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RESUMEN

Introduccidn. El citomegalovirus humano (HCMV) es el miem-
bro més representativo de los herpesvirus beta, causa infecciones
persistentes y latentes con periodos frecuentes de reactivacion.
Afecta a todos aquellos que se encuentran inmunosuprimidos e
inmunocomprometidos, aumentando su morbilidad y mortalidad.

Material y método. Las células utilizadas, fueron monocitos
de sangre periférica humana de ocho donadores sanos, estimula-
dos con Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), se analizaron las
moléculas de superficie CD14 y CD45, asi como los receptores
del factor de necrosis tumoral CD120cty CD120f (TNFRI'y TNFR
.

Resultados. La caracterizacion de las células obtenidas con el
estimulo de PMA mostrd que sufrian cambios morfoldgicos, asi
como aumento de la expresioén de CD14, CD45y TNFR I, mas no
del TNFR 1. Posteriormente se observo que las células estimula-
das 0 macro6fagos fueron susceptibles de ser infectados in vitro por
el HCMV, ya que presentaban DNA viral 48 h postinfeccion. El
HCMV es capaz de interferir en la expresion de moléculas de su-
perficie probablemente como un fendmeno de desdiferenciacion
celular o desrregularizacion, que permiten la supervivenciay per-
sistencia del HCMV en su célula huésped.

Palabras clave: citomegalovirus humano, monocitos, factor de
necrosis tumoral alpha, receptores de TNF-o, moléculas CD14 y
CD45.

Expression of the receiver of the factor of tumorlike
necrosis in monocytes infected by human cytomegalovirus

SUMMARY

Introduction. Human cytomegalovirus human (HCMV) is the
most representative member of herpevirus beta, cause persistent
and latent infections with frequent periods of reactivation. It affects
all those that are inmunosuppressed and inmunocomproised, in-
creasing to its morbidity and mortality.

Material and method. The used cells, were monocytes of hu-
man peripheral blood of eight healthy donors, stimulated with 12-
miristato Forbol 13-acetate (PMA), analyzed molecules of surface
CD14 and CD45, as well as the receivers of the factor of tumorlike
necrosis CD120a and CD120b (TNFRI and TNFR 11).

Results. The characterization of the cells obtained with the PMA
stimulus showed that they underwent morphologic changes, as well
as increase of the expression of CD14, CD45 and TNFR 1, of the
TNFR 1. After was not observed more that the stimulated cells or
macrophages were susceptible to be infected in vitro by the HCMV,
since post presented 48 viral DNA h infection. The HCMV is able
to probably interfere with in the molecule expression of surface
like a phenomenon of cellular desdiferenciacion or desrregulari-
zacion, that allows to the survival and persistence of the HCMV in
their cell guest.

Key words: Human cytomegalovirus, monocytes, factor of tu-
morlike necrosis alpha, receivers of TNF-a, molecules CD14 and
CD45.
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Introduccién

Una caracteristica de las infecciones virales es una res-
puesta rapida por la célula infectada. Esta incluye la activa-
cioén de una maquinaria de defensa antiviral preexistente, que
puede llevar a mecanismos antivirales como la apoptosis y
la produccion de citocinas especificas de la célula infectada.
Nokta y cols., en 1996 asi como Tomioka y cols, en 1995 y
1996 demostraron que muchas de las perturbaciones de la
respuesta inmune se han atribuido a una red de citocinasy el
TNF-o (Factor de necrosis tisular alpha) se ha propuesto
candidato en varios modelos de inmunosupresion, asi como
en la patogénesis de varias infecciones virales.#5

