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RESUMEN 

La infección por rotavirus en infantes humanos ocasiona grandes gastos económicos por 

concepto de hospitalización y atención médica a nivel mundial. Existe un gran interés 

por desarrollar una vacuna que proteja contra, por lo menos, 5 serotipos O y 2 serotipos 

P de rotavirus humanos de importancia clínica. Aunque se ha demostrado que tanto las 

células T citotóxicas (Te) como los anticuerpos lgA intestinales son elementos 

importantes en protección contra la infección por rotavirus, las células T cooperadoras 

(Th) también juegan un papel central en la eficiente inducción de ambos elementos, 

asimismo estas células pueden ejercer funciones cli.:t:toras directas que coadyuvan a la 

limpieza de la infección. El objetivo de este trabajo fue el de analizar el repertorio de 

linfocitos Th generados durante la infección por rotavirus en un modelo de ratón adulto 

infectado con el rotavirus murino EDIMwt. Pri111era1rn.:11tc, se determinó la cinl:tica de 

activación de los linfocitos T y 13 activados en ganglio linli'ttico mcscntl:rico (GLM) a lo 

largo de la infección. Se encontró que la activación ele los linfocitos Th en GLM 

precedió a la de los Te y B. Para determinar el repertorio de células Th contra rotavirus 

inducidas en la respuesta inmune primaria, se generaron hibridomas de linfocitos 

procedentes de GLM al día 5 post-infección, día en el que las células Th fueron mús 

abundantes y representaron m:ís di.:I 60 '% de la población total. De los 14 hibridomas 

Th obtenidos ninguno presentó especi licidad contra rota virus cuando se evaluó la 

respuesta antígeno-específica mediante ensayos de secreción de IL-2. La especificidad 

de la respuesta secundaria Th contra antígenos de rotavirus se intentó analizar a través 

de ensayos de proliferación in 1•itro. Tampoco se observó una respuesta proli ICrativa 

rotavirus específica en las células Th provenientes de GLM de ratones infectados, no 

obstante, si hubo una potente respuesta en presencia de Con-A. Asimismo, bajo las 

mismas condiciones de cultivo, se detectó en la respuesta secundaria contra rotavirus, 

que linfocitos Th de GLM incrementaron los niveles de mRNA para las citocinas IL-5 y 

TGF-¡3. Por lo anterior, es claro que los GLM provenientes de ratones infectados tienen 

células Th de memoria contra rotavirus que pueden ser estimuladas in vitro con 

antígeno para producir citocinas de manera específica, sin embargo, esta activación no 

puede ser evaluada a través de proliferación celular. Esto nos sugiere que en la infección 

por rotavirus las células Th de mucosas responden regulando la respuesta inmune pero 

con una proliferación limitada. 
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I INTRODUCCIÓN 

Los rotavirus 

1.- Importancia 

En diversos estudios epidemiológicos se ha identificado a la infCcción por rotavirus como 

la gasfroenteritis irnís común en infantes humanos y neonatos de varias especies de 

mamíferos y aves (Kapikian y Chanock, 199C1; Vakkspino et al., 1994). En los humanos, el 

20 % de todas las infecciones gastrointestinales que se reportan tienen etiología rotaviral. 

Esta enfem1edad se presenta principalmente en infantes de 6 meses a 2 aiios de edad y 

cuando se manifiesta elinieamente aparece como una infección diarreica deshidratante, que 

produce en el mundo alrededor de 800,000 muertes anuaks ( Kapikian y Chanock, 1996). 

Existe una marcada diferencia en el porcentaje de 11111crles infantiles provoeadas por los 

rotavirus entre países en vías de desarrollo y d1:sarrnllados (lluila11 el al., 1991). Es 

importante selialar que la taza de infección 1:11 ambos tipos de paíscs cs muy similar, lo que 

sugiere muy probablemente que la susceptibilidad a la cnformedad es cosmopolita e 

independiente de las condiciones de vida (Estcs, 1996). Por otro lado, la disparidad en la 

mortalidad infantil revela la importancia de contar con una atención médica temprana, así 

como In de administrar soluciorn:s rehidratantes orales o intravenosas, en los casos clínicos 

que cursen con deshidratación. Sin embargo, el monto de estos tratamientos no es costeable 

en Ja mayoría de los paises. Estados Unidos, por ejemplo: gasta más de un billón de dólares 

anuales en atención hospitalaria por deshidratación (A vendan o et al., 1993 ). En la 

actualidad no se dispone de un tratamiento especí tic o para combatir la enfermedad, ni se 

cuenta con una vacuna et"cctiva que prevenga la infección ó al menos disminuya de manera 

importante la severidad de In diarrea. Todo lo anterior, hace indispcnsable avanzar en el 

estudio de la infección por rotavirus en el aspecto büsico y, en particular, es necesario 

esclarecer las interacciones de este virus con el sistema inmunológico, de tal manera que se 

obtengan las bases experimentales para la producción de una vacuna eficiente, económica y 

capaz de brindar protección a toda la población. 



2.- Estructura y propiedades biológicns de In partícula viral 

A 30 años de la identificación de los rotavirus en biopsias ihtcstinalcs humanas (Bishop et 

al., 1973), se ha generado una gran cantidad de información sobre. las propiedades 

biológicas, bioquímicas e inmunogénicas de estos virus (Estcs, 1996). El cultivo in vitro de 

los rotavirns de cepas animales y humanas. la clonación del genoma rotaviral completo, la 

expresión por separado de las diferentes proteínas virales en sistemas de vectores 

rccombinantes (Both, Bellamy y Mitchell, 1994) y el uso de modelos experimentales 

animales, han proveído un conocimiento detallado sobre In estructura y función de la 

partícula viral. 

Con técnicas como la crío-microscopía electrónica y la n.:1.:onstrucción de imúgenes por 

computadora, se ha determinado que la partícula in ll:ctantc completa o virión tiene una 

geometría icosaédrica con un diámetro aproximado de 75 nm (Prasad et al., 1988). 

Asimismo, se determinó que los rotavirus estún conrormados por tres capas proteicas 

concéntricas (Figura-1-). La capa mús inti.:rna ó cúpsidc i.:slú li.mnada por úO dínwros de la 

proteína YP2 (del inglés "Viral Protein") ( 102 kDa). Esta capa engloba tanto al genoma 

viral, constituido por 11 segmentos de RNA de doble cadena (RNAdc), como a dos 

proteínas de la maquinaria replicativa; Vl'I (125 kDa) que i.:s la polin1i.:rasa viral y Vl'3 (88 

kDa) que es una guanilil-transfcrnsa (Prasad et al., 1996). La capa intermedia estú 

constituida en su totalidad por 260 trímeros de \11'(1 (45 kDa), ésta es la proteína mús 

conservada, inmunogénica y abundante del virión. V Pó constituye el 51 % de la masa total y 

contiene determinantes antigénicos conservados en todas las cepas conocidas de rotavirus. 

La capa mús externa del virión esta formada por 260 trímeros de la glico-protcína VP7 (37 

kDa). Sobre esta capa emergen a manera de cspículas 60 dímeros de 10-12 nm de longitud, 

compuestos por la proteína YP4 (86 kDa) (Shaw 1993). 

Análisis funcionales en VP4 dctenninaron que en presencia de tripsina, la proteína es 

cortada específicamente en los aminoácidos 231, 241 y 247, con ello la infcctividad del 

virus se incrementa hasta mil veces. El extremo earboxi-tcrminal de VP4 genera a VP5 (60 

kDa) y el extremo amino-terminal a YP8 (28 kDa), ( Lópcz et al., 1986; Crawford et al., 
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2001 ). Ambas proteínas muy probablemente están involucradas directamente en el ingreso 

del virión a la célula blanco. Además, los determinantes antigénicos (epítopos) contenidos 

en las proteínas VP7 y VP4 (VP5 y VP8), son los únicos antígenos blanco de anticuerpos 

neutralizantes (.lohansen y Svensson, 1997). 

De Jos 11 segmentos génicos que conforman al genoma sólo 5 segmentos codifican para 6 

proteínas que se encuentran involucradas principalmente en la replicación y morfogénesis 

rotaviral dentro de la célula blanco y no en la estructura proteica del virión. Se les enumera 

del 1 al 6 y designa por convención con el prefijo NSP (del ingles "Non Structural Protein") 

(Estes y Cohen, 1989). Es interesante destacar que el segmento génico 11 tiene dos marcos 

abiertos de lectura, que codifican para dos NSP's diferentes (Mattion et al., 1991 ). 

GENOIVE 
SEGMENTS 

ENCODED 
PROTEINS 

VIRION SCHEMATIC 1 
(Proteln Locatlons) 1 

==:~NSP1--
7_ "-...vP6 -~-VP6 

-~~·t··. \ VP7 ---l/P7 
'•NSP2- -

NSP3-.-

---10--.NSP4 

?NSP6:::e 

--- 11 -<-.~ NSP6 (Not Visible, 
""bottom orgel) 

Figura-1.- Estructura del rotavirus (Estes, 1996) . 

..------·-··-----i 
T"::~3ib. ('Qh: 

FALT • r---- , .. ¡f)T(' ·"tJ 
~.-·, '·· ;, ,, ' .... 1 •• ' 

L.-----··-···-··-··-·-

l 
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3.- Patogéncsis y ciclo rcplicativo 

La principal vía de transmisión de los rotavirus es la fecal-oral. La infección se lleva a cabo 

en los enterocitos maduros localizados en las puntas de las micro vellosidades intestinales, 

sin embargo, en estados de inmunodepresión severa puede penetrar e infectar otro tipo de 

tejidos en el organismo (Estes et al., 1991 ). En el duodeno se produce el corte proteo lítico 

de VP4 con tripsina (enzima pancreática), evento indispensable para el proceso infeccioso. 

Se sabe que algunas cepas de rota virus de origen animal dependen de la interacción de VP8 

con residuos de ácido siálico de la superficie celular para iniciar una infección productiva. 

Sin embargo, este evento es sólo el principio ya que actualmente se ha demostrado que las 

integrinas a2¡3 I, a4¡3 l, aX¡32, a. V¡33, y tn:ís recientemente la l-lsc70 (del inglés "heath 

shock cognate"), están involucradas en la adsorción y/o penetración del rotavirus (Guerrero 

et al., 2002; Arias et al., 2002). Por otro lado, en el caso de rotavirus humanos la 

interacción inicial de VPS con ácido siálico no es necesaria, ya que aparentemente la 

primera interacción se da con algún otro receptor, probablemente a través de VPS (Zaratc et 

al., 2000). 

Durante la penetración a la célula blanco se desprende la capa más externa del virión, la 

exposición en el citoplasma de. la partícula de dos capas proteicas activa a la RNA 

polimerasa dependiente del RNA viral y forma los tr:mscritos de mRNA. Estos transcritos 

pueden ser traducidos en proteínas virales o servir como moldes para la replicación del 

genoma en estructuras presentes en las células infectadas llamadas viroplasmas. En los 

viroplasmas se lleva a cabo la morfogéncsis y el ensamblaje de partículas intermedias 

constituidas por VP2 y VP6 englobando a los 1 1 segmentos del genoma asociados a VP 1 y 

VP 3. En estos eventos las NSI' · s 1, 2, 5 y (i juegan un papel dutenninante (Estcs, l 91J(i ). 

Para completar la maduración del virión, la partícula viral es translocada al lumen del RE 

por medio de la interacción de VP6 con el dominio citosólico de NSP4, proteína viral 

transmembranal residente del retículo endoplásmico (RE). En este paso hacia el interior del 

RE los rotavirus obtienen una membrana lipídica transitoria (la cual se pierde a los pocos 

minutos) y la tercera capa proteica constituida por VP7 y VP4, las cuales se encuentran 

residentes en el RE. Sin embargo, el mecanismo de incorporación de Vl'4 a la partícula 

viral es menos claro. se sugiere que esta se incorpora de su estado soluble en citosol justo 
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en el proceso de translocación (Suzuki, 1996). Finalmente, en estadios tardíos de la 

infección, los viriones son liberados al lumen intestinal por citólisis. El ciclo replicativo 

completo dura alrededor de ocho boras .. 

Aunque se han propuesto varios mecanismos lisio-patológicos que expliquen la producción 

de dimTea en la infección por rotavirns, aún se desconoce el mecanismo completo in vivo. 

Los principales mecanismos productores de diarrea conocidos a la fecha son por un lado, la 

destrucción celular masiva, imposibilitando la eficiente absorción de agua, y la secreción 

intestinal de Ch. producida muy probablemente por factores viro-tóxicos; como es el caso 

de la proteína rotaviral NSP4. Esta proteína es la primera enterotoxina viral reportada, ya 

que se ha demostrado que induce diarrea en ratones nconatos (Estes y Morris, 1999). 

También muy recientemente ha sido propuesta la participación del sistema nervioso 

entérico como otro de los factores que inducen la secreción de Cli. Probablemente activado 

por proteínas virales entre las cuales NSP4 pudiera estar jugando un papel importante 

(Lundgren et al., 2000). 

