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RESUMEN

Lainfeccidn por rotavirus es una de las mayores causas de gastroenteritis en infantes y un
gran niimero de animales neonatos tanto en pafses desarrollados como subdesarrollados,

En eske trabajo se evalud la respuesta de las células Th CD4* contra rotavirus por medio de
la secrecidn de interleucinas (IL's) de células de bazo cultivadas en masa y de  hibridomas
de células Th procedentes de ratones BALB/c (H-2') inmunizados i.p. con rotavirus YM
(Gll;porcino). Ante la estimulacién antigénica, se encontrd a nivel policlonal que células
Th pueden reconocer al rotavirus tanto de manera homotipica como heterotipica y que VP6
es unblanco importante de esta respuesta, La mejor activacidn de las células Th se indujo
conel fragmento de VP6 que comprende la regién 171-397. El andlisis de la especificidad a
nivel clonal se realizd generando hibridomas de células Th especificas para VP6 de YM. De
esta manera, se encontré que la regién 171-397 es reconocida por al menos 4 clonas. Al
analizar una clona representativa (3G5.7) se localizé un epftope de células Th en la regién
289-302 de VPG con la secuencia 289-RLSFQLVRPPNMTP-302. Este epitope fue
localizado usundo una baterfa de péptidos sintéticos de 14 aminodcidos de longitud
sobrelapados por 8 aa que cubren la regién de VP6 181-397. La presencia de este epitope
estarestringido por la molécula del MHC clase 11 IE! y se encuentra altamente conservado
entre las cepas de rotavirus YM, SA11, Ch2, UK, TS1090, CU-1 y OSU analizadas, lo
que resulta en una respuesta heterotipica. Finalmente al evaluar la respuesta clonal ante la
cepa de rotavirus H-2 (G3;equina), ésta se ve totalmente abatida por la presencia de dos
prolinas adicionales en las posiciones 299 y 300 dentro del epitope.

Estos resultados indican que las células Th especificas para rotavirus pueden reaccionar
ante diferentes serotipos virales y que VP6 especificamente la regidn 171-397 es un blanco
importante de esta respuesta,



Indice

INDICE
RESUMEN
I. INTRODUCCION
A. ROTAVIRUS

1. Importancia
2. Estructura y funcién
B. RESPUESTA DE CELULAS T
1. Generalidades
2. Organizacién del MHC
3. Procesamiento y presentacién de antfgeno

4, Funcién efectora de células T

" C.RESPUESTA INMUNE EN LA INFECCION POR ROTAVIRUS
1. Respuesta de Anticuerpos
2. Respuesta de células T citotdxicas (Tc)

3. Respuesta de células T cooperadoras (Th)

I1. JUSTIFICACION
I11. OBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL
B. OBJETIVOS ESPECIFICOS
IV. MATERIALES Y METODOS
A. RATONES E INMUNIZACIONES
B. MEDIOS DE CULTIVO Y LINEAS CELULARES
C. ROTAVIRUS

1, Crecimiento
2, Semi-purificacion por colchén de sacarosa

3. Purificacién por Cloruro de Cesio

D. DETERMINACION DE PROTEINA

E. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

F. WESTERN - BLOT



Indice

G. TRATAMIENTO DE LAS PREPARACIONES VIRALES 16
H. PEPTIDOS SINTETICOS 17
. EXPRESION DE VP6 Y SUS FRAGMENTOS 17
1. Clonacién de Jos fragmentos de DNA que codifican para VP6 y los extremos amino y carboxilo
términal en PGEX 18
2. Expresidn y tratamiento de bacterias 18
3. Preparacion de los extractos proteicos para cultivo in vitro 2]
J. FUENTES DE INTERLEUCINAS 21
K. ESTIMULACION DE LAS CELULAS Th AISLADAS DE BAZO 21
L. GENERACION DE HIBRIDOMAS DE CELULAS Th 21

M. TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DE BAZO CON MITOMICINA C 22

N. ESTIMULACION DE HIBRIDOMAS 23
0. EVALUACION DE INTERLEUCINAS DE LOS SOBRENADANTES DE
CULTIVO 23
1. Incorporacién de [BH]-Tdr 23
2. MTT 24
P. ENSAYOS DE RESTRICCION POR EL MHC CLASE 11 24
1. Presentacion de antigeno por células L. transfectadas 24
2. Bloqueo de las moléculas del MHC clase 11 con anticuerpos monoclonales. 24
V. RESULTADOS 25
A. RESPUESTA ANTI-VIRAL DE CELULAS Th A NIVEL POLICLONAL 25
1. Estandarizacion del sistema de deteccidn de interleucinas 26
2. Dosis dptima de antfgeno necesario para lainduccién de células Th anti-rotavirus 28
3, Respuesta heterotipica o 29
4, Respuesta de células Th hacia VP6 de YM 30
B. RESPUESTA CLONAL DE CELULAS Th 3
1. Generacidn de hibridomas de celulas Th anti-rotavirus 34
2. Clonacidn limitante de las lineas 3G5y 3A12 35
3. Especificidad de las clonas procedentes de 3G5 39
4, Regi6n de VP8 que reconece In clona 3G5.7 4]
5. Localizacién del epitope reconocido por la clona 3G5.7 43



Indice

6. Restriceidn por el MHC clase 11 de 3G5.7 46
7. Reaccién cruzada de la clona 3G35.7 ante distintas cepas virales 48

8. Comparacién de la secuencia de aminodcidos de la region 289-302 de VP6 de cuatro cepas de

rolavirus N
VI. DISCUSION 53
Vil. CONCLUSIONES 58
VIIl. PERSPECTIVAS 59
IX. INDICE DE TABLAS Y FIGURAS 60
X. BIBLIOGRAFIA 61



Introduccidn

.  INTRODUCCION

A.  ROTAVIRUS

1.  Importancia

La infeccidn por rotavirus es una de las mayores causas de gastroenteritis en infantes y un
gran nimero de animales neonatos tanto en paises desarrollados como subdesarrollados, Este
virus infecta y destruye a los enterocitos del intestino delgado lo que conduce a un cuadro de
diarrea agudo que de no ser bien atendido puede conducir a la muerte del paciente. El mayor
nivel de mortalidad provocado por esta infeccién se da en los pafses subdesarrollados donde
existe una deficiente atencién médica y donde se han reportado hasta | millén de muertes al
afio’. Esto convierte a la infeccién por rotavirus en un serio problema de salud piblica,

Por ello, desde hace tiempo se ha intentado crear una vacuna como una medida de prevencién
ante la infeccién por rotavirus. Sin embargo, las vacunas hasta ahora evaluadas sélo han
conferido una proteccién parcial®*. Con la finalidad de desarrollar una vacuna eficaz y que
pueda proteger contra la mayorfas de las cepas de rotavirus circulantes, es importante estudiar
en detalle a los elementos del sistema inmune involucrados en proteccidn, asi como las
proteinas rotavirales blanco de esta respuesta.

2. Estructura y funcién

Los Rotavirus son virus icosahédricos sin membrana compuestos de un genoma de 1}
segmentos de RNA de doble cadena. Presentan tres capas concéntricas de proteinas Hamadas
capa externa, capa intermedia y capa interna 6 core**, El core del virion estd constituido
predominantemente por VP2 (102kDa), la cual rodea al genoma viral asf como a la RNA
polimerasa VP1 (125kDa) y a la guanidiltransferasa VP3 (98kDa)*’. Al parecer VP2 puede
estar asociada al genoma a través de zippers de leucina que junto con otras proteinas
estructurales y no estructurales pueden inducir el plegamiento del RNA y su empaquetamiento
dentro de partfculas de capa scncillag. La capa intermedia estd constituida por VP6 (44kDa);
es la protefna mds abundante del virién (51% en peso total del virién), la cual rodea al core.
Esta protefna posee determinantes antigénicos conservados con los que se han clasificado a -
los rotavirus en 7 grupos (A-G) y en 4 subgrupos (SG). El grupo A de rotavirus es el més
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impontante epidemiolégicamente y dependiendo de la presencia 6 ausencia de antigenos tipo 1
6 IT aestos virus se les ha clasificado en los siguientes subgrupos: SGI, SGII, SGVII 6 SG
no /I, La capa externa esta formada por las proteinas VP4 (88kDa) y VP7 (37kDa), las
cuales sonblanco de anticuerpos neutralizantes' y presentan una alta variabilidad antigénica
entre distintas cepas virales. En el virion VP4 y VP7 se encuentran estrechamente
relacionadas ya que VP7 constituye la superficie sobre la cual VP4 se encuentra insertada'’.
VP4 cumple funciones bioldgicas preponderantes para el virus tales como virulencia,
hemaglutinacién, unién y penetracién del virus a la célula huésped. El rompimiento
proteolitico de VP4 da lugar a los polipéptidos VPS (60KDa) y VP8 (28KDa) lo cual conduce
a un incremento dréstico en la infectividad del virus'?, Finalmente, en la células infectadas se
presentan 5 proteinas no estructurales (NS) las cuales juegan un papel importante tanto en la
replicacin como en el ensamblaje del virus"

Una vez que el rotavirus se une a las células suceptibles este sigue dos caminos al interior de
lacélula El primero es a través de penetracién directa, tripsina dependiente y el segundo, a
través de endocitocis mediada por un receptor. Existen evidencias que la penetracion directa
es el mecanfsmo por el cual el rotavirus lleva a cabo una infeccién productiva. Cuando el
virus es internalizado, el desnudamiento del virus se lleva a cabo, se activa la transcriptasa
viral y consecuentemente se generan transcritos de RNAm', La traduccién de estos produce
las proteinas virales dentro de las cuales VP1,VP2,VP3 y VP6 son ensambladas en el
cuerpos de inclusién viropldsmica situados en el citopldsma de las células. Estas particulas
encieman ¢l genoma viral compuesto de 11 segmentos de doble cadena del RNA. De esta
manera una vez ensambladas las particulas geman al interior del retfculo endopldsmico (RE)
~ donde adquieren una membrana lipidica procedente del RE y la capa externa formada de VP4
y VPI. El proceso de gemacién es mediado por la interaccion de VP6 con el dominio
citopldsmico de una protefna noestructural llamada NSP4 presente en la membrana del RE.
Finalmente, en la formacién de viriones maduros la membrana lipfdica adquirida se pierde y
los viriones son entonces liberados al medio circundante al morir la célula infectada. El ciclo
completo dura alrededor de 8 hrs'*.

B. RESPUESTA DE CELULAS T

1.  Generalidades

Las células T son un subgrupo de linfocitos derivados de la médula ésea que llevan a cabo su
maduracién completa en el timo. En base a su funcién y asu fenotipo estas células se han
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subdividido en células T citotdxicas (Tc) (CD4, CD8") y células T cooperadoras (Th) (CD4*,
CD8’). Como su nombre lo indica las células Tc atacan y destruyen principalmente células
infectadas con virus, células alogénicas implicadas en el rechazo de tejidos y células
tumorales, Esta funcién es mediada por la liberacién de factores solubles (perforinas) é por la
induccién de muerte célular programada a través de Fas. Por otro lado, las células Th proveen
ayuda, através de la secrecion de interleucinas (IL's) a células B y células Tc. Ademds, se ha
demostrado que pueden tener una funcién efectora directa tal como la citotoxicidad'*'®. Cabe
mencionar que las células Tc pueden también liberar algunas interleucinas cuando son
sobreestimuladas'”.

La respuesta inmune célular en contra de antigenos extrafios es la determinada por la
capacidad de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad ( MHC en el ratén,
HLA en el humano) de las células presentadoras de antigeno (CPA) de presentar fragmentos
peptidicos a las células T. A este nivel también existe una dicotomia ya que las células Tc
reconocen péptidos de 8-10 aminodcidos en asociacion con las moléculas del MHC clase I 'y
las'células Th reconocen péptidos de 12-25 aminodcidos en asociacion con las moleculas del
MHC clase I1”, Con la excepcion de algunas células tales como las neuronas, la mayorfa de
las células del organismo presentan de manera constitutiva moléculas de clase I en su
superficie. Por otro lado, las moléculas de clase II sélo se presentan en algunas células
especializadas tales como células dendriticas, macréfagos y células B. Estas son capaces de
procesar y presentar antigeno a las células T por lo que son llamadas células presentadoras de
antigeno.

