a, IL-2, e IFN-y) en infilirados intersticiales del tejido pulmonar comparados con
pacientes victimas de sindrome pulmonar no relacionado con hantavirus (Mori y col,
1999). Adicicnalmente en un reporte con pacientes con infeccién aguda con SNV, se
documentaron frecuencias de linfocitos T CD8" citotdxicos sanguineos especificos
contra el virus significativamente superiores en pacientes con SCPH grave (con
ventilacion mecanica), que en pacientes con SCPH leve (sin ventilacidn mecanica)

(Kilpatrick y col, 2004). Ademas, datos in vitro con linfocitos T citotoxicos y una linea




celular de células endoteliales infectadas con SNV, revelan que hay un aumento en la
permeabilidad de monocapas de estas células endoteliales producto de la accidn
citotdxica de los linfocitos T especificos contra SNV (Hayasaka y col, 2008).

Aunque estos antecedentes indican una asociacidn, entre linfocitos T
proinflamatorios/citotdxicos y la patogénesis, a la fecha fue imposible comprobar una
causalidad entre estos dos factores en el modelo animal para SCPH, el hamster sirio
(Mesocricetus auratus) infectado por ANDV (Hooper y col, 2001). Esto es debido a la
ausencia de los reactivos para hamster que permitirian estudios inmunolégicos, como

por ejemplo Ia deplecion de linfocitos T previo a la infeccién por ANDV.

6.4 Inmunidad

La respuesta inmune adaptativa esta compuesta por la respuesta inmune humoral y
por la respuesta inmune celular. En la investigacion en hantavirus, generalmente ha
existido un inferés sesgado hacia la importancia de la inmunidad humoral
Especificamente los estudios se han enfocado en el rol de los anticuerpos
neutralizanies contra las glicoproteinas G1/G2 que a diferencia de los anticuerpos
contra la proteina N, son capaces de prevenir la infeccion viral de las células blanco

(Arikawa y col, 1989; Schmaljohn y col, 1990; Schmaljohn y col, 1992; Chu y col, 1985).

6.4.1 Inmunidad humoral

En lo que respecta a modelos in vivo de SCPH la mayoria de estos han sido realizados
en el hamster sirio infectado por ANDV. En este modelo roedor se ha descrito que la
transferencia pasiva de anticuerpos generados en macacos o conejos inmunizados con
una vacuna de DNA del segmenio M de ANDV, administrada hasta el cuarto dia

después del desafio con el virus, protegio al 100% de los hamsters de la muerte por




SCPH. No obstante, no se indujo inmunidad activa con la misma vacuna en hamsters
(Custer y col, 2003; Hooper y col, 2008). En linea con la evidencia en roedores,
pacientes con SCPH leve por SNV presentan titulos de anticuerpos neutralizantes mas
altos que pacientes con SCPH grave en el momento de la admisién hospitalaria
(Bharadwaj y col, 2000).

En conjunto estos antecedentes plantean Jla posibilidad de utilizar anticuerpos
neutralizantes (por ejemplo mediante el plasma de pacientes convalecientes) como una
potencial herramienta terapéutica mediante la transferencia pasiva de ellos. A pesar del
gran potencial protector de los anticuerpos neutralizantes, hasta la fecha los estudios
clinicos han mostrado que vacunas basadas en HTNV inactivados o en vectores de
virus vaccinia no son capaces de inducir titulos altos y duraderos de anticuerpos
neutralizantes en gran parte de los individuos vacunados (McClain y col, 2000; Cho y

col, 2002)

6.4.2 Inmunidad celular

Ahora bien, al tomar en consideracion los resultados de la investigacion de Ia
respuesta inmune celular contra hantavirus, en humanos la participacion de los
linfocitos T en la proteccion frente a hantavirus ha sido poco estudiada. En contraparte
existe evidencia en modelos murinos que los linfocitos T son responsables de la
erradicacion de antigeno del tejido blanco y de la inmunidad a largo plazo conira la
infeccion (Nakamura y col 1985). A su vez se previno la infeccidon persistente en
ratones atimicos mediante la transferencia adoptiva de células del bazo de ratones
Balb/c previamente inoculados con HTNV (Asada y col, 1987). En modelos murinos in
vivo se mostré que la vacunacion con proteina N recombinante confiere proteccion

cruzada a la infeccion con distintos hantavirus y esta proteccién es producto de la




respuesta inmune celular y no de la accion de anticuerpos (de Carvalho y col, 2002).
Por su parte, en la infeccion natural en roedores, se observaron altos niveles de
antigeno, altos titulos de anticuerpos neutralizantes, y bajos niveles de linfocitos T

CD8" durante la fase aguda y en la fase de persistencia del antigeno (Araki y col,
2003). A pesar de esto, el aumento de linfocitos T especificos productores de IFN-y y
TNF-a fue asociado a la desaparicion de antigeno viral de los tejidos. La produccion de
TNF-o. se observd en mas de la mitad de los linfocitos productores de IFN-y en esta

fase, lo que concuerda con el perfil de citoquinas pro inflamatorias secretadas por
linfocitos T antivirales. Finalmente, en murinos vacunados con DNA de la proteina N de
HTNV, Woo y col. detectaron la presencia de linfocitos T CD8” de memoria especificos
contra la proteina N. Se demostré la proliferacién y activacion de aquellos linfocitos T y
una proteccién parcial posterior al desafio con virus HTNV (Woo y col, 2005). En
conjunto estos datos sugieren que los linfocitos T tienen la capacidad de restringir,
controlar y eliminar la infeccidon por hantavirus en roedores y entregar inmunidad al

huésped.

Las primeras evidencias concretas de la respuesta inmune mediada por linfocitos T
especifica contra HTNV en humanos fueron dadas a conocer por las investigaciones
realizadas por Van Epps y col (Van Epps y col, 1999). En este reporte ademas se
identificaron epitopos para linfocitos T en la proteina N a través de experimentos con
lineas celulares de linfocifos T cifotdxicos especificos contra estas proteinas. Es
importante mencionar que los pacientes en este estudio habian contraido la infeccidn
entre 10 y 15 afos antes de la investigacion. Siguiendo fa misma linea de investigacion,

en pacientes convalecientes de la infeccién por PUUV se encontraron linfocitos T
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especificos para PUUV ex vivo hasta 15 afios después de la infeccidn, en ausencia de
RNA viral, y con una frecuencia maxima de 300 SFU (spot forming units: unidades
formadoras de spots)/10° PBMC (Van Epps y col, 2002). De manera similar seria
esperable que en la infeccién con ANDV también se mantengan altas las frecuencias
de linfocitos T especificos circulantes durante la fase convaleciente. Esto sugeriria la
participacion de los linfocitos T de memoria en la inmunidad contra la infeccion.
Desgraciadamente el frabajo de Van Epps (Van Epps y col, 2002} y el de Tuuminen
(Tuuminen y col, 2007) son los linicos estudios realizados que describen frecuencias
ex vivo de linfocitos T de memoria especificos para epitopos individuales en una
poblacién de pacientes. No obstante, la poblacion estudiada no fue exhaustiva
respecto a los haplotipos de HLA (estudios restringidos a HLA-A*02, HLA-A*28, HLA-
B*07, y HLA-B*08). En estos estudios las frecuencias de linfocitos T encontradas
alcanzaron como maximo las 2800 SFU /1 0° PBMC seis semanas después de la fase
aguda en el estudio de Tuuminen y col. La informacién en pacientes infectados con
hantavirus causantes de SCPH es limitada y no existe ningtin estudio comparable en
sobrevivientes de la infeccion con ANDV. Para SNV se identificaron epitopos de
linfocitos T CD8" en la proteina N y G2 restringidos a HLA-B*35 (Kilpatrick y col, 2004)
y un epitopo de linfocitos T CD4" restringido a DR17 o DQw2, (Ennis y col, 1997). El
pequefio tamafio muestral de los estudios de Ennis (n=2), Van Epps (n=13), Kilpatrick
(n=11) y de Tuuminen (n=16), el hecho que la respuesta inmune celular por linfocitos T
CD8" haya estado restringida como maximo a 4 alelos de HLA y usando s6lo cuatro
epitopos de la proteina N (Van Epps y col, 2002), sugiere que existe una
subestimacitn en la magnitud de la respuesta inmune celular especifica contra PUUV y
SNV. Cabe destacar que ain menos informacion estd disponible respecto a las

funciones efectoras, la longevidad y el fenotipo de los linfocitos T especificos. Sin
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embargo con el objetivo de desarrollar una vacuna es de suma importancia conocer los

epitopos vy el fenotipo de los linfocitos T involucrados en este tipo de respuesta inmune.