4.- Clasificación y epidemiología 

Los estudios sobre la clasificación de los rotavirns se rundamcntaron en la identificación de 

deten11inantcs antigénicos en VJ>G capaces de producir una respuesta inmune humoral 

distinta entre diferentes cepas de rotavirus. A partir de estas diferencias scrológicas se 

dividió a los rotavirus en 7 grupos a saber (J\-G) siendo el grupo¡\ el de mayor importancia 

clínica (Matsui et al., 1990; Estcs y Graham, 1985). Asimismo, se describieron los cpítopos 

I y II. Los cuales subdividen a los rotavirus del grupo J\ en 4 subgrupos 1, 11, I/11 y no 1/11 

(López et al., 1994). Como se mencionó anteriormente, la capa externa del virión está 

confonnada por VP7 y VP4, y cada una de estas proteínas es capaz de inducir la 

producción de anticuerpos neutralizantcs, por lo que la especificidad de serotipo tiene una 

doble clasificación. Se clasifica "G" (por glicoprotcina) a los serotipos dependientes de 

VP7 y "P" (por proteína sensible a proteasa) a los serotipos que dependen de VP4 

(Kapikian, 1996). Sin embargo, en los ensayos de neutralización la rcactividad 

predominante es contra los dctcnninnntcs antigénicos de \11'7. 
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Ensayos posteriores con sueros hiper inmunes y anticuerpos 111onoclonales han establecido 

a la fecha 14 serotipos O, de los cuales 9 son capaces de infectar a seres humano y sólo 5 

serotipos humanos (O l a 04 y 09) tienen relevancia epidemiológica (Menchaca et al., 

1998). Además, se han podido identificar 7 scrotipos y 2 subtipos de VP4 en muestras de 

heces humanas, de los cuales P 1 A, P l B, y P2 tienen relevancia epidemiológica en el 

humano (Okada, 2000; Oorrell y Bishop, 1999). 

Respuesta Inmune 

1.- Generalidades 

Durante la evolución han prevalecido dos mecanismos de defensa contra agentes 

patógenos: la inmunidad innata ó natural y la inmunidad adquirida ó específica. La 

filogenia de la primera es muy antigua y algunos cle111cntos están presentes desde los 

primeros organismos multi-cclulares, mientras la última aparece sólo en peces, anfibios, 

reptiles, aves y mamíferos (Paul, 1998; Thompson, 1995). En los mamíferos se ha 

desmTollado un sistema inmune altamente complejo que integra a ambos tipos de 

inmunidad, facultado para distinguir lo propio de lo no propio y responder sólo ante csto 

último (Paul, 1998). 

Si bien, tanto la inmunidad innata como la inmunidad adquirida reconocen patógenos de 

manera específica, los 111ecanismos moleculares de reconocimiento antigénico difieren 

sustancialmente entre ambas clases de inmunidad (Zinkernagcl, 2000). El sistema inmune 

innato se caracteriza por respuestas relativamente rápidas que no generan memoria 

inmunológica y está compuesto por una gran variedad de estirpes celulares que incluyen a 

las células dendriticas (CD), macrófagos (Me), neutrólilos, eosinófilos, células asesinas 

naturales (NK; del inglés "Natural Killer"), entre otras. La principal función de estas 

células es el n.:conocimiento y destrucción de agentes extraños al organismo y 

potencialmente patogénicos, a través de 111ecanis111os erectores directos y/o de la generación 

de señales de alarma (como quimiocinas y citocinas) (Teixeira, Almeida y Oazzinclli, 

2002) que coadyuvan con la generación de una respuesta inmune adquirida. 
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El reconocimiento de estos agentes extraños se da a través de rcceplorcs de membrana y 

factores solubles que usualmente reconocen estructuras compuestas por carbohidratos. 

Aparte de los receptores de alta afinidad hacia carbohidratos, los Me expresan, entre otras 

proteínas, a los TLR's (del ingles "Toll-Like Receptor") que son receptores altamente 

conservados durante la evolución que reconocen estructuras como lipopolisacáridos (LPS) 

y ácidos nucleicos (Adccm y Ulcvitch, 2000). 

La respuesta inmune adquirida cstú constituida por los linl'ócilos 13 y T, y a dif'crencia de las 

células del sistema inmune innato, los linfocitos reconocen patógenos a través de receptores 

de membrana con alta cspeciticidad hacia el a11tígc110. Esto se da por la capacidad de las 

células B y T de generar clonas antígeno especilicas capaces de reconocer de 1XI010 a 

1XI011 estructuras moleculares potencialmente antigénicas. La respuesta inmune adquirida 

es capaz de generar memoria inmunológica de larga duración, que se reactiva al estimularse 

con el antígeno original. De hecho, esta característica es la base de la generación de 

vacunas. 

Las células B vírgenes reconocen antígeno a través de su receptor de membrana que, es una 

inmunoglobulina lgM. Una vez activadas por el antígeno, estas se diferencian a células 

plasmáticas, que son las células encargadas de secretar las inmunoglobulinas solubles a las 

mucosas o al torrente sanguíneo. En respuestas secundarias cambia el isotipo de las 

inmunoglobulinas de IgM a IgG ó IgE a nivel sistémico ó lgA en mucosas. El receptor de 

las células B reconocen a los antígenos tanto solubles como insolubles de manera directa, 

estos antígenos pueden ser tanto carbohidratos, proteínas, lípídos ó grupos químicos 

simples. Funcionalmente, el principal papel de las inmunoglobulinas es el de neutralizar 

microorganismos patógenos y toxinas que invaden al organismo, sin embargo, también los 

anticuerpos no neutralizantes juegan un papel importante en la eliminación de los 

patógenos ya que son capaces de opsonizarlos para qu1.: pu1.:dan ser fagocitados por los Me 

vía sus rccepton:s Fe. 
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Los linfocitos T citotóxicos (Te) (CD4"; CDS+) reconocen antígeno en forma de péptidos ele 

8 a 9 aminoáCidos, derivados de la degradación de proteínas antigénicas en el citosol 

celular, en asociación con las moléculas del MHC (del ingles "Mayor Histocompatibility 

Complex") clase I expresados en la superficie celular (Ycwdell y Bennink, 1992). La 

principal función de las células Te es el reconocimiento y eliminación de células infectadas 

con virus a través de citotoxiciclacl directa mediada por perforina ó por la inducción ele 

apoptosis a través de la molécula Fas presente en las células infectadas. Asimismo, la célula 

Te secreta citocinas anti-virales y promotoras de la presentación ele antígeno, como 

interfcrón gama (lNF-y) y el factor necrosante tumoral (del ingles "TNF; Tumor Necrosis 

Factor"). 

Los linfocitos T cooperadores (Th) (CD4'; CDS") reconocen antígenos en forma de 

péptidos de 13 a 25 aminoácidos (en promedio). derivados generalmente de la degradación 

de proteínas exógenas en un compartimiento endosomal - lisosomal, en asociación con las 

moléculas del MHC clase II expresadas en la superlkie celular (Crcsswell, 1994). Las 

células Th son esenciales para la proliferación y diferenciación de las células B y Te a 

través de la secreción de citocinas. Basúnclose en el perfil de secreción de citocinas estas 

células se clasifican en Th 1 ó Th2. Las células Th 1 secretan predominantemente 

interleucina (IL)-2 e INF-y y promueven respuestas inflamatorias. Por otro lado, las células 

Th2 secretan lL-4, 1 L-5 e 1 L-1 O y promut.:ven las respuestas anti-inflamatorias y alérgicas. 

En una respuesta inmune antiviral se presentan ambos tipos de células Th, sin embargo, 

dependiendo de las características de la infección, los tiempos y la intensidad de una u otra 

respuesta varían. 
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Los linfocitos T citotóxicos (Te) (CD4"; CDS.') reconocen antígeno en forma de péptidos de 

8 a 9 aminoácidos, derivados de Ja degradación de proteínas antigénicas en el -citosol 

celular, en asociación con las moléculas del MHC (del ingles "Mayor I-Iistocompatibility 

Complex") clase J expresados en Ja superficie celular (Y cwdeJI y Bennink, 1992). La 

principal función de las células Te es el reconocimiento y eliminación de células infectadas 

con virus a través de citotoxicidad directa mediada por pcrforina ó por la inducción de 

apoptosis a través de la molécula Fas presente en las células infectadas. Asimismo, Ja célula 

Te secreta citocinas anti-virales y promotoras de la presentación de antígeno, como 

interferón gama (JNF-y) y el factor necrosantc tumoral (del ingles "TNF; Tumor Necrosis 

Factor"). 

Los linfocitos T cooperadores (Th) (CD4'; CD~n reconocen antígenos en forma de 

péptidos de 13 a 25 aminoácidos (en promedio), derivados generalmente de Ja degradación 

de proteínas cxógcnas en un compartimiento endosomal - lisosomal, en asociación con las 

moléculas del Ml-IC clase II expresadas en Ja superlicie celular (Cresswell, 1994). Las 

células Th son esenciales para la proliferación y diferenciación de las células B y Te a 

través de la secreción de citocinas. Basúndose en el perlil de secreción de citocinas estas 

células se clasifican en Th 1 ó Th2. Las células Th 1 secretan predominantemente 

interleucina (IL)-2 e INF-y y promueven respuestas in11amatorias. Por otro lado, las células 

Th2 secretan IL-4, 1 L-5 e 1 L-1 O y promueven las respuestas anti-inflamatorias y alérgicas. 

En una respuesta inmune antiviral se pn.:sentan ambos tipos de células Th, sin embargo, 

dependiendo de las características de la infección, los tiempos y la intensidad de una u otra 

respuesta varían. 
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2.- Respuesta de células T 

2.1.- Receptor de las células T 

El receptor de las células T ó TCR (del ingles "T Cell Receptor") es un heterodímero 

constituido por las cadenas a y P asociadas por enlaces disulfuro. Estas cadenas son 

glicoproteínas de entre 40 a 50 kDa pertenecientes a la gran familia de las 

inmunoglobulinas. Aunque existe otro tipo de TCR constituido por el hcterodímero de las 

cadenas y y o, este se presenta solamente en una pequefia subpoblación de linfocitos T que 

se alojan predominantemente en mucosas. Ambos tipos ck TCR se expresan en la superficie 

celular asociados al complejo CD3, que es un conjunto de cinco polipéptidos involucrados 

en transducción de seiialcs a núcleo. 

Las cadenas del TCR tienen una región constante y una variable, lo cual recuerda la 

estructura de las inmunoglobulinas. La región constante se encuentra proximal a la 

membrana plasmática y la región variable en la región amino-terminal que es la más distal 

a la membrana. Las regiones variables de ambas cadenas del TCR son responsables del 

reconocimiento del complejo l'vtHC-péptido, sin embargo, las cadenas CDS ó CD4 son 

importantes para determinar el tipo de MHC que se va a reconocer. CDS se asocia al MHC 

I y CD4 al MHC II, generando de esta manera la dicotomía Te Vs. Th. La diversidad del 

TCR se genera de una manera muy similar a la de la inmunoglobulina, esto es por rc­

arreglo somático. En el caso de In cadena P los genes V se asocian a genes O y J y en el 

caso de la cadena a los genes V se asocian sólo a genes J. Estas recombinaciones se llevan 

a cabo por las rccombinasas RAG-1 y RAG-2, que son las mismas rccombinasas que 

actúan en la generación de las inmunoglobulinas. Es por esto que en ausencia de estas 

recombinasas, se presenta un cuadro de inmunodclkicncia severa ya que no se generan ni 

células T ni B (Cavazzana. 2002). 

Las cadenas del CD3 (y, o, e, s y 11) son componentes integrales de la membrana 

plasmática, se expresan junto con el TCR y también pertenecen a la gran familia de las 

inmunoglobulinas (Rothcnberg, 1992). Funcionalmcnlc la expresión de estas moléculas es 
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indispensable para la setialización al núcleo durante la activación a través del TCR, Dado 

que las cadenas TCRap y TCR:yo tienen regiones citoplasmáticas múy cor;tas y sin 

dominios de setialización, su actividad biológica depende de CD3. 

El complejo CD3/TCR es necesario para la activación pero no suficiente, yaquc es sabido 

que los linfocitos T requieren al menos dos seiiales para activarse. La primera seiial se 

genera con la interacción del TCR con el MHC-péptido, esto produce el entrecruzamiento 

entre TCR's y la cascada de setialización a través de CD3 (Brctschcr, 1999). La segunda 

se11al depende de la expresión de moléculas co-estimuladoras o co-rcccptorcs en células 

presentadoras de antígeno (CP A· s) y su interacción con ligandos específicos, como el caso 

de CD28 expresado en linfocitos vírgenes y 137.1 (CD~O) I 137.2 (CD86) en macrófogos 

activados (Unanuc, 1984). La generación de la primera serial sin la participación de la 

segunda favorece la anergia ó dcleción del linfocito, fenómeno fundamental para mantener 

la tolerancia periférica (Matzingcr. 1994). 

2.2.- Estructura y función del MHC 

El MHC es un grupo de genes estrechamente relacionados, localizado en el cromosoma 6 

humano (HLA) (del inglés "Human Leukocytc Antigcn") y el cromosoma 17 murino (H-2). 

Existen 3 diferentes regiones del MHC y cada una codifica para diferentes moléculas. El 

MHC clase 1 se expresa en la superficie de casi la todas las células del organismo, a 

excepción de las neuronas y células germinales, y son altamente polimórficas. En humanos 

y en ratón se conocen Jaldos lla111ados l ILA-A. n y<.· y 11-2-K, D y L, rcspcdiva1m:11tc. 

Las moléculas dd i'vll-lC tipo 11 sólo se encuentran en la supcrficic cclulur de CP J\ 's 

profesionales como Me, CD y células B, aunque bajo ciertas condiciones también se 

encuentran en la superficie de células epiteliales. J\l igual que las moléculas del MHC clase 

l, las moléculas del ivlHC clase 11 son altamente polimórlicas, prcsentítndose 3 alelos en el 

humano HLA-DQ, DP y DR y 2 en el ratón lA e IE. Por otro lado, la región del MHC 111 

codifica para diferentes proteínas que incluyen protc.:inas componcntcs del sistema de 

complemento y TNF-a y P (Whitchcad y Sackstcin, 1985). 
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Estudios bioquímicos y de cristalografia han demostrado que las proteínas del MHC clase 1 

no cargadas con péptido son heterodímeros enlazados no covalentemente conformados por 

la cadena a, codificada por el MHC, y la [3-2-microglobulina Cl3-2m) que es un polipéptido 

globular no polimórfico de 12 kDa (Saper, Bjorkman y Wiley, 1991). La cadena a es una 

glicoproteína de membrana de aproximadamente 44 kDa, con la región amino-terminal 

proyectándose extra-celularmente y la región carboxi-terminal localizada en el citosol. La 

porción extracelular se compone de 3 dominios bien definidos llamados a 1 (región amino­

terminal), a2 y a3. Los dominios a 1 y a2 son las rcgiu1H:s polimúrlkas de la molécula y 

constituyen el sitio de enlace al péptido antigénico. Estos dominios forman una hendidura 

que mide aproximadamente 25A x 25Á x 1 1 A, constituida por las hélices a en los flancos y 

en la base por una lámina de ocho bandas f3 plegadas en forma anti-paralela. Esta hendidura 

está cerrada en sus extremos, lo que limita el tamaño de los péptidos enlazados a una 

longitud de entre 8 a 11 amino-ácidos. El dominio a3 estú altamente conservado y es el 

sitio de enlace de la f3-2m y la molécula CDS de las células Te (Madden et al., 1992). 