El citomegalovirus humano (HCMV) es el miembro mas
representativo de los herpesvirus beta, causa infecciones per-
sistentes y latentes con periodos frecuentes de reactivacion®
(Figura 1). Afecta a todos aquellos que se encuentran inmu-
nosuprimidos e inmunocomprometidos, aumentando su mor-
bilidad y mortalidad.” La evasion del sistema inmune (SI) es
la esencia de la persistencia de CDVH. El virus utiliza varias
estrategias para evitar la deteccion y eliminacion por la res-
puesta inmune. Dentro de los mecanismos que se han docu-
mentado es que el HCMV induce la supresion de moléculas
de histocompatibilidad clase | y clase Il en la superficie ce-
lular, bloquea vias intracelulares para el procesamiento y
presentacién de antigenos, vias de sefializacion de la apop-
tosis, entre otros.®° Los monocitos son células efectoras res-
ponsables de proteger al organismo a través de la liberacion
de factores solubles o citocinas o de la accidn directa hacia
invasores o células aberrantes, junto con la interaccion de
linfocitos T. Sin embargo, en muchos estados de enferme-
dad esas células son alteradas o son el blanco de patdgenos
invasores resultando en una respuesta inmune aberrante. Uno
de los patogenos que infecta esas células son los virus, el
HIV y el CMVH son ejemplos representantes. Durante la
infeccion por el CMVH los monocitos son el blanco prima-
rio in vivo, sitio de persistencia o latencia para el CMVH asi
como responsables para la diseminacion en el cuerpo y se
hipotetiza ser importantes en las manifestaciones de muchas
enfermedades asociadas al CMVH.'%*2 La naturaleza antivi-
ral del factor de necrosis tumoral es actualmente bien acep-
tada. Se ha reportado que el tratamiento con TNF de algunos
tipos celulares reduce la infectividad de un gran ndmero de
virus sinergizando con el INF-yy promueven un buen efecto
antiviral. Se han comprobado sus efectos antivirales tanto in
vitro como in vivo. EI TNF-o tiene efectos antivirales contra
el CMV.215 E| receptor del factor de necrosis tumoral tipo |
(TNF-RI) promueve la actividad citotoxica y lleva la sefial
para la muerte celular por apoptosis, el TNF-RII favorece la
activacion y proliferacion del linfocito T (Figura 2).15'7 Es
poco probable que un solo mecanismo explique la persisten-
ciaviral. El CMVH utiliza la combinacién de estrategias para
evadir al sistema inmune, incluso desconocidas, que contribu-
yen a la persistencia viral en huéspedes inmunocompetentes.
Esta evasion y/o equilibrio con el sistema inmune es la esen-
cia de la persistencia viral y el establecimiento de la latencia

REV SANID MILIT MEX 2007; 61(6): 341-348

viral.®®*22 Por lo que en este trabajo se busca discernir si la
infeccion por citomegalovirus humano modifica la expresion
los receptores del factor de necrosis tumoral en su célula in-
fectada.

Material y métodos

Células

Los monocitos fueron obtenidos a partir de concentrados
leucocitarios de donadores sanos voluntarios del Hospital
Central Militar, México, D.F., por medio de un gradiente
con Ficoll-Histopaque 1077 (Sigma Diagnostics, St. Louis,
MO (densidad 1,077 g/L) a temperatura ambiente centrifu-
gando a 1,500 rpm por 30 minutos. Posteriormente la capa
de células mononucleares se lavaron dos veces con PBS para
retirar el ficoll. Las células mononucleares (8 x 10° células
por mL) se suspendieron en cajas de cultivo con medio
DMEN, suplementado con suero fetal bovino a 10% y ampi-
cilina (100 g/mL)y se incubaron a 37 °C en una atmosfera
de CO, a 5% durante una hora, después de este tiempo se
recuperaron las células adherentes que fueron divididas en
tres grupos, dos de los cuales se estimularon con PMA du-
rante un tiempo de 30 horas, transcurrido ese tiempo se eli-
mino el estimulo, sustituyéndolo con medio DMEN suple-
mentado con SFB a 15% y un tercer grupo de células fueron
infectadas con CMVH por 48 horas.