2, Organizacion del MHC

Las protefnas que componen el MHC son glicoprotefnas de superficie que unen péptidos
dentro de la célula y las presentan sobre su superficie a las células T. Los genes que lo
componen son los mds polimérficos del genoma. Tanto en el ratén como en el humano los
que codifican para las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad se encuentran
ubicados en un sélo cromosoma a excepcion del gene que codifica para la
beta,microglobulina (82m). En el ratén se encuentran ubicados dentro de la regién H-2 en el
cromosoma 17 y el gene de la f2m en el cromosoma 2. En el humano, todas las moléculas
del HLA son codificadas en el cromosoma 6 y la i2m se codifica en el cromosoma 15. Los
dominios proteicos que conforman tanto las moléculas clase I como las clase II son diferentes
pero similares en estructura. Estos tienen dos dominios proximales a la membrana semejante
alos que poseen las Inmunoglobulinas y un dominio distal de unién para el péptido formado
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por una regién de P-plegadas y dos regiones de o-hélices'™"”. Dentro del marco de esta
redaccién hablaremos tnicamente de los genes del ratén. En la region H-2 se han identificado
al menos cinco locus independientes involucrados en el rechazo de tejidos. Entre estos, H-2
K, Dy L codifican para la cadena a del MHC clase I (46KDa) la cual, se encuentra asociada
a través del tercero y dltimo de sus dominios extracelulares a la molécula f2m ( 12 KDa). Por
otro lado, las cadenas o (33-35 KDa) y B (25-30 KDa) que conforman el MHC clase II son
codificadas en el ratén en los locus IA e IE. En ambas moléculas se han identificado motivos
de unién a péptidos. Sin embargo, en las moléculas del MHC clase II éstos han sido dificiles
de caracterizar debidg a las diferentes longitudes de los péptidos y a la flexibilidad del sitio de
unién. La porcién de las moléculas del MHC clase I que interactian con los péptidos
antigénicos consiste de aproximadamente 180 aa y esta conformada de los dos dominos
extracelulares de la cadena o. Estas protefnas interactian a través de puentes de hidrégeno
con péptidos pequefios usando residuos conservados presentes en los extremos del sitio de
unién formando un arco de flecha®. En las moléculas del MHC clase II ambas cadenas se
han subdividido en dos segmentos de 90 aa Hamadas a1, 02 6 Pl y P2 respectivamente
constituyendo los segmentos 0.1 y B1%, la region que interactda con el péptido. Las proteinas
clase IT unen péptidos de longitud arbitraria usando residuos conservados distribuidos a lo
largo del sitio de unién formando una estructura extendida'®. En ambas regiones clase I y
clase IT involucradas en la unién de péptidos se encuentran agregados residuos polimérficos,
los cuales proporcionan la base para la preferencia de diferentes allelos por diferentes motivos
en la secuencia de los péptidos.

3. Procesamiento y presentacion de antigeno

En- las CPA las vias intracélulares para la produccién de los complejos antigénicos
reconocidos por las dos subpoblaciones de células T también difieren entre sf. Los péptidos
destinados a la asociacién con las moléculas del MHC clase I son generados a partir de la
degradacién de proteinas sintetizadas 6 introducidas directamente dentro del citosol célular,
los cuales son traslocados al RE para poder ser ensamblados a las moléculas del MHC clase
I*! previamente asociadas a la molécula B,-microbulina (B,m). El transporte de los péptidos al
interior del RE esta mediado por las proteinas transportadoras asociadas a la presentacion de
antfgeno (TAP) | y 2. Estas proteinas, que forman heterodfmeros en la membrana del RE,
son miembros de la familia de protefnas enlazadoras de ATP®. Solo cuando el complejo
trimérico péptido-clase I-,m se ha formado, es transportado a la superficie célular donde es
reconocido por la células Tc. ‘
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Los péptidos destinados a asociarse con las moléeulas del MHC clase I son producidos por
la degradacion de proteinas exégenas y enddgenas transmembranales introducidas al sistema
endosomal célular via pinocitocis, fagocitocis o internalizacién mediada por receptor.
Posteriormente el endosoma se fusiona con un lisosoma iniciandose la degradacién de la
protefna. Los péptidos asi generados se asocian a la moléculas del MHC clase II en un
compartimento endosomal/lisosomal llamado MIIC**'. La asociacién con el péptido
estabiliza a la molécula clase II lo cual permite su transporte a la superficie célular. Aunque el
conocimiento del camino preciso que siguen las moléculas del MHC clase II para poder
encontrar al péptido es adGn incompleto, recientemente se han hecho grandes avances al
respecto. Una vez que las moléculas del MHC clase 11 son sintetizadas y transportadas al RE
se asocian a la proteina llamada cadena invariante (Ii)**. Esto permite su transporte a través
del aparato de Golgi y del sistema vesicular exocitico. En esta ruta, el complejo MHC clase
II-Ii se estaciona transitoriamente en el compartimento MIC, donde se lieva a cabo la
degradacidn parcial de Ii hasta generarse un pequefio polipéptido llamado CLIP, fragmento
que debe ser disociado para permitir el ensamblaje de los péptidos antigénicos, En este evento
interviene una protefna estructuralmente semejante a la molécula cldsica del MHC clase 11
llamada HLA-DM (humano) 6 H-2M (ratén)*® la cual es la directamente responsable de la
disociacion de CLIP.

4, Funcion efectora de células T

Como resultado del reconocimiento especifico de los péptidos asociados a las moléculas del
MHC por parte del TCR y de las interacciones de distintos coreceptores, los linfocitos T son
activados Hegando a adquirir distintas funciones efectoras®’.

Las células Tc una vez que han sido diferenciadas pueden eliminar a su célula blanco
preferencialmente mediante un mecanismo de citotoxicidad directa en el cual las células Te
liberan proteinas formadoras de poros en la membrana (perforinas)® 6 allemativamente a
través de un segundo mecanismo que implica la induccién de apoptdsis mediada por la
molécula de superficie célular llamada Fas (Apo-1)?. Sin embargo, también se ha visto que
pueden mediar la lisis célular por un tercer mecan{smo que implica la secrecién de TNF-B%.
Las células Th activadas funcionan como reguladores de la respuesta inmune, ya que a través
de la secrecién de una serie de factores solubles llamados interleucinas (IL's) y de la
expresién de distintas moléculas de superficie son las responsables de la diferenciaciéh y de
la proliferacién de diversas poblaciones célulares, tales como células Tc y células B. En base
al i)alrén de secrecién de IL’s, las células Th se han subdividido en células Thl y Th2
implicadas en la inmunidad célular y en la respuesta inmune humoral respéclivamente. Las
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células Thl tienden a producir principalmente 1L2, linfotoxina, GM-CSF, IFN-y y TNF-8,
IL’s mvolucradas en la diferenciacion de las células Tc a células efectoras, en el aumento de
la fagocitosis, citotoxicidad mediada por anticuerpo, en la expresién de receptores Fe, asi
como en la activacién de macrdfagos y enla generacion de la reaccién de hipersensibilidad de
tipo tardfo™ ademds, al igual que las células Tc liberan TNF- 8 e IFN-y con lo que pueden
atacar directamente células infectadas y controlar la infeccidn, mientras que las células Th2
tiende a producir predominantemente IL-4, IL-5, IL-6 e ILIO, factores importantes en la
regulacién de la sintesis de IgM, IgG1, IgA e IgE". En la diferenciacion de las células Th se
ha observado que IL-4 e IL-10 promueven el desarrollo de las células Th2, mientras que IL-
12 estimula el desarrollo de las células Th1*'.

C. RESPUESTA INMUNE EN LA INFECCION POR

ROTAVIRUS

La respuesta humoral generada ante la infeccion por rotavirus fue considerada por mucho
tiempo el principal mecanfsmo de proteccién por lo que, la estructura antigénica de las
proteinas blanco de esta respuesta ha sido bien caracterizada. Posteriormente, se observé que
también las células T participan de manera activa en la depuracién viral. Sin embargo, atin no
es clara su intervencidn en la resistencia a la infeccidn tanto ante cepas homélogas (serotipo
especificas) como heterdlogas (pertenecientes a diferentes serotipos) y la especificidad de su
respuesta ha sido poco estudiada,

1. Respuesta de Anticuerpos
Los rotavirus poseen tres especificidades antigénicas principales: de grupo, subgrupo y
serotipo. Desde el punto de vista de proteccidn, los epitopes que determinan el serotipo viral
son los mds importantes ya que inducen la generacién de anticuerpos que neutralizan la
infectividad viral. En esta respuesta estdn implicadas las protefnas VP4 y VP7 que por su alta
variabilidad antigénica han permitido clasificar a los rotavirus en distintos serotipos.

Respecto a VP7, entre los rotavirus de humanos y de animales, han sido identificados 14
serotipos (G) - por ensayos de neutralizacién de la infectividad viral, de los cuales sélo los
serotipos G1, G2, G3, y G4 son epidemiolégicamente relevantes®?.

En base a VP4 se han identificado 5 serotipos (P) y un subtipo, de los cuales el serotipo P1A
ha sido asociado con los serotipos G1, G3 y G4, mientras que G2 esta asociado al serotipo
PIB* *, Mapeando mutantes que escapan a la neutralizacién, se han localizado sobre VP7
varios epftopes que abarcan las regiones de aminodcidos 87-101, 142-152 y 208-221, en
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VP8 los epitopes que involucran a los aminodcidos 72%, 87, 89, 100, 114, 148, 150, 188,
217* y sobre VPS5 a los aminodcidos 305, 385%, 388, 392, 393, 433,439y 458 % J0%,

Continvando con la caracterizacién de estos anticuerpos en proteccion, al realizar la
transferencia pasiva por via oral de anticuerpos monoclonales anti-VP7 ¢ anti-VP8 a ratones
neonatos previo al desaffo con cepas virulentas de rotavirus serotipos G3, G4 y G6, se
observé que ambos eran capaces de proteger a los ratones ante una infeccion®.
Posteriormente, se examind el papel efector de los anticuerpos en la inmunidad activa. En
funcién de esto, se inmunizaron ratones neonatos por via oral con rotavirus murino EDIM y
cepas heterélogas previo a un segundo desaffo con EDIM. Esto permitié demostrar que
solamente las cepas murinas EDIM, EB y lacepa SAl1 de simio protegen a los ratones ante
una infeccién subsecuente por este virus®®, Sin embargo no en todos los casos se encontrd
una correlacion clara entre la proteccidn inducida y la presencia de anticuerpos neutralizantes
en el fluido intestinal, Actualmente por los estudios realizados por Greenberg et al* sabemos
que los anticuerpos del isotipo IgA son importantes en proteccion y que su papel es limitado
en los casos de proteccidn heterotipica.

2. Respuesta de células T citotéxicas (Tc)

Con la finalidad de estudiar otros elementos del sistema inmune involucrados en proteccion y
dado que las células Tc tienen la capacidad de reconocer epitopes conservados entre distintas
cepas virales, la funcionalidad de estas células ha sido también analizada. Por ensayos de
citotoxicidad in vitro se ha demostrado que linfocitos Tc  generados en ratones C57BL/6
(H:2") inoculados oralmente con cepas de rotavirus no murinas son capaces de lisar células
blanco infectadas con diferentes serotipos de rotavirus humanos y animales'’.
Posteriormente, otros grupos observaron que al realizar una transferencia pasiva de las
células de bazo de ratones C57BL/6 (H-2") previamente inmunizados con fa cepa de rotavirus
JMV 6 RRV a ratones neonatos, estos dltimos quedaban protegidos de contraer
gastroenteritis ante un desaffo subsecuente con JMV. En este trabajo se demostré que las
células Tc constitufan uno de los efectores directos, ya que al depletarlas la proteccién
previamente observada se vefa abatida*'. De igual manera, la importancia de estas células
“también fue analizada en ratones SCID (inmunodeficiencia severa combinada) crénicamente
infectados con rotavirus, los cuales no tienen ni células T ni B funcionalmente activas. Asf al
realizar la transferencia pasiva de células Tc de ratones histocompatibles infectados con una
cepa homdloga de rotavirus se observé que estas células podfan mediar la depuracidn viral en
ausencia de anticuerpos especificos de rotavirus e inducir la recuperacién de los ratones*,
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Con este modelo de ratén fue posible también demostrar que las proteinas VP1, VP4, VPG y
VP7 son blanco del reconocimiento de estas células cuyo papel efector puede levar a la
erradicacién de la infeccién por rotavirus, Finalmente cabe mencionar que sGlamente en
VP6, VP3 y VP7 se han podido delimitar epitopes de células Tc; en VP6 estd localizado en la
region que comprende los aminodcidos 376-384, en VP3 la region 585-593* yen VP7 en la
region del aminodcido 31 al 40**. Recienterente se han reportado resultados contradictorios
respecto a la importancia de éstas células como medida de proteccidn ante infecciones
subsecuentes, ya que Franco et al'®, han observado que ratones -/- f2m (knockout)
deficientes en la presentacidn clase | para células Tc son resistentes a la infeccidn ante cepas
homdlogas a pesar de la ausencia de citotoxicidad mediada por las células Tc. Sin embargo,
atin cuando la proteccion se atribuye predominantemente a la presencia de  IgA’s, estos
estudios son incompletos en el sentido de que no se probaron cepas heterélogas de rotavirus
y la infeccién no es severa ya que fue realizada en adultos, donde el papel efector de las

células Tc pudiera ser mds significativa,

3. Respuesta de células T cooperadoras (Th)

Enbase a la respuesta observada de células Tc y anticuerpos neutralizantes en infeccién por
rotavirus se inferfa que las células Th podfan estar involucradas. La participacion de éstas
células fue inicialmente observada en ensayos de proliferacion in vitro en sangre periférica de
adultos sanos y neonatos contra rotavirus purificado®’. Este ensayo se basa en la capucidad
que tienen numerosas interleucinas de inducir la divisién célular, lo cual es cuantificable por
varios métodos entre éstos la incorporacién de [*H]-timidina, Posteriormente se supo que
células Th tenfan una gran influencia sobre la produccién de anticuerpos neutralizantes tipo-
IgA, cuyo principal papel efector era cl abatimiento de la infeccién por rotavirus en
becerros®®. Ahora existen evidencia de que VP6 es blanco del reconocimiento de células Th
en forma heterotipica, ya que se ha visto que una linea de células Th CD4’ obtenida con
reestimulaciones sucesivas con rotavirus puede reconoce VPG de dos distintas cepas de
rotavirus de bovino (heterotipica)*’. Sin embargo, adn no se han reportados epitopes de
células Th.
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. JUSTIFICACION

Dada el escaso conocimiento de la especificidad de las células Th en la infeccién por rotavirus
y su importancia en la induccién de anticuerpos neutralizantes asi como en la generacion de
células Tc, se inicid su estudio tomando como modelo @ VPG, ya que esta proteina es capaz
de inducir una respuesta de célutas Th de manera heterotipica. Por tanto, los epitopes que se
se localizen podrian ser relevantes en proteccidn y por tanto utilizados como herramientas
para el disefio de vacunas, asi como en estudios bdsicos de inmunologia en el sistema de

rotavirus.

il. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Establecer las condiciones experimentales para Iniciar el estudio de la especificidad y funcidn
de las células Th en ratones BALB/c (H-2%) a nivel policlonal y clonal ante rotavirus y VP6.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Determinar el patron de reconocimiento a nivel policlonal de la respuesta secundaria de las
células Th ante diferentes serotipos de rotavirus y VP6.

b) Generar hibridomas de células Th para determinar a nivel clonal la especificidad de estas,

con énfasis a aquellas dirigidas contra VP6.
¢) Determinar la naturaleza homotipica 6 heterotipica de los hibridoimas de células Th,

d) Determinar por medio de péptidos sintéticos los epftopes reconocidos por los hibridomas

de células Th,

e) Estudiar algunas de Ias caracterfsticas funcionales in vitro de los hibridomas, tales como
restriccion por el MHC, curvas dosis-respuesta en el reconocimiento de antigeno, e,
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IV. MATERIALES Y METODOS

A. RATONES E INMUNIZACIONES
Se usaron hembras de ratén de la cepa singénica BALB/c (H-2") de 4 a 6 semanas de edad,
mantenidas bajo condiciones libres de rotavirus en los bioterios del Instituto de Biotecnologia
y el Instituto Nacional de Salud Piblica.
Los ratones fueron inoculados i.p. con rotavirus YM con diferentes grados de purificacion
como sigue: Los ratones se inmunizaron una ¢ dos veces con el virus activado con tripsina

recibiendo un segundo reto a los 15 dias.