Las proteínas de clase 11 también son heterodímcros enlazados no covalcntemcnte, 

constituidos por la cadena a (31 kDa - 34 kDa) y por la cadena 13 (29 kDa - 32 kDa). 

Ambas cadenas son codilicadas por el l'v!HC y son glkoproteínas de la membrana celular, 

con la región amino-terminal localizada en la parle cxtracelular y la earboxi-terminal 

intracelulam1ente. Las dos cadenas tienen dos dominios extracelularcs llamados a 1 y a 2, 

en el caso de la cadena ª· y 13 1 y 13 2, en el caso de la cadena í'· a 1 y r~ 1 se encuentran en 

la región amino-terminal, son las regiones polimórlieas de la molécula y conforman el sitio 

de enlace al péptido antigénico, el cual es muy similar a la hendidura encontrada en las 

moléculas de clase l pero con la diferencia ele que la hendidura presente en clase JI está 

abierta en sus extremos, lo cual le confiere la capacidad de asociarse a péptidos más largos 

de entre 13 a 25 amino-ácidos en promedio. Los dominios rJ.2/132 están altamente 

conservados entre los di fcrentes alelos de clase 11 y en particular la cadena ¡32 que es el sitio 

de enlace de.la molécula CD4 de las células Th (Dcsscn et al., 1997). 
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2.3.- Procesamiento y presentación de antígeno 

En los últimos años ha habido un incremento notable en el conocimiento sobre los 

mecanismos moleculares del procesamiento y presentación de antígenos por las moléculas 

del MHC clase I y clase II a células T (Antoniou, Powis y Elliott, 2003; Watts, 2001 ). En 

general se puede decir que la vía de procesamiento de clase 1 es principalmente endógena, 

esto es, los péptidos asociados a esta molécula provienen de proteínas localizadas en el 

citosol celular, estas proteínas pueden ser tanto propias como no propias, como es el caso 

de las proteínas sintetizadas durante infecciones virales. 

En el caso de las moléculas de clase II, los antígenos derivan de proteínas "exógcnas" que 

ingresan en el sistema endosomal de la célula. Actualmente sabemos que estas proteínas no 

nccesnriamcntc provienen del ambiente externo celular, sino también provienen de 

proteínas de la célula que en su transporte interceptan el compartimiento cndosomal. La 

dicotomía descrita arriba se puede explicar basúndose en la diferente biología de las 

moléculas de clase 1 y 11. La cadena a de la molécula de clase 1 es sintetizada y translocada 

al lumen del RE donde se asocia con la chaperona Bip (Antoniou, Powis y Elliott, 2003). 

Posteriormente, Bip es sustituida por otra chaperona llamada calnexina que a su vez se 

encuentra asociada a una bisulCuro-isomerasa llamada ER.57. Esll.: complejo permite la 

captación de la ¡3-2m, que se encuentra en forma soluble en el RE y que se une a la cadena 

a pen11iticndo su plegado casi delinitivo. En este momento la hendidura de la molécula de 

clase 1 que enlaza a péptido se encuentra vacía y protegida por las interacciones con las 

chaperonas. Este complejo se asocia a calrcticulina y a la tapasina, que son proteínas que 

auxilian a la molécula de clase 1 a recibir de manera eficiente al péptido proveniente del 

citosol. Asimismo, la tapasina estabiliza el complejo al dímero conformado por TAi' (del 

inglés "Transporter associated with Antigen l'rocessing") 1 y TAi' 2 que son J\Tl'asas que 

fo1111an un poro en la membrana del RE y que de manera selectiva introducen del citosol 

péptidos de alta atinidad de S a 1 O aa para que se unan a la molécula de clase l. Los 

péptidos generados en el citosol provienen de proteínas procesadas por un complejo multi­

catalítico llamado proteasoma (Kloctzel, 2001 ). Una vez que se genera el trímero 

confonnado por la cadena a, j3-2m y el péptido, este es transportado a través del camino 

exocítico al aparato de Golgi y de allí a la membrana celular (Figura-2-). 
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Figura-2- Vías de procesamiento y presentación de antígenos (Moreno, 1996). 

La presencia de INF-y, como resultado de una respuesta inmune, no solamente incrementa 

la síntesis de varias moléculas involucradas en el procesamiento de antígeno para hacerlo 

más eliciente, sino que induce la síntesis de nuevas moléculas como es el caso de las 

proteínas de bajo peso molecular PA28a, PA28j3, LMP2, LMP7 y LMPIO, homólogas a 

sub-unidades del proteasoma (Topalian, 1994 ). El intercambio de sub-unidades produce 

diferencias en la calidad y cantidad de los péptidos procesados, limitando el procesamiento 

de péptidos propios ( Groetrupp et al., 1996 ). 

Por otro lado, las cadenas a y 13 de las moléculas de clase 11 son sintetizadas y translocadas 

al lumen de RE. En el RE, 3 moléculas de clase 11 (heterodímeros) se unen a 3 moléculas de 

una proteína llamada cadena invariante (Ji), que es una proteína no polimórfica 

indispensable en el ensamblaje de este complejo nonamérico [(aj3)31i3], (Cresswell, 1996). 

Una región de la cadena Ji se une a la hendidura donde se inserta el péptido antigénico, de 

esta manera, las moléculas de clase 11 son protegidas para evitar el enlace de péptidos no 

óptimos presentes en el RE, entre ellos los que se enlazan a las moléculas de clase 1 (Watts, 



2001). Los nonámeros son posteriormente transportados a través de aparato de Golgi y 

dirigidos a un compartimiento similar a un endosoma tardío con un pl-1 bajo, que algunos 

autores ha11 nombrado MIIC (del inglés "MHC class lI Compartment"). Por la acción de 

proteasas, entre ellas la catepsina S ó L, la cadena li es degradada, quedando solamente un 

pequeño fragmento llamado CLIP (del inglés "Class 11-associated lnvariant-chain Peptide") 

ocupando el sitio de enlace a antígeno. Proteínas propias ó derivadas de microorganismos 

que entraron a la vía endocítica son degradadas por la acción del pH bajo y varias 

protcasas, generando péptidos de entre 14 a 25 aa que al encontrarse con las moléculas de 

clase II en el compartimiento MIIC desplazan a CLIP y ocupan el sitio de enlace a 

péptidos. Este evento, sin embargo, es facilitado por una molécula muy similar a las 

moléculas de clase 11 llamada HLA-DM en humanos ó H-2M en ratones (Brocke et al., 

2002). Esta molécula es codificada por la región del MHC clase 11, no es polimórlica y no 

requiere enlazar a péptidos para estabilizarse. HLA-Dl'vl, al igual que tapasina para clase 1, 

induce cambios conformaeionalcs en la molécula de clase 11 que resultan en la liberación de 

CLIP y en el enlace de pi.!ptidos ópti111os de alta alinidad. Una ve:t. que los péptidos enlazan 

a las moléculas de clase 11, estas moléculas se cstabi,lizan y los transportan a la superficie 

celular. 

En células epiteliales de timo y células B existe otra molécula similar a HLA-DM llamada 

HLA"DO en humanos y H-20 en ratones (13rockc et al., 2002). Esta molécula al igual que 

HLA-DM se encuentra sólo intracelularmcntc, estando totalmente ausente de la superficie. 

Su papel aún no es muy claro pero se cree que sirve como un regulador negativo de HLA­

DM a pH's no muy ácidos y un regulador positivo a pH 's úcidos. En el caso de las células 

B, la inmunoglobulina de membrana. qm: actúa ClJ1110 u11 n:ccptor, intcrnaliza lm; antígcnos 

selectivamente. Si esta inmunoglobulina es de baja alinidad libera al antígeno en 

compartimientos cndosomales tempranos donde DO impide el enlace de péptidos, sin 

embargo, si la in111u110globulina es de alta alinidad, libera al antígeno en compar1imicntos 

tardíos donde DO promueve el enlace de péptidos antigénicos. De esta manera, los 

complejos clase ll-péptido presentados en la supcrlicic inducirán el reconocimiento de los 

linfocitos Th quc a su vez auxiliar:ín a las células I{ con receptores de alta alinidad 

solamente (Brockc et al., 2002). 
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Existen varios mecanismos para internalizar proteínas por parte de las CPA's, como son: 

(a) inespecíficas como la endocitosis ó la fagocitosis (b) específicas a través de receptores 

como Ja inmunoglobulina de membrana en las células 13. En general el ingreso de estas 

proteínas se da a través de vesículas llamadas endosomas tempranos que tienen un pH entre 

6.0 y 6.5 y termina en vesículas como cndosomas tardíos, lisosomas ó el compaiiimicnto 

MIIC con un pH ácido entre 5.0 y 4.5. 

Desde los endosomas tempranos comienzan a actuar enzimas protcolíticas que incluyen en 

especial a proteasas de cisteína, Ac. aspartico y scrina, y mctaloprotcasas. Sin embargo, las 

enzimas que predominan en las CPA 's son la catcpsina D (una protcasa aspártica) y las 

catepsinas 8, F, H, L, S y Z (Dricssen et al., 2002). Estas enzimas degradan 

progresivamente a las proteínas hasta llevarlas a aminoácidos simples en los 

compartimientos más ácidos, a menos que los fragmentos generados sean protegidos como 

en el caso de los péptidos que se unen a las moléculas de clase JI. Finalmente, al igual que 

con clase I, Ja presencia de INF-y incrementa la síntesis no solo de las moléculas de clase 11 

y CLIP, si no también de algunas protcasas para acelerar y refinar el corte de proteínas en el 

compartimiento endosomal. 

2.4.- Madurnción tímic:i y repertorio de células T 

El timo es el órgano donde los linfocitos T se desarrollan y diferencian fenotípicamente. 

Ahí, se "selecciona" al repertorio maduro de células T antígeno-espedficas. Una prueba de 

esto se observa en individuos con atrofia congénita del timo (síndrome de Di Giorge), 

donde el número de células T maduras es muy limitado y la susceptibilidad a infecciones 

muy alta (l\fayrhofcr y Bazin, 1981 ). Desde antes del nacimiento, los precursores de Jos 

linfocitos T provenientes de la médula ósea migran al timo, a partir de ese momento se les 

denomina timocitos. En fases tempranas los timocitos 110 expresan CD4, CD8 (timoeitos 

dobles negativos), CDJ ni TCR. En esta fase los genes de las cadenas fl y cJ. del TCR se 

rearreglan en fo1111a aleatoria e independiente a las moh:culas del M HC presentes en el 

timo. Es necesario que se inicie la expresión de las moléculas de superficie TCR y CD3, 

que son importantes en las funciones de reconocimiento de antígenos y de selección de las 
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células T funcionales. Cuando Jos receptores TCR (con diferentes especificidades) se han 

expresado en Ja superficie de las diferentes clonas de células Ten desarrollo, ese repertorio 

es modificado o "esculpido" mediante dos fenómenos de selección ( 1) la selección positiva, 

por Ja cual el repertorio es restringido por el MHC propio durante el proceso de educación 

tímica (2) la selección negativa, que elimina o inactiva clonas potencialmente auto­

reactivas, asegurando con ello que el repertorio final ele células T maduras sea auto­

tolerante. (Paul, 1998). 

Esos procesos de selección que suceden en tocias lus células T que cstún desarrollándose en 

el timo, se deben a un crecimiento selectivo de algunas clonas y a la muerte de otras. Los 

timocitos primero llegan a la corteza tímica, donde se asegura que mueran (por apoptosis) 

aquellas clonas de células T no restringidas por el MHC. Así, los timocitos que reconocen 

moléculas del MHC propio con afinidad media son seleccionados (selección positiva). A 

continuación viajan a la medula donde los timocitos que reconocen al MHC propio con un 

antígeno propio unido scrún eliminados, sobrcviviendo sólo los timocitos que reconocen el 

MHC con baja afinidad (selección negativa). Sin embargo, en un modelo reciente se 

propone que ambos procesos de sclección se inicien desde la corteza tí mica (Jancway et al., 

2001). 

Inmunidad de Mucosas 

Hasta ahora la mayoría de Jos estudios sobre la respuesta inmune se han enfocado a la 

respuesta inmune periférica. Sin embargo, actualmcnte el estudio de la respuesta inmune de 

mucosas. y en especial el de la mucosa intestinal ha adquirido gran relevancia por las 

características particulares de esta respuesta. Los antígenos del medio externo, así como 

diversos microorganismos comensales son aislados del organismo por barreras epiteliales. 

En el hombre, los epitelios: respiratorio, gastrointestinal y urinario-reproductivo, 

representan la mayor superficie de contacto con el exterior. El tracto digestivo de un adulto 

esta constituido por aproximadamente 400 m2 de epitcl io mucoso, expuesto a una gran 

variedad de par:ísitos, bacterias, hongos y virus potencialmente invason.:s (Ogra, 1999). 