6.4.3 Consideraciones para el desarrollo de una vacuna

A pesar del importante rol de los anticuerpos neutralizantes en conferir proteccion
confra la infeccion por hantavirus, a la fecha se desconoce el blanco viral de estos
anticuerpos y hasta el momento ha sido dificil inducir anticuerpos neutralizantes de
larga duracién en humanos {ver arriba). Ademas ofra restriccion de los anticuerpos
neutralizantes anti-ANDV es la ausencia de una reaccién cruzada con SNV y viceversa
(Valdivieso y col, 2006), impidiendo el uso exclusivo de anticuerpos para distintos
hantavirus causantes de SCPH. Por otra parte, la capacidad de conferir proteccion
cruzada de los linfocitos T entre cepas de virus filogenéticamente distintas como ANDV
y HTNV (de Carvalho y col, 2002), y la posibilidad de conferir proteccion a largo plazo,
respaldan la importancia de los linfocitos T como candidatos para el desarrollo de una
vacuna contra esta infeccion viral. Generalmente el uso de la induccion de linfocitos T
con fines terapéuticos depende del conocimiento previo dé epitopos
inmunodominantes del patdgeno a combatir, es decir de epitopos que se encuentran
reconocidos en frecuencias méas altas dentro de la poblacién general (Frahm y col.,
2006). Desgraciadamente no existe un consenso en la literatura respecto a los factores
que determinan la inmunodominancia, pero la discusidn se centra entre los epitopos
capaces de inducir una respuesta de aita magnitud (Yewdell, 2005).

Existen varios casos de desarrollo de vacunas basadas en la induccion de linfocitos T y
su valor terapéutico en otros infecciones virales como infeccibn con  CMV
(cytomegalovirus; virus citomégalo) (La Rosa y col, 2001), EBV (Epstein Barr virus;

virus Epstein Barr) (Kuzushima y col, 1996), HCV (virus de hepatitis C) (Fournillier y col,
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2007), e infeccion con virus respiratorio sincicial (Chen y col, 2002) demuestran la
validez de este concepto. Asi, la identificacion de los epitopos inmunodominantes de
ANDV, contribuiria al desarrollo de una vacuna para la prevencion y posiblemente el

tratamiento de la infeccion con ANDV y otros hantavirus relacionados.

7. Hipbtesis y objetivos

7.1 Hipdtesis:

“Las personas que sobreviven a la infeccidén por ANDV desarrollan una respuesta
inmune celular de larga durabilidad basada de linfocitos T especificos de memoria para

epitopos inmunodominantes de proteinas virales.”

7.2 Objetivo General:

Demostrar que en pacientes convalecientes de la infeccion por ANDV permanecen
linfocitos T de memoria y determinar las regiones y epitopos inmunodominantes de las
proteinas de hantavirus Andes (N, G1 y G2) capaces de gatillar una reactivacion de

aquellos linfocitos T.

7.2.1 Objetivos Especificos:

- En pacientes que sobrevivieron la infeccion, detectar, cuantificar la frecuencia, y
la durabilidad de linfocitos T de memoria especificos para ANDV en base a la
secrecion de [FN-y frente a péptidos traslapados que representan las proteinas
N, G1, y G2 de ANDV.

- Determinar el o los epitopo(s) inmunodminantes de los linfocitos T reconocidos

con mayor frecuencia entre los pacientes estudiados, identificar la o las
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secuencias aminoacidicas y el tipo de HLA responsable de la presentacion de

aquellos epitopos.
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8. Pacientes, materiales y métodos

8.1 Pacientes

Todos los pacientes fueron reclutados en Chile y con por lo menos 3 meses sin

sintomas de la infeccion. Se reclutaron 75 individuos en que se documenta infeccion
t

por hantavirus mediante serologia (positivos para IgG anti-N), y 20 individuos sin

infeccion por hantavirus documentada (negativos para IgG anti-N).

8.2 Consideraciones bioéticas

El protocolo de ia extraccidn de sangre periférica y el protocolo experimental fueron
revisados y aprobados por el Servicio de Salud Araucania {(Temuco, 26 de agosto
2004) y el comité de bioética de [a Clinica Alemana Universidad del Desarrollo

(Santiago, 19 de Julio 2004).

8.3 Medios de cultivo celular

Para todos los ensayos que involucraron cultivo celular se utilizd medio PBMC
(peripheral blood mononuclear cells; células sanguineas mononucleadas periféricas,
compuesto por RPMI 1640 (Gibco, USA), SFB descomplementado (Gibco, USA) 10%
VIV, gentamicina (Laboratorios Sanderson, Chile) 80 pg/mL y L-glutamina (Gibco,
Japén) 2 mM.

Para la criopreservacion de las PBMC se utilizé medio CP compuesto por SFB 70%
VIV, DMSO (Dimetil sulféxido; Dimethyl Sulfoxide) (Sigma-Aldrich, Alemania) 20% V/V

y RPMI 1640 10% V/V.
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8.4 Obtencién de células sanguineas mononucleadas periféricas (PBMC)

A partir de muestras de sangre venosa periférica recolectadas en tubos heparinizados
de 10 mL (BD vacutainer, Becton Dickinson, USA), se prepararon diluciones 1:1 con
PBS (phosphate buffer saline solufion; tampén fosfato salino). A continuacion se
agregaron cuidadosamente 35 mL de sangre diluida sobre 15 mL de Ficoll Hypaque
(GE Healthcare, Suecia) para formar un gradiente, el cual fue centrifugado por 22 min a
400xg a 22°C sin frenos. Posteriormente las PBMC presentes en la interfase fueron

aisladas, lavadas con PBS estéril y centrifugadas dos veces por 10 min a 400xg a 4°C.

8.5 Cuantificacion de PBMC

El precipitado obtenido de los lavados fue resuspendido en 5 mL a 10 mL de medio
PBMC y de este se transfirieron 10 pl y se adicionaron 90 pl de una dilucién 1:10, de
una solucidn de azul tripan (Gibco, USA). Luego se determind el niimero de PBMC
viables mediante conteo en una camara de Neubauer. Se contaron 4 cuadrantes y se
determino el nimero y la concentracién de las células vivas por medio de la siguiente

formula.

= x10x10?

ml 4

Nutmero de células viabley B Niuimero de células viables

8.6 Criopreservacion de PBMC

Las PBMC restantes de la separacion por gradiente de Ficoll fueron criopreservadas
para su utilizacion en experimentos futuros. Para esto fueron resuspendidas en medio
CP a una concentracion de 2 x 10" PBMC/mL y almacenadas en criotubos de 2 mL

(Nunc, Dinamarca) para luego ser congeladas dentro de una camara con isopropanol
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(Merck, Chile) a -80°C. Posteriormente las células fueron transferidas a estanques de

nitrogeno liquido a -196°C.

8.7 Decongelamiento de PBMC

Una vez retiradas las células del estanque de nitrogeno liquido, éstas fueron
sumergidas en un bafio termorregulado a 37°C hasta estar parcialmente
descongeladas. Luego se le agregé PBS estéril lentamente hasta completar 15 mL.
Después de esto se centrifugd por 10 min a 400xg a 4°C. Finalmente se descart el

sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en medio PBMC para contar las PBMC.

8.8 Péptidos sintéticos

Para el “screening” de regiones inmunodominantes fueron sintetizados 310 péptidos
comerciales (Mimotopes, Australia) de 15 aa con 10 aa traslapados (de secuencia
correlativa) que representan la proteina N (nimero de acceso GenBank NC 003466) y
las glicoproteinas G1 y G2 (ndmero de acceso GenBank NC (03467) de la cepa de
Hantavirus Andes R123 (Meissner y col, 2002) (ver fig. 2). Los péptidos stock fueron
preparados en DMSO 5% V/V a una concentracion de 1,3 mg/mL para los péptidos
correspondientes a la proteina N y a 1,2 mg/mL para los péptidos correspondientes a
las glicoproteinas G1 y G2. Todos los péptidos stock fueron almacenados a 4°C. Se
realizaron ensayos de ELISPOT con los 310 péptidos, organizados en 13 mezclas
compuestas por 12 a 44 péptidos individuales (de secuencia correlativa) cada una. En
cada una de las mezclas se prepararon concentraciones de 20 pg/mL por péptido. En

los ensayos de ELISPOT se usd una concentracion final de 1 pg/mL (mezclas de

peptidos) o 10 ng/mL (péptidos individuales).
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Péptido 1: MSTLQELQENITAHE

Péptido 2: ELQENTTAHEQQLVT

Péptido 3: TTAHEQQLVTARQKL

Péptido 4:\_ T QQLVIARQKLKDAEK

Péptido 5: = ARQKLKDAEKAVEVD
Péptido 6: [ - . KDAEKAVEVDPDDVN
Péptido ...

£

Figura 2: Ejerig lo de pépt!dos fraslapados de prote'ing N. Los segmentos subrayados
corresponden a |  secuencia fraslapada entre dos péptidos consecutivos.