B. MEDIOS DE CULTIVO Y LINEAS CELULARES

Los siguientes medios de cultivo se usaron para cultivar las diferentes lineas celulares:

a) MEM suplementado con 8% de sucro bovino fetal (Gibco), 2mM glutamina, 100U/ml de
penicilinay 100 pg/ml estreptomicina : (MEM*),

b) MEM suplementado sin suero ; (MEM").

¢) RPMI 1640 suplementado con 9% de suero bovino fetal, 5x10° M 2-mercaptoetanol (2-
ME), 2mM glutamina, 10mM Hepes y 10 pg/ml de gentamicina: (RPMI).

d) RPMI suplementado sin suero; (RPMI')

e) DMEM suplementado con 9% de suero bovino fetal, 2mM glutamina, 100U/ml de
penicilinay 100 pg/ml estreptomicina ( DMEM?*)

Las células se cultivaron a 37°C en una incubadora con atmésfera humidificada y 5% de CO,y
95% de aire. Para esto las células fueron sembradas en frascos de 25 a 75 om’ (Costar),
Cuando las células alcanzaban la confluencia, se subcultivaban cada 3-4 dias a una dilucién
1/10 6 1/20. En caso de tratarse células adherentes, para desprenderlas se retird el medio de
los frascos, se lavaron con 0.5 mM EDTA y finalmente se incubaron en una solucién al
0.025% tripsina 0.5 mM EDTA por 5 minutos a 37°C. Las diferentes células que s

emplearon estdn descritas en la Tabla 1. '
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Tabla 1: Resumen

de las caracteristicas mds sobresalientes de las lineas

célulares
LINEA MEDIO DE CULTIVO CARACTERISTICAS
CELULAR
Bw 5147 TCR " RPMI" H-2" a8 TCR"
A20). RPMI* Linfoma de células B
H2) 1"
CTLL-2 RPMI* suplementado con 20% Tc - (H-2") dependiente de
(v/v) de sobrenadante condicio- IL-2, IL-4, TL-15%%%3
nado de XGL310 miL-2 como
fuente de interleucina.
XGL310 mIL-2 RPMI” Linea productora de IL-2 de
ratén. Donada porel Dr.
Melchers
MA-104 MEM’ Células epiteliales de rifion
de mono rhesus
Células L DMEM’ Fibroblastos de ratén
H2) %
Células LIA' DMEM" "Células L transfectadas con
1A' RT2.3.3H%
Células L IE’ DMEM' "Células L transfectadas con
IE' RT 10.3H2%

C. ROTAVIRUS

1. Crecimiento
Las siguientes cepas de rotavirus adaptadas a crecer en cultivo de células fueron usadas: YM
(GllL:porcino), SAI1 (G3:simio), Ch2 (G7:aviar), TS1090 (G3:felino), UK (G6:bovino),
CU-1 (G3:canino) y H-2 (G3:equino). Estos virus se trataron con 10 ug/ml de tripsina por
30 minutos 37°C antes de infectar las células MA-104 en MEM'. Una vez observado el efecto
citopdtico entre las 18-24 horas, los lisados se colectaron y congelaron ”,
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2. Semi-purificacién por colchén de sacarosa

Los lisados de células infectadas con rotavirus, una vez congelados y descongelados dos
veces, se mezclaron con un volitmen equivalente de triclorotrifluoroetano (Fredn Merck).
Después de una vigorosa agitacion y centrifugacion en el rotor JS7.5 a 7000 rpm por 30
minutos a 4°C se logrd la separacién de las membranas y la liberacién de las particulas virales
adn atrapadas. Posteriormente, para la obtencién de particulas virales semi-purificadas, al
término de la centrifugacion, el sobrenadante libre de los restos célulares mds densos se
colectd y concentrd por ultracentrifugacion a 25,000 rpm en el rotor SW28 por 2:30 horas a
4°C. El precipitado obtenido se resuspendio en 2 ml de buffer TSCM (Tris 0.02 M, NaCl
0.15M, 10 mM Ca”, 0.001 M Mg*: pH=8.2) y se pasd a través de un colchén de sacarosa
al 30% (w/v) ultracentrifugando nuevamente en el rotor TL100.4 a 65,000 rpm por 45
minutos a 4°C. El virus semi-purificado finalmente se rescaté del fondo del tubo al
resuspender la pastilla insoluble en 500 pl de TSCM. Para su presenvacion se hicieron
alfcuotas de 50 ptl y se almacenaron a -70°C. La estimacion de protefa y la pureza de la
preparacién se determino por el método de Lowry y por electroforésis en geles de
poliacrilamida como se describe mds adelante. -

3. Purificacion por Cloruro de Cesio

Se siguid el mismo protocolo ya mencionado en la semipurificacién hasta el paso en el cual se
concentra el virus. En este punto la muestra resultante se pasaron a través de una gradiente
isopicnico de CsCl (aplicando el virus sobre el CsCl previamente preparado a una densidad
de 1.36 g/cm’ en TM ( buffer Tris 20 mM, MgC1..6H.0.1 M, pH=8.2). La separaci6n de las
fracciones se logrd finalmente mediante ullracentrifugacién a 37,000 rpm por 18 horas en el
rotor SW50 a 4°C. De esta manera, las bandas opalescentes de mayor y menor densidad que
correspondian en éste orden a virus sin cdpside externa y a virus con cdpside externa se
recuperaron*®,

D.  DETERMINACION DE PROTEINA
La cantidad de protefna de las preparaciones, fue estimada usando el método de Lowry
modificado de Bio Rad DC (Life science research products). Para la determinacién el virus se
disgregaba hirviendo las muestras por 3 minutos en buffer disruptor (5% SDS en TSCM),
quedando el SDS finalmente en los pozos al 0.4%, concentracién atn tolerada por el método,
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E. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
(SDS-PAGE)

La pureza de las preparaciones fue analizada con el sistema de Laemmli utilizando geles de
poliacrilamina al 11% bajo condiciones desnaturalizantes (0.1% SDS). Brevemente, las
muestras y 10 pl de marcadores pre-tefiidos de peso molecular (Gibeo, Life technologies
INC), se hirvieron en presencia de buffer de carga (1% SDS, 1% 8-mercaptoetanol (2-ME),
2 mMEDTA, 10% glicerol, S0 mM Tris.HCI pH= 6.8) y la solucidn proteica obtenida se
aplicd al gel para separar las proteinas electroforéticamente. Finalmente éstas se tifieron con
azul brillante de Coomasie al 0.05% en 50% de metanol y 10% de 4dcido acético.

F. WESTERN - BLOT

Para realizar el Western Blot, después de separar las protefnas por SDS-PAGE se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Schleicher Schuell) utilizando un sistema de
tres buffers consistente de el buffer A: 0.3M de Trizma base, 20% de metanol; el buffer B:
0.25 mM Trizma base 20% metanol y el buffer C: 0.25 mM Trizma base, 40 mM glicina,
20% metanol en los cuales, tanto el papel de nitrocelulosa, los filtros y el gel debfan ser
inmersos antes de ser colocados uno sobre otro en una cimara Semi-phor (Hoefher scientific
Instruments). Para la transferencia se aplicaron 50 Volts y 96 mAmp (para un gel de 12 x 13
em?) por 45 minutos a temperatura ambiente (TA). Al finalizar la membrana de nitrocelulosa
se bloqueé con 5% Leche Carnation descremada y 0.2% Tween 20 por 2 horas a TA y
posteriormente se incubd con los anticuerpos policlonales de conejo anti-YM (producido con
virus purificado) y anti-VP6,,, 5, diluidos 1/1000 en PBST/ 5% leche por 90 minutos a TA.
Entre cada paso se hicieron 3 lavados con PBS-Tween 20 de 15 minutos. Finalmente, para la
deteccion se empled una anti-Inmunoglobulina de cabra acoplado a peroxidasa (Kirkegard &
Perty ) y se reveld con una solucién compuesta de 1.5 ml de carbazole (4 mg/ml en
dimetilformamida), 4ml de buffer de acetatos 0.05 M pH=5 y 10 ul de H, O, filtrada en el
momento a través de una membrana millipore de 0.45 jtm y mantenida en la obcuridad

G. TRATAMIENTO DE LAS PREPARACIONES VIRALES

a) Irradiacién con luz u.v.
Las preparaciones de virus se irradiaron con una limpara Multiband uv 254-366-NM,
empleando luz u.v. de onda corta a 1 cm de distancia de la fuente por 5 minutos. En estas

condiciones se redujo en un 52% la infectividad del virus. Este tratamiento, sin embargo, fue
usado principalmente para esterilizar la preparacién y poder ser usada en cultivo
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b) Tratamiento con calor

Las preparaciones virales con diferentes grados de purificacion, se trataron por 30 minutos a
56°C en un baiio con agua (RM 6 Lauda Brinkmann). En estas condiciones se redujo en un
95% la infectividad del virus,

H. PEPTIDOS SINTETICOS

Treinta y cinco péptidos sintéticos de 14 aminodcidos de longitud sobrelapados por 8
aminodcidos, fueron sintetizados por la compaiifa Chiron Mimotopes (San Diego, Ca, EUA).
Para la sintesis la secuencia de aminodcidos de la protefna VP6 de YM del aminodcido 181-
397 fue tomada como base®’. Este grupo de péptidos se sintetizaron usando el sistema de
liberacién de péptidos "multipin”, en el cual los péptidos son sintetizados sobre polimeros de
acrilico con el extremo carboxilo terminal bloqueado con Dicetopiperazina (DKP) y son
liberados a pH neutro ¢ alcalino, lograndose una pureza promedio de aproximadamente un
30%. Posteriormente los péptidos VPG, ¥ NPy (RSAYERMCNILKGK) de
Nucleoprotefna de Influenza A/NT/60/68 se sintetizaron de igual manera por las compaiifas
Research  genetics (Huntsville, ALEUA) 'y por Bio-synthesis (Lewisville,Tx,EUA)
respectivamente con un 80% de pureza. Este método de sintesis esta especialmente disefiado
para generar niveles bajos de impurezas que pudieran inducir toxicidad en los cultivos
célulares.

l. EXPRESION DE VP6 Y SUS FRAGMENTOS

La protefna VP6 de rotavirus YM completa 1-397aa y en forma de dos fragmentos
sobrelapados correspondientes a las regiones de aminodcidos 1-192 y 171-397 fueron
clonados en los vectores de expresién pGEX-2T y 4T (Pharmacia). Estos vectores dirigen la
espresién de las proteinas fusionadas a Glutatidn S-Transferasa (GST). De esta manera se
obtuvieron las proteinas de fusion GST-VP6, GST-VP6,.,, y GST-VP6,;,0:.
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1. Clonacion de los fragmentos de DNA que codifican para
VP6 y los extremos amino y carboxilo términal en PGEX
El gene 6 completo de YM clonado en pPGEM-3Z (Promega) pGEM-YM®6.5 fue usado como
templado para obtener tanto VP6 como sus fragmentos que subsecuentemente se clonaron en
el plasmido pGEX-4T 6 2T (Pharmacia).

Paraesto, se generaron por PCR los sitios de restriccion EcoRI'y Smal en los extremos del
gene utilizando un par de oligonucleétidos que hibridan del nucleétido 22-38 en el extremo 5'
(CCC GGG AAT TCA TAT GGA GGT TCT GTA CTC ) y del nucleétido 1338-1352 en el
extremo 3' (CAG ACC CGG GCC GCG GTC ACA TCC TCT CAC T ) respectivamente,
Con esto se amplificé desde el ATG hasta el codén 397. Para su clonacién, tanto el vector
PGEX-4T como el producto del PCR fueron cortados con las endonucleasas
correspondientes y ligados generdndose (pGEX-YM®6).