Generalmente las respuestas inmunes inducidas peri réricamente no actúan a nivel de 

mucosas, sin embargo, las respuestas inducidas en mucosas pueden actuar tanto en otras 

mucosas como periféricamente (Brandtzaeg, Ferstad y Heraldson, 1999). Esto se debe a 

que la respuesta inmune adaptativa de las mucosas estú conectada por una red integral de 

órganos linfoides llamada MAL T (del inglés "Mucosa Associated Lymphoid Tissue"), de 

esta manera, las respuestas de células B y T inducidas en un tipo de mucosa pueden actuar 

en la mucosa donde se indujeron y en otro tipo de mucosa separada anatómicamente, 

gracias a la expresión de un receptor de direeeionalidad (homing receptor) compuesto por 

las integrinas a4p7, que sirve de llave para ingresar a los tejidos linfoides de mucosa 

(Butchcr y Pickcr, 1996). Para m:tuar en otras mtH:osas necesitan viajar a través de la linfa y 

la sangre pudiéndose alojar. aunque de manera inL·lil'icnle, en órganos linl'oides periféricos 

y actuar a este nivel. 

La mucosa intestinal cstú constituida principalmente por una mono-capa de células 

epiteliales (entcrocitos) íntimamente adheridas por uniones fuertes especializadas. Entre los 

cntcrocitos se encuentran células secretoras de moco, células de Paneth, células M y células 

de Globet. Estas células continuamente secretan a la luz intestinal una gama de inmuno­

péptidos y glicoproteínas que forman al glicocalix como: defensinas, mucinas, Iisosima y 

diversas inmunoglobulinas intestinales principalmente del tipo lg/\ (lg/\int) (Neutra y 

Krachcnbuhl. 2001 ). Las secreciones protegen a la nHHHH:apa de epitelio intestinal de los 

patógenos residentes e invasores, sin a li:1.:tar la absorl'itin de ;1gua y nutrientes esenciales. El 

tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (G1\LT; del inglés "Gut-/\ssociated 

Lymphoid Tissue") se divide anatómica y funcionalmcnlc en dos partes: (a) los sitios de 

inducción constituidos por la placas de Peycr (PP) y los ganglios linfúticos mesentéricos 

(GLM) y (b) el sitio efector constituido por la Lámina Propria (LP) (Nagler-Andcrson, 

2001). Varios estudios apoyan la idi:a que la entrada principal de antígenos al GJ\LT para 

inducir una respuesta inmune adaptativa es a través de las células M. Estas células tienen la 

capacidad de intcmalizar de la luz intestinal hacia la PP proteínas ó partículas provenientes 

de microorganismos sin di:struirlos. Las PP al igual que otros órganos linfoides consisten 

en cúmulos de células B vírgenes llamados folículos linfoides, que incluyen áreas de 

células B activadas conocidas como centros gc1111inalcs. Cada centro germinal está 
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flanqueado por zonas ricas en linfocitos T, donde se alojan grandes vénulas endoteliales 

que son los sitios de entrada y salida de células migratorias. Las proteínas transportadas por 

las células M son depositadas en la región subepitelial, donde células dendríticas capturan 

el antígeno para después viajar al centro germinal y presentárselo a células By T. Una vez 

activadas estas células viajan a los GLM's y a través de la linfa al dueto toráxico, donde 

entran a la circulación sanguínea. Alternativamente, las células dendríticas cargadas con 

antígeno viajan al GLM donde activan a las células B y T y estas ini_cian el viaje descrito 

(Figura-3-) (Brandtzaeg, Ferstad y Heraldson, 1999). 
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Como se mencionó anteriormente, las células B y T estimuladas en PP o GLM expresan 

altos niveles del receptor de direccionalidad a4f37 que les permite enlazarse a la adresina 

MAdCAM-1 presente en las vénulas cndoteliales altas del intestino y penetrar a la LP 

intestinal, que es una región continua localizada en la base de las células epiteliales 

intestinales e interrumpida solamente por las PP (Butcher y Picket, 1996). Al ingresar las 
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células B, estas se diferencian en células plasmáticas productoras de anticuerpos lgAint con 

la ayuda de las citocinas secretadas por las células Th. Las células Te, también con la ayuda 

de las citocinas secretadas por las células Th, se transforman en células efectoras capaces 

de destruir a las células epiteliales infectadas y secretar citocinas pro-inllamatorias como 

INF-y. Las IgAint secretadas en LP son dímeros unidos por la cadena J de las 

inmunoglobulinas y transportadas a la luz intestinal a través de los cntcrocitos por un 

mecanismo llamado transcitosis. En este proceso las lgAint diméricas son enlazadas a 

través de la cadena J por el receptor polimérico de inmunoglobulinas (pfgR) presente en la 

región basolateral de los enterocitos. El complejo es transportado en vesículas a través de 

citosol celular y liberado en la luz intestinal. 

Insertadas entre los enterocitos existe un gran número de células T llamadas células intra­

epiteliales (CIE) con receptores del tipo tanto ap como yo que expresan dos tipos de CDS; 

CDS constituido por el hetero-dímero ap que se encuentra comúnmente en otros sitios 

linfoides y el poco común CD8 constituido por d hctcrodímcro c:ui. (Naglcr-Anderson, 

2001). La función y el origen de estas células aún no son claros. 

Recientemente se ha descrito un mecanismo alterno t!l! entrada de antígenos a GALT, que 

se lleva a cabo por célulus dendríticas residentes de LP que atraviesan la capa epitelial a 

través de sus prolongaciones y muestrean la luz intestinal directamente. Al captar el 

antígeno de esta manera, muy probablemente lo presentan directamente en LP, sin embargo 

todavía no son claras las consecuencias inmunológicas (Recigno et al., 200 I ). 

lnteresantemcnte, la permeabilidad del epitelio no se ve afectada durante el proceso de 

penetración debido a la expresión por parte de las células dendríticas de proteínas de unión 

fuerte como la ocludina, claudina 1 y zónula ocluycnts que mantienen la estabilidad de las 

uniones estrechas epiteliales. 
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Inmunidad anti-rotavirus 

1.-Antcccdcntcs 

La morbilidad, mortalidad y repercusiones económicas que ocasionan las enfermedades 

diarreicas en niños menores de 5 años y la posibilidad de utilizar vacunas para su control, 

han generado un gran interés en los mecanismos de inmunidad intestinal. En 1998, en 

Estados Unidos salió al mercado una vacuna contra la infección por rotavirus nombrada 

RotaShield-TV, que es una vacuna rccombinante tetravalcntc de segunda generación 

diseñada en base a los cuatro scrotipos de VP7 prcscnti:s i:n ci:pas de importancia clínica 

(G 1 a G4). Administrada en tres dosis inducía inmunidad semejan ti: a la generada por 

infecciones naturales y evitaba la producción di: diarrea profusa en inllmti:s inmunizados. 

Sin embargo, en 1999 se reportó un incrcmi:nto i:n el númi:ro di: casos de intususccpción en 

niños vacunados (Gay, Ramsay y Waight, 1999; Barncs, 1999), que es una forma de 

invaginación del intestino que puede conducir a la muerti:, lo que provocó el retiro de la 

vacuna. De esta manera, estudiar la naturaleza de los meeanismos inmunolúgieos 

involucrados en conferir protección y los antígenos blanco de esta respuesta, podría ayudar 

al diseño de vacunas más efectivas y seguras. 

Los estudios en el hombre sobre la respuesta inmune protectora contra la infección por 

rotavirus han sido muy limitados, ya que casi i:n su totalidad han analizado la respuesta 

inmune humoral lo que ha resultado en un conocimiento muy pobri: sobre la respuesta 

inmune celular. El principal obstúeulo para analizar la respuesta inmune celular i:n inlhntes 

infectados por rotavirus. es la dilicultad en tomar muestras de intestino u órganos linfoides 

asociados a mucosa intestinal. Por lo que sc ha rceurrido al uso de modelos animales 

susceptibles a la infección por rotavirus. El i:crdo gonobiótico fue el primer mamífero 

grande usado para estudiar i11 \'Íl'a los mecanismos ck inmunidad contra rotavirus. Además, 

es el único animal que presenta diarrea al infcetarsi: con ccpas de rotavirus humano (Saifct 

al., 1998). Sin embargo, el manejo dc animalcs grandes en cl laboratorio, la muy limitada 

disponibilidad de anticuerpos y demüs reactivos, hacen poeo prúetieo su i:mpleo como 

modelo. Se ha propuesto el uso de animali.:s mús pcquc1ios como el ratón (nconato y adulto) 

para estudiar la inmunidad contra rotavirus (Rose, Franco y Grccnberg, 1998) y para 
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evaluar el potencial de nuevas vacunas (Esquive! et al., 2000). El ratón es susceptible a la 

infección por rotavirus murinos y de otras cepas, en todos los casos las manifestaciones 

clínicas (diarrea) solo se presentan en neonatos (ratones menores de 14 días), después la 

enfem1edad es asintomática, pero detectable por carga viral. 

2.- Respuesta de células B anti-rotavirus 

La infección por rota virus induce una potente respuesta ele anticuerpos séricos e intestinales 

tanto en humano como en los diferentes modelos animales estudiados. En humanos se ha 

demostrado que anticuerpos IgAint son los únicos que correlacionan con la limpieza de una 

infección primaria y la prevención de una infección secundaria por un rotavirus del mismo 

serotipo (Coulson et al., 1992). Cuando la re-infección se da por un rotavirus de diferente 

serotipo esta no se previene pero sí se atenúa (Velázquez et al., 1996). En este último caso 

muy probablemente también la respuesta hcterotípica de los linfocitos T juegan un papel 

importante. 

El papel de los anticuerpos IgAint contra la infección por rotavirus en el humano se ha 

corroborado en el modelo de ratón. Franco y Greenberg ( 1995) y Burns y Col s. ( 1995) 

demostraron que en la respuesta primaria, los anticuerpos lgAint podrían estar involucrados 

en la eliminación del virus cuando ya ha ocurrido la infi.:cción. Por otro lado, en la respuesta 

secundaria la presencia de IgAint contra rotavirus del mismo scrotipo es suficiente para 

prevenir la infección, esto es, actúan de una manera profiláctica. Los mecanismos 

in\'olucrados en In protección mediada por anticuerpos del tipo fgA, sin embargo, no son 

totalmente claros. Ademús de la posiblc actividad neutralizantc di;: los anticuerpos dirigidos 

contra VP4 y VP7, se ha sugerido que IgA's contra la proteína interna VP6 - que no son 

ncutralizantes - podrían estar bloqueando la infección dentro de la célula epitelial durante 

su transcitosis para ser \'ertidos en el lumen intestinal (Burns et al., 1996). Así, los 

anticuerpos lgAint podrían estar mediando protección contra la infección por rotavirus por 

medio de al menos dos mecanismos diferentes. 

21 



3.- Respuesta de células T citotóxicas (Te) 

Uno de losprimeros trabajos sobre la importancia de los linfocitos Te en la infección por 

rotavirus en el ratón, demostró la inducción de linfocitos Te CDS+ rotavirus específicos en 

la mucosa intestinal de ratones infectados con EDIMwt en la primera semana de infección 

(Offit y Dudzik, 1989). Por otro lado, la transferencia pasiva de linfocitos T CDS+ 

provenientes de bazo de ratones infectados con rotavirus en ratones neonatos singénicos, 

evitó la aparición de diarrea cuando los ratones fueron retados con el rotavirus EDIMwt. En 

otro estudio, la trasferencia pasiva de linfocitos Te CD8' rota virus específicos de ratones 

inmuno-competentes a ratones SCID (ratones con inmuno-defíciencia severa por la 

ausencia de linfocitos B y T) singénicos limpió la infección crónica (Dharakul, Rott y 

Greenberg, 1990). Es importante mencionar que ratones SCl D infectados con rota virus 

presentan una infección intestinal crónica, razón por lo cual estos ratones son un excelente 

modelo para analizar la función de linfocitos B y T (transferidos) en la resolución de la 

infección. 

Posteriormente, usando ratones knock-out de céllalas H y T, sc demostró dc mancra 

concluyente que las células Te juegan un papel importantt.: en protección, terminando ó 

atenuando una infoceión ya establecida, tanto de manera homotípica como heterotípica 

(Franco y Greenberg, 1995). Sin embargo, el mecanismo a través dcl cual estas células 

ejercen su función anti-viral en la infección por rotavirus no es claro, ya que se ha 

demostrado que es independiente de pcrforina, Fas ó INF-y (Franco et al. 1997). 

4.- Respuesta de células Th 

En varios trabajos se ha demostrado que los linfllcitos Th participan en la resolución y 

prevención de infecciones virales (como en la infección por influenza) y que lo pueden 

hacer a través de diversos mecanismos (Gao, Licw y Tite, 19S9). Las citocinas que 

producen los Iintixitos Th activados auxilian en la at:ti\'aciún y maduración dc linfocitos B 

y Te (Dohcrty, Allan y Eid1elberger, 1992). Rccientc111ente, sc ha cncontrado quc los Th 

son importantes en la eficiente inducción de células Te de memoria (Tanchot y Rocha, 

2003). Adcmús, pueden producir citocinas antiviraks como lNP-y o por si mismos 

22 



presentar actividad citotóxica (Kuge et al., 1995). Sin embargo, existe muy poca 

información acerca del papel específico de los linfocitos CD4+ en la generación de células 

efectoras y de mc111oria ene! intestino. 

Linfocitos Th aislados de sangre periférica proveniente de niilos y adultos infectados con 

rotavirus muestran una respuesta proliferativa específica cuando son re-estimulados in vitru 

con rotavirus homólogos y heterólogos (Oflit et al., 1992). Estudios in vivo en cerdos y 

borregos gonobióticos también sugieren la participación de linfocitos Th en la inducción de 

anticuerpos anti-rota virus intestinales y séricos (Van Pinxteren, 1999; Ward et al., 1996). 

Sin embargo, existe poca información acerca de la espeei licidacl de las células Th hacia los 

antigenos de rot:t\'irus. 