8.9 Screenin) de regiones inmunodominantes mediante ELISPOT para IFN-y

El dia anterior al ensayo se incubaron las placas de ELISPOT (MultiscreenHTS-IP 0,45
um, Millipore, Francia) con 100 pl por pocillo de una solucién de anticuerpe monoclonal
anti [FN-y humano (clon 2G1, Endogen, USA) 0,5 ng/mL en PBS. El mismo dia del
ensayo se lavaron las placas 4 veces con PBS y se bloquearon con 100 ! por pocillo
de una solucién de PBS con BSA (Sigma-Aldrich, Alemania) 1% P/V por 1 hora.
Posteriormente se realizaron los ensayos utilizando 10°-2x10° PBMC por pocille (en
triplicados) y péptidos (ver seccién 3.6) en un volumen final de 200ul de medio PBMC
por pocillo. Los resultados fueron expresados en SFU/10° PBMC (spot forming unit:
unidades formadoras de spot). Como controles negativos se utilizaron diluciones de
DMSO correspondientes al contenido de DMSO de las mezclas de péptido o péptidos
individuales utilizados. Como control positivo se utilizé PHA (forma M, Gibco, USA)
5pg/mb. Las placas fueron incubadas por 38 hrs a 37°C y CO, 5% V/V. En algunos
pacientes se realizaron ensayos de ELISPOT con BCG (Bacille Calmette-Guérin, BCG
Vaccine SSI®, Statens Serum Institute, Dinamarca) utilizando 1,25 x 10° CFU/mL
(colony forming units; unidades formadoras de colonia) por pocillo y como control

negativo se utilizdo una solucion que contiene sulfato de magnesio, fosfato acido de
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potasio, acido citrico, L-asparragina, citrato de amonio hierro (lli), glicerol al 85% vivy
agua bidestilada (diluyente de BCG, Statens Serum Institute, Dinamarca) diluida en
medio PBMC.

Posterior a la incubacion el medio y las células fueron eliminados y las placas fueron
lavadas 4 veces con una solucién de PBS/Tween 20 (Tween 20, Sigma-Aldrich,
Alemania) 0,05% V/V y luego 4 veces con PBS. Una vez lavadas las placas fueron
incubadas con 100 pi por pacillo de una solucién de anticuerpo monoclonal anti IFN-y
humano biotinilado (clon B133.5, Endogen, USA) 0,25 pg/mL diluido en PBS por toda
la noche a 4°C. Después de esta incubacion, las placas fueron lavadas 4 veces con
PBS e incubadas con una solucién de estreptavidina fosfatasa alcalina (Vector
Laboratories, USA) 0,1% V/V en PBS BSA 1% P/V Tween 20 0,05% V/V por 2 hrs a
temperatura ambiente en oscuridad. Luego las placas fueron lavadas 4 veces con PBS
y reveladas con el kit AP conjugate substrate (BioRad, USA). Se utilizd la solucion
tampon del kit y los sustratos A (Nitroblue de tetrazolio en solucion acuosa de N,N-
Dimetilformamida) y B (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato en N,N-Dimetilformamida)
segun fas indicaciones del fabricante. Finalmente la membrana de [a placa de
ELISPOT fue analizada mediante la unidad Eli.Scan® utilizando el software

Eli.Analyse® (ambos A.EL.VIS, Alemania).

8.10 Criterio de significancia para ensayos de ELISPOT
Todos los experimentos fueron realizados en triplicados para permitir el calculo de un
promedio y de la desviacién estandar. Se tomaron como respuestas significativas

aquellas que cumplian con los siguientes tres criterios:
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- Que fueran significativamente mayores (p<0,05 en prueba de T de student con
muestras independientes de dos colas) que sus respectivos controles negativos
(dilucién de DMSO correspondiente al péptido investigado o al diluyente de
BCG).

- Que fueran significativamente mayores que el valor de corte tomando en
cuenta la respuesta de 20 controles sanos (p<0,05 en prueba de T de student
con muestras independientes de dos colas).

- Que fueran valores superiores a las 50 SFU/10° PBMC, dado que en general

valores inferiores a este no son considerados como significativos.

Los resultados obtenidos en los ensayos de ELISPOT fueron expresados como SFU
especificos, es decir, la diferencia entre el promedic de la respuesta frente a

antigeno(s) y el control negativo correspondiente.
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8.11 Disefio experimental
Los pasos del procesamiento de PBMC y la secuencia de los ensayos experimentales

se muestran en la figura 3.

Pacientes
{positivo para IgG anti-N)
o controles sanos
{negativo para IgG anti-N)

\

Muestra de Sangre

Ficoll-Hypague

* PBMC restantes:
PBMC & Criopreservacion
en Nx(i)

ELISPOT IFN-y  ( si positivo) ELISPOT IFN-y  (sipositivo)  ELISPOT [FN-y

(Mezclas de péptidos) = (Péptidos individualeg) = (Péptidos
individuales trunicados)
Y
| \ 1 Ensayo de restriccion
(Si negativo) a HLA
En base de controles sanos :
Definicién del umbral
* de significancia (ver seccion 3.8)

No se sigue caracterizando

Figura 3. Diagrama resumen del disefio experimental.
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8.12 Establecimiento de linea celular linfoide B (B-LCL)

8.12.1 Preparacion de sobrenadantes con EBV

Se cultivaron células B95-8 en medio compuesto por medio RPMI| 1640, SFB
descomplementado 10% V/V, gentamicina 80 pg/mL y L-glutamina 2 mM a una
concentracion de 1x 10° células/mL. Estas fueron incubadas por 3 dias a 37°C y CO,
5% VIN. Luego se centrifugaron por 10 min a 300xg a 4°C. El sobrenadante fue

recolectado y fue filtrado a través de un filtro de 0,45 pm.

8.12.2 Inmortalizacidon de linfocitos B por infecciéon con EBV

Se anadieron 1 x 10’ PBMC a 2 mL del sobrenadante con EBV. A continuacién las
celuias fueron incubadas por 1 hr a 37°C en un bafio termorregulado. Posteriormente
se agregaron 4 mL de medio compuesto por medic RPMI 1640, SFB

descomplementado 10% V/V, gentamicina 80 pg/mL y L-glutamina 2 mM con

ciclosporina A (Sandimmun (ciclosporina A), Laboratorio Novartis, Chile) 1 ng/imL vy la
suspension fue transferida a botellas de cultivo celular de 25 cm? de area. Luego las
células fueron incubadas a 37°C y CO, 5% V/V reemplazando 2 mL de sobrenadante
por 2 mL medio PBMC cada 3 a 4 dias. Normalmente la inmortalizacién de linfocitos B

(B-LCL.: linea celular linfoide B) se observod después de 3 a 4 semanas de cultivo.

8.13 Establecimiento de lineas de linfocitos T especificos para péptidos
Para los ensayos de restriccion de HLA y ensayos de determinacion de la secuencia
del epitopo minimo, se generaron cultivos de linfocitos T expandidos (linea de linfocitos

T) y especificos para un péptido dado. En placas Nunc de 96 pocillos de fondo céncavo
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(Nunc, USA), se cuitivaron 2x10° PBMC por pacillo en medio compuesto por medio
RPM! 1640, SFB descomplementado 10% V/V, gentamicina 80 pg/mL vy L-glutamina 2
mM con péptido 10 pg/mL, IL-7 (R & D systems, USA) 5 ng/mL, e IL-12 (R & D systems,
USA) 300 pg/mL en un volumen final de 100ul. Las células fueron cultivadas a 37°C y
CO; 5% VIV, Al cuarto dia se agregaron 100ul por pocillo de medio compuesto por
medio RPMI 1640, SFB descomplementado 10% V/V, gentamicina 80 pg/mL y L-
glutamina 2 mM con IL-2 (R & D systems, USA) 4 ng/mL e IL-15 (R & D systems, USA)
500 ng/mL. Al séptimo dia se agregaron 100.000 PBMC autélogas irradiadas (30 Gy) o
B-LCL irradiados (100 Gy){(ver arriba) por pocillo en presencia de péptido 10 pg/mL, IL-
2 2 ng/mL e IL-7 10 ng/mL. Al décimo primer dia se tomaron 100 pl de sobrenadantes
por pocillo y se reemplazé por 100 pL de medio compuesto por medio RPMI 1640, SFB
descomplementado 10% V/V, gentamicina 80 pg/mL y L-glutamina 2 mM fresco con IL-
2 4 ng/mL e IL-15 500 ng/mL. Al décimo cuarto dia se repitid el procedimiento del
séptimo dia, pero se utilizd medio compuesto por medic RPMI 1640, SFB
descomplementado 10% V/V, gentamicina 80 pg/mL y L-glutamina 2 mM con péptido
10 pg/mL e IL-2 2 ng/mL. El décimo octavo dia se repitid el procedimiento del décimo

primer dia y se utilizaron las células al vigésimo primer dia.