Virus e infeccion celular

Los concentrados de citomegalovirus humano (CMVH)
cepa AD169 fueron titulados en las células MRC-5.2 Las
células infectadas fueron recolectadas con mas de 90% de
efecto citopatico, se congelaron a -70 °C. Cada concentrado
(lisado celular total) de virus tuvieron titulos de 107 unidades
formadoras de placa/mL para las infecciones celulares, la mo-
nocapa de fibroblastos MRC-5 confluentes fue incubada con
CMVH AD169 con un MOI de 10. Después de una hora de
absorcion del virus, la capa celular se lavd y se cultivo por tres
dias en medio DMEM completo. Las células adherentes o
monocitos estimulados con PMA se infectaron con la cepa
AD-169 a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 10, las
células fueron contadas en la cdmara de Newbauer, lavadas
con PBS a 1300 rpm durante 10 minutos. Por cada 1 x 10°
células se adicion6 100 L de virus, en 1 mL de medio DMEN,
se centrifugaron a 1500 rpm por una hora a temperatura am-
biente, posteriormente se retir el sobrenadante (SN), y el pre-
cipitado celular fue lavado dos veces con PBS por 6 min a
1300 rpm a temperatura ambiente. Las células asi infectadas
fueron resuspendidas en medio DMEN suplementado con SFB
a 15% y se incubaron a 37 °C y 5% de CO,,.

Purificacion de DNA, PCR y deteccion del gen ul 123
del HCMV

Proteinasa K, Buffer de lisis (EDTA 0.1 M-NaC1 0.15M)
-SDS 10% Fenol estabilizado pH8, fenol-cloroformo-alco-
hol isoamilico (25:24:1), cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1), éter etilico, etanol a 100 y 80%, acetato de sodio 3M,
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Figura 1. Citomegalovirus humano (Engstrom Robert R Jr.). El virién
del HCMV posee rasgos estructurales que son caracteristicos de la fami-
lia de los herpesvirus. Su genoma se encuentra contenido en la capside,
que se encuentra embebida en el tegumento, lecho proteico, que ocupa
40% de la masa proteica del virion; circunscribiendo a todas estas estruc-
turas se encuentra la envoltura, constituida por una bicapa lipidica de
origen celular con glicoproteinas de origen viral como la gB, gH, gM.

buffer TE (10mM Tris-HCL, 1mM EDTA). 1.5 mM de
MgCL,.

Para la amplificacién de un segmento del gen ul23 por
PCR se utilizd 1 uL del DNA extraido por la técnica fenol-
cloroformo, KC1 50 mM, Tris-HC1 pH 8.5 10 mM, MgC1,
2 nM, los primers C y D 10 uM de cada uno, dNTPs 0.25
mM, enzima Taq polimerasa (Gibco 10342-020) 0.5 uL (1.25
Unidades), todo en un volumen de reaccién de 20 uL.

TNFRII

Caspase-4
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-Forbol 12 miristato 13-acetato (PMA). Sigma Chemical
Co, St Louis MO, utilizada para estimular las células mono-
citicas.

Para la extraccion de ADN de las células infectadas y sin
infectar se utilizo la técnica de fenol-cloroformo y precipita-
cién con etanol, en la cual dos millones de células se resus-
pendieron en 600 uL de amortiguador de extraccion y se le
adicion0 posteriormente proteinaza K a una concentracion
final de 100 puL/mL incubandose 20 minutos a temperatura
ambiente y después a 65 °C durante 20 minutos. Posterior-
mente se agregd 500 uL de fenol saturado con Tris-HCL pH
8, agitandose suavemente durante 10 minutos y se centrifu-
g0 durante 10 minutos a 13,500 rpm a 4 °C. Se recuperd la
fase acuosa y se le adicioné 500 L de cloroformo-alcohol
isoamilico y se mezcl6 durante 5 minutos y luego se centri-
fugo a 13500 rpm durante 5 minutos a 4 °C. La fase acuosa
se recupero y se le adicioné 200 uL de acetato de amonio 5
M+1 volumen de isopropanol frio mezclado completamente
y se incubd a -20 °C toda la noche. Posteriormente se centri-
fugd a 13500 rpm por 15 minutos a 4°C, se decanto el sobre-
nadante y el boton se lavo dos veces con 1 mL de etanol al
70%. Finalmente el DNA extraido se resuspendi6 en 50 uL
de agua desionizada y se cuantificé en un espectrofotémetro
con luz UV a 260 nm y a 280 nm.