En modelos no infecciosos donde ratones fueron inoculados con cepas de rotavirus 

heterólogas por la vía parcntcrnl se ha encontrado, al igual que en el humano, que la 

respuesta prolifcrativa dt: linfocitos Th de bazo y de ganglios linff1ticos perif"éricos re­

estimulados i11 1·itro con rotavirus es tanto homotípica como heterotípica (Balios et al., 

1997; Bruce et al., 199-l). Bruce et al. ( 191>4) demostró que líneas de células Th 

provenientes de ratones BALB/c reconocieron prcdomin:mtemente a la proteína interna de 

rotavirus VP6. Posteriormente. en nuestro laboratorio encontramos que células Th 

provenientes de bazo de ratones 13ALB/c adultos inmunizados intra-pcritonealmentc (i.p.) 

con el rotavirus murino porcino YM n.:i:omH.:icnlll a \11'(1, y qm; csta protcína contcnía al 

menos 2 epítopos (Bailas et al., 1997). A nivel clona!, por medio de un hibridoma de célula 

Th. se determinó que uno de los cpítopos reconocidos estaba constituido por la secuencia 

de VP6 del rota virus Y i'vl comprendida entre los aminoúeidos 289-302 

(RLSFQLVRRPPNMTP), en asociación con la molécula del MHC clase II IEd. Esta 

secuencia esta altamente conservada en la mayoría de los rotavirus tipo A secuenciados 

hasta la fecha, incluyendo el rotavirus murino EDIMwt. Asimismo, se determinó de manera 

experimental que el hibridoma rcconocia de manera hcterotípica a VP6. Finalmente, se 

encontró que las células Th específicas para el epítopo descrito constituían una proporción 

impo11ante de la rcspuesta total contra el rotavirus. 
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A nivel funcional se ha demostrado que las células Th pueden tener un papel tanto directo 

como indirecto en la eliminación de la infección. Kushnir et al. (2001) demostró que la 

transferencia de células Th específicas para rotavirus en ratones SCID infectados 

persistentemente con EDIMwt limpiaba la infección. Asimismo, en trabajos recientes se 

encontró que VP6, como proteína de fusión, y el péptido sintético de VP6 289-302 (epítopo 

de células Th) administrados intranasalmente (i.n.) junto con la entero-toxina de E. Coli L T 

(RI 920) (una forma mutada de L T) indujeron una protección casi total contra la infección 

(Choi et al., 2000). Los autores demostraron que esta protección se dio casi exclusivamente 

por la acción de las células Th específicas para VP6. Por otro lado, en otro trabajo se 

encontró que el trntamiento con anticuerpos monoclonales anti-CD4 en ratones ~tMt-/­

(dcficientcs en células B) previo a una infección con EülMwt, provoca que se instale una 

infección pemwnente (McNeal, Rae y Ward, 1997). Este electo se pudo deber a la ausencia 

de un efecto directo de las células Th ó a una delkic11IL' i11duccitin de células T<.: ¡'¡ambos. 

La participación indirecta de las células Th en el combate de la infección por rotavirus a 

través de la ayuda a células B y Te ha sido prcviamcnle demostrada. (Kushnir, 2001; 

Franco y Grecnberg, 1997; Ricpnhoff-Tally y Ogra, 1987). Así se encontró que la 

transferencia de células Te anti-rotavirus en ratones SCI D infectados persistentemente con 

el rota\'irus murino EDlMwt limpia la infección, sin embargo, cuando las células Te son 

co-transteridas con células Th rotavirus específicas esta limpieza es 1rnís nípida y eficiente. 

En este laboratorio se demostró que células Th específicas para VP6 son capaces de auxiliar 

a células B específicas para las proteínas externas cit.:! rotavirus VP4 y VP7 a través del 

fenómeno de ayuda intcrmolecular, aumentando co11sidcrablcmenle los títulos de los 

anticuerpos ncutralizantes y acelerando la limpieza de la infección (Esquive( et al., 2000). 
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11 JUSTIFICACIÓN 

Ln infección por rotnvirus en infantes humanos genera grandes gastos económicos por 

concepto de hospitalización y atención médica a esenia mundial. Debido a esto, existe un 

gran inten:s por el desarrollo de una vacuna cti.:ctiva para ser aplicada en la infancia 

temprana. Sin embargo, esta vacuna tiene que proteger de manera cruzada contra por lo 

menos 4 scrotipos G y 2 serotipos P de rotavirus humanos ele importancia clínica (Estcs, 

1996). Debido a lo anterior, es de suma importancia w1HH.:er tanto la espcci fícidacl como la 

función de los ekmentos inmuno-protecton.:s en la inli.:cción y así Jisefíar una vacuna que 

incorpore el ó los antígenos relevantes. 

Se ha demostrado que tanto las células Te corno los anticuerpos lg/\int son elementos 

importantes en protección contra la inti.:eción por rntavirus, sin embargo, las células Th 

juegan un papel c1..·11tral en la elkicntc inducción de :1111hos elementos, ademús, estas células 

pueden ejercer funciones efectoras din.:ctas qw.: cuadyu\·an a la limpieza de la inli.:cción. De 

esta manera, es importante conocer mús acerca del repertorio de la especiticidad de las 

c1..;lulns Th hacia lus dill .. ·r1..•ntes antígenos de rot:t\'ir11s 1..·n una inti.:cciú11. Los únicos dos 

estudios al respecto (Ba1ios et al., 1997; Bruce et al .. 1 l)lJ4) encontraron en sistemas nn 

infecciosos (rota\'irus hetcrólogos inoculados parenteralmente) que VP6 es un antígeno 

blanco importante de In respuesta inmune secundaria de células Th a nivel clona! y 

policlonal. Asimismo, se encontró que clonas de células Th pueden reconocer a VP6 de 

manera cruzada (heterotípica) dada su alta conservación en la secuencia de aminoácidos 

(hasta 97 % ) en por lo menos 25 cepas de rota virus reportadas (Baños et al., 1997). 

Por lo anterior VP6 parecería ser un candidato importante para ser usado como vacuna 

contra la infeeeió11 por rotavirus. sin embargo, aún 110 se sabe si en una inli.:cció11 natural (a 

ni\'Cl intestinal) con un rotavirus de ratón homólogo, las células Th tienen una especificidad 

similar y si VP6 es el antígeno blanco dominante de estas células ó existen otros antígenos 

del virns que son eticientemente reconocidos. Asi111isn10. sería importante evaluar estas 

respuestas en órganos linfoides asociados a mucosas, como PP ó GLM, para tener una 

visión más clara de lo que sucede en una respuesta inmune en el medio ambiente de la 
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mucosa intestinal. Por último, un aspecto importante que aún no se había abordado es el 

anúlisis de la especificidad de las células Th que sl! generan en respul!sta primaria y 

secundaria. En la respuesta primaria las clonas qul! se gl!ncran cstún involucradas l!n la 

limpieza de una primo-infección, por otro lado, en la respuesta secundaria la espcci fícidad 

será la de aquellas clonas que permanecieron como células de memoria, mismas que 

estarían involucradas en protección contra una segunda infección. El repertorio en ambos 

casos pudiera ser diferente. 

Así, en este trabajo me propuse iniciar el estudio del repertorio de la cspeci fícidad de las 

células Th contra los antígenos de rotavirus en GLM de ratones infectados oralmente con el 

rotavirus homólogo (de ratón) silvestre EDIMwt, tanto en respuesta primaria como 

secundaria. Para analizar la respuesta primaria se intentará generar hibridomas de células 

Th activadas por la infección, para después determinar su especificidad usando rotavirus y 

proteínas del rotavirus como antígeno. Para la respuesta secundaria se estimularán las 

células Th de memoria in 1•itro usando los mismos antígenos. Es importante aclarar que el 

principal enfoque de este trabajo es montar las condiciones experimentales necesarias y 

concentranne en las respuestas hacia VP6. En estudios posteriores se planea determinar de 

manera más completa, usando este sistema, la respuesta contra otros antígenos del 

rota virus, sin embargo. no se descarta que este trabajo pudiera tener avances al respecto. 

lil HIPÓTESIS 

Es muy probable que VP6 sea un antigeno blanco importante de las células Th de GLM 

provenientes de ratones infectados con el rotavirus EDIMwt, tanto en la respuesta primaria 

como secundaria. Sin embargo, es posible que en la respuesta primaria la especificidad de 

las células Th sea mús amplia que en la respuesta secundaria. 
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IV OBJETIVOS 

1.- OBJETIVO.GENERAL 

Establecer las condiciones experimentales que nos permitan determinar Ja cspcci !icidad 

contra Jos antígenos de rotavirus de las células Th provenientes de GUvl's de ratones 

infectados con el rotavirus murino ED!Mwt. 

2.- OBJETIVOS PARTICULARES 

2.1.- Estandarizar el modelo murino de infección con el rotavirus EDIMwt. 

2.2.- Analizar la cinética de activación de células T y 13 provenientes de GLM durante In 

infección. 

2.3.- Determinar In espcciticidnd de la respuesta primaria de células Th provenientes de 

GLM de ratones infectados, con énfasis en el reconocimiento de VP6, a través de la 

generación de hibridomas de células Th. 

2...1.- Detenninar la especificidad de la respuesta secundaria in vitro de células Th 

pro\'cnientes de GUvl de ratones infoctados, con énfasis cn el reconocimiento de VP6, a 

través de ensayos de proliferación y producción de citocinns. 
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V MATERIALESY MÉTODOS 

1.- Cultivo celular 

1.1.- Medios de cultivo 

Todos los medios de cultivo y sus co111plc111cntos que aquí se mencionan fueron adquiridos 

a G!BCO BRL, excepto en los casos que se indil:a11. 1\si111is1110, todos los medios fueron 

ajustados a un pi-! de 7.0 y esterilizados por medio de liltraeión a través ele una me111brana 

de 0.22 µm. A continuación se detalla la preparación de los medios: 

RPMI": RPMI 1640 suplementado con 2 mM L-glutamina y 2 gr ele NaHC03 por litro. 

RP!'vll+: RPl'vll 1640 suplementado con 2 mM L-glutamina, 2 gr de Nal IC0.1 por litro, 

sx10·5 M 2-mercaptoetanol (2-ME), 10 mM llEl'ES, '10 ~1g/111l de gcntamicina, 100 U/mi 

de penicilina, 100 ~1g/ml estreptomicina y 1 O 'Xi suero fetal bovino (SFB: Certificado). 

RPMl-CPR2: RPMI l 640 suplementado con 2 111M L-glutamina, 2 gr de Na!IC03 por litro, 

sx10·5 M 2-ME, 10 mM HEPES, 40 ~1g/ml de gcntamicina, 100 U/mi de penicilina, 100 

~1g/ml estreptomicina y 5 %i suero fotal bovino ele baja prnliforación (CPR-2 certificado; 

Sigma). 

DMEM·: Dlv!EM alto en glucosa suplementado con 2 mM L-gluta111ina, 11O111g/lt piruvato 

de sodio y 3.7 gr de Nal-!COJ por litro. 

DMEM+: DMEl'vl alto en glucosa suplementado con 2 111M L-gluta111ina, 3. 7 gr ele NaHC03 

por litro, 11 O mg/lt piruvato de sodio, 100 U/mi ele penicilina, 1 OO. ~1g/ml estreptomicina y 

10 % SFB. 

1.2.- Líneas cclulnrcs 

lvtA-104: Línea procedente de células epiteliales de ri1lón letal de mono Rhcsus (Macaca 

11111/atta). 

CTLL-2: Linea tumoral de linfocitos T citotóxicos de ratón (Mus 11111sc11/us), C57BL/6 (H-

21>) dependientes de 1 L-2. 1 L-4 e 1 L-15 {l~ussell y Vindelo, 1998). 

XGJ 1 Oml L-2: Linea celular productora de 1 L-2 de ratón. Creada a partir de la transfccción 

estable del mieloma de ratón XG3 JO con el gen de IL-2 murino (Karasuyama y Mclchers, 

1988). 
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A.20.j.: Linfoma de células B de ratón (H-2.i), MHC clase 1.y 11 positivasclGM e lgG de 

superficie (McKenn et ni., 1981 ). 

A.20A.45.: Células A.20.j trnnsfcctadas congcüc:fc!Clhaplotipo 1-1~2Lquc expresan híbridos 

de clase lI a.d 13~. 

B\\'5147 a.-13-: Línea celular de ratón AKR (H-2~) mutante, proveniente del timoma 

BW5147 (HPRT-), con ausencia delas cadenas a. y fhlcl TCRy susceptible a selección por 

HA T (White et al., 1989). 

305. 7.1 D: Híbridoma Th (H~2''), quereconoce la región de aminoácidos 289-302 de V P6 

del rotnvirns porcino YM (Bafios:et :Íl., 1997). 

Todas !ns líneas celulares se culti\1:iroí1 en una incubador:i a 37 "C, 5 'X. de C02 y humedad 

saturante. 

1.3.- Cultin>clc l't•lulas mlhcn•ntcs 

Las células ti.1ernn culti\'adas en frascos de cultivo dl' 25. 75 ó 1<12 cm:! y cada vci'. que 

llegaban a confluencia eran diluidas en proporción 1 a 1 O para su m:111tenimiento en cultivo. 

Para esto, el medio de cultivo se aspiró y la mono-capa celular se lavó 1 vez con 5 mi dc 

PBS. Posteriormente, se adicionaron de 2 a 4 mi de tripsina-EDTA en PBS (0.25% tripsina 

1:250 y 1 mM EDTA) y se incubó por 5 mina 37 ºC para despegar las células adheridas al 

plástico. Se tomó un volumen de la suspensión celular y se diluyó 1 en 1 O en medio fresco, 

para sembrarse en un frasco nuevo. El volumen se llevó a 7, 12 y 22 ml de medio en los 

frascos de 25, 75 y 162 cm2 respectivamente. 
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L4.- Cultivo de células no adherentes 

Las células no adherentes CTLL-2, XG3 I Oml L-2, A.20.j y BW5147 a-13- fueron cultivadas 

en frascos de cultivo de 25, 75 ó 162 cm2 y una vez que la suspensión celular llegaba a 

saturación estas eran diluidas 1 a 10 en medio RPMI' fresco. El volumen se llevó a 7, 12 y 

22 mi de medio en los frascos de 25, 75 y 162 cnl respectivamente. 