El fragmento VP6
oligonucle6tidos que hibridan del ATG al nucledtido 38 (5-CCC GGG AAT TCA TAT
GGAGGT TCT GTA CTC-3) y en laregién 563-579 ( 5' GG ATT AAT GCT GGA TCA
TGA GAA TTC CCG GG -3'). Con esto se amplificd desde el ATG hasta el codén 193
generdndose dos sitios de EcoRI en los extremos. Para su clonacidn, tanto el vector pGEX-

2T y el producto del PCR fucron cortados con las endonucleasas correspondientes y ligados
generindose (pGEX- YM6 )

fue escindido del plismido pGEM-YM®6.5 por digestion con' las
)

se obtuvo amplificando y extendiendo por PCR con un par de

1192
El fragmento VP6
endonucleasas Smal y Nael y subclonado en PGEX-2T (pGEX-YM6

171-397

Una vez obtenidos los pldsmidos recombinantes se realizé la transformacién de la cepa de
E.coli IM109. La seleccién de las colonias fue realizada en base a la resistencia de las
colonias a ampicilina y expresando lus proteinas de fusién como se describe a continuacién,

2.  Expresion y tratamiento de bacterias
Para la expresién de las proteinas de fusién, las cepas de E.coli JM109 transformadas se
crecieron toda la noche a 37°C en medio luria liquido suplementado con 50 pg/ml de
ampicilina. El dfa siguiente, se subcultivaron 1/100 en el mismo medio hasta alcanzar una
0.D. de 0.3 a 600 nm y entonces se indujo la expresién de las proteinas de fusién con ] mM
IPTG por 3 horas. Posteriormente con la finalidad de purificar las protefnas de interés, se
realizé la separacién de la fraccién soluble e insoluble de los cultivos inducidos. Con este fin,
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la suspensién bacteriana se lavd dos veces con buffer de lavado (50mM Tris, ImM 2-ME)
centrifugando a 1500g por 10 minutos cada vez. Después del dltimo lavado, las células
previo a su sonicacidn se resuspendieron en 2 ml del mismo buffer en presencia de los
inhibidores de proteasas PMSF ImM, leupeptina 1uM y Aprotonina 0.3tM. La sonicacién
consistié de 3 pulsos de 30" de 14-18 mm de amplitud, en un sonicador Soniprep 150
(SANYO MSE). Al finalizar este tratamiento se centrifugd y se obtuvieron las fraccidn
soluble e insoluble de cada preparacidn. La cantidad aproximada, pureza y solubilidad de las

proteinas deseadas fue evaluada al correr las muestras en un gel de poliacrilamida, el cual fue
tefiido con coomasie. En la figura 1 A se muestra la electroforesis de la fraccién insoluble del
sonicado de las bacterias sonicadas tefiidas con coomasie indicando con flechas la expresidn
de las protefnas de fusién, GST y VPO de rotavirus YM semi-purificado. En las figuras 1B y
IC se muestra la expresion de las mismas reveladas con los anticuerpos policlonales de

conejo anti-VP6,,,.,; y anti-YM respectivamente.
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figura 1: Expresion de las proteinas de fusion
(A) Expresion de las prolefnas de fusién GST-VP6, GST-VPG, 1, y GST-VPGyy;.35;. Cantidades equivalentes

de las fracciones bacterianas y virus semi-purificado YM se mezclaron con el buffer de carga y sujetos a

| 44KDa

PAGE-SDS (gel al 11% )y se tificron con coomasic. Los carriles | y § corresponden a GST (26 kDa), ‘2 y
6 aGST-VP6yy,.597 (51 kDa), 3y 7GST-VP6,., (46 kDa) y 4 y 8 a GST-VP6 (70 kDa). En (B) y (C) se

muesiran los western blots correspondientes a la fraccion insoluble revelado con los anticuerpos policlonales

de conejo preparado contra el fragmento VP6,4.49; ¥ contra rotavirus YM purificado rcspectivmncmé. En ‘(B)
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¢l camil | corresponde a YM semi-puriticado y el carril 2 a - GST-VP6,3,.597. En (C) el carril 1 corresponde a

GST-YP6, ;. el carril 2 a GST-VPO y el carril 32 YM semi-purificado.

3. Preparacién de los extractos proteicos para cultivo in vitro
Para los cultivos, la cantidad de protefna de la fraccion insoluble de las preparaciones antes
mencionadas fueron determinadas por Lowry (Bio-Rad); ademds los extractos protéicos
fueron irradiados con luz u.v. de manera similar a la descrita para las preparaciones virales.

J. FUENTES DE INTERLEUCINAS

a) Sobrenadantes condicionados por las células XGL310 mIL-2. Para su obtencidn las
células XGL310 mIL-2 fueron cultivadas a saturacidn y el sobrenadante de la suspensidn
cosechado por centrifugacién a 1150 g y filtrado a través de una membrana de 0.22 pm. b)

[L-2 recombinante comercial de ratén ( Boheringer 10,000 U/ml)

K. ESTIMULACION DE LAS CELULAS Th AISLADAS DE
BAZO

Para examinar la respuesta de las células Th a nivel policlonal, el bazo de ratones BALB/c
inmunizados i.p. con rotavirus se aislé a los 15 dfas de la Gltima inmunizacién. Este se
homogeneizé por presion sobre una rejilla metdlica y de la suspensién célular resultante se
sembraron 4x10°células/pozo en placas de 96 de fondo plano (Costar) junto con diferentes
antigenos a las concentraciones indicadas. Estos cultivos se incubaron a 37°C por 48 horas en
un volimen final por pozo de 200 pl. Al finalizar la incubacién los sobrenadantes se
recolectaron y congelaron a -20°C para lisar cualquier célula viva y entonces se evalué su
contenidode IL’s en la linea indicadora CTLL-2 dependiente para proliferar de IL-2, IL-4 ¢
IL-15**, El medio de cultivo utilizado fue RPMI" suplementado con 5x10° M de 2-ME,
100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml estreptromicina, 2 mM de glutamina y 10 mM de Hepes al
0.5% de suero de ratén previamente inactivado a 56°C 6 bien con 7% de suero bovino fetal
CPRS-2 (Sigma). '

L. GENERACION DE HIBRIDOMAS DE CELULAS Th

Pata la obtencién de hibridomas de células Th, las células de bazo de ratones BALB/c
inmunizados i.p. con rotavirus YM purificado se disgregaron como ya se ha descrito y la
suspencién célular resultante se estimul6 de la siguiente manera; El dfa O se resuspendieron a
una densidad de 2x10° células /ml con RPMI* en frascos T de 25 cm? (Costar) y se
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estimularon con Ipg/ml de rotavirus YM carente de sus protefnas externas (VP4 y VP7).
Siete dias después las células se llevaron a una densidad de 2x10°células/ml con 3pg/mi de
SAll 4fm sin capa extema y células de bazo tratadas con mitomicina C como fuente de
CPA’s (2x10% /ml ). La estimulacién se repitié a los 7 dias con lpg/ml de SALl semi-
purificado. Cuatro dfas después de la ultima estimulacién, los blastos se cosecharon, se
lavaron con RPMI'y se fusionaron con la lfnea célular BW5147 (TCR", HPRTY) en una
proporcién 5:1. Para esto, se adicionaron 0.8 m! de polietilenglicol al 50% (Boehringer
Mannheim Biochemicals) durante 1 minuto y en seguida RPMI por lapsos de 2 y 3 minutos.
La suspension célular se llevé finalmente a una densidad de 1x10°células/ml en RPMI'
suplementado con HAT (Hipoxantina 5 mM, Aminopterina 0.02 mM y 0.8 mM Timidina),
sembrando 100 pl de la misma en placas de 96 de fondo plano. Para la seleccion de
hibridomas se usa HAT como medio de seleccidn ya que permite inhibir la sintesis de novo
de nucledtidos (aminopterina) y forza a las células a sintetizar nucledtidos por la via de
salvamento (usando Hipoxantina y Timidina como sustratos). Esto da como resultado la
muerte de todas aquellas células no fusionadas ya sea que sea poseedoras de una mutacién en
laenzima HPRT esencial en la via de saivamento 6 que sean incapaces de crecer por periodos
prolongados en ausencia de antigeno tales como cualquier célula no tumoral.

De3a 6 dfas después se reemplazaron 100 i de medio por 100 1 de medio RPMI™ HAT
2x. Para el primer ensayo de especificidad, de los pozos confluentes se tomaron 250 pl de la
suspension célular y se transfirieron a Iml de medio fresco suplementado con HT.

El pozo padre se usé para determinar la especificidad de los hibridomas de la siguiente
manera; Las células A.20.J (5x10%ml ) se incubaron con 25 pg/m! de YM semi-purificado a
37°C por 4 horas. Posteriormente, se llevaron a una densidad de 2.6x10° células/ml y se
adicionaron 100 pi de esta suspensién célular a los pozos padre. A las 24 horas los

sobrenadantes se colectaron y el contenido de IL's se evalué en las células CTLL-2.

M. TRATAMIENTO DE LAS CELULAS DE BAZO CON
MITOMICINA C

Con la finalidad de bloquear la divisién célular de las células de bazo de ratones BALB/c

normales a utilizar como células presentadoras de antigeno (CPA’s) se utilizd como agente

entrecruzador del DNA a la mitomicina C. Para esto, las células de bazo se llevaron a una

densidad de 2x10’ células/ml, se incubaron a 37°C por 20 minutos en presencia de 25 pg/ml
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de mitomicina C (sigma). Posteriormente las células se lavaron varias veces y se adicionaron

210° células/ml a los cultivos totales mencionados.

N. ESTIMULACION DE HIBRIDOMAS

Los hibridomas fueron cultivados en placas de 96 de fondo plano (Costar) a una densidad de
5x10' células/poza con antigeno y 1x10°células/pozo de células A.20.J en RPMI como CPA
en un volumen final de cultivo de 200 pl. A las 48 horas los sobrenadantes fueron

recolectados para evaluar su contenido de IL”s en la linea célular CTLL-2.

0. EVALUACION DE INTERLEUCINAS DE LOS
SOBRENADANTES DE CULTIVO

Para evaluar el contenido de interleucinas de los sobrenadantes de los cultivos de células de
bazo ¢ hibridomas de células Th estimuladas con antigeno se usé la linea celular CTLL-2
dependiente pura proliferar de [L-2, [L4 e IL15. Para esto, las CTLL-2 semi-confluentes se
lavaron 3 veces con RPMI" y antes del Wltimo lavado se incubaron 2 horas a 37°C
removiendo completamente la IL-2 presente en el cultivo. Después del wltimo lavado las
células se resuspendieron a la concentracion adecuada en RPMI" con 2% de suero bovino
fetal CPRS-2 (Sigma). De esta manera, se sembraron 50 pl de la suspensién célular en placas
de 96 de fondo redondo (Nunclon, Inter Med,Dinamarca) junto con 50 ul de los
sobrenadantes de cultivo previamente congelados y descongelados una vez para lisar
cualquier célula viva. Para evaluar la proliferacién de las células CTLL-2 se utilizaron los
siguientes métodos: a) La incorporacion de ['H]-Tdr en el DNA de las células en la etapa de
sintesis y b) El método colorimétrico MTT, que mide el producto insoluble formazdn,
derivado de la oxidaci6n del MTT en las mitocondrias de las células vivas.

1. Incorporacién de ['H]-Tdr
Para el cultivo 1x10* células CTLL-2 se incubaron 22 horas con los sobrenadantes de cultivo
y 4 horas més con 0.5 pCi de [’H)-Tdr. Al témino de ésta tltima las células se cosecharon
sobre un papel filtro utilizando un cosechador de células automdtico Skatron (INC). La
incorporacién de [’H}-Tdr en las células fue medida posteriormente en un contador f de
centelleo liquido. Los resultados son cxpresadbs en cpm (cuentas por minuto) e fndices de
estimulacién (LE.). Este ultimo representa el cociente de la incorporacién de [H}-Tdr por las
células CTLL-2 que proliferan en respuesta a las’ interleucinas liberadas al estimular las
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célulzs de bazo 6 hibridomas Th con antigeno entre la estimulacion de las células en respuesta
a las interleucinas liberadas por las células de bazo e hibridomas Th con medio sin antigeno.

2, MTT
Allemativamente, 2 x 10* células se adicionaron a los sobrenadantes y se pulsd el cultivo a las
24 horas con 20 pl de MTT (Smg/mi) por 4 horas generandose una pastilla insoluble de azul
de formazén, Para lograr su disofucidn se adicionaron 100 pl de una solucién de SDS al 10%
en 00IN HCl y se incubd toda fa noche. El producto coloreado entonces, se leyé a 570 nm
enun lector de placa de elisa ( Bio-Tek instruments). El sobrenadantes de IL-2 procedentes
de las cétulas XGL310 mlL-2 se usé como control positivo en ambos ensayos.

P. ENSAYOS DE RESTRICCION POR EL MHC CLASE i

1. Presentacién de antigeno por células L transfectadas

Los hibridomas Th se cultivaron en RPMI" sembrando 5x10° células/pozo en presencia de
antigeno y fibroblastos L (3 x10°células /ml ) transfectados con las moléculas del MHC 1A 6
1E46 con las células A,20.) como CPA’s en un voltimen final de cultivo de 200 pl. A las 48

hosas los sobrenadantes se cosecharon y se determiné su contenido de Interleucinas en la
lineacélular CTLL-2.