Para demostrar la infeccion in vitro de los monaocitos es-
timulados con PMA se utiliz6 la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), proceso enzimatico emplea-
do para amplificar secuencias de ADN del gen del CMVVH
con el que se infectaron las células. La PCR consiste en tres
pasos principales. Desnaturalizacion del ADN, fusion de ini-
ciadores o primers y amplificacion del ADN. Se detecto el
gen UL123, del cual se amplifico una region de 242 pares de
bases (ph). Usando como iniciadores especificos:

1. ‘5’TGA-GGA-TAA-GCG-GGA-GAT-GT -3’ (Acceso-
lab, Invitrogen life technologies).

Figura 2. Vias de sefializacion de los receptores del TNF (TN-
FRI'y TNFRII). Ambos receptores TNFR | y TRFR Il son estimu-
lados a través de la union del TNF-a, reclutando una serie de
proteinas que conllevan a la activacion de la apoptosis o la tras-
locacion del factor de trascripcion NF-KB y/o activacion de las
MAP-cinasas.
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2. 5’ACT-GAG-GCA-AGT-TCT-GCA-GT -3’ (Accesolab,
Invitrogen life technologies).

Para la amplificacion se utilizo 1 ul del ADN extraido
por la técnica fenol-cloroformo, KC1 50 mM, Tris-HC1 pH
8.510 mM, MgC1,2 mM, los primers Cy D 10 uM de cada
uno, dNTPs 0.25 mM, enzima Taq polimerasa (Gibco
10342-020) 0.5 uL (1.25 unidades), todo en un volumen
de reaccién de 20 pL. La reaccion se llevo a cabo en un
termociclador (Perkin-Elmer-Cetus, Emyriville, CA) bajo
las siguientes condiciones: 1 ciclo: 94 °C durante 5 min;
40 ciclos: 94 °C durante 1 min, 60 °C durante 1 min, 72 °C
durante 1 min; y 1 ciclo de 72 °C durante 10 min.

Anticuerpos y expresion del receptor del TNF, CD14
y CD45

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: anticuerpo mo-
noclonal de hamster anti-TNF-R1 conjugado con FITC
(p55, CD120a sc-12746), anticuerpo monoclonal murino
anti-TNF-R2 (p75, CD120b) ambos de Santa Cruz Biote-
chnology, fraccion F(ab”),-RPE anti-IgG murino (R048001) de
DAKO, anticuerpos monoclonales murinos anti-CD45-FITC/
CD14-PE de Ortho-mune y solucién de inmunoglobulinas hu-
manas (Grifols 200 mL).