1.5.- Fu en te de 1 L-2 

La línea celular XGL3 IO m!L-2 secreta de manera constitutiva IL-2 soluble (de ratón), por 

lo que para la obtención de este factor se realizaron cullivos en frascos de 162 cm2 con 200 

mi de RPMI •. Posteriormente, el cultivo fue monitorcado diariamente hasta que se alcanzó 

un SO% de mortalidad celular. La suspensión celular ruc colectada y centrifugada a 2,500 

rpm por 15 minutos. El sobrenadnnte fue congelado, descongelado y filtrado a través de una 

membrana de 0.22 ~1111. Se prepararon alícuotas de 45 mi, mismas que se congelaron a -20 

ºC hasta su uso. 

2.- Virus 

Los rotavirus del grupo A YM (Po/GI IP9, SCll) de cerdo, RRV (Sa/031'11, SGll) de simio 

y EDIMwt (iv1u/G3PIO, SGII) de ratón, fueron propagados i11 11itro en la línea celular MA­

i 04 como se describe mús adelante. El rotavirus EDI Mwt silvestre propagado in vivo fue 

amablemente propon.:ionado por el Dr. Richard \Vanl (Uarnble lnstitute of Medica! 

Research, Cincinnati, Ohio). 

2.1.- Propagnción de rotnvirus i11 1•fro 

EDIMwt fue propagado en intestinos de ratones neonatos. Para esto, se inocularon 

oralmente grupos de 1 O ratones BALB/c de 5 a 7 días de nacidos con 100 µI de diarrea 

suspendida en Dl'v1El\r obtenida de ratones neonatos infectados con ED!Mwt. Dos días 

posteriores a la infección se aislaron muestras de heces diarreicas en tubos eppendorf con 

500 pi de Di'vlEMº y se congelaron a -70 ºC. Una vez rnlt:c!adas todas las muestras, éstas se 

mezclaron. se hicieron alícuotas de 500 pi y se congelaron a -70 ºC hasta su uso (Fcng l!l 

al.. 1994). 
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2.2.- Propagación de rotnvirus i11 1·itro 

Células MA-104 en confluencia cultivadas en frascos de cultivo de 75 ó 162 cm2 fueron 

infectadas con las cepas de rotavirus RRV, YM ó adaptadas a su propagación in vitro. Para 

esto, el medio ele cultivo se decantó y la mono-capa celular se lavó 2 veces con 5 mi de 

PBS, con la finalidad de eliminar todo el SFB residual. l'ostcriormcnte, se mlicionaron ele 1 

a 2 mi de lisados celulares de l'vlA-104 conteniendo de 1 a 2 unidades formadoras de fócos 

(uft) de las diferentes cepas de rotavirus. prcvia111c11ll' lrnlados con 10 ~1g/111l de lripsina 

(Sigma) por JO mina J7 "C (parn gcncrar partkulas i11fl:L:ciosas). Las cl:lulas se incubaron 

por 1 hr a 37 "C. distribuyendo el inóculo viral cada 15 111i11 y se agregó DMEM- para diluir 

el inóculo inicial 1 O vcccs. Dcspués dc 2-1 a 48 hrs dc i11rnhación las células y el medio 

fueron colectados juntos y congdados a -70 ºC. El lisado celular fue congelado y 

descongelado 2 veces para liberar las partículas virales, alicuotado y congelado a -70 ºC 

hasta su uso. Finalmente. el rotavirus murino adaptado a cultivo fue propagado en células 

tvtA-104 crecidas en tubos de cultivo de fondo plano de 3 mi, manteniendo las proporciones 

atTiba descritas. 

2.3.- Semi-purificución de rotavirus 

En cada semi-purificación se usaron ele 100 a 200 mi de lisados celulares de MA-104 

infectadas con el rota virus RRV ó lisados de MA-104 sin infectar. Estos últimos sirvieron 

como fuente de proteína control en ensayos de proliferación de linfocitos. Los lisados 

fueron congelados a -20 ºC y descongelados 2 veces para liberar la mayor cantidad de 

pni1ículas virales contenidas dentro de las células. Los lisados se centrifugaron a 25,000 

rpm en el rotor SW2S a 4 ºC por 2 horas. la pastilla resultante compuesta por restos 

celulares y partículas virales se rcsuspendió en 10 mi dc buffer TSC (Tris 10 mM, NaCI 

100 mivl, 10 mM Ca~+. pl-1: 7.4) y se le agregó un volumen igual de tricloro-fluoro-mctano 

(freón). La mezcla se agitó vigorosamente por 10 min. con la finalidad de liberar al virus de 

las membranas celulares y se centrifugó a (1,500 rpm a 4 ºC por 1 O minutos. 

Posteriormente. se tomó la fase acuosa superior. se pasó a otro tubo (el cual se mantuvo a 4 

ºC). se adicionaron 1 O mi de buffer TSC al tubo con J'reón y se repitió el proceso de 

extracción por segunda vez. Las fases acuosas de la primera y de la segunda extracción se 

combinaron y se centrifugaron a 25,000 rpm por 2 horas. 
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La pastilla resultnntc se rcsuspcndió en 4 mi de TSC y se centrifugó sobre un colchón de 1 

mi sacarosa ni 30 % en TSC (P/V) a 40,000 rpm, en un rotor SWSO a 4 ºC por 2 hrs. Con la 

finalidad de eliminar residuos de sacarosa, la pastilla del virus semi-purificado fue 

rcsuspendida en 5 mi de TSC y se repitió la centri fugaciún anterior ( 40,000 rpm a 4 ºC por 

2 hrs). Finalmente, el virus fue resuspendido cn 1 mi dc TSC, se hicieron alícuotas de 50 ¡ti 

y se almacenó a -70 ºC hasta su uso. En el caso de los lisados de células MA-104 se 

obtienen proteínas celulares particuladas que pueden scdimcntar a través del colchón de 

sacarosa. La concentración de proteína y la pureza de la preparación se determinó por el 

método BCA (Pierce, 1991) y por un gel de poliacrilamida al 11 %, respectivamente. 

2.4.- Determinación de proteína viral 

La concentración de proteína en las preparaciones virales fue determinada por el método de 

BCA. Para esto, se preparó una solución "stock" ele 2 mg/ml de albúmina sérica bovina 

(BSA, fracción V: Sigma) en agua. En una 111icro-plac:1 di! 9(1 pozos se adicionaron por 

duplicado 2.5 ¡1g de BSA en 50 pi di! TSC en los pnY.os innwdiatos inforiores cantidatll!s 

crecientes de la proteina hasta llegar a 35 ¡1g en 50 ¡il de TSC. Para determinar la 

concentración de proteina en nuestras prcpara1:ioncs virales, se adicionaron por duplicado 5 

µI de virus semi-purificado más 45 ¡11 de TSC y 1 O pi de virus semi-purificado más 40 ¡11 

de TSC. Posteriormente, se adicionaron 150 ¡11 de una mezcla de 14 7 ¡il de reactivo A más 

3 ¡11 de reactivo B a cada pozo de la placa y se dejó 45 rnin a T/ A. Por último, la placa fue 

analizada en un lector de ELISA a 570nm, los valores resultantes se graficaron y se obtuvo 

una curva con la proteína de concentración conocida. Una vez graficados los valores 

obtenidos de nuestras preparaciones virales se dividieron por su rnspectivo factor (de 5 para 

las de 5 pi y de 10 para las de 10 µ!), para así obtener la concentración de proteína en 

µg/ml. 

2.5.- Determinación de In infectiviclnd ele rotnvirus 

La infectividad de las preparaciones virales se evaluó cuantificando la formación de focos 

de infección en células MA-104. Estas se llevaron a confluencia en cajas de 96 pozos de 

fondo plano (Falcan), se aspiró el medio de cultivo y cada pozo se lavó 2 veces con 200 µ1 

de PBS para eliminar el SFB residual. Se agregó por duplicado 50 µl de cada preparación 
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viral (previamente tratadas con 1 O µg/ml de tripsina por 30 min a 37 ºC) a diferentes 

diluciones e incubó a 37 ºC por 1 hr. Posteriormente se agregaron 150 µl de DMEM" y se 

incubó a 3 7 ªC por 14 horas más. Por último, se lavó con 200 ¡ti PBS y las células se fijaron 

con 100 ¡ti de acetona al 80 % en PBS, pasados JO minutos se lavó dos veces con 200 ¡ti 

PBS. La fonnación focos de infecciosos se determinó itH.:ubando las células con 50 ¡ti de un 

anticuerpo policlonal de conejo contra rotavirus YM diluido 1 :2000 en PBS por 1 hr a 37 

ºC. Las células se lavaron 2 veces con PBS y se adicionaron 50 ¡Li de Proteína-A acoplada a 

peroxidasa (Amcrsham) diluida 1 :2500 en PBS. Por 1 hr a 37 ºC. Se reveló con 50 ¡Li del 

sustrato precipitablc carbasol (Sigma) de 5 a 1 O min a TIA. Finalmente, los pozos se 

lavaron 2 veces más con agua destilada, se secaron por 2 hrs al aire y los focos de infección 

fueron cuantificados en un microscopio utilizando el objetivo 20X. Los títulos de infección 

se expresaron como unidades formadoras de l'ocos (ul'I). 

2.6.- Tratamiento del virus con luz ultravioleta 

Alícuotas de 50 a 100 pi de las diferentes preparaciones de los virus semi-purificados 

fueron puestos en una caja Pctri de 35 111111 de diú1m:tro, previamente colocada sobre una 

cama de hielo. La muestra fue irradiada con luz U.V. con una longitud de onda de 254 n111 

con una lámpara U.V. (Mincralight, l'vlultiband U.V. 254-366 nm) a una distancia de 10 c111 

a los tiempos especificados en los diferentes experimentos. 

3.- Proteínas 

3.1.- Electroforesis en gel de poliacrilmnida 

Para dctenninar la pureza de las preparaciones virales estas se analizaron en geles de 

poliacrilamida, por el método de Laemmli ( 1970), al 11 % bajo condiciones 

desnaturalizan tes y reductoras. Para esto, a cada muestra de 20 µI de virus scmi-puri ti cado 

se le agregó 5 µl de buffer de carga "5X" (para una concentración final de: 1 % SDS, 1 mM 

2-ME, 2 mM EDTA, 10 % glicerol, 50 mM Tris HCL, pH: 6.8) y se hirvieron por 2 min. 

Después de haberse enfriado en hielo se cargaron en el gel y se corrieron a un voltaje 

constante de 200 V por 2 hrs. Al término de este tiempo, el gel se tifió en una solución de 

0.05 % de azul de Coomassie en 50 % de agua destilada, 43 °lí> metano! y 7 % de ácido 
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acético por 30 min. Finalmente, el gel se destÍlló por 4 hrs en una solución al 40 'X1 metano! 

y 1 O % de ácido acético en agua destilada. 

3.2.- Obtención de proteínas recombinantes 

Bacterias de la cepa E. Coli JM 109, transformadas con los plásmidos pGEX-4T ó pGEX­

YM6, se crecieron toda la noche a 37 "C en medio luria líquido suplementado con 50 ~tg/ml 

de ampicilina. El plúsmido pGEX-4T codifica para el polipéptido de 26 kDa Glutatión-S­

Transferasa (GST) y el plúsmido pGEX-YM6 para la proteína de fusión GST-VP6 de 70 

kDa, la secuencia de VP6 proviene del rotavirus YM (Bai\os et al., 1997). Al día siguiente, 

se sub-cultivaron 1/100 en el mismo medio hasta alcanzar una densidad óptica (DO) a CiOO 

nm de 0.3 y se indujo la expresión de las protdnas rernmbinantes con 1 mM de IPTG por 3 

hrs a 37 ºC. Posteriormente, con la finalidad de enriquecer las proteínas de interés, se 

realizó la separación de la fracción insolubk: de las bacterias. GST Sl! presenta tanto en la 

fracción soluble como insoluble pero GST-VP<1 se cxprcsa pn:dominanteml!nte en la 

fracción insoluble, por esto en los ensayos de csti111ulación in l'itro se utiliza sólo la 

fracción insoluble. Así, la suspensión bacteriana se lan) dos veces con buffer de lavado (50 

mM Tris, 1 mM 2-ME en PBS) centrifugando a 1500 g por 10 min cada vez. Después del 

último lavado, las células previo a su sonicación se rl!suspendieron en 2 mi del mismo 

buffer en presencia de Jos inhibidores de proteasas PMSF 1 mM, leupeptina 1 ~tM y 

aprotinina 0.3 ~1M. La sonicación consistió de 3 pulsos de 14-18 mm de amplitud por 30 

segundos, en un sonicador SoniPrep 150 (SANYO MSE). Al finalizar este tratamiento, Ja 

suspensión se centrifugó para separar la f'racción soluble de la insoluble. La fracción 

soluble se desechó y la fracción insoluble (pastilla en el rondo del tubo) se lavó dos veces 

más con PBS mús los inhibidores de proteasas usados anteriormente. Finalmente, la pastilla 

se resuspendió en PBS, se hicieron alícuotas de 50 ~ti y se congelaron a -70 ºC hasta su uso. 