2. Blogueo de las moléculas del MHC clase II con
anticuerpos monoclonales.

Para los ensayos de blogueo por anticuerpos, se sembraron hibridomas Th (5x10" /pozo) en
presencia de las células A.20.J (1x107pozo), 5 ug/ml de rotavirus YM semi - purificado y
10 pg/mi de los anticuetrpos monoclonales de ratén K22,203.7 (anti-JA' )y y K22.42.2
(anti-IE"). A las 48 horas los sobrenadantes se recolectaron de los pozos y se examinaron en
la linea célular CTLL-2. Los hibridomas productores de los anticuerpos utilizados son del
mismo isotipo ( IgGa) y han sido usados previamente para bloquear el reconocimiento de
antigeno por células T°*%, donados por el Dr. Vianney Ortiz.
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V. RESULTADOS

A,  RESPUESTA ANTI-VIRAL DE CELULAS Th A NIVEL
POLICLONAL

Como modelo experimental para la evaluacion de la respuesta policlonal de células Th en
contra de rotavirus, ratones adultos de la cepa singénica BALB/c (H-2Y) se inmunizaron
intraperitonealmente (i.p) con rotavirus heterélogos activado con tripsina. Esto fue realizado
basdndonos en estudios previos en donde, a pesar de que por esta via solo un ciclo de
replicacién se lleva a cabo, una clara inmunidad activa puede ser inducida®. Por esta razdn,
este modelo fue implementado como una alternativa a la utilizacién de ratones neonatos (4-15
dias) y al uso rotavirus murinos dados los problemas metodoldgicos que su uso implica, ya
que hay que tener excesiva precaucién en la manipulacién para evitar que toda la colonia de
ratones s¢ infecte y que los ratones sean bien inoculados. Asi para evaluar la activacién de las
células Th, las células totales de bazo de estos ratones sin procesamiento alguno, se
cultivaron en presencia del virus y sus proteinas. En estos cultivos, las preparaciones

antigénicas que se utilizaron fueron: lisados virales, virus semi-purificado, asi como las
protefnas de fusion GST-VP6 y GST-VP6

M-Whae

La estimulacién de las células Th fue evaluada midiendo la presencia de interleucinas en el
sobrenadantes. Para esto, se implemento un bioensayo previamente usado en otros sistemas
virales. En estos, se mide el contenido de interleucinas de los sobrenadantes de cultivo por
medio de la proliferacion de las células CTLL-2 dependientes de IL-2, IL4 e IL15"*. Esto
da una medida muy confiable de la estimulacion de las células Th, ya que se ha demostrado
que mds del 95% de las IL's detectadas por las CTLL-2 en este ensayo son secretadas por las
células T CD4**". Dado que IL-2 es secretada predominantemente por la subpoblacién Thl e
IL-4 por las Th2, la utilizacién de este sistema permite valorar la activacién de ambas
subpoblaciones de células Th. En este trabajo no se discriming especificamente la ¢ las
poblaciones de células Th activadas en respuesta a ant{geno dado que el trabajo se enfoco a la
determinaci6n de la especificidad del reconocimiento de antigeno de las células Th.
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1.  Estandarizacion del sistema de deteccidn de interleucinas

En el establecimiento de este bioensayo, se compararon los siguientes métodos para la
evaluacién de la proliferacién célular de la linea indicadora CTLL-2: a) La incorporacion de
[’H]-Tdry b) El método colorimétrico MTT. Para esto, se realizaron curvas ddsis respuesta
con IL-2 recombinante, En la Figuras 2A y 2B se puede ver que la sensibilidad de los dos
métodos probados es similar®. Al 50% de la respuesta mdxima la concentracién de IL-2
detectada en el caso de ['H}-Tdr fue de 50ImU/m! y en el caso de MTT de 63 1mU/ml. Por
ello, ambos se emplearon en la evaluacién de la proliferacién de las CTLL-2 mediada por el
contenido de interleucinas presentes en los sobrenadantes de los cultivos.
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Figura 2: Evaluacion de la proliferacién de las células CTLL -2 usando [*H]-
Tdr y MTT

Proliferacién célular de la lfnea célular CTLL-2 mediada por la estimulacién con varias concentraciones de IL-2
recombinante (200-190U/ml). Las células fueron culiivadas 22 y 24 horas utilizando como mélodos &
deteccion A) [PH)-Tdry B) MTT respectivamente (ver métodos). Las lecturas obtenidas ante la estimulacion
con-medio fueron para [*H]-Tdr =800cpm y para MTT =0.106. En la figura C) se compara la respuesta entre

ante ambos métodos.

Por esta razén el métodos de [*H]-Tdr se uso preferencialmente cuando se requeria
determinar concentraciones de IL’s muy similares entre sf en forma precisa como en el caso
de una respuesta policlonal, Es importante mencionar que el método del MTT resulto ser mis
répido y fdcil de realizar, por lo que fue usado en los ensayos de hibridomas en los cuales la
respuesta ante la estimulacién antigénica era considerablemente diferente a la obtenida con el
control. As{ mismo, esta técnica permitié manejar de un gran nimero de muestras.
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2. Dosis dptima de antigeno necesario para la induccién de
células Th anti-rotavirus

Con Ia finalidad de emprender la caracterizacion de la respuesta de lus células Th ante
rotavirus; se inmunizaron ratones BALB/c con rotavirus y se realizaron cultivos totales de
células de bazo en presencia de antigeno. Inicialmente se estandarizé el nimero de células de
bazo necesarias para lograr una respuesta éptima de células Th in vitro en estos cultivos,
encontrando que 4x10° células/ pozo era la concentracién adecuada (dato no mostrado). En
funcién de esto, la respuesta de las células Th contra rotavirus se evalud por medio de la
inmunizacién intraperitoneal de ratones con diferentes ddsis de virus purificado para de esta
manera; a) evitar la introduccidén de protefnas no virales que pudieran interferir en la respuesta
sobre todo a altas concentraciones y b) trabajar a nivel de masa, en g de proteinas virales, lo
cual es dificil de hacer con lisados. Asf para evaluar la respuesta de las células Th de menioria
procedentes de estos ratones, las células de bazo se estimularon in vitro con diferentes
concentraciones de rotavirus YM semi-purificado ( 12-0.024pg/ml) e irradiado con luz
ultravioleta (uv). Como centrol se utilizaron ratones inmunizados con buffer. Como se¢ puede
apreciar en la (Figura 3), YM purificado fue capaz de inducir una respuesta policlonal de
células Th. A la concentracidn de 3.125 pg/ml se alcanzd una respuesta 6ptima en los ratones
que se inmunizaron una vez. En los ratones de inmunizacién doble, el punto mdximo no pudo
determinarse con el rango de concentracién probado, sin embargo, la estimulacidn fue mejor
en casi todo lo largo de la curva. Las células de bazo provenientes de ratones inoculados con
butfer dieron valores de fondo a lo largo de las concentraciones de virus usados. Estos
resultados muestran que rotavirus purificado puede inducir una respuesta désis dependiente
de las células Th de memoria cuando se inocula por via parenteral y sugieren que la
inmunizacion con rotavirus purificado potencialmente sensibiliza células Th contra alguna de
las proteinas estructurales (VP1,VP2,VP3,VP4,VPG y VP7).
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Figura 3: Respuesta policlonal de las células Th especificas contra rotavirus

Respuestade células Th contra rotavirus evaluada por medio de la liberacién de interleucinas. Las células
bazo de ratones BALB/c inmunizados i.p. con (%) Buffer, (0) una vez con 7 g of purified YM ¢ (0 ) dos
vecescon 7 y 10 pg de rotavirus YM purificado se cullivaron en presencia de distintas concentraciones d:
rotavirus YM semi-purificado. A las 48 horas de cultivo los sobrenadantes 'se colectaron y el contenido &
interleucinas se evaluo midiendo la proliferacion de las CTLL-2 por medio de la incorporacion de [SH]-Tdr. Los
resultados son presentados como fndices de estimulacidn, La respuesta de los controles con medio fueron: (1)

=180 cpm (0) =287 cpin and (0) =320 cpm.

3.  Respuesta heterotipica
Por estudios recientes se sabe que las células Th anti-VP6 de la cepa UK(G6:bovina) pueden
activarse con la cepa de rotavirus Ch2(G7:aviar)®. Por tanto, dada la naturaleza heterotipica
de esta respuesta, se quizo determinar si algo similar podfa ocurrir entre otras cepas de
rotavirus, Para esto se cultivaron células de bazo de ratones inoculados i.p. con buffer é con
rotavirus YM (G1 Liporcina) semi-purificado en presencia de lisados de células MA104 y
lisados de células infectadas con rotavirus SAll (G3:simio) tratados con calor (ver materiales
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y metodos). Como se puede apreciar en la Tabla 2, las células Th especificas para YM (G11)
pudicron ser activadas con rotavirus SAll (G3). Esto corrobord la capacidad que tienen las
célufas Th especiticas de rotavirus de responder de manera heterotipica. Ademds, podemos
mencionar que también se encontrd una respuesta heterotipica de células Th provenientes de
ganglio cuando el virus fue inoculado en presencia de CFA encontrando que células Th
sensibilizadas con YM reconocieron las cepas de rotavirus SAIl y Uk (resultado no

mostrado).

Tabla 2: Respuesta de las células Th vs. YM y SAIl

ALB/c control BALB/c 1
MEDIO 129 (1.0) 789 (1.0)
CON-A 5060 (39) 4870 (6.2)
MAI(4 114 (0.8) 2220 (2.8)
SAll 129 (1.0) 3766 (4.8)

Respuestade células Th contra rotavirus evaluada por medio de la liberacion de interleucinas. Las células de
bhazo de ratones BALB/c inmunizados i.p. con 25 pg/ml de rotavirus YM semi-purificado se estimularon con
lisados de rotavirus SAll y células MA104 wratados con calor asi como con 2.5 gg/ml de Con-A. A las 48
horas de cultivo los sobrenadantes se colectaron y ¢l contenido de interleucinas: se midié evaluando la

proliferacién de las CTLL-2 por medio de la incorporacién de ["'H]-Tdr.

4. Respuesta de células Th hacia VP6 de YM

Dados los resultados anteriores, se inicio la caracterizacidn de la respuesta de las células Th
hacia las diferentes proteinas del virién. Se eligi6 VP6 como modelo para montar las
condiciones experimentales dado que: Esta protefna se encuentra en una proporcién muy alta
en el virion (alrededor de un 50% del peso total del mismo). Ademds, se ha demostrado que
es un blanco del reconocimiento de una lfnea de células Th heterotipicas procedentes de
ratones BALB/c lo cual sugerfa la existencia de epftopes Th altamente conservados. En
funcién de esto, para empezar a disectar los sitios antigénicos localizados en VPG, se
construyeron y expresaron las protefnas de fusiéon GST-VP6,..,, y GST-VP6,;.,,; (Figura 4)
que comprenden las regiones de aminodcidos 1-192 y del 171-397 de VP6 fusionados a la
protefna Glutation-S transferasa GST respectivamente.
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"
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Figura 4: Diagrama de los fragmentos de VP6 fusionados a GST

Estos comprenden las regiones de aminodcidos del 1 al 192y del 171 al 397. La regidn sombreada muestra la

zonxsabrelapada entre los dos fragmentos.

Para evaluar la especifidad de la respuesta ante los dos fragmentos de VP6, se analizé la
respuesta de las células Th en cultivos de células de bazo de ratones inmunizados dos veces
conratavirus YM purificado, Como control se usaron células de bazo de ratones inoculados
i.p. con buffer. En estos cultivos las protefnas utilizadas como antigeno fueron las proteinas

totales presentes en la fraccidn insoluble de lisados bacterianos que expresaban GST solo 6

fusionado a los fragmentos VPG y VP6 . Con la finalidad de que no se perdiera

ningin epitope de células Th, los fragmentos se construyeron sobrelapados por 21
aminodcidos, La proporcién de estas proteinas respecto a la fraccion total de proteinas
presentes en los lisados fue de un 50, 70 y 80% respectivamente. Estos valores se obtuvieron
por andlisis visual de las preparaciones en geles de poliacrilamida tefiidos con coomasie
(Figura 1, ver materjales y métodos). En la Tabla 3 se muestran solamente las reSpuestas
mds altas de las células Th en los cultivos de células de bazo en un rango de estimulacién
antigénica de 3.75 1 15.0 pg/ml. .
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Tabla 3: Respuesta policlonal de células Th hacia VP6

CPM _(LE.)