El andlisis fenotipico de las poblaciones celulares de
monocitos se realiz6 con las técnicas de inmunofluorescen-
cia directa e indirecta, utilizando anticuerpos monoclonales.
El andlisis se realiz6 en monocitos de los cuales se hicieron
tres grupos: células monaciticas sin estimulo y sin infeccion,
las células estimulas con PMA por 30 h y células estimula-
das e infectadas con CMVH la infeccién con CMVH fue de
48 h. Los tres grupos permanecieron cultivadas el mismo
tiempo, con medio DMEN suplementado con SFB a 15%
37 °Cy 5% CO,. Después de ese tiempo, las celulas se cen-
trifugaron a 1,300 rpm por 6 minutos, las células fueron conta-
das en la camara de New-bauer. De cada grupo de células
se valor6 el TNFRI, TNFRII, CD45, CD14 y el testigo de
isotipo, en cada uno se colocaron dos millones de células,
se lavaron con PBS a 1300 rpm por 6 minutos, posterior-
mente se adiciond a cada uno de los tubos inmunoglobuli-
na humana normal (Flebogamma 1V; GRIFOLS), 300 uL
con una concentracion de 0.015 g/mL para bloquear los re-
ceptores Fc. Se incubaron por 30 minutos a 4 °C, después de
ese tiempo se lavaron dos veces con PBS y se centrifugaron
a 1,300 rpm por 6 minutos. EI TNFRI, CD45, CD14, utili-
zando la técnica de inmunofluorescencia directa se adicion6
anti-TNFRI marcado con FITC, anti-CD45 marcado con
FICT y anti-CD14 marcado con R-phycoerythrin (RPE), res-
pectivamente. Se incubaron a 4 °C por 30 minutos, después
de ese tiempo se lavaron dos veces con PBS a 1,300 rpm
por 6 minutos. Y por inmunofluorescencia indirecta se
marcaron el TNFRII y el testigo de isotipo, utilizando anti-
TNFRII y IgG2a de ratén sin marcar como primer anti-
cuerpo a cada uno como corresponde, incubando por 30
minutos a 4 °C, después de ese tiempo se lavaron dos veces
con PBS a 1,300 rpm por 6 minutos. Y se agregd el segun-
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Figura 3. Cambios morfoldgicos de células monociticas de sangre perifé-
rica humana. Células adherentes de sangre periférica humana. A) Pobla-
cion de células monociticas. B) Células sin estimular. C) Células estimu-
ladas con PMA 160 nM por 30 hrs. a diferente aumento.

do anticuerpo usando la fracciéon F(ab)’2 conjugado con
RPE. Este mismo anticuerpo fue utilizado para marcar
ambos, anti-TNFR y la IgG2a de ratén para el control de
isotipo. El segundo anticuerpo se incubd a 4 °C por 30 mi-
nutos después de ese tiempo se lavaron dos veces con PBS
a 1300 rpm 6 minutos. Las células marcadas con sus res-
pectivos anticuerpos fueron fijadas con formaldehido a 2%,
250 uL y 250 uL de PBS.

Condiciones de lectura de fluorescencia en el FacS Ca-
libur

Para analizar las moléculas de interés en la membrana de
los monocitos infectados y no infectados se analizo la fluo-
rescencia dada por el FITC y RPE de las células en un FacS
Calibur (Becton Dickinson, San José CA) con el programa
Cell Quest. Para la deteccion de los receptores se adquirie-
ron 10,000 células o eventos que incorporaron los anticuer-
pos especificos con su fluorocromo.

Método estadistico

Todos los experimentos y mediciones fueron realizados
en ocho ocasiones en forma independiente. Las figuras 3-4
muestran resultados de un experimento representativo de un
individuo. El andlisis estadistico de los datos obtenidos de
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los ocho individuos se realiz6 por medio de un analisis de
varianza usando la prueba de Friedman.

Resultados

En las células adherentes estimuladas con PMA por
30 horas, se observan los cambios morfolégicos sufri-
dos al estimulo con PMA, son células mas grandes, me-
nos redondas con aumento en su granularidad intracito-
plasmatica (Figura 3). Las células estimuladas con PMA
160nM por 30 horas y diferenciadas fueron infectadas
con CMVH a una MOI de 10, centrifugadas a 1,500 rpm
por 60 minutos. Para confirmar la incorporacion del DNA
viral se realizo la técnica de PCR para la deteccién de
un segmento del gen ul 123. El producto de amplifica-
cion del gen del CMVH, se visualizé en las células in-
fectadas y estimuladas con PMA mas no en las células
no infectadas (Figura 4).