8.14 Ensayos de restriccion de HLA para péptidos individuales truncados.

Se utilizaron células de la linea de linfocitos T especifica para el péptido G1.g1475 ¥ B-
LCL autélogos o heterélogos previamente irradiados en una proporcion 1 a 2,5
respectivamente por pocillo. Una vez irradiados los B-LCL, estos fueron incubados en
tubos de 15 mL por 2 hrs a 37°C en un bafio termorregulado en medio compuesto por

medio RPMI 1640, SFB descomplementado 10% V/V, gentamicina 80 pg/mL y L-
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glutamina 2 mM con péptido a 10 pg/mL. Para el conirol negativo se incubaron las
células en las mismas condiciones pero en medio compuesto por medioc RPMI 1640,
SFB descomplementado 10% V/V, gentamicina 80 pg/mL y L-glutamina 2 mM con
DMSO a la concentracion correspondiente. A continuacion los B-LCL fueron lavados
con medio compuesto por medioc RPMI 1640, SFB descomplementado 10% V/V,
gentamicina 80 pg/mL y L-glutamina 2 mM y se centrifugaron por 10 min a 400xg a 4°C.
Este ultimo paso se realizé dos veces. Luego se elimind el sobrenadante y los B-LGL
fueron resuspendidos en medio compuesto por medio RPMI 1640, SFB
descomplementado 10% V/V, gentamicina 80 pg/mL y L-glutamina 2 mM, para
finalmente ser utilizadas en el ensayo de ELISPOT. Como criterio de significancia se
aplicd una diferencia significativa (p<0,05 en prueba de T de Student, muestras

independientes, de dos colas) respecto al control negativo del mismo experimento.

8.15 Analisis estadistico

Para la determinacién de la significancia de los valores obtenidos en los ensayos de
ELISPOT se utilizé p<0,05 en prueba de T de Student, muestras independientes, de
dos colas. Para el andlisis de la longevidad de la respuesta inmune v/s afios post-
hospitalizacion (ver fig. 8) se utilizd una regresion lineal simple y el coeficiente de

correlacion de Pearson (r)
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9. Resultados

9.1 Pacientes convalecientes mantienen respuesta inmune celular y la proteina
G1 de ANDV es altamente inmunogénica.

Para detectar linfocitos T especificos contra ANDV se desafiaron ex vivo PBMC de 75
pacientes chilenos convalecientes de la infeccion con ANDV (ver materiales y métodos)
con 310 péptidos traslapados (que representan las secuencias de la proteinas N y del
precursor de las glicoproteinas G1 y G2, respectivamente) y luego se evalué su

activacion mediante ensayos de ELISPOT para IFN-y por 38 horas (ver fig. 4).
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Figura 4: Porcentaje de pacientes con o sin respuesta a antigenos de ANDV segln resultados de
ELISPOT para IFN-y (38 hrs). Los nimeros sobre las categorias representan la proporcion entre los

pacientes que reconocen significativamente un antigeno y el total de los pacientes estudiados (N, G1, y
G2: n=75).

Considerando los tres criterios de positividad (ver, materiales y métodos), 47/75 (63%)
pacientes mostraron una respuesta significativa contra al menos una proteina viral (N,
G1 o G2) representada por péptidos, siendo la respuesta promedio de 1781 SFU/10°

PBMC. Dentro de este grupo de pacientes, 32/47 (68%) presentd respuesta
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significativa contra epitopos de la proteina N, mientras que sélo 13/47 (28%) presentd
PBMC especificas contra G2. Un total de 37/47 (79%) de los pacientes mostro
reconocimiento de epitopos en la proteina G1. Con respecto a la magnitud de las
respuestas, la respuesta predominante fue la obtenida contra G1 alcanzando un
promedio de 907 SFU/10° PBMC, representando 51% de la respuesta total promedio
(1781 SFU/10® PBMC) obtenida en los 47 pacientes frente a los tres antigenos virales.
En cambio, la magnitud promedio para los epitopos en la proteina N y G2 fueron de
731 SFU/10° PBMC y 148 SFU/10° PBMC respectivamente (ver fig. 5). Por lo tanto,
dentro de las proteinas virales los epitopos de G1 son inmunodominantes en la

poblacién estudiada.
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Figura 5: Respuesta inmune celular contra proteinas de ANDV en los 47 pacientes con respuesta
significativa contra por lo menos un antigeno viral en ensayo de ELISPOT para IFN-y. Cada barra indica
la respuesta de un paciente. Los nimeros sobre cada categoria indican el promedio de SFU/10° PBMC
para las protemas N, G1 y G2 (n=47) y para BCG (n=11). Para cada region se establecié un umbral de
significancia basado en 20 individuos sanos y los cnterlos de postividad (ver materiales y métodos,
seccion 8.10). Cada barra representa la suma de SFU/10° PBMC contra cada una de las regiones de
las proteinas virales indicadas Se utilizd respuesta contra BCG en pacientes vacunados como
referencia para la magnitud de la respuesta inmune. ANDV, Hantavirus Andes; BCG, Bacillus de
Calmette y Guérin; SFU, unidades formadoras de spot; PBMC, células mononucleadas periféricas
sanauineas.
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Las regiones inmunogénicas dentro de la proteina N de ANDV incluyeron aa 1-70 (26%
de los pacientes reconocieron esta region), aa 121-190 y aa 181-250 (21% de los
pacientes reconocieron estas regiones) (ver fig. 6), con una respuesta promedio de 120,

149 y 152 SFU/10° PBMC respectivamente.
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Figura 6: Respuesta inmune celular contra regiones aminoacidicas de la proteina N. Las PBMC de
cada paciente fueron estimuladas en ensayos de ELISPOT para IFN-y (38 hrs) con mezclas de
péptidos representando las regiones mencionadas (separadas por lineas verticales). Los nimeros sobre
cada categoria representan el porcentaje del total de los pacientes positivos (n=47) que reconocieron
significativamente epitopos en cada region. Cada barra indica la respuesta de un paciente. Para cada
region se establecidé un umbral de significancia basado en 20 individuos sanos y los criterios de
postividad (ver materiales y métodos, seccion 8.10). SFU, unidades formadoras de spot; PBMC, células
sanguineas mononucleadas periféricas.

En la region carboxilo terminal de la proteina G1, se detecté una respuesta de mas de

cuatro veces (promedio de 622 SFU/10° PBMC y rango entre 0 y 5506 SFU/10° PBMC)

lo observado para las regiones inmunogénicas de la proteina N (promedio de 152

SFU/10° PBMC) (ver fig. 7).

Estos datos indican que el extremo carboxilo terminal de G1 es altamente

inmunogénico en sobrevivientes de la infeccion con ANDV.
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Figura 7: Respuesta inmune celular contra las regiones aminoacidicas del precursor de las proteinas
G1y G2 (G1 aa 1-641, G2 aa 642-1140). Las PBMC de cada paciente fueron estimuladas en ensayos
de ELISPOT para IFN-y (38 hrs) con mezclas de péptidos representando las regiones mencionadas
(separadas por lineas verticales). Los nimeros sobre cada categoria representan el porcentaje del total
de los pacientes positivos (n=47) que reconocieron significativamente epitopos en cada region. Cada
barra indica la respuesta de un paciente. Para cada region se establecié un umbral de significancia
basado en 20 individuos sanos y los criterios de postividad (ver materiales y métodos, seccion
8.10).SFU, unidades formadoras de spot; PBMC, células sanguineas mononucleadas periféricas.




9.2 Longevidad de la respuesta inmune de linfocitos T especifica contra G1

Para comparar la durabilidad de la respuesta inmune frente a los distintos antigenos
virales decidimos analizar nuestra cohorte en forma croseccional y respecto a cada
antigeno. Este andlisis permite la comparacion de la respuesta frente a los distintos
antigenos de forma infrapoblacional. Sin émbargo para determinar el desarrollo de [a
respuesta inmune en el tiempo, seria necesario analizar la respuesta inmune de
pacientes en forma longitudinal, requiriendo varios afios de estudio.

Por lo tanto se analizd el nimero de linfocitos T especificos contra ANDV de cada
paciente con el tiempo transcurrido entre la admisién hospitalaria por infeccién con

hantavirus ANDV (ver fig. 8).
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Figura 8: Longevidad de la respuesta inmune vfs afios post hospitalizacién para las proteinas de ANDV.
(A) Respuesta confra N, (B) respuesta contra G1, y (C) respuesta contra G2. {n=47). Cada simbolo
representa la respuesta promedio de un paciente frente al antigeno indicado correspondiente y la
respuesta de cada paciente esta representada en figuras A, B, y C. SFU, unidades formadoras de spot;
PBMC, células sanguineas mononucleadas periféricas.
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En este analisis se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre las regresiones
lineales de las respuestas contra N y G1. La respuesta de linfocitos T contra N y G2
(ver fig. 8A y 8C) presentd un decaimiento a través del tiempo (r= -0,328 y r= -0,182,
respectivamente).

No obstante la respuesta contra los epitopos en G1 (ver fig. 8B) tuvo un leve
incremento (r= +0,081). Mas aun, la pendiente de la regresion lineal se mantuvo
positiva al eliminar del analisis a los 3 pacientes que fueron investigados mas de 13
afnos después de la fase aguda, asi sugeriendo una larga durabilidad de la respuesta
contra G1.