GRUPO BALB/¢ IP TSCM BALB/c IP YM
MEDIO 237 322

YM SEMI-PURIF. 208 (0.9) 8252 (25)

GST 236 (1.0) 534 (1.6)
GST-VP6 1-192 249 (1.0) 1265 (3.9)
GST-VP6 171-397 241 ( 1.0) 1784 (5.5)
CON-A 26380 (111) 24746 (77)

Secrecidn de interleucinas por células de bazo estimuladas con VPG6. Los sobrenadantes de cultivo se
recolectaron a las 48 horas y examinaron en cuanto a su contenido de interleucinas midiendo ta proliferacicn
de la linea celular CTLL-2 por incorporacion de *H-Tdr. Como antigeno, sc usaron rotavirus semi-purificado
10 pg/mi de YM, asf como 7.5 pg/nl de GST, 7.5 pg/ml de GST- VP, , 3.5 pgiml  GST-VP6yyy.007 ¥
como control 2.5 pg/ml de Con-A. ‘

Ante a estimulacién de las células de bazo con GST-VP6 |y GST-VP6
que ambas fracciones de VP6 inducfan una respuesta especifica de células Th, siendo esta
mejor anle el extremo 171-397 de VPG6. Las células de bazo del ratén control no
respondieron, lo cual valida el uso de las proteinas de fusién sin mayor purificacién que el
fraccionamiento de protefnas solubles e insolubles. Este resultado. sugiere que la region 171-

e encontramos

397 de VP6 es mds antigénica. Sin embargo, en base a estos experimentos no podemos
afirmarlo ya que la regidn 1-192 pudiera estar siendo procesada de manera ineficiente.
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B. RESPUESTA CLONAL DE CELULAS Th
Para la localizacién de epitopes, usualmente se emplean clonas de células T. Estas clonas
pueden ser generadas por dos métodos: a) reestimulacion continua in vitro con antfgeno 6 b)
generando hibridomas de células T. A pesar de que ambas son igualmente ttiles para el
estudio de la especificidad in vitro ****, se decidié producir hibridomas de células T por las
ventajas que estos involucran. Entre estas, la inmortalizacién de células capaces de crecer en
ausencia antigeno y conservar su abilidad de responder especificamente ante éste. Asf células
Th de bazo especificas para rotavirus fueron fusionadas con la linea célular Bw 5147 que es
un linfoma de células T de ratén sensibles a HAT y en los cuales no se encuentra RNA
mensajero para alguna de las cadenas del TCR®. En los hibridomas asi generados, la
seleccion de las lineas Th fue realizada midiendo las IL’s secretadas por estos en presencia de
antigeno y las células A.20.J como CPA's. De esta manera, de las lineas Th obtenidas
algunas fueron clonadas por dilucion limitante de tal manera que la caracterizacién clonal
pudo ser realizada en poblaciones homogéneas y estables en cultivo.

Inicialmente la especificidad de algunas de las clonas se determind ante la estimulacién con
diferentes cepas de rotavirus y las protefnas de fusién GST-VP6, GST-VP6 y GST-VP6
e TOStEriormente, se wilizé una baterfa de péptidos sintéticos como en otros sistemas
virales®®’, Estos fueron sintetizados en base a la secuencia de VP6 de YM” con 14
aminodcidos de longitud yuxtapuestos por ocho aminodcidos y se determind su restriccion
por et MHC clase II (IA ¢ IE)". Esto fue realizado empleando como CPA's fibroblastos de
raén transfectados ya sea con la molécula IA" o IE' 6 bien mediante el blogueo de la
presentacién de antigeno de la linea célular A.20.J (IAIE)" con anticuerpos dirigidos anti-IA" 6

. d
anti-E %,
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1. seneracion de hibridomas de celulas Th anti-rotavirus

Enla generacion de hibridomas, la especificidad preferencialmente se tratd de dirigir hacia las
proteinas mids conservadas. Para esto, las células de bazo de ratones BALB/c inmunizados
i.p.dos veces con rotavirus YM purificado ( 7'y 10 pg) se estimularon in vitro primero con
I pg/ml de rotavirus YM, después con lug/ml de rotavirus SA1l sin capa externa y
finalmente con rotavirus SA T} semi-purificado. Se hicieron 3 fusiones siguiendo el mismo
protocolo de inmunizacién. sélo en una de ellas se generaron hibridomas. Los hibridomas
tardaron en crecer de 7 a 21 dfas después de haber sido sembrados en placas de 96 pozos.
Estos se expandieron en pozos de 24 hasta llegar casi a confluencia y entonces se realizé la
seleccién de las lineas de hibridomas Th especificas hacia rotavirus, Para esto, los hibridomas
fueron estimulados con YM en presencia de 1x10° células A.20.J como CPA's. En la Figura 5
se muestra la proliferacién celular de las CTLL-2 en presencia de los sobrenadants de cultivo
de 11 hibridomas evaluados. Las lineas consideradas como positivas fueron la 3GS, 3AI2y
3G8. Estas lineas mostraron una estimulacion superior a la del control en un 50%.
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Figura 5: Seleccion de hibridomas de células Th especificas para rotavirus

Secrecién de interleucinas por hibridomas de células T, mediada por la estimulacion de las células A20 con 2.5
pg./ml.de YM semi-purificado. A las 48 horas de cultivo los sobrenadantes se colectaron y el contenido d
interleucinas se midid evaluando la proliferacién de las CTLL-2 por MTT. Los hibridomas cuya respuesta

rebasé Ia linea inarcada fueron considerados como positivos. .

2. Clonacién limitante de las lineas 3G5 y 3A12

Para poder llevar a cabo la caracterizacion fina de el 6 los epitopes Th. Los hibridomas se
clonaron por dilucién limitante evitando de esta manera la pérdida de especificidad y
estabilizando las poblaciones. La clonacién por dilucién limitante consiste en sembrar las
células a muy baja densidad en lo que se espera que quede una célula por pozo. Esto fue
realizado basdndonos en el método descrito por J. E. Coligan®. Este consiste en sembrar
hipotéticamente de 0.3 a 0.5 células por pozo con lo cual podriamos tener una eficiencia de
plagueo alrededor de un 22% en toda la placa, La efectividad del método asegura la obtencién
de clonas en un 88% de los casos. La linca 3G8 se perdié por lo que sélo se clonaron 3G5 y
3A12.
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a) Clonas de 3GS generadas

En b Figura 6 se muestran las clonas generadas procedentes de la clonacién de la linea 3G5.
En esta ocasion se sembrd sélo una placa de 96 pozos, de la cual se obtuvo un 23% de
crecimiento con respecto al total de pozos sembrados 22/96.

Para probar rdpidamente la especificidad de las clonas generadas, el contenido de
interleucinas de los sobrenadantes del cultivo de estas en presencia de rotavirus YM y células
A20.J como CPA’s se evalué por MTT. Se consideraron como positivas a todas aquellas
cuya respuesta ante el virus se encontraron arriba 6 igual a 2. En base a este anlisis el 63%
de las clonas fueron tomadas como positivas.

b} Clonas de 3A12 generadas

En Ias Figura 7A y B se muestran las clonas generadas procedentes de la clonacidn de la linea
3A12, En esta ocasién de dos placas de 96 se obtuvo un crecimiento de un 22% respecto al
total de pozos sembrados 42/192, lo cual por estadistica podemos decir que constituyen
clonas dentro de los mdrgenes de confianza ya descritos.

Para la seleccidn de las clonas Th especificas de rotavirus se llevo a cabo el mismo
procedimiento que para 3G5. Como se puede apreciar en base al criterio descrito en el inciso
anterior un 19% de las clonas generadas fueron consideradas como positivas hacia rotavirus.
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figura 7 Clonas de 3A12 generadas

(A) y (B) Secrecidn de interleucinas por las clonas 3A12, mediada por la estimulacidn de las células A20.J con
5 pg/ml, de una mezela de virus semi-purificados compuesia de YM y SA11. A las 48 horas de cultivo los
sobrenadantes se colectaron y el contenido de-interleucinas se midid evaluando la proliferacion de las CTLL-2

por MTT. Las hibridomas cuya respuesta rebasd la lnea marcada fueron considerados como positivos.
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3. Especificidad de las clonas procedentes de 3GS
Se analizé la especificidad de las clonas procedentes de la linea 3G5, la caracterizacion de las
clonas derivadas de la linea 3A 12 no se realizé en este trabajo. Inicialmente se determin la
respuesta de las clonas hacia YM como SA 11, Se seleccionaron 4 de las clonas derivadas de
la Ifnea 3G5 mas estables en cultivo y se evalud su capacidad de respuesta al ser retadas con
las cepas de rotavirus YM y SA11. Como se puede apreciar en la Tabla 4 ambas cepas virales

fueron capaces de estimular a las clonas seleccionadas.

Tabla 4: Respuesta de clonas de 3G5 vs. YM y SAll

CTLL-2 x MTT Abs. 570 nm (LE.)

CLONAS MEDIO YM SAIl
3GS.1 0.020 0.244 (4.4) 0.317 (6.0)
3G5.7 0.028 0.278 (5.0) 0.406 (7.4)
3G5.8 0.018 0.214 (5.0) 0.235 (5.5)
3G5.10 0.019 0.277 (4.9) 0.342 (6.0)

Secrecion de interleucinas de las ¢lonas 3GS5, mediada por la estimulacidn de las células A20.J con Spg./ml. d
rotavirus YM 6 SAIl. A las 48 horas de cullivo los subrenadantes se colectaron y el contenido d

interleucinas se midid evaluando la proliferacién de las CTLL-2 por MTT.

Con la finalidad de determinar hacia que regi6n del virién la respuesta de estas clonas estaba
dirigida; se probé su especificidad ante distintas preparaciones virales, Desde virus purificado
con y sin capa externa, hasta virus semipurificado. Los datos rnostrados en la Tabla §
demuestran que la especificidad de las 4 clonas probadas estd dirigida hacia las protefnas
internas del virién. Esto no fue sorprendente dadas las condiciones de estimulacién de las
células previo a la fusion.
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Tabla §: Clonas de 3G5 vs. diferentes preparaciones virales

CTLL-2 Incorporacién "H-Tdr

CPM (LE.)

Rotavirus YM
CLONAS MEDIO |{SEMI- PURIFICADO SIN CAPA
PURIFICADO EXTERNA
3G5.1 440 8969 (20.0) 3324 (7.5) 39404 (90.0)
3G5.7 427 46035 (107.0) 17937 (42.0) 73979 (173)
3G5.8 340 23133 (68.0) 12353 (36.0) 72674 (214)
3G5.10 | 298 1931 ( 6.5) 786 (2.6) 4514 (15.2)

Secrecion de interleucinas de las clonas 3GS, nediada por la estimulacion de las células A20.J con Spg./ml. &
distintas preparaciones de rotavirus YM. A las 48 horas de cultivo los sobrenadantes se colectaron y el
contenido de interleucinas se midié evaluando la proliferacion de Tas CTLL-2 por medio de la incorporacidn de
PH]-Tdr.

Dado que la inmunizacién con rotavirus purificado YM sensibilizé células Th especificas de
VP6, se pensé que esta proteina podria ser uno de los blancos principales de las clonas ya
que previo a la fusidn los linfocitos utilizados para generar los hibridomas Th se habfan
activado predominantemente con partfculas subvirales compuestas de VP1,VP2,VP3 y VPG,
siendo VP6 la mds abundante ( 50% del peso del virién). Se probd la reactividad de las
clonas ante la regién 171-397 de VP6 usando la proteina de fusién GST-VP6 -y GST en

presenciade células A.20.J como CPA’s. Las clonas reportadas en la Tabla 6 respondieron

171397

especificamente ante esta regién y no reaccionaron ante GST. Estos datos sugieren que dentro
de las clonas Th seleccionadas existen varias especificas de VP6. No- sabemos atin si la
region 171-397 de VP6 es la méds antigénica ya que no se han niapeado todas las clonas
obtenidas. Sin embargo, este resultado sugerfa que en esta region debfa existir al menos un
epitope de células Th,
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Tabla 6: Respuesta de las clonas 3G5 ante YP6

CTLL-2 x MTT Abs. 570 nm (L.E.)

CLONAS GST (extracto) GST-VP6 171-397
3GS.1 0,074 0.267 (3.6)
3Gs.7 0.110 0.329 (3.0)
3G5.8 0.081 0.314 (3.8)
3G5.10 0.072 0.235 (3.3)

Secrecion de interleucinas de 4 clonas representativas de la linea 3GS mediada por la estimulacién de las células
A20.J con 5pg./ml. de los extractos bacterianos insolubles que expresaban GST-VP6 5,44, y GST. A las 48
horas de cultivo los sobrenadantes se colectaron y ¢l contenido de interleucinas s¢ midié cvaluando la
proliferacidn de las CTLL-2 por MTT.

4.  Region de VP8 que reconoce la clona 3G5.7

En esta seccidn, se muestra como sc empezd a definir la especificidad de la clona 3G5.7. Para
esto, se probaron varias désis de los extractos insolubles GST, GST-VP6 g GST-VPO
w ¥y GST- VP6. De esta manera, al analizar la respuesta de la clona ante los extremos
mencionados, encontramos que tanto GST-VP6 como GST-VP6 ;, ,, pueden inducir una
activacion especifica (Figura 8). La respuesta fue ddsis dependiente y predominamc ante
GST-VP6 .. En contraste no hubo respuesta ante GST-VP6 |, y GST, Por tanto, estos
resultados indican que el epitope reconocido por la clona 3G5.7 debe estar presente dentro de
Ia regién 193-397 de VP6.

1
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Figura 8: Reconocimiento de la region 193-397 de VP6 por el hibridoma
3GS.7

Sectecién de interleucipas por 3GS5.7 mediada por la estimulacion de las células A20.J con. varias
concentraciones (30- 0.2pg/ml) de los extractos bacterianos insolublés que expresaban GST y las’ protefnas d
fusin indicadas. A las 48 horas los sobrenadantes se colectaron y el contenido de interleucinas se evalud en ln
linea celular CTLL-2 midiendo la proliferacién célular por incorporacidn de [JH]-Tdr. Control con medio =19

cpm.
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5. Localizacion del epitope reconocido por la clona 3GS5.7

Para Ia localizacién del epitope reconocido por 3G5.7, se analizd Ja actividad antigénica de
VPS con 35 péptidos. Estos se sintetizaron en base a la secuencia de dicha proteina que
comprende del aminodcido 181-397. La longitud elegida para estos fue de 14 aminodcidos
yurtapuestos por 8, ya que la longitud definida para los péptidos clase I es de 12-25
aminodcidos. Asf al realizar el cultivo de 3GS5.7 en presencia de éstos, se observd que esta
clona es activada con tres péptidos que mapean en la region comprendida del aminodcido 283
al 302 de la proteina. El péptido que comprende la regién 289-302 de VP6 indujo una
aclivacién predominante, mientra que ante la estimulacion con los péplidos adyacentes que
comprenden las regiones 283-296 y 295-308 respectivamente, la activacién fue de un 13 y
31% respectivamente respecto a la estimulacion mayor. Como control positivo se usd
rotavirus YM semipurificado (Figura 9).