La concentración de proteína total fue evaluada por el método de BCA (B!O-RAD) y la 

pureza de la preparación se evaluó a través di.! un gel de acrilamida al 11 'X1, el cual fue 

tefüdo con azul de Coomassie. Las muestras usadas en los ensayos de proliferación fueron 

tratadas con luz U.V. como se describe para las preparaciones virales, pero sólo con Ja 

finalidad de evitar el crecimiento de microorganismos en los cultivos. 
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4.- Ratones e inmunizaciones 

Todos los experimentos se realizaron con ratones singénieos hembras de la cepa BJ\LB/c 

(haplotipo H-2d) de 4 a 6 semanas de nacidos, mantenidos bajo condiciones libres de 

patógenos, provenientes de Jos biotcrios del Instituto Nacional de Salud Pública, Instituto 

de Biotecnología de Ja UNAM y la comp:uiía 1-JJ\RLAN. Previo a cada experimento todos 

los ratones fueron sangrados y el suero fue analizado para la presencia de anticuerpos anti­

rotavirus por medio de un ensayo de ELISA. Es i111porta11te mencionar que el 100 •y., de los 

ratones utilizados t'ueron negativos a previa cxposiciú11 a rotavirus. lJ11a vez comprobada la 

ausencia de anticuerpos anti-rotavirus, grupos de 3 a 5 ratorn:s rucron inoculados oralmcnte 

con 100 ~¡)de bicarbonato de sodio al 1.33 '%.para neutralizar los úeidos estomacales. De 5 

a JO minutos después, los ratones fueron inoculados oralim:nte con 100 p 1 de DM EMº 

conteniendo IXI05 uff de EDIMwt. Para demostrar que los ratones f'ucron realmente 

infectados, se tomaron muestras de heces a cada ratón justo antes de la infección y cada 24 

hrs durante 8 días. Las heces fueron almacenadas a -20 ºC para posteriormente evaluar la 

presencia de virus (carga viral), e lgA anti-rotavirus usando el método de ELISA de 

captura. 

5.- Detección de rotavirus e IgA anti-rotavirus en heces 

Muestras de heces mantenidas a -20 "C fueron descongeladas, suspendidas al 5 % (peso / 

volumen) en solución amortiguadora disolvente ( 1 O mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM CaCb, 

5 % SFB, 0.05 % Twcen-20 y azida de sodio 1 O mtvl, pH: 7.4) y almacenadas toda la noche 

a 4 ºC. Posteriormente, las partículas de rotavirus contenidas en las heces fueron liberadas 

por agitación en un vortex y la suspensión obtenida centri rugada a 2,000 rpm por 5 min 

(microcentrífuga refrigerada). El sobrcnadantc conteniendo las partículas virales fue pasado 

a otro tubo eppcndorf y la cantidad de antígeno rota viral determinada a través de un ensayo 

de ELISA de captura. Para esto, micro-placas de 96 pozos (Costar) fueron cargadas con 50 

~ti de una dilución 1 :5000 en PBS con 0.02 •y;, de azida de sodio del anticuerpo de captura -

anticuerpo hiper-inmune de cabra dirigido contra di fercntes cepas ele rotavirus- e incubadas 

toda la noche a 4 ºC. Al siguiente día, las placas rueron bloqueadas por 2 hrs a temperatura 

ambiente con una solución al 5 % de leche Camation sin grasa en TNC ( 1 O mM Tris, 100 

mM NaCI, 1 mM CaC12, pH: 7.4). Las placas se lavaron 4 veces con solución de lavado 
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(PBS y Tween-20 0.05 %), se adicionaron 50 ~ti por duplicado del sobrenadante de la 

suspensión de hecºes y se incubó por 2hrs a 37 ºC. Posteriormente, las placas se lavaron 4 

veces, se adicionaron 50 µl de un anticuerpo hiper-inmune de conejo anti-rotavirus 

(generado contra la cepa RRV) diluido 1 :2000 en solución de bloqueo y se incubo por 1 hr 

a 37 ºC. Después de lavar 4 veces, se adicionaron 50 ¡ti de una dilución 1 :2000 de un 

anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo acoplado a fosfiltasa alcalina (Zymcd) y se incubó 

por 1 hr a 37 ºC. Al término de este tiempo, se lu\'lÍ 4 veces, se adicionaron 50 ¡ti de 

sustrato (p-nitrofenil fosfato disodio; Sigma) y se dejú dL'sarrollar el color por 30-45 111in a 

37 ºC. Finalmente, se leyó la absorbancia a 405 nm en un lector de ELISA (Bio-Tck 

Instruments, Burlington, Yt). Como control positivo se usó un lisado de células infectadas 

con el rotavirus RRV. en lugar de la suspensión de heces. En todos los caso el valor del 

control negativo sin antígeno fue restado al resto de la placa. 

Para la detección de IgA anti-rotavirus en heces, las micro-placas cargadas con el 

anticuerpo hiper-inmune de cabra anti-rotavirus y bloqueadas como arriba se mencionó, 

fueron cargadas con 50 µI de un lisado de células MA-104 in!Cctadas con el rotavirus RRV 

e incubadas por 2 hrs a 3 7 ºC. Las placas fueron lavadas 4 veces e incubadas con 50 µl del 

sobrenadan te de la suspensión de heces por 1 hr a 3 7 ºC. Posteriormente, las placas fueron 

lavadas 4 veces e incubadas con 50 ~ti de una dilución 1: 1000 de anticuerpo de cabra anti­

IgA de ratón conjugado a peroxidasa (Kirkcgaard and Pcrry Labs) por 1 hr a 37 ºC. 

Después de lavar, se adicionaron 50 µI del sustrato o-li:nilenediamina (Sigma) en buffer de 

acetatos y se incubo por 15-20 min a temperatura ambiente. Al término de este tiempo, se 

paró la reacción con 50 µI de H2S04 2 M y se leyó la absorbancia a 450 11111. 

6.- Citofluoromctría 

Células provenientes de GLM obtenidos de S rato1H.:s BALB/c así como diferentes líneas 

celulares fueron incubadas a 4 ºC con anticuerpos anti-! L-2, anti-CD25, anti-CD69, anti­

CD3, anti-B220. anti-CD4 y anti-CDS para su posterior análisis por citoíluoromctría de 

flujo. Para esto, se sacrificaron por luxación cervical grupos de 5 ratones BALB/c 

inoculados con IX105 uff de EDIMwt, los GLM obtenidos se disgregaron en RPMI+ con 

ayuda de una rejilla metálica y un embolo. Las células obtenidas se pasaron a un tubo de 15 
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mi conteniendo 10 mi de RPMi+ y centrifugaron a 1,800 rpm por 7 minutos. La pastilla 

resultante fue resuspendida en 1 O mi de buffer de enlace (BE: PBS, 2% SFB y 0.02 % de 

azida de sodio, pH: 7.4) posteriormente, el tubo se centrifugó a 1800 rpm por 7 min y el 

botón celular fue resuspendido en 2 mi de BE. Por último, las células se contaron y llevaron 

a una densidad de 2X 106/tnl para su posterior distribución cn tubos eppendorf. Los tubos 

eppendorf fueron centrifugados a 2,000 qm1 por 5 min. cl botón fue resuspcndido en 50 ~ti 

de BE y fueron agregados los siguientcs anticuerpos 11101Hn:lonalcs: 

a) GKl.5: Anticuerpo monoclonal de rata (Lewis) lgG2b anti-CD4 de ratón; usado como 

ascites a una dilución 1 :50 y acoplado a PE (130; 0.1 mg) se usó a una dilución ele 1 :200. 

b) 5H 10-1: Anticuerpo monoclonal dc rata lgG2b, A. anti-CDS de ratón, (BD) 0.5mg, 

acoplado a FITC y usado a una dilución de 1 :200. 

e) RA3-6B2: Anticuerpo monoclonal de rata IgG2a. K anti-CD45R/B220 de ratón, (BD) 

0.lmg, acoplado Cy-chrome y usado a una dilución de 1:200. 

d) OKT3: Anticuerpo monoclonal de rata IgG2a anti-CD3 Epsilon (T3) de ratón; (Serotec) 

purificado a 1 ~1g/~tl y usado a una dilución de 1 ~1g por 50 ~ti de BE. 

e) H l.2F3: Anticuerpo monoclonal de l-lümster Armenio IgG, grupo 1, ').. anti-CD69 de 

ratón; (BD) 0.5mg, acoplado a biotina y usado a una dilución de 1 :200. 

f) PC61: Anticuerpo monoclonal de rata lgGl, /.. anti-CD25 (lL-2 Ra., p55) de ratón; (13D) 

0.5mg, acoplado a biotina y usado a una dilución de 1 :200. 

g) Streptavidina acoplada a PE (BD) O.Smg y usada a una dilución de 1 :200. 

h) Streptavidina acoplada a FITC (BD) 0.5mg y usada a una dilución de 1 :200. 

i) Streptavidina acoplada a Cy-chrome (BD) 0.1 mg y usada a una dilución de 1 :200. 

j) 7D4: Anticuerpo monoclonal de rata lgG 1, K acoplado a PE como control de isotipo. 

k) JES6- l A 12: Anticuerpo monoclonal de rata IgG2a anti-1 L-2 de ratón, (Annc Ó garra, 

Dymax, Palo Alto) purificado en el laboratorio usando scf'arosa G a partir de medios de 

cultivo condicionados y usado a una dilución de 1 ~1g por 50 pi de BE. 

1) Fracción F(ab')2 de anticueqJO monoclonal de ratón IgG anti-rata l .5mg, acoplado a 

FITC (Jackson/ lmmunoResearch) se usó a una dilución de 1 :20. 
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Las células fueron incubadas con los diferentes anticuerpos en hielo por 30 min, al terminó 

los tubos fueron centrifugados a 2,000 rpm por 5 min y el botón fue resuspendido en 1 mi 

de BE. Sólo en el caso de los anticuerpos no acoplados a fluoróforos las células fueron 

centrifugadas y resuspendidas en 50 µl de BE a una dilución 1/50 de fragmentos F(ab')2 del 

anticuerpo IgG de ratón anti-rata tluoresceínado (FlTC) (Jackson) ó a streptavidina 

acoplada a Cy-chrome, FITC ó PE, en ambos casos se incubaron en hielo por 30 min. 

Posteriom1ente, las células fueron centrifugadas y lavadas con 1 mi de BE. Por último, los 

tubos fueron centrifugados a 2,000 qm1 por 5 min, el bDtlÍn fue resuspcndido en 100 ~ti de 

BE y las células fueron fijadas por la adición de 100 ~ti de paraformaldchido al 2 % en PBS 

(pH: 7.3). Se resguardaron de Ja luz y almacenaron a 4 ºC (por un múximo de 7 días) hasta 

su análisis por citofluorometría de flujo usando los citotluorómctros FACSCAN y FACS­

SCAL YBUR (Becton Dicksons). 

7.- Generación de hibridomas de células Th 

Grupos de 3 ratones hembras BALB/c fueron inoculados oralmente con 1X105 uff del 

rotavirus murino EDlMwt. Cinco días después se obtuvieron los GLM y se disgregaron en 

RPlvtr con la ayuda de una rejilla metúlica y un émbolo de jeringa. Las células obtenidas de 

manera estéril se rcsuspcndieron en 1 O mi de RPl'VI r y se centrifugaron a 1,200 rpm por 5 

min. El botón celular resultante se resuspendió en 2 1111 di: medio, se contaron las células y 

se llevaron a una concentración de 2X 107 células/mi. A la suspensión celular se le 

adicionaron 4X 106 células del ti moma BW5 J 4 7a-p- (HPRT), para obtener una mezcla 

celular de 5: 1 (esta proporción varió en algunos experimentos). La mezcla celular fue 

centrifugada a 1,200 rpm por 1 O min, el sobrenadantc decantado y las células en el botón 

celular fusionadas agregando 1 mi de polietilenglieol 1500 (PEO; Boheringcr) a 37 ºC. En 

este paso el PEO fue agregado gota a gota y mezclando cuidadosamente las células. 

Inmediatamente después se adicionaron 3 mi de RJ>~vti- a 37 ºC por un lapso de 2 min, 

seguido de 7 mi del mismo medio en un lapso de 3 min. Las células así fusionadas se 

centrifugaron a l .200 rpm por 5 min y se diluyeron a una densidad de 1X1 <f' células/mi 

(basado en el número de células de GLM inicial) en Rl'M 1 •· suplementado con 200 ~LM 

hipoxantina. 0.8 ptvl aminoptcrina y 32 pM timidina (111\T 2X; Bohcringer) y se 

adicionaron 100 pi de la suspensión celular i:n plai:as de 1J(1 pozos de f'ondo plano (Nunc), 
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previamente sembradas con IXI05 timocitos por pozo en 100 µI de RPMJ;. Los timocitos 

fueron obtenidos a partir de timos de ratones de 2 semanas de nacidos y fueron sembrados a 

úmnera de céhilas alimentadoras 1 S hrs antcs de la rusión. Las células BW5 l 47ulr son 

incapaces de utilizar la vía del salvamento en la síntesis de nucleótidos por poseer una 

mutación en Ja enzima HPRT, esto resulta en la muerte de todas las células no fusionadas al 

cabo de unos 8-10 días de cultivo en Ja presencia de HAT. Por esta razón, al día 6 de 

cultivo se substituyeron 100 ~Ll del medio de los hibridomas por 1 OO~tl de RPMI" 1-IAT 2X 

fresco. Después de 12 a 18 días de cultivo, se lranslirieron 100 ~ti de los pozos que 

presentaron proliferación celular a placas de 24 pozos conteniendo 1 mi de RPMI+ con 100 

µM hipoxantina y 16 µM timidina (HT; Boheringcr), para posteriormente determinar la 

especificidad y fenotipo de Jos hibridomas en ensayos de estimulación antigénica y 

citotluorometría respectivamente, Los hibridomas que resultaron positivos para alguno de 

los parámetros evaluados fueron congelados y almacenados en nitrógeno líquido. 