La longevidad de la respuesta G1-especifica se ve reflejada también por el aumento en
un 64% en la contribucién relativa de la respuesta especifica contra G1 respecto a la
respuesta total. Esto es apreciable al comparar los pacientes estudiados hasta los 5
afios post-admision y los pacientes a mas de 5 afios posterior a la admision

hospitalaria (ver fig. 9).
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Figura 9: Contribucion relativa de la respuesta inmune celular especifica contra las proteinas N, G1, y
G2 a la respuesta inmune celular con respecto al tiempo post hospitalizacion de los pacientes. Los
porcentajes representan la contribucién de la respuesta inmune promedio especifica para cada
antigeno, a la respuesta promedio total. p.h. post hospitalizacién.
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A pesar de que no fue posible obtener datos longitudinales en pacientes individuales, la
informacién obtenida sugiere que los linfocitos T de memoria especificos contra G1 se

mantienen en circulacién por mas tiempo que los linfocitos T especificos para Ny G2.
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9.3 Epitopos en la proteina N

Considerando los resultados de los ensayos de ELISPOT para IFN-y obtenidos al

estimular con las mezclas de péptidos, se acotaron progresivamente las regiones que

gatillaron la respuesta inmune. Una vez identificadas las mezclas responsables de la

activacion linfocitaria se identificaron los péptidos individuales responsables de la

respuesta inmune. En base a los resultados de los ensayos de ELISPOT para IFN-y

obtenidos al estimular los péptidos individuales se encontraron distintos epitopos en N

(ver fig. 10).
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Figura 10: Epitopos de linfocitos T en diferentes regiones de la proteina N (separadas por lineas
verticales). Las céelulas de cada paciente fueron estimuladas en ensayos de ELISPOT para IFN-y (38
hrs) con los péptidos individuales (10ug/mL) mencionados para cada region. Cada barra con asterisco
(*) representa la respuesta promedio de un paciente (ver leyenda) con respuesta significativa (p<0,05;
n=9) respecto a su control negativo correspondiente, junto con la desviacion estandar derivado de los
ensayos en triplicado. SFU, unidades formadoras de spot; PBMC, células sanguineas mononucleadas

periféricas.

Para los epitopos encontrados en N, no se aprecia una regién predominantemente

reconocida. A diferencia del caso anterior, la respuesta frente a G2 no fue de gran

magnitud (promedio de 89 SFU/10° PBMC), por lo que no examinamos los epitopos a
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nivel aminoacidico.

9.4 Inmunodominancia de G1451475 en el extremo carboxilo terminal de la proteina
G1

Dada la inmunodominancia de G1 (ver fig. 5) y particularmente del extremo carboxilo
terminal (G1441.650) (ver fig. 7), se estimularon PBMC criopreservadas, de pacientes con
respuesta a G1, con mezclas pequefas de péptidos que comprendieron las secuencias
G1441.505, Glagsseo, Glssisis Y Gleossso, respectivamente. En contraposicion a la
respuesta contra N y G2, se encontré una respuesta concentrada y de gran magnitud
contra G1u1.50s (datos no mostrados). Por lo tanto, se determinaron las secuencias
peptidicas individuales, responsables de inducir la respuesta contra esta region de G1.

Luego se estimularon PBMC criopreservadas con los 11 péptidos individuales
representando la region G1441.50s. Como se ve en las figuras (ver fig.11A y 11B), de
diez pacientes investigados solamente dos pacientes (P36, fig. 11A) y (P27, fig. 11B)
reconocieron exclusivamente el péptido G14s1465 y/0 el péptido G14s6479, mientras que
los pacientes (P35, fig. 11A) y (P15, fig. 11B) adicionalmente reconocieron los péptidos
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Figura 11: Epitopos de linfocitos T en la proteina G1. A) Respuesta inmune celular de linfocitos T menor
intensidad. B) Respuesta inmune celular de linfocitos T de mayor intensidad. Las células de cada
paciente fueron estimuladas en ensayos de ELISPOT para IFN-y (38 hrs) con los 11 péptidos
individuales (10 pg/mL) indicados. Cada barra con asterisco (*) representa la respuesta promedio de un
paciente (ver leyenda) con respuesta significativa (p<0,05; n=10) respecto a su control negativo
correspondiente, junto con la desviacion estandar derivado de los ensayos en triplicado. SFU, unidades
formadoras de spot; PBMC, células mononucleadas periféricas sanguineas.

Por otra parte, seis pacientes (P5, P13, P22, P31: fig. 11A; P9 y P25: fig. 11B)
mostraron reconocimiento exclusivo de los péptidos G14s1475 ¥ G14e6480- EN resumen
8/8 (100%) pacientes reconocieron el epitopo G14g1475 ¥ G14e64s0. Debido a que ambos
pares de péptidos, G1451465/G 1456470 ¥ G1451475/G 1465480 COMparten 10 aminoacidos en
su secuencia respectivamente, y dado que el tamafo tipico de los epitopos
presentados por MHC clase | es de 8 a 11 aa, se asumié que existian dos epitopos de
linfocitos T CD8" dentro de la secuencia traslapada (Glssass Y Glussurs
respectivamente). Al estudiar los alelos de HLA-A y HLA-B (en colaboraciéon con Dra.
Elena Llop, Universidad de Chile), se observé que de los pacientes con respuesta a
G1451465/G 1456470, 4/4 compartian el alelo HLA-A*24 (P15, P27, P35 y P36; rango de
respuesta 333-3293 SFU/10° PBMC), mientras que 8/8 pacientes que presentaron

reconocimiento de antigeno en G14s147s/ Glassso (PS5, P9, P13, P15, P22, P25, P31, y
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P35; rango de respuesta 110-4133 SFU/10° PBMC) compartian solamente el alelo
HLA-B*35. Nuevamente, esto sugiere la existencia de dos epitopos de linfocitos T
CD8" en la regién carboxilo terminal de G1, restringidos a HLA-A*24 y HLA-B*35
respectivamente.

9.5 Restriccion a HLA-B*35 de G14s1.475

Respecto a los datos anteriores hay que destacar varios hechos: Primero, la
inmunodominancia del extremo carboxilo terminal de G1 se debe mayoritariamente a la
respuesta contra G14g1475/G14s6480 €n individuos HLA-B*35"; segundo, el alelo HLA-
B*35 es sumamente frecuente en la poblacién estudiada (ver discusion); y tercero, el
epitopo fue reconocido varios afios después de la infeccion (ej. P13: 5 afios; P15: 7
anos; P25: 13 arios post hospitalizacién). Por estas razones el epitopo dentro de G14g.
475/G1466480 podria ser importante en la induccion de la inmunidad celular a largo plazo.
Por lo tanto decidimos demostrar formalmente Ia restriccion a HLA de los péptidos
region inmunodominante G1,g¢475/ G14s6.450-

Tomando en cuenta que la respuesta inmune contra el péptido G1461475 fue mayor que
la respuesta contra G1gs4s0 (COmparar respuesta en figura 11), se generaron lineas
celulares de linfocitos T CD8" especificas contra el péptido Glisiars, las que se
emplearon junto con el péptido G14g1475 ¥ Células presentadoras de antigeno irradiadas
(ver materiales y métodos) tanto autdlogas como heterdlogas que compartian

solamente HLA-B*35 con los linfocitos T CD8" de Ia linea celular.
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Figura 12: Restriccion a HLA clase | del epitopo G14s1.475, Se realizaron ensayos de ELISPOT para IFN-
¥ (24 hrs) con una linea celular de linfocitos T CD8” especifica contra el péptido G14s1475. Como APC se
utilizaron B-LCL autélogas y heterdlogas irradiadas con 100 Gy y preincubadas con Glasrars a una
concentracion de 10pg/ml. Se utilizaron células de la linea celular de linfocitos T CD8" y APC en
proporcién 1:2,5. Cada barra con asteriscos (**) representa la respuesta promedio de un paciente con
respuesta significativa (p<0,01; n=2), junto con la desviacién estandar derivado de los ensayos en
triplicado. Datos representativos de 2 experimentos independientes. APC, células presentadoras de
antigeno; SFU, unidades formadoras de spot.

Como se aprecia en la figura 12, los linfocitos T CD8" sdlo se activaron en presencia
de presentadoras de antigeno (autdlogas o heterdlogas) que expresaban ciertos
subtipos del alelo HLA-B*35. Se observo la activacién linfocitaria en presencia de
celulas presentadoras de antigeno (APC) que expresan los subtipos HLA-B*3501 y
HLA-B*3509, pero no HLA-B*3543; de la misma manera no se detecta activacion
linfocitaria con APC que carecen de la expresion de HLA-B*35. Esto demuestra que el
epitopo de Glug1475 esta restringido a HLA-B*35. No obstante, un analisis de los 8
pacientes con respuesta significativa frente a G1lug1475/ Glagsugo reveld un total de 6
subtipos distintos de HLA-B*35 (HLA-B*3501, HLA-B*3502, HL.A-B*3505 HLA-B*3508,
HLA-B*3509 y HLA-B*3543). Por lo tanto este epitopo estaria presentado por varios

subtipos de HLA-B*35. Este hecho también podria explicar porque la linea de linfocitos
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T CD8" (con haplotipo HLA-B*3501), logré una activacion significativa cuando G14s147s

fue presentado por APC con el subtipo HLA-B*3509.