Expresion de los receptores del TNF (CD120a y
CD120b)

La expresion de los receptores del factor de necrosis tu-
moral fueron evaluados utilizando la técnica de inmu-
nofluorescencia directa e indirecta. Se observé que en el
TNFR1 no hubo induccién de su expresion bajo estimulo
del PMA a 160 nM; sin embargo, los monocitos estimulados
e infectados con HCMV disminuye su expresion encontran-
do una diferencia significativa de p = 0.018 por medio de la
prueba de Friedman. La media de fluorescencia del TNFR |
en el grupo de monocitos no estimulados y no infectados fue
de 62.73, para el grupo estimulados, no infectados, fue de
84.90 y el grupo de estimulados e infectados fue de 41.15.
El comportamiento de la expresion en los ocho individuos
se muestra en las figuras 5y 6.

La expresion de los receptores TNFRII su comportamiento
en los ocho individuos y en los tres grupos bajo condiciones
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242 pb

Figura 4. Deteccion del gen uL 123 del CMVH
en células monociticas a 48 horas postinfeccion.
Del carril 1 al carril 8, monocitos no infecta-
dos. Del carril 9 al 16, monocitos infectados.
Carril 17: Control Positivo. Carril 18: Control
negativo. Carril 19: Marcador de tamafio mole-
cular ADN pBR322/Mspl.
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Figura 5. Expresion de los receptores TNFR 1 en monocitos estimulados
y sin estimular e infectados con CMVH. Células adherentes de sangre
periférica humana marcadas con anti-TNFR1 de un experimento. MO).
Monocitos sin estimular y sin infectar. PMA) Estimulados con PMA a
160 nM por 30 horas. HCMV) Estimulados e infectados con CMVH 48
horas postinfeccion.

diferentes fue similar (Figura 7). En los monocitos sin in-
fectar y sin estimular la media de fluorescencia de su expre-
sion fue de 165.22, en los monocitos estimulado y sin infec-
tar fue de 211.87, y en el grupo estimulado e infectado con
HCMYV 48 horas postinfeccion, la media fue de 46.13, en-
contrando que existe una diferencia significativa, con una
p = 0.030 (Figura 8).

Para valorar la activacion inducidos por el estimulo con
PMA en las células monociticas, se valoré mediante la ex-
presion de moléculas de superficie CD14 y CD45. EIl com-
portamiento en los ocho individuos, excepto el individuo
namero 8, es similar. Encontrando que las moléculas de su-
perficie CD14 en el grupo de células sin estimular y sin in-
fectar presentan una media de fluorescencia de 208.83, en
las células estimuladas y sin infectar la media de fluorescen-
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Figura 6. Expresion del TNFR | en monocitos de sangre periférica huma-
na. La gréafica muestra la media de fluorescencia de los ocho individuos
estudiados. En los monocitos sin estimular y sin infectar la media de fluo-
rescencia es de 62.73, para los estimulados con PMA a 160 nM la media
de fluorescencia fue de 84.90 y para los estimulados e infectados con
HCMV 48 horas postinfeccién de 41.15 con una diferencia significativa
de p = 0.018.

cia fue de 469.42y el grupo de células estimuladas e infecta-
das con CMVH la media de fluorescencia fue de 110.23. En
el analisis estadistico realizado en los datos obtenidos de los
ocho individuos se encontrd que existe una diferencia signi-
ficativa con una p <0.001 (Figuras 9y 10). En la molécula
CD45 se encontr6 una media de fluorescencia de 476.48 para
las células no estimuladas y no infectadas, 649.98 de fluo-
rescencia en células estimuladas no infectadas, y una me-
dia de fluorescencia de 401.19 en el grupo de células esti-
muladas e infectadas con CMVH 48 horas postinfeccion con
una diferencia significativa de p = 0.047 (Figuras 11y 12).