Portanto, en base a estos datos pensamos que el epitope se localiza en la regién 289- 302 y
que la antigenicidad de los péptidos adyacentes, se debe a que éstos contienen ciertos
residuos del epitope. Las secuencias de los péptidos mencionados son las siguientes:

28-RNFDTIRLSFQLYVR-29%
289-RLSFQLVRPPNMTP-302
2955VRPPNMTPAVANLF-308
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figura 9: Mapeo del epitope sobre VP6

Respuesta del hibridoma Th 3GS.7 ante péptidos sintéticos que abarcan la regidn de aminodeidos de VP6 &
YM 181-397. La respuesta de 3G5.7 se midid por medio de la secricion de IL's ante la estimulacion con
antigeno en presencia de las células A20.J como CPA. Como antigeno se usaron 2.5 pg/ml de péptido y
como control positivo 10 pg/ml de rotavirus YM semipurificado. A las 48 horas los sobrenadanies se

colectaron y ¢l contenido d¢ interleucinas se evalué en la linea celular CTLL-2 midiendo la proliferacion

célular por incorporacion de [JH]-Tdr. (Control con medio =711.5 cpm). k

La especificidad de la respuesta de la clona 3G5.7 ante el péptido 289-302 se analiz6 ademds
usando caracterizada varias concentraciones del péptido 289-302 de VP6 sintetizado de
manera independiente por Biosynthesis. Como control se utilizé un péptido correspondiente a
la regi6n 216-229 de la nucleoproteina de influenza (NP 216-229), el cual es reconocido por:
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las células Th de ratones BALB/c*, Como se puede apreciar en la Figura 10 es evidente que
3G5.7 reconoce especificamente la region de VP6 del aminodcido 289 al 302, siendo la
respuesta de la clona ddsis dependiente en el rango de concentracion que va de 5.3 pM (10
pg/ml) a 0.08uM (140 pg/ml) observandose con 10.6 pM (20pg/ml) un descenso en la
respuesta. Por otro lado, como se puede apreciar la sensibilidad es muy alta ante esta region,
ya que la clona es estimulada adn con 0.08 pM (140 ng/ml) del péptido. Por otro lado, el
péptido NP 216-229 no fue capaz de activarla. La concentracién media molar alcanzada fue
de 0.13 pg(0.244 pg/ml), la cual fue calculada en base al 80% de pureza de la preparacion.
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Figura 10 : Respuesta del hibridoma Th 3G5.7 hacia el pép(ido 289-302 de

VP6
La respuesta del hibridoma 3GS5.7 se midié por medio de la secrecién de interleucinas en presencia de las
célylas A20.J como CPA's y como antfgeno varias concentraciones de las péptidos 289-302 de VP6 &
rotavirus YM'y como control el péptido 216-229 de la nucleoprotefna de Influenza. Los péptidos examinados

se probaron en un rango de concentraciones de 20 pg/ml a 0.14 g/ml. A las 48 horas los sobrenadantes se _
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colectaron y el contenido de interleucinas se evalud en la linea celular CTLL-2 midiendo la proliferacion

¢élular por incorporacion de [ 3H]-T dr. (Cantrol con medio=997¢pm).

6. Restriceion por el MHC clase I de 3GS.7

El'reconocimiento de la clona 3G5.7 fue analizada utilizando células L transfectadas con las
moléculas IA’ 6 IE', asf como con células A.20.J como CPA's. En la figura [1A se muestra
la evaluacién de los sobrenadantes del cultivo de éstas células en presencia de YM semi-
purificado. Como se puede ver, fa clona 3GS5.7 sélo fue capaz de activarse cuando el epitope
que esta reconoce es presentado por células L transfectas con la molécula IE', asi como por
las células A.20.J (IA'IE'). Con ésto fue posible definir que el elemento de restriccion
involucrado en la presentacién y reconocimiento del epitope por parte de esta clona es la
moléculade} MHC clase II IE".
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Figura 11: El hibridoma 3G5.7 reconoce antigeno en el contexto de Ia
molécula del MHC clase 11 IE*

(A) Secrecion de interleucinas por el hibridoma Th 3GS5.7 mediada por la estimulacidn de las células A.20] y
células L con Spg/m! de rotavirus YM semipurificado 6 medio. A las 48 horas los sobrenadantes se colectaron
y el contenido de interleucinas se evalud en la linea celular CTLL-2 midiendo la proliferacidn célular por
incorporacidn de [JH]-Tdr. Los valores de Jos controles negativas fueron: A20 =381, células L= 615, L-iA"
=535, LIE! =618. | ‘

Para confirmar la restriccién por la molécula IE®, el reconocimiento de antigeno por 3G5.7 se
bloqueo con anticuerpos monoclonales especificos contra las moléculas del MHC clase 11.
Para esto, las células A20.J (IA IE)® fueron utilizadas como CPA's. Como se puede apreciar
en la Figura 1 1B la respuesta de 3G5.7 ante la estimulacién con rotavirus SAll en presehcia
de los anticuerpos anti-JA' (K22.203.7) 6 anti-IE'(K22.42.2)*, fue inhibida
especfficamente con el anticuerpo anti-IE', corroborandose de esta manera que IE¢ es el
elemento involucrado en la presentacidn de antigeno.
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Figura 11: El hibridoma 3GS5.7 reconoce antigeno en el contexto de la
mokcula del MHC clase II IE*

(B) Secrecidn de interleucinas por 3G5.7, mediada por la estimulacién de las células A20.J (JA® IE" ) con
Spglml de rotavirus SA 1] semi-purificado en presencia de los anticuerpos monoclonales an(i‘IAd(K.22.203.7)
y anti-lE‘(K22.42.2). A las 48 horas los sobrenadantes se colectaron y et contenido de interleucinas se evalud
en lalinea celular CTLL-2 midiendo la proliferacion célular por incorporacion de [jH]-Tdr Control con medio =

261 cpm.

7. Reaccion cruzada de la clona 3G5.7 ante distintas cepas
virales

Hasta aqui, los resultados obtenidos ponfan en evidencia, que en la region 171-397 de VP6
estaba localizado al menos un epitope células Th. En funcidén de esto, se determiné que tan
conservada estaba esta regi6n entre distintas cepas de rotavirus, Para esto, se eligid el
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hibridoma 3G5.7 por su estabilidad asi como por mostrar una reactividad similar a las otras,
De esta manera, con 3GS.7 se realizaron dos ensayos, en el primero se analizé la reactividad
de la clona hacia lisados de células infectadas con rotavirus TS1090 (G3: felino), CU-1
(G3;canino), OSU(GS;puerco) y YM Figura 12A. En el segundo se usaron virus semi-
purificados de las cepas YM, UK, Ch2 (G7;aviar) y H-2 {G3; equino), esto Gltimo con la
finalidad de tener una estimacidn mds precisa de la cantidad de antigeno ya que con los
lisados es dificil saberlo (Figura 12B). Al analizar la respuesta se encontrd que todos los
virus empleados estimularon a la clona 3GS5.7 a excepcién de la cepa de rotavirus de equino
H-2.
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Figura 12: Respuesta de la clona 3GS5.7 ante diferentes cepas de rotavirus

-A) La respuesta del hibridoma fue medida por medio de la secrecion de IL's en presencia.de antigeno-y las
células A20.) como CPA’s. A) respuesta contra lisados de células MA104 infectadas con las cepas de
rotavirus YM, TS1090 CU-1 y OSU usados.en una proporci6n 1/4 vol/vol en el cultivo. Como control se
us6 un lisado de células MA 104 sin infectar, Los resultados son expresados -como fndices de estimulacién.
Control con medio =145 cpm. B) Respuesta contra varias concentraciones de rotavirus semi-purificado (20-
0.117ug/mly YM, Ch2, UK, SAI1,H-2. Como control, se uso un lisado de células MA104 pasadas por un
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colchon de sacarosa. La profiferacion de la Mnea indicador CTLL-2 se midio por MTT. Los resultados son

expresados como unidades de absorbancia, Control con medie =0.03 Abs.

Por otro lado, los datos obtenidos de los curvas désis respuesta revelaron que la clona 3G3.7
es extremadamente sensible a la estimulacién con YM. Como se puede ver a una
concentracién de 3.75 pg/ml se pude inducir Ja méxima proliferacion y a una ddsis minima de
117 ng/ml pudo detectarse atin una respuesta. Ademds, la sensibilidad de la clona ante las
cepas restantes fue muy variable. Ante la estimulacién con UK y Ch2 la respuesta fue menor.
Asi, con UK la mdxima estimulacién fue observada a la concentracién de 7.5 pg/ml no
detectandose respuesta con }17ng/mi de proteina viral. Mientras que la respuesta inducida por
Ch2 fue similar a la mostrada por UK. Sin embargo, en el rango de concentracidn de
antigeno probado no se pudo determinar el punto médximo de respuesta. En contraste, la
respuesta ante la cepa H-2 se vio completamente abatida siendo la magnitud de ésta similar a
Ia observada con el control de MA104. Los resultados sugieren que el epitope presente entre
las cepas capaces de estimular al hibridoma Th 3G5.7 podria ser relevante en la induccién de
inmunidad protectora por estar altamente conservado en 3 diferentes serotipos de rotavirus
cuyos huéspedes estan muy alejados desde el punto de vista filogenético™.
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8.  Comparacion de la secuencia de aminodcidos de la region

289-302 de VP6 de cuatro cepas de rotavirus

La secuencia de la region de VPG 289-302 que corresponde al epitope se comparé entre
algunas de las cepas probadas cuya secuencia del gene 6 esta reportada. Como se puede
apreciar en Ja Tabla 7 todas las cepas presentan un cambio respecto a YM en la posicién 295
de una valina por una metionina. Por otro lado en H2 existen dos prolinas adicionales en las
posiciones 299 y 300 que corren la secuencia produciendo un cambio de 4 aminodcidos.

Tabla 7: Comparacién de la secuencia de aminodcidos en la regién 289-302

de VP6 de distintas cepas de rotavirus

YM (Gl1) porcina

SAI (G3) simio . e e M---- - -«
UK (G6 ) bovina - e M---o o a.

H2 (G3) equina
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VI. DISCUSION

En este trabajo se evalug la respuesta secundaria de las células Th CD4 * contra rotavirus por
medio de la secrecion de IL's de células de bazo cultivadas en masa e hibridomas de células
Th procedentes de ratones BALB/c inmmunizados parenteralmente con rotavirus, demostrando
que las células Th asf sensibilizadas pueden reconocer al rotavirus tanto de manera
homotipica como heterotipicay que VP6 es un antigeno importante en esta respuesta.

El modelo empleado fue la inmunizacién parenteral con cepas heterdlogas utilizado
previamente para inducir proteccién a través de anticuerpos neutralizantes en ratones adultos
retados oralmente con cepas de rotavirus murinas®, Esto indirectamente implica una
activacién in vivo de las células Th. Existen varias evidencias que indican que estas células
son importante tanlto en la proteccidn ante la infeccion como en la depuracién viral. Se ha
visto al depletar células T CD4" en becerros que éstas influyen en la produccién de
anticuerpos neutralizantes tipo IgA los cuales directamente previenen la infeccidn en la
mucosa intestinal®, Por otro lado, en ralones depletados de células Tc y de IgA’s se ha
observado una lenta recuperacién en ratones infectados’. En funcién de estos trabajos es
posible pensar que tanto la liberacién de interleucinas asf como la induccién de citotoxicidaad
restringida clase II podrfan ser las responsables de la funcidn efectora involucrada en
proteccidn.