9.6 Epitopo minimo de G1451475

Para determinar el epitopo minimo dentro de la secuencia G147, nNecesario para
gatillar la activacion de linfocitos T CD8" especificos, se generd una linea celular de
linfocitos T especificos contra G1451.475. Luego, estas células fueron estimuladas in vitro
con cinco versiones del péptido G14gs473, truncadas en el extremo carboxilo terminal y
en el amino terminal. Como se ve en la figura 13 el residuo de metionina en posicion
466 y la leucina en posicion 473 determinaron en gran medida la intensidad de la

respuesta inmune celular frente a G1.gs473.
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Figura 13: Determinacién del epitopo minimo en G1l4g147s. Se realizaron ensayos de ELISPOT para
IFN-y (24 hrs) con células de una linea celular de linfocitos T CD8” expandidas con el péptido G1agr.ars

. en el dia 14. Péptidos utilizados a una concentracién de 10 pg/ml. Como APC se utilizaron PBMC
autologas irradiadas con 30 Gy. En el ensayo se usaron células de la linea celular y APC en proporcion
1:2,5 respectivamente. Cada barra con asterisco (*) representa la respuesta promedio de un paciente
con respuesta significativa (p<0,05; n=3) respecto a su control negativo correspondiente, junto con la
desviacion estandar derivado de los ensayos en triplicado. Datos representativos de 3 experimentos
independientes. APC, células presentadoras de antigeno; IFN-y, interferon gama; SFU, unidades
formadoras de spots




Especificamente, la secuencia 465-LMPDVAHSL-473 gatilld la respuesta de mayor
magnitud. Al eliminar el residuo de leucina 473 (465-LMPDVAHS-472) la respuesta
disminuyo en un 100%. Por otra parte, al truncar el residuo de metionina del péptido en
posicion 466 (467-PDVAHSLA-474) la respuesta disminuyd en un 100% comparado
con la respuesta a 466-MPDVAHSLA-474. En el caso de [a eliminacién del residuo de
leucina en posicion 465 (466-MPDVAHSLA-474), si bien su presencia no es
imprescindible para el reconocimiento-, se observd una reduccion de la respuesta en un
14% comparado con 465-LMPDVAHSLA-474.

Entonces, segln lo observado en [a figura (ver fig. 13) el epitopo minimo tiene la
siguiente secuencia aminoacidica 466-MPDVAHSL-473, estando en acuerdo con la
necesidad de una prolina en la posicién 2 para epitopos presentados por HLA-B*35,

descrita en [a literatura.
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Figura 14: Alineamiento mlltiple de secuencias aminoacidicas del precursor de las glicoproteinas
G1/G2 de distintas cepas de hantavirus causantes de SCPH y FHSR, nimero de acceso a Genbank
entre paréntesis. En negritas secuencia de ANDV. Los nimeros representan posicidn aminoacidica.
Alineamiento generado por ClustalW v1.83; “*" indica residuos idénticos. Destacado en rojo, epitopo
minimo encontrado en G1lss147s de ANDV. SCPH, Sindrome cardiopulmonar por hantavirus; FHSR,
Fiebre hemorragica con sindrome renal.
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10. Discusion

El objetivo de una vacuna es inducir una respuesta inmune protectora, de larga
durabilidad y eficiencia. Los pardmetros que determinan una respuesta con estas
caracteristicas varian para los distintos patdgenos (Kaufmann, 2007). En algunos
casos la proteccion se ha basado principalmente en anticuerpos, ya sea en infecciones
bacterianas (Siber y col, 1992), como en infecciones virales (Hankins y Rosekrans,
2004). Por otra parte, existen ejemplos de vacunas basadas principalmente en
linfocitos T como se ha observado para BCG (Kaufmann y McMichael, 2005). Una
revision de la respuesta inmune gatillada por diversas vacunas exitosas sugiere que la
proteccion a corto plazo estaria mediada por anticuerpos y que en contraposicion la
respuesta inmune celular seria probablemente responsable de conferir proteccion a
largo plazo (Lambert y col, 2005). Por lo tanto, para inducir una respuesta inmune
protectora, de larga durabilidad y eficiencia, es necesario inducir tanto una respuesta
inmune humoral como una respuesta inmune celular (Welsh y Fujinami, 2007). Para
lograr la eliminacion de virus mediada por la respuesta inmune celular es necesario
conocer los determinantes antigénicos que gatillan esta respuesta, para asi inducir una
respuesta inmune que pueda servir como un método preventivo contra la infeccion.

En el presente frabajo detectamos la presencia de una respuesta inmune celular
especifica contra ANDV, asi confirmando nuestra hipétesis principal. Hay que destacar
la elevada magnitud (1781 SFU/10° PBMC) de la respuesta inmune celular hasta varios
afos después de la infeccion comparado con lo observado en estudios con PUUV (300
SFU/10° PBMC; Van Epps, 2002). Esta diferencia podria deberse a varios factores. En
primer lugar evaluamos la respuesta inmune celular mediante ELISPOT para IFN-y
usando péptidos traslapados que representan las proteinas N, G1, y G2 de ANDV.

Mientras que Van Epps y otros utilizaron (Ennis y col, 1997; Van Epps y col, 1999: Lee
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y col, 2002; Van Epps y col 2002; Kilpatrick y col 2002) péptidos individuales
seleccionados o linfocitos T expandidos, en la presente tesis simulamos virtualmente
todos los epitopos presentes en ANDV investigando linfocitos T ex vivo. En segundo
lugar nuestra poblacién estudiada no fue preseleccionada seglin sus alelos de HLA, asi
permitiendo la deteccion de una respuesta inmune de alta magnitud asociada a la
restriccion a un alelo de HLA especifico no evaluada en el estudio de Van Epps (Van
Epps y col, 2002). Finalmente, nuestro estudio involucrd una poblacién mas de cuatro
veces mayor que lo que se ha descrito en la literatura anteriormente. Estudiar una
poblacion de mayor tamafio permite detectar patrones de inmunodominancia con

mayor exactitud.

Dentro de la poblacion de pacientes enrolados en el estudio (n=75), 28 no presentaron
respuesta significativa frente a ninguna de las proteinas estudiadas. Esto puede ser
atribuido a varias razones, como la falta de expresién de alelos de HLA capaces de
presentar epitopos inmunodominantes, la dosis del virus a la que los pacientes fueron
inicialmente expuestos, o a la efectividad en la interrupcién de la respuesta mediada

por IFN-u (ver introduccién) causada por la infeccién con ANDV.

Respecto a la inmunogenicidad de las distintas proteinas, existe un fuerte predominio
de la respuesta inmune celular contra N y G1 en comparacién con lo que ocurre con
G2. A diferencia de las primeras, la respuesta en G2 es baja y en promedio no supera
el valor obtenido con el antigeno de referencia BCG. En comparacion con el estudio de
la respuesta inmune frente a otros patogenos (ej. influenza), la respuesta frente a BCG
es Util como referencia ya que fodos los pacientes chilenos han sido vacunados con la

misma dosis de BCG en dos ocasiones, con siete afios de separacién entre las dosis.
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Adicionalmente los resultados de la respuesta inmune contra BCG obtenidos, son
comparables en magnitud con lo observado en la literatura (Ota y col, 2007).

Mientras multiples estudios han descrito la inmunogenicidad y diferentes epitopos
dentro de la proteina N de distintos hantavirus (Ennis y col, 1997; Van Epps y col,
1999;Park y col, 2000; Van Epps y col, 2002; Lee y col, 2002; Kilpatrick y col, 2004;
Maeda y col, 2004, y Taruishi y col, 2007), hay que destacar la inmunodominancia de
los epitopos de G1 que fueron reconocidos en un 47% de los pacientes estudiados en
la presente tesis

Dentro del género hantavirus, la proteina N presenta una estructura primaria altamente
conservada (Kaukinen y col, 2005). En nuestro estudio, las regiones inmunogénicas
encoentradas dentro de la protefna N, corresponden al extremo amino terminal (aa 1-70)
y a la region comprendida entre los aa 120-250. Estas regiones son las reconocidas
con mayor frecuencia en la proteina N, especificamente por el 25% (aa 1-70) y el 21%
(aa 120-250) de la poblacion de pacientes estudiados. Si bien algunos epitopos
encontrados en la proteina N habian sido previamente caracterizados en otros
hantavirus (HTNV, PUUV y SNV), especificamente en las posiciones aminoacidicas aa
127-141 (Ennis y col, 1997), aa 131-139 (Kilpatrick y col, 2004), aa 221-228 (Park y col
2000), aa 234-242 (Ennis y col, 1997), y aa '236-250 (Van Epps y col 2002), sélo se
habia identificado un epitopo, aa 7-21,(Van Epps y col, 1999) en los primeros 75
aminoacidos de la proteina N. En nuestro estudio se identificaron por primera vez tres
epitopos en esta regién aminoterminal ubicados en las posiciones aa 41-60 y aa 61-75.
Algunos de estos autores han identificado epitopos en la zona carboxiterminal de la
proteina N (HTNV, PUUV y SNV), particularmente aa 367-381 (Ennis y col, 1997), aa
416-429 (Van Epps y col, 1999), y aa 422-429 (Park y col, 2000), mientras que en