Discusion

En este trabajo de investigacion se valord la expresion
de los receptores del factor de necrosis tumoral asi como
CD14 y CD45 en monocitos de concentrados leucocitarios
de donadores sanos en tres diferentes condiciones; células
sin estimular e infectar, células estimuladas y células esti-
muladas e infectadas con CMVH. Se demostro que en las
células infectadas con CMVH 48 hrs. postinfeccion se pre-
senta una disminucion de moléculas CD14, CD45, asi como
de los receptores de factor de necrosis tumoral CD120a y
CD120b. EI TNFRI no fue inducible con el estimulo de
PMA a 160 nM, sin embargo, en las células infectadas por
HCMV se presentd una disminucion significativa de este
receptor.

El CMVH es un virus que ha evolucionado a la par del
ser humano, como lo demuestra su especificidad de espe-
cie. Asimismo, ha desarrollado una variedad de mecanis-
mos para evadir la respuesta inmune, desde utilizar lugares
con barreras para ser protegido del sistema inmune, hasta
hacer uso de la maquinaria de su célula huésped y modifi-
car la expresion de moléculas de superficie. Hay estudios
en los que se ha observado la participacion del sistema TNF-
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o, en la induccion de la reactivacion y persistencia del
HCMV.

La defensa inicial contra la invasion viral comienza con
la respuesta inmune innata con la produccion de diferentes
citocinas, en la que participa el TNF-a que tiene efectos anti-
virales directos junto con el INF-gamma, actian sobre las cé-
lulas infectadas impidiendo su replicacion o llevando la célu-
la infectada a la autodestruccién o apoptosis por medio de
estimulo de receptores como son FAS-FASL, o por medio
del estimulo del TNFR1y 11.

Los receptores del TNF son importantes para la autodes-
truccion de la célula infectada o la induccion de mecanismos
antivirales, es razonable sugerir que el CMVH puede inhibir
procesos naturales de la apoptosis celular y le proporcione
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Figura 7. Expresion de los receptores TNFR 11 en monocitos estimula-
dos y sin estimular e infectados con HCMV. Células adherentes de sangre
periférica humana marcadas con anti-TNFR11 de un experimento. MO)
Monocitos sin estimular y sin infectar. PMA) Estimulados con PMA a
160 nM por 30 horas. HCMV) Estimulados e infectados con CMVH 48
hr post-infeccion.
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Figura 8. Expresion del TNFR Il en monocitos de sangre periférica hu-
mana. La grafica muestra la media de fluorescencia de los ocho indivi-
duos estudiados. En los monocitos sin estimular y sin infectar la media es
de 165.22, para los estimulados con PMA a 160 nM, la media de fluores-
cencia fue de 211.87 y para los estimulados e infectados con HCMV 48
horas postinfeccion de 46.13. Con una diferencia significativa de p =
0.030.
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Figura 9. Expresion de CD14 en células monociticas de sangre periférica
de humanos. Células adherentes de sangre periférica humana marcadas
con anticuerpos anti-CD14 de un experimento. MO) monocitos sin esti-
mular y sin infectar. PMA) Estimulados con PMA a 160 nM sin infectar.
HCMV) Estimuladas e infectadas con CMVH 48 horas postinfeccion.
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Figura 10. Expresion de la molécula CD14, en monocitos de sangre peri-
férica humana. La gréafica muestra la media de fluorescencia de los ocho
individuos estudiados. En los monocitos sin estimular y sin infectar la
media de fluorescencia fue de 208.83, para los estimulados con PMA a
160 nM la media de fluorescencia fue de 469.42 y para los estimulados e
infectados con HCMV 48 horas postinfeccion de 110.23 con una diferen-
cia significativa de p <0.001.

al virus ventajas, facilitando su capacidad de replicar, distri-
buir y mantener infecciones persistentes.