Siguiendo el modelo descrito, nosotros inmunizamos ratones por la ruta i.p. con rotavirus
YM purificado 6 semi-purificado activado con tripsi‘na, encontrando que con una sola
inmunizacion de 7 pg de rotavirus purificado es posible sensibilizar a las células Th in vivo,
las cuales son capaces de responder ante una estimulacién secundaria in viu'b liberando
interleucinas de manera especffica. No es claro si el virus es capaz de infectar las células
residentes en el peritoneo y de esta manera se pueda amplificar la cantidad de antigeno
inicialmente inoculado, Ward et al®® reportaron que rotavirus infectivo inoculado i,p era capaz.
de inducir una respuesta de anticuerpos dirigidos contra proteinas NS, sin embargo, no fue
posible detectar replicacidn viral, sugiriendo una infeccién abortiva. En este laboralorio no ha
sido posible demostrar sfntesis de protefnas virales cuando células de bazo han sido
incubadas con rotavirus activado (comunicacién personal, Dr. Fernando Esquivel ). Por otro
lado Bums et al™, suguieren que virus activado inoculado por via parenteral es capaz de
llegar al intestino delgado y replicarse. De cualquier manera parece ser que no existen niveles
altos de replicacién por lo que la mayorfa del virus inoculado podria estar siendo tomado pdr
la vfa endocftica que favorece la presentacién a las células Th CD4*,
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Una vez evaluada la respuesta secundaria de las células Th ante cepas homélogas, la
respuesta de las células Th se evalud ante la cepa de rotavirus SA11 ( G3;simio) en ratones
inoculados i.p. con YM (G11;puerco), observando una activacién heterotipica de células de
memoria similar a la reportada por Snodgrass et al* donde la actividad de las células Th se
midié por proliferacién célular. En contraste, a nuestro trabajo en este ltimo se enconud
adicionalmente que las células Th, tanto de bazo como de ganglio cultivadas en masa con
rotavirus presentaban altos niveles de proliferacion inespecifica, debido posiblemente a un -
efecto mitogénico del RNA de doble cadena sobre las células B, lo cual era evitable si se
inactivaba el virus con luz uv 6 calor™. En el presente estudio se uso tanto virus tratado con
uv como con calor y en ningiin caso se observo activacion inespecffica de las células Th de
bazo de los ratones control, lo cual concuerda con el trabajo antes mencionado. Sin embargo,
es importante aclarar que la inactivacidn por luz w.v. fue realizada principalmente para
esterilizar la preparacién antigénica wtilizada dandonos una reduccion en la infectividad de un
52% y con la inactivacién por calor esta se redujo hasta un 95% (datos no mostrados). Esta
reduccién en la infectividad creemos que lejos de afectar la presentacién de antfgeno a las
células Th la beneficia ya que favorece que el virus sea tomado por la ruta endocftica, via
principal en e} procesamicento y presentacion de antigeno restringido por el MHC clase 11%%.
Ademds, dado que el tratamiento con luz uv no redujo la infectividad totalmente y no se
detectd una respuesta inespecifica en los ratones no inoculados muestra que el método
empleado para evaluar el contenido de interleucinas es altamente especifico para IL2, 1L4 ¢
IL15 cuya liberacién en un 95% puede ser atribuido a las células Th CD4*®'. Por tanto, las
interleucinas que pudieran ser liberados por la sobreestimulacion tanto de células B tales
como: IL-6, INF-a, INF-yy TNF-B* asi como cantidades minimas de [L-2 por las células Tc
bajo estas condiciones'’ deben contribuir muy poco a la proliferacién de las eélulas CTLL-2.

Dado que VP6 es una proteina abundante en el virién y se habfa demostrado que era un
blanco del reconocimiento de una linea de células Th heterotipicas procedentes de ratones
BALB/c”, se inici6 la caracterizacion de la especificidad de la respuesta con ésta protefna. En
la respuesta hacia VP6 se encontré a nive! policlonal una mejor activacion de células Th de
memoria especificas para rotavirus YM en el fragmento 171-397, sin embargo, en base a
estos experimentos no podemos afirmar que esta region sea mds antigénica que la regién 1-
192, ya que este fragmento fusionado a GST pudiera estar siendo procesado de una manera
ineficiente. Se ha visto por medio de la stntesis de péptidos sintéticos compuestos de epitopes
Th inmunodominantes de nucleoprotefna de Influenza y el represor ¢l de lambda que el
reconocimiento de estos epftopes por las células Th se ve afectado por el contexto bajo el cual
se encuentren dentro de la molécuta proteica™. Por otro lado otra altemativa es que la cantidad
neta de protefna adicionada sea menor que a la del fragmento 171-397 ya que es diffcil
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determinar con exactitud la cantidad de la protefna de interés dado que en las preparaciones
usadas, ademds de las bandas principales, se observaron frecuenteinente una serie de bandas
mds pequeiios, que en apariencia parecen ser productos de degradacién de el fragmento, sin
embargo, estas bandas pudieran ser fragmentos de VP6 mis pequefios generados por la
presencia de inicios de traduccion internos dentro de el DNA™.

Una de las principales caracteristicas de los rotavirus es su gran variabilidad antigénica en sus
poleinas externas (VP4 y VP7) lo que da lugar a un gran nimero de serotipos. Existen
cuatro serotipos de rotavirus epidemiolégicamente importantes en el humano Gl, G2, G3 y
G4', por lo que una vacuna que pueda inducir una respuesta heterotipica es sumamente
deseable. Es evidente existen epitopes Th conservados entre diferentes cepas de rotavirus que
deben estar presentes principalmente en las protefnas mds conservadas y abundantes como
VP6. Esto y la inexistencia de epitopes para células Th reportados nos llevé a determinar a
nivel clonal la especificidad de células Th contra rotavirus. Para esto, se generaron
hibridomas de células Th procedentes de linfocitos activados usando rotavirus YM inoculado
ip. y dirigidos contra epitopes comunes en las protefnas internas de YM y SA11. De esta
manera, fue posible obtener dos lineas de hibridomas, 3G5 y 3Al2 especificas para
mlgavirus. De 3G5 se derivaron 22 clonas de las que solamente 14 (63%) fueron rotavirus
especificas y de 3A12 se derivaron 42 de las cuales s6lo 8 (19%) fueron especificas de
rotavirus. Esto claramente muestra la heterogenicidad de las poblaciones presentes en las
lineas célulares obtenidas. Dentro de las clonas examinadas solamente cuatro derivadas de
3G5 fueron analizadas en detalle encontrando que todas ellas reconocfan especificamente la
regién de VP6 171-397. Esto nos hace pensar que VP6 es uno de los blancos principales del
reconocimiento de las células Th y que dada su abundancia en el virién fue posible la
expansién de células Th dirigidas hacia esta proteina y consecuentemente la obtencién de
varias clonas con la especificidad mencionada. Aunque en base a el andlisis estadistico
reportado® para la clonacion por dilucién limitante existe un rango de confianza que hace
altamente probable que estas sean en realidad clonas, no podemos descartar la posibilidad de
que alguna de éstas pueda estar mezclada con otra poblacion con una especificidad diferente,
por lo que para asegurar la clonalidad de la respuesta se realizd la subclonacién de dos de
ellas para estudios posteriores. En otros sistemas virales se ha visto que la mayorfa de la
respuestas heterotipicas estan dirigidas hacia las protefnas intemas. Estas proteinas
gcqcralmenle son mds conservadas, primero porque cumplen funciones estructurales y
segundo porque no estan sujetos a una presién selectiva por anticuerpos neutralizantes. Al
querer localizar el epitope reconocido por el hibridoma 3G5.7 se recurrié al uso de péptidos
sintéticos sobrelapados que cubrian la regién de VP6 181-3977 dado que los algoritmos de
prediccién para epitopes de células Th tiene muchas limitaciones®. Creemos que hay dos
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razones principales por o que estos algoritimos no son tan ciertos: (1) Las moléculas de clase
H presentan una gran promiscuidad para enlazar péptidos de 12-25 aminodcidos por lo que
muchos aminodcidos pueden ser intercambiados sin afectar grandemente la afinidad™®, (2) Es
necesario un mayor conocintiento sobre la biologfa del procesamiento de antigeno. Esto
permitirfa sefialar no sélo que secuencias podrfan tener la capacidad de enlazar a clase Il sino
tamtién cuales péptidos podrian ser generados en el procesamiento. De esta manera se
descubrid que la clona Th 3G5.7 reconoce sobre VP6 un epftope altamente conservado en la
regién de los aminodcidos 289-RLSFQLVRPPNMTP-302 el cual se sobrelapa con el
dominio de trimerizacién de VP6 por 39 aminodcidos’ y cuya presentacidn esta restringida

por la molécula del MHC clase I [E'. Aunque el aminodcido 305 presente en VPG es uno de
los involucrados en el dominio que determina el subgrupo de las cepas de rotavirus, este estd
{uera del epftope localizado, por lo que no parece haber una comelacién en cuanto a la
presencia del epitope en determinados subgrupos virales, Sin embargo para demostrarlo serfa
necesario probar otras cepas de diferente subgrupo ya que todas las cepas utilizadas a
excepeidn de H-2 y Ch2 son subgrupo 1. Al realizar un andlisis posterior ante otras cepas, se
observé que ante Ja estimulacion con Ja cepa de rotavirus H-2 (G3;equina) la respuesta de
3G5.7 se abatfa completamente, En esta cepa, se localizan dos prolinas adicionales dentro del
sitio mapeado que pueden estar alterando la conformacidn del péptido y su libertad de enlace
al inducir el rompimiento de alfa hélices y potencialimente dopleces en sentido opuesto dentro
de las estructuras proteicas™ Ademis, no se puede descartar que el péptido no se genere por
algin defecto en el procesamiento de 1a cepa H-2. En funcién de esto, se buscaron algoritmos
de predicci6n de epftopes que nos ayudaran a entender las posibles interacciones del péptido
mapeado con la molécula IE* y consecuentemente con las células Th. Recientemente,
Rammensee et.al.” han hecho un andlisis de varios epitopes tanto para clase I como para
clase I1, los cuales se basan en su posible interaccion con ciertos sitios de anclaje presentes en
la parte central de la molécula HLA-DRI previamente definidos por cristalograffa del
complejo HLA-DR1 con el péptido 306-318 de la hemaglutinina de Influenza®™. En tales
sitios las siguientes secuencias de aminodcidos conservados tanto en humanos como en el
ratén estdn presentes: en la posicion 1: W, Y,F,I,L6V; enlaposicidnd4: K, RS L, enla
posicion 6: I, L,V 6 G y en Ja posicion 9: K 6 R. Al analizar el epftope 289-
RLSFQLVRPPNMTP-302 de VP6, se puede observar que dentro de los motivos de uni6n a -
1E* propuestos existe uno que involucra una Leucina en la pdsicién !y una valina en la
posicién 6 , lo que parece indicar que estos dos residuos de aminodcidos se anclan en la parte
central dominio de la molécula IE*. Asf mismo, en base a esto pensamos que la antigenicidad
observada de los péptidos adyacentes 283 -RNFDTIRLSFQLVR - 296 y 295
VRPPNMTPAVANLF-308 puede ser debida a la presencia de ciertos residuos del epitope.
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Por otro lado, dada la alta reactividad de éste dltimo (31%), creemos que la regién 295 -
VRPPNMTP-302 podria estar proyectada afuera del sitio de unién y posiblemente
involucrada en la interaccién con el receptor de células T (TCR). Existen evidencias que los
residuos de aminodcidos del extremo carboxilo terminal de los péptidos que se unen a las
moléculas del MHC clase 11, son importantes para la interaccidn con el receptor de células
Th*. En el epftope de células Th 306-318 presente en la HA de influenza los residuos de
aminodcidos K 307, V 309, K 310, N 312, K 315 estan implicados en la interaccidn con el
TCRY. Con esto, es posible pensar que al menos los aminodcidos V 295 y N 299 del epitope
289-302 de VPG podrian estar implicados en una funcién similar,

Es conocido que protefnas internas del virién, pueden ser blancos importantes de células Th,
las cuales pueden inducir la produccién de anticuerpos neutralizantes dirigidos hacia las
proteinas externas del virtén®™*. Este mecanfsmo de ayuda intermolecular consiste en la
internalizacién y procesamiento de la particula viral por una célula B especifica hacia alguna
protefna externa. Esto permite que potencialmente todos los epftopes de células Th, adn los
que se encuentran dentro de la particula viral, podrian expresarse sobre la superficie de las
células B asociados a la molécula del MHC clase IT y de esta forma servir de ligandos para el
reconocimiento de células Th especificas de sitios conservados. Por tanto es factible pensar
que células Th capaces de reconocer sitios conservados sobre VP6 podrian estar involucradas
en la induccidn de IgA's con diferentes especificidades en la mucosa intestinal”. No sabemos
st este epitope es importante en el reconocimiento a nivel policlonal, por lo que serfa
importante estudiar esto. Se sabe que las células Th pueden reconocer mds de un epitope
dentro de una protefna en un haplotipo dado®. Esto claramente nos sugiere que debe haber
mis de un epitope dentro de VP6.
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Vil. CONCLUSIONES

1.- Se establecieron las condiciones experimentales para evaluar la respuesta secundaria de
células Th contra rotavirus y sus protefnas a través de la principal caracteristica de estas
células, que es la secrecion de IL's,

2.- Se confirmo en nuestro sistema que células Th de memoria pueden presentar una
respuesta heterotfpica hacia rotavirus.

3.- Se confirmo que VP6 es un blanco importante de células Th especificas para rotavirus y
que esla proteina contiene al menos un epitope altamente conservado entre las difercntes cepas
de rotavirus (289-RLSFQLVRPPNMTP-302), que es presentado en el contexto de Ia
molécula del MHC clase I I-E’.
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Vill. PERSPECTIVAS

1.- Continuar con la caracterizacion de los hibridomas especificos para rotavirus obtenidos en
este trabajo.

2.~ Generar mas hibridomas de células Th contra rotavirus con especial énfasis hacia otras
protefnas intemas del viridn.

3.- Determinar la antigenicidad del epftope descrito, en poblaciones de células Th especficas
para rotavirus derivadas tanto de bazo como de ganglio,

4.~ Generar clonas de células Th por reestimulacién continua in vitro especificas para el
epitope localizado, con la finalidad de establecer su funcidn in vivo en experimentos de
transferencia pasiva in ratones tanto SCID recostituyendo 6 no con células B e infectadas con
rotavirus. En los ratones SCID no reconstituidos con células B se verfa la capacidad efectora
directa de las clonas para controlar la infeccidn y en los ratones SCID reconstituidos con
células B se veria su importancia combatiendo la infeccién a través de la secrecién de
anticuerpos neutralizantes.

5.~ Determinar lacapacidad de las célulus Th especficas para VPG y el epitope localizado para

inducir anticuerpos neutralizantes in vivo a traves de una ayuda a celulas B de tipo
intermolecular.
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