8.- Ensuyos de cstimulnción untigénic:1 

8.1.- Estimulación antigénica en hibridomas Th 

Este ensayo se basa en Ja secreción de IL-2 de los hibridomas de células Th en respuesta a 

una estimulación antigénica. Los hibridomas generados fueron cultivados en placas de 96 

pozos de fondo plano (Nunc) a una densidad de 5X 104 células/pozo en presencia de 1X105 

células/pozo de las líneas celulares A.20.j ó t\20.J\45 como CPA 's y di fcrcntcs 

concentraciones de antígeno, en un volumen linal de 200 ~ti de RPM I'. Después de 24 hrs 

de cultivo, se colectaron 100 ~ti de los sobrenadan tes y se congt.:laron a -70 ºC hasta su uso. 

Como control negativo se usó medio de cultivo solo en vez de antígeno y como control 

positivo se uso el activador policlonal de células T Concanavalina-A a 2.5 ~tg/1111. El 

contenido de IL-2 en Jos sobrenadantes fue evaluado en Ja línea celular CTLL-2 

dependiente para su proliferación de este factor. 
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8.2.- Estimulación antigénica en células totales ele GLM 

Grupos de 3 ratones BALB/c fueron inoculados oralmente con 100 ~ti de DMEM" (grupo 

control) ó 100 pi de DMEM" con IX105 uffdel rotavirus EDIMwt. De 7 a 31 días después 

se obtuvieron los GLM y se disgregaron en RPM1-CPR2 con ayuda de una rejilla metálica 

y un émbolo. Las células en suspensión se centrifugaron a 1200 rpm por 5 min y se 

resuspendieron en un volumen adecuado de RPMI-CPR2. Para los ensayos de proliferación 

celular se sembraron de 2 a 4X 1 os células en un volumen de 100 ~Ll (por triplicado) en 

placas de 96 pozos de fondo plano (Nunc) y se adicionaron 100 pi de medio con diferentes 

concentraciones de antígeno. Como control negativo se adicionó medio solo y como control 

positivo 2.5 pg/ml de Con-A. Después de 3 o 4 días de incubación se midió la proliferación 

celular adicionando JO pi de medio con 0.5 pCi de timidina tritiada (1-1 3-Tdr; Amersham) e 

incubando las células por 18 hrs. Posteriom1ente, las células fueron colectadas en hojas de 

fibra de vidrio usando un colector de células (Skatron) y la incorporación de 1-13 -Tdr al 

DNA celular fue medida, en líquido de centelleo, usando un contador de emisiones ~· La 

respuesta proliferativa se determinó por medio del índice de cstimulación (IE), que es el 

cociente entre las medias aritméticas de los conteos por minuto (cpm) de las células 

estimuladas y las células control no estimuladas. Se consideró una respuesta prolifcrativa 

positiva cuando el IE era ~a 3. 

8.3.- Estimulación antigénica en linfocitos Th 

Grupos de 3 ratones BALB/c fueron inoculados oralmente con 100 ~ti de DM EM" (grupo 

control) ó 100 pi de DMEM" con 1X1 os uff del rotavirus EDIMwt. De 7 a 31 días después 

se obtuvieron los GLM, se disgregaron y se purificaron las células Th CD4+ por el método 

inmuno-magnético MAC'S descrito más adelante. Para los ensayos de proliferación celular 

se sembraron IXJOs células en un volumen de 50 ~Ll (por triplicado) en placas de 96 pozos 

de fondo plano (Nunc), más 50 ~ti de medio con 2X 105 células de bazo provenientes de 

ratones BALB/c normales tratadas con mitomicina-C como fuente de CPA 's y 100 ~d de 

medio con diferentes concentraciones de antígeno. Como control negativo se adicionó 

medio solo y como control positivo 2.5 ~1g/ml de Con-A. Después de 4 días de incubación 

se midió la proliferación celular por el método radioactivo descrito previamente. 
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9.- Purificación de células Th 

Se purificaron las células Th CD4_,_ positivamente a partir de células linfoides totales 

provenientes de GLM, por medio de micro-esferas magnéticas cargadas con anticuerpo 

anti-CD4 de ratón. Este método se denomina en inglés "Magnetic cell sorting" (MAC'S; 

Miltenyi Biotec, Alemania) y está recomendado como un método sencillo en el que se 

obtienen niveles altos (arriba del 95 %) de pureza en las poblaciones aisladas. Se siguió el 

protocolo recomendado en el manual de la compa1iía. Para esto, se eliminaron las células 

muertas de las suspensiones celulares a través de un colchón de Lympholytc-M (Ccdarlanc, 

Homby, Canadá), colocando 5 mi de medio con 1X107 células/mi sobre 5 mi de 

Lympholyte-M en un tubo cónico de 50 mi y centrifugando 20 min a 1000-1500 g a TI A. 

Posteriom1ente, se obtuvo la banda celular de la interfase, se diluyó en 1 O mi de buffer de 

enlace (BE; PBS, 0.5 % de SFB, 2 mM, pH: 7.2) y se centrifugó a 400 g por 5 min, 

repitiéndose el proceso 2 veces más. Después de In ültimn centrifugación, el botón celular 

se resuspendió en BE a una concentración de 1X107 células por cada 90 ~ti y se adicionaron 

1 O ~ti de micro-esferas magnéticas cargadas con el anticuerpo monoclonal de rata anti-CD4 

de ratón GK 1.5. mezclándose cuidados::uncntc e incubúndose por 15 min a 4 ºC. ¡\ 1 término 

de la incubación, las células se diluyeron con 5 mi de BE, se centrifugaron y se 

resuspendieron en 500 pi de BE. La suspensión cdular se pasó a través ele una columna 

MS ... /RS+ colocada en un campo magnético de alto poder (con capacidad para seleccionar 

hasta 1Xl07 células positivamente), previamente equilibrada con 500 ~Ll de BE, lavando 3 

veces con 500 ~Ll de BE se dejó !luir a las células negativas y las células cnlazadas a las 

micro-esferas fueron retenidas por el magneto. Para liberar a las células de la columna, esta 

se separó del campo magnético, se aplicó 1 mi de BE y se ejerció presión con un émbolo. 

Las células se colectaron en un tubo cónico de plústico y se lavaron con 5 mi de BE antes 

de usarse. Para determinar la identidad de las células obtenidas, se tomaron alícuotas de la 

población inicial. la población negativa y la población positiva y se realizó un ensayo de 

citofluoromctria con un anticuerpo anti-CD4 acoplado a FITC. 
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10.- Trntamiento ele células ele hnzo con Mitomicina -C 

Con la finalidad de bloquear la división dc las células dc bal'.u de ratones BJ\Ll3/e normales 

a utilizar como células presentadoras de anti geno (CP A· s) se utilizó como agcnte 

entrecuzador del DNA mitomicina-C. Bazos de ratones normales rueron disgregados en 

medio de culti\'o a través de una rejilla metúliea usando un é111bolo de jeringa. La 

suspensión celular fue centrifugada, el botón celular fue resuspendido en 5 mi de una 

solución de NI-l.1CI ni 0.84 % (P/V) en agua Milli-Q, para lisar los eritrocitos, y se incubó 

por 5 mina TIA. Las células se lavaron 2 veces ern1 medio y se llevaron a una densidad de 

2XI07 células/mi, para incubarse a 37 ºC por 20 min en presencia de 25 ~1g/ml de 

mitomicinn-C. Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con medio RPM l-Cl'SR-2, se 

resuspendieron en 10 mi del mismo medio y se incubaron a 37 ºC por 2 hrs. Finalmente, las 

células se centrifugaron y resuspcndieron en medio compldo a la concentración adecuada. 

11.- Determinación ele los niveles de mRNA para difen·ntes citocinas por medio de 

ensayos de RT-PCR 

Se obtuvieron células totales de GLM de ratones 131\LB/c sanos (día O) y 7 días poslerion:s 

a la inoculación de IXI04 uff de ED!Mwt. Estas se sembraron en placas de 24 pozos 

(Costar) a 2X 10(1 células/mi en 2 mi de RPM !', en presencia de medio solo, 8 ~1g/ml de 

rotavirus RRV scmipuriticado ó 2.5 ~1g/ml de Con-/\. IJ1.:spués de 48 hrs de incubación, las 

células fueron colectadas en tubos cppendorl' y lavadas 2 v1.:ccs con PBS, el botón celular 

resultante se congeló a -70 ºC. A partir de las células congeladas se aisló el RNA total por 

el método de Tiocianato de Guanidina/Fcnol: Cloroformo (Chomczynski et al., 1987). 

Todo el material usado fue previamente horneado a 180 "C toda la noche, asimismo, el 

agua empleada fue libre de pirógenos y tratada con DE PC 1 : 1000 (V /V) durante 12 hrs. 

11.1.- Obtención del RNA total 

Los tubos eppcndorf almacenados previamente a -70 "C rucron puestos sobre hielo seco y 

al botón celular se le adicionaron 500 µI de una solución de tiocianato de guanidina 

(tiocianato de guanidina 6.3 M, citrato de sodio 39;2 mM, sarcocil 0.5 % y 2-ME 100 mM 

en agua: pH: 7). Usando un pistilo para tubos cppcndorr se homogenizaron las células y se 
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m1ndieron 50 µl de acetato de sodio 2M (pH: 4), 550 ¡ti de fono! saturado y 200 ~ti de 

cloroformo: alcohol isoamílico ( 49: 1 ). Se homogenizó la mezcla invirtiendo los tubos 

durante 10 segundos y se centrifugó durante 1 O min a 15,000 qm1 a 4 ºC. Se extrajo la capa 

superior (que contenía el RNA), se transfirió a un tubo nuevo y se añadió un volumen 

equivalente de isopropanol para precipitar el RNA. La mezcla se dejó a -20 ºC tocia la 

noche, para posteriormente centrifugar 1 O min a 15,000 rpm a 4 "C y decantar el 

sobrenadante. La pastilla obtenida se disolvió nuevamente en 166 ¡ti ele tiocianato de 

guanidina, y para volver a precipitar el RNA, se adicionó un volumen igual de isopropanol 

frío (-20 ºC) y se dejo al menos 1 hr a -20 ºC. Posteriormente, se centrifugó por 10 mina 

15,000 rpm a 4 "C, se decantó y se lavó la pastilla adicionando 1 1111 de etanol al 75 '% y 

centrifugando bajo las mismas condiciones. Final111L·111c. se decantó el sobrenadantc, la 

pastilla se dejo secar al aire y se solubilizó con 15-20 ¡ti de agua. Normalmente para 

solubilizar completamente el RNA se calentó en un bai'io maría por 5 min a 65 "C. Para 

cuantificar y determinar la pureza del RNA obtenido se midió su absorbancia a 260 y 280 

nm en un cspectrofotómetro (Beckman). La calidad del RNA f'uc analizada mediante la 

electroforesis de 2 ¡tg de cada una de las muestras en un gel de agarosa al 1 % en presencia 

de fommldehído. 

11.2.- Diseño y Síntesis de Primers 

La secuencia de los pares de primers para la ampli !icacíón del cDNA de TGF-¡3 l, fueron 

descritos anteriormente por (Autenrieth et al.. 1997). La secuencia ele los pares de primcrs 

para la amplificación del cDNA de 13-actina, lL-2, IL-4, IL-5, IL-10 e lFN-y fue 

determinada mediante el programa OLIG0-4, en base a las secuencias del cDNA obtenido 

del Gen-Bank l Tabla-!-). La síntesis de los primers antes 111e11cionados, incluyendo el oligo 

dT, fue realizada en la Unidad de Síntesis del Instituto de Biotecnología de la UNAM, 

utilizando el método del fbsfito-tricstcr en fose sólida. 

11.3.- Transcripción reversa (RT) 

A partir del RNA total se generó cDNA usando la técnica de RT. Para esto, se realizaron 

reacciones de 20 ¡ti que contenían buffer de reacción (Gibco) (50 mM Tris-HCI, 3 mM 

iv1gCb y 75 ml'vl KCI: pH: S.3), 10 ml\1 DTT (Boehringcr-Mannhcim), 1 mM dNTP's 
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(Gibco), 5.2 mM de oligo dT, 20 U de inhibidor de RNAsas (Boehringcr-Mannheim), 200 

U de Ja enzima M-ML V RT (Gibco) y 2.5 ~¡g de RNA. Las reacciones fueron cubiertas con 

16 µI de aceite de mineral e incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente, 1 hora a 

37 ºC y 10 minutos a 95 ºC en un tcrmociclador (Techne), modelo PHC-2. Al término de la 

reacción el cDNA obtenido durante este proceso füe almacenado a -20 ºC hasta su uso. 

Tnbla-1- Pnres de primcrs utiliz:1dos parn la amplificación del cDNA de diferentes 

citocinns de rntón. 

> G:itO'ci;ii'¡¡., ,,_- :, : , .Primel{Sentido Primer Anti-sentido Amplifica 
"'l»"\l;!f" fl''' i:'. . . ..... . . • . \'· I~ ._ ..... ~. ' ~ . ./y;~ 

13-actina TGA ACG CTA CAC ACT CGA ere CTT TTC CGC 550 pb 

GCA TCTTTG TCC CTG AG 

IL-2 AAC AGC GCA ccc ACT TTG ACiA TOA TGC TTT 442 pb 

TCAA OAC A 

IL-4 TAG TTG TCA TCC TGC CTA COA GTA ATC CAT 404 pb 

TCTT TTCI C 

IL-5 AAG GAT GCT TCT OCA ACA CCA AOG AAC TCT 365 pb 

CTTGA TGC' 1\ 
------·-- -- - -- --

IL-10 :\AC TCill TAG A Ali TliA ("J't\ Tl il i 1\UT TCiA TCiA 237 ph 

TOO CCC AGG A AG/\ HiT CAA A 

INF-y TOA ACG CTA CAC ACT CCi:\ C'Tl' CTT TTC CGC 460 pb 

GCA TCTTGG TTl' l'H i A Ci 

TGF-131 CCT ccc CCA TGC CGC CCA GGA ATT GTT GCT 545 pb 

CCTCG AT 1\ TTT