Como se puede observar los monocitos de sangre perifé-
rica de humanos que no han sido estimulados in vitro pre-
sentan niveles de expresion de CD14 y CD45, diferentes a
aquellos que son estimulados con PMA, asi como los que
son infectados con HCMV. Los monocitos tratados con PMA
adquieren una mayor densidad tanto de CD14 como de
CD45(+) en la superficie celular, mientras tanto cuando las
células estimuladas son ademas infectadas con HCMV la
expresion de CD14 y CD45 disminuye (Figuras 6 y 10), en
estos Gltimos se presenta un fendmeno probablemente de
desdiferenciacion celular o desrregularizacion de estas mo-
léculas de superficie, sin embargo, habria que evaluar si la
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poblacién que pierde los marcadores es aquélla que esta in-
fectada, o eventualmente que se induzca “mitosis” por acti-
vacién mediada por la infeccion viral (casi imposible, ya que
los monocitos pierden la capacidad mitdtica), la cual daria
lugar a una nueva poblacion con baja expresion de los mar-
cadores. Esta disminucion de moléculas de superficie de ac-
tivacion de monocitos CD14 y CD45, ;daria ventajas al vi-
rus a silenciar la respuesta inmune y ser reconocido proba-
blemente como un mecanismo de evasion y supervivencia?

ElI TNFRI ha sido descrito como un receptor constitutivo
de los monocitos, sin embargo, en nuestra experiencia, los
monocitos humanos expresan muy bajos niveles, aun cuan-
do han sido estimulados con PMA lo cual nos indica y con-
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Figura 11. Expresion de CD45 en monocitos estimulados y sin estimular
e infectados con HCMV. Células adherentes de sangre periférica humana
marcadas con anti-CD45 de un solo experimento. MO) Monocitos sin
estimular y sin infectar. PMA) Estimulados con PMA 160 nM por 30
horas. HCMV) Estimulados e infectados con CMVH 48 horas postinfec-
cion.
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Figura 12. Expresion de la molécula CD45, en monocitos de sangre peri-
férica humana. La gréafica muestra la media de fluorescencia de los ocho
individuos estudiados. En los monocitos sin estimular y sin infectar la
media de fluorescencia es de 476.48, para los estimulados con PMA a
160 nM la media de fluorescencia fue de 649.98 y para los estimulados e
infectados con HCMV 48 horas postinfeccion de 401.98. Con una dife-
rencia significativa de p = 0.047.
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firma que el TNFRI no es inducible al menos con el estimulo
de PMA a 160 nM, y esta baja densidad es poco detectable
con nuestro sistema utilizado de anticuerpos anti-TNFRI. Aln
asi nosotros evaluamos si el CMVH es capaz de aumentar el
namero de receptores en la superficie celular de monocitos
infectados con HCMV, ya que se describe que las infeccio-
nes virales aumentan el nimero de receptores del TNF. Pero
el resultado fue negativo; no es aumentado, por el contrario
con la infeccién con HCMV disminuye por debajo de los
niveles constitutivos encontrados con nuestro sistema.

Estos resultados sugieren que la susceptibilidad de un
monocito in vivo a la apoptosis mediada por TNF-o tiene
un poderoso candado representado por TNFRI, que reite-
radamente impediria la muerte de los monocitos en perife-
ria en presencia del TNF-o circulante.

Otro resultado interesante fue la disminucién del TNFRII
inducida por HCMYV probablemente representa un mecanis-
mo a través del cual el virus impide la activacion del mono-
cito, contribuyendo con esto probablemente al establecimien-
to de un estado de reposo relativo en el que el virus toma
ventajas para su replicacion, supervivencia y latencia.

Es probable que la disminucién de los TNFRII por un
lado Ileven al monocito a un estado de reposo relativo du-
rante la infeccién y, por otro lado, la disminucién de los
TNFRII podrian permitir que el complejo antiapoptético, al
disminuir TNFRII, se uniera mas al TNFRI evitando la auto-
destruccion de la célula infectada, lo que le daria ventajas al
HCMV de persistir su célula huésped.

Considero que es necesario seguir investigando sobre este
fendmeno y tratar de dilucidar el mecanismo por el cual el
virus modifica la expresion en la superficie celular de molé-
culas y de los receptores del factor de necrosis tumoral
CD120a y CD120b, como un mecanismo de evasion y per-
sistencia viral.
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