nuestro estudio los epitopos enconirados en la proteina N se ubican entre la region
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media (aa 106-120, aa 126-145, aa 186-200, aa 221-245 y aa 251-265) y el extremo
amino terminal. Las diferencias entre los epitopos de la proteina N encontrados en la
presente tesis y los hallados en estudios anteriores se deben probablemente a que en
estudios anteriores (Ennis y col, 1997; Van Epps y col, 1999; Park y col, 2000) se
utilizaron linfocitos T previamente expandidos y que, en nuestro estudio, los linfocitos T
contra los epitopos carboxiterminales en la proteina N no presentan frecuencias

detectables ex vivo

Notable es la elevada respuesta inmune promedio contra la proteina G1 (907 SFU/10°
PBMC) que llega a ser mas de 6 veces superior a lo obtenido con BCG (144 SFU/1 0%
y 1,2 veces superior a lo obtenido con la proteina N (731 SFU/10°). La magnitud de la
respuesta contra G1 muestra un amplio rango (entre 54 SFU/10° PBMC y 5506
SFU/10° PBMC), esto podria deberse a las condiciones de la infeccion inicial (dosis
viral, interrupcion de la respuesta mediada por interferones de tipo I, etc.), pero también
a razones metodologicas. Por ejemplo, en nuestra experiencia la funcionalidad de los
linfocitos T baja después de un periodo de criopreservacion. No obstante, no
observamos cambios considerables en el patrén de la respuesta de un individuo al
comparar ensayos con PBMC frescas y PBMC previamente criopreservadas.

l.a elevada respuesta inmune contra G1 se concentra principalmente en el extremo
carboxilo terminal (aa 441-650). Esta region de la glicoproteina G1 es de especial
interés, ya que estaria involucrada en la interrupcién de la respuesta antiviral mediada
por interferones tipo |, y en la sefalizacion hacia la degradacion proteosémica de
distintos hantavirus patogénicos (Alff y col, 2008; Sen y col, 2007). Sin embargo,
analizando los tipos de HLA de los pacientes con respuesta frente a G1as1465/G 455470 Y

G1461475/G 1466480 S€ puede notar que 4/4 (100%) y 8/8 (100%) de los pacientes con
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respuesta contra estas regiones de G1 presentaban los alelos HLA-A*24 y/o HLA-B*35
respectivamente. El hecho que no se encontraran otros tipos de HLA sugiere que la
presentacion eficiente de epitopos de esta zona de G1 depende mas del tipo de HLA
que de la degradacion proteosémica en si. Hay que tener presente que la sefializacion
hacia la degradacion proteosémica esta estrechamente vinculada con la presentacion
de epitopos por moléculas de MHC clase | (Abbas y Lichtman, 2003). Esto no
esclarece el rol de la region carboxilo terminal de G1 ya que por una parte es posible
especular que una fuerte respuesta linfocitaria contra esta region lleva a la erradicacion
viral y proteccion del huésped. Por oftra parte, también existe la posibilidad de que la
misma respuesta contra el extremo carboxilo terminal de G1, participe en la
patogénesis del SCPH. Por lo tanto seria de interés para estudios futuros si la
respuesta frente a epitopos presentados por HLA-B*3501 esta vinculada a la severidad
del SCPH, como fue desctrito en el caso de pacientes infectados con SNV (Kilpatrick y

col, 2004)

La clara inmunodominancia del extremo carboxilo terminal de G1 es corroborada al
revisar la ubicacién de los distintos epitopos de linfocitos T encontrados. La respuesta
contra G1 es sorprendentemente elevada y los epitopos encontrados se ubican dentro
de la zona comprendida entre los aa 451 y 480. Esto no dista de ser novedoso ya que
hasta la fecha no existe caracterizacion de epitopos de linfocitos T en la proteina G1
del género hantavirus en la literatura. Los dos epitopos de linfocitos T encontrados (aa
456-465 y aa 466-475) gatillan una respuesta inmune que involucra entre el 0,011% y
el 0,41% de las PBMC circulantes. Estos valores son superiores a los encontrados
para infecciones virales respiratorias como influenza A (0,006%-0,02%) (Jameson v col,

1998) Esto llama la atencion ya que encontrar frecuencias similares a las observadas
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en infecciones latentes como EBV (0,002%-0,087%) y CMV {0,015%-0,277%) (Currier
y col, 2002) en la infeccién por ANDV es inesperado, debido a que hasta la fecha no
existe evidencia de persistencia del virus en la infeccién por ANDV en humanos. Dada
la persistencia de anticuerpos neutralizantes (Bharadwaj y col, 2000) y que hasta la
fecha tampoco se han descrito reinfecciones de humanos por hantavirus, este
mecanismo tampoco parece explicar la elevada frecuencia de linfocitos T en pacientes
convalecientes.

La respuesta contra la zona carboxilo terminal de la proteina G1 nos llevé a
caracterizar en detalle los epitopos contenidos en esta region. La determinacién de los
alelos de HLA a los cuales estan restringidos los epitopos es informacién fundamental
para el desarrollo de una vacuna, ya que la frecuencia de estos alelos en ia poblacién
afectada determinara [a potencial efectividad de una vacuna basada en linfocitos T. Se
han podido establecer relaciones entre el desarrollo de distintas enfermedades
infecciosas y en particular la presencia del alelo HLA-B*35. Entre algunos ejemplos se
encuentra la asociacion en pacientes HLA-B*35" con el desarrollo de cardiomiopatia
chagasica (Cruz-Robles y col, 2004); la asociacién de pacientes HLA-B*35* con
infeccion crénica con HCV en la poblacion coreana (Yoon y col, 2005); v la relacion
observada entre pacientes HLA-B*35" infectados con HIV y la progresién a desarrollar
SIDA(Sindrome de inmunodeficiencia adquirida) (Gao y col, 2001; Flores-Villanueva y
col, 2003). En el caso de la infeccién con ANDV no existe asociacion entre la evolucion
clinica hacia SCPH grave y la presencia del alelo HLA-B*35 (Ferrer y col, 2007). Sin
embargo, solamente la presencia del alelo HLA-B*35 no significa que haya respuesta
inmune frente a epitopos presentados por este alelo. En este contexto hay que
mencionar que dentro de nuestros 75 pacientes estudiados 5 de ellos expresaban el

alelo HLA-B*35 sin exhibir respuesta significativa contra ninguna de las proteinas
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estudiadas (datos no mostrados). Por lo tanto, es posible que la combinacion entre la
presencia del alelo HLLA-B*35 y la respuesta a epitopos restringidos por ella, pero no
del alelo solamente, se asocie a la evolucion clinica de la infeccion.

En general los epitopos restringidos a HLA-B*35 presentan una posicion ancla en un
residuo de prolina en la posicion 2 y donde se encuentra un residuo aromatico en la
posicién 8/9 (Abbas y Lichtman, 2003). De acuerdo con un estudio referente a la
relacion entre HLA y la progresién a desarrollar SIDA en pacientes HIV positivos, la
restriccion a HLA-B*35 de los epitopos puede ser separada en dos grandes subgrupos.
Por una parte estarian los epitopos que presentan tirosina en la posicion 8/9
restringidos por los denominados HLA-B*35 PY, que incluyen a los subtipos HLA-
B*3501 y HLA-B*3508. Mientras que en otro grupo se encontrarian los que no
presentan preferencia por algin aa en particular en la posicién 8/9, denominados HLA-
B*35 Px, que incluyen a los subtipos HLA-B*3502, HLA-B*3503, HLA-B*3504, y HLA-
B*5301(Gao y col, 2001). Este ultimo alelo esta incluido en los subgrupos de HLA-B*35
ya que presenta una relacion filogenética con HLA-B*35 (McKenzie y col, 1999) y
posee sitios de unidn a péptido similares a los del subgrupo HLA-B*35 (Gao y col,
2001).

Las correlaciones entre enfermedades infecciosas y presencia de alelos especificos de
HLA no son muy informativas en ausencia de la caracterizacién de la respuesta inmune
asociada a la presencia de un alelo en particular. En un estudio del grupo que propone
la subdivision de HLA-B*35 Px y HLA-B*35 PY se encontrd que altos niveles de
linfocitos T CD8" especificos contra la proteina gag de HIV contribuyen a la proteccién
contra la progresion a desarrollar SIDA en pacientes con alelos HLA-B*35 PY, y no en

pacientes con alelos HLA-B*35 Px {Jin y col, 2002). Este trabajo es uno de los pocos
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disponibles donde se muestra el impacto de la respuesta de linfocitos T en la evolucion
clinica en pacientes HLA-B*35",

A pesar de la importancia de esta clasificacion de subtipos, en estudios en otras
infecciones virales como CMV se han descrito que a diferencia de lo observado en
individuos HLA-B*3501", individuos HLA-B*3508" pueden responder a epitopos que no
presentan tirosina en posicion 8/9 (Burrows y col, 2007). De hecho, en nuestro estudio
el epitopo minimo 466-MPDVAHSL-473 fue reconocido por subtipos de HLA-B*35 (ver
resultados), pertenecientes a ambos grupos PY y Px. Esto sugiere que el epitopo 466-
MPDVAHSL-473 actuaria como un epitopo “pan-HLA-B*35” y por lo tanto podria ser de

importancia para una vacuna.

Uno de los aspectos cruciales a tener en consideracion para el desarrollo de una
vacuna, es la durabilidad de ia respuesta inmune. Para poder estudiar la durabilidad de
la respuesta inmune contra una infeccién viral es necesario que se cumplan dos
condiciones. Primero, que la infeccién viral sea de caracter transiente, para que asi no
haya una reactivacion de la respuesta inmune antiviral provocada por antigeno
persistente. Luego el virus estudiado no debe llevar a infecciones repetitivas en la
poblacién afectada, ya que la re-infeccién intermitente con el virus a lo targo del tiempo,
dificultaria la determinacion de la longevidad real de la respuesta antiviral. Estas
condiciones se cumplen en la infeccion con ANDV, dado que hasta la fecha no se ha
descrito persistencia o re-infeccion en humanos. )
En este estudio la durabilidad de la respuesta inmune especifica contra G1 no deja de
ser llamativa. Entre las tres proteinas estudiadas la proteina G1 es la tnica que

muestra una tendencia a mantener una respuesta inmune elevada en el tiempo,

mientras que en las respuestas inmunes para las proteinas N y G2 se observa un
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decaimiento de la respuesta en el tiempo. Debido a que la respuesta contra estas dos
ultimas disminuye con el transcurso del tiempo, esto hace poco probable gue la
respuesta inmune elevada confra G1 sea producto de una reexposicién al virus. Por
otra parte la comparacién de las secuencias G1 mediante BLASTp (Altschul y col,
1997), no determind la existencia de algun antigeno que pudiera dar cuenta de una
respuesta inmune cruzada de linfocitos T especificos contra G141475 ¥ que podria
explicar la durabilidad selectiva de la respuesta en esta poblacion. En nuestro estudio
se lograron detectar linfocitos T especificos contra ANDV hasta 13 afios post
hospitalizacion. De la misma forma Van Epps y col encontraron respuesta inmune
hasta 15 afios post infeccion con PUUV (Van Epps y col, 2002). Aunque nuestro
analisis croseccional sugiere una durabilidad de la respuesta contra G1, seria
necesario realizar estudios longitudinales para evaluar al nivel individual la longevidad
de la respuesta contra G1.

En términos del desarrollo de una vacuna, siempre hay que considerar la frecuencia de
mutacion del virus a combatir. Si bien es conocido que los virus de RNA presentan
mutaciones con mayor frecuencia que los de DNA, las proteinas en hantavirus son
conservadas entre las distintas cepas y presentan frecuencias de mutacién dentro del
rango de 10 a 10” mutaciones por par de bases nucleotidicas (Jonsson y col, 2005).
Esto es comparable con otros virus de RNA como el bacteridfago QB, el Poliovirus, yel
virus de la estomatitis vesicular (Drake, 1993). Ahora en el caso particular de una
vacuna basada en los epitopos altamente inmunogénicos descrito en el presente
trabajo es importante conocer el grado de conservacion que presenta el epitopo 466-
MPDVAHSL-473 entre distintos hantavirus, porque deja estimar la utilidad de este
epitopo para una vacuna que busca conferir inmunidad no solamente contra ANDV,

pero contra varias cepas de hantavirus. Como se ve en la figura 14, el epitopo
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detectado en ANDV es idéntico al presente en los virus Laguna Negra, Lechiguanas y
Oran. En comparacion con el resto de los hantavirus en la figura, la secuencia de
ANDV presenta sélo dos posiciones no idénticas (posiciones 1 y 3), manteniendo la
identidad de las posiciones ancla (posiciones 2 y 8) en las 13 secuencias alineadas.
Incluso en cepas filogenéticamente distintas y causantes de FHSR, las diferencias
entre las secuencias aminoacidicas no superan los 2 aa. Las diferencias en la
secuencia puede influenciar la afinidad a la molécula de MHC, y por lo tanto el
reconocimiento por linfocitos T de un epitopo, como fue descrito para EBV (Tynan y col,
2005). Esta influencia depende de si la sustitucién es conservativa (residuos de aa del
mismo tipo) o semiconservativa (residuos de aa de tipos distintos) (Chenna y col, 2003).
Respecto a las posiciones no idénticas encontradas en el alineamiento del epitopo
466-MPDVAHSL-473 de ANDV (ver fig. 14), las diferencias se encuentran en las
posiciones 1 y 3 y son de caracter semiconservativo (sustituciones de residuos de
aminoacidos acidicos por residuos apolares). En contraparte las sustituciones en
posicion 8 son conservativas (sustituciones por residuos de aminoacidos del mismo
tipo, en este caso apolares), por lo que estas sustituciones no tendrian mayor
influencia en la afinidad del epitopo al unirse a la molécula de MHC. Estudios
adicionales deberian enfocarse en detectar una respuesta inmune cruzada frente al
epitopo 466-MPDVAHSL-473 en pacientes infectados con otras cepas de hantavirus
causantes de SCPH. En caso de que exista reconocimiento de este epitopo vy
considerando la baja tasa de mutacion del genero hantavirus, se sustentaria la

importancia de este péptido en una vacuna.

Ofra consideracién que habria que tener en mente para el desarrollo de una vacuna

basada en linfocitos T, es la frecuencia con la que se encuentra el alelo HLA-B*35 en la
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poblacion objetivo. En un estudio realizado sobre la poblacién chilena que habita las
zonas afectadas por ANDV, se enconiré que la incidencia del alelo HLA-B*35 era en
promedio un 25% (Ferrer y col, 2007;Llop, Comunicaciones personales 2007). La
prevalencia promedio de este alelo de HLA es del 10,3% para individuos caucasicos
(Marsh y col, 2000). En comparacion el alelo mas frecuente en la poblacion caucasica
es el HLA-A*2 con una frecuencia de 25,01% (Marsh y col, 2000). Debido a esto la
mayoria de los estudios sobre la inmunidad celular frente a virus se enfocan en
epitopos restringidos a HLA-A*2. Con esto en consideracion podemos afirmar que el
alelo HLA-B*35 en la poblacion chilena que vive en la zona endémica de la infeccion
por ANDV tiene la misma significancia que el alelo HLA-A*2 en la poblacion caucasica
general. Esto en conjunio con el alto grado de conservacion del epitopo 466-
MPDVAHSL-473 es un punto mas a favor de que este péptido sea un buen candidato

para formar parte de una vacuna de linfocitos T contra ANDV.

Este estudio no ofrece una revision completa respecto a la respuesta inmune celular
contra ANDV. Ensayos futuros podrian contemplar una caracterizacion fenotipica
(CD27, CD28, CCR?7) y funcional (IFN-y, TNF-a y granzima B) acabada de los linfocitos
T especificos para G1 mediante citometria de flujo. Esto ofrecerta determinar las bases
moleculares de [a sobrevida de los linfocitos T CD8* especificos y también determinar
el potencial antiviral de aquellos linfocitos T en el tiempo.

En resumen, la determinacion de regiones inmunodominantes y de epitopos de
linfocitos T especificos contra ANDV en sobrevivientes de la infeccion, es un

importante avance hacia el desarrollo de una vacuna contra la infeccién con ANDY.
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11. Conclusiones

En resumen los datos expuestos en esta tesis confirman la existencia de regiones y
epitopos inmunodominantes en las proteinas N y G1 de pacientes convalecientes a Ia
infeccion con ANDV. Las frecuencias de linfocitos T que reconocen estos epitopos
(entre el 0,011% y el 0,41% de las PBMC) son sorprendentemente altas comparadas
con ofras infecciones respiratorias virales como con virus de la influenza. Dentro de las
respuestas estudiadas, las que presentaron las mayores frecuencias de linfocitos T
especificos estaban limitadas a epitopos dentro de regiones acotadas de las proteinas
Ny G1. Sin embargo, la inmunodominancia de la regién carboxilo terminal de G1 fue
destacada y caracterizada con mayor detalle. En particular fue posible determinar el
epitopo G1sg1475 como el epitopo inmunodominante, su restriccion a HLA-B*35 y definir
el epitopo minimo 466-MPDVAHSL-473. A pesar de que no se realizaron estudios
longitudinales para los distintos pacientes, el s6lo hecho de detectar respuesta inmune
contra G1 después de mas de 13 afios después de la infeccién sugiere que la
respuesta inmune celular especifica contra G1 es de larga duracion. Al estudiar la
durabilidad de la respuesta inmune especifica contra cada proteina, se ve que la
respuesta contra N y G2 tiende a decaer en el tiempo, mientras gue la respuesta
especifica contra G1 se mantiene.

La restriccion a HLA-B*35 del epitopo inmunodominante encontrado en G1 junto con la
frecuencia elevada (25%) de este alelo en la poblacion habitante de la region endémica
de ANDV dan especial importancia al epitopo encontrado. Para determinar ia
significancia clinica y el potencial preventivo del epitopo G1lissars futuros estudios
deberian evaluar la relacion entre la respuesta de linfocitos T y la evolucion clinica de

los pacientes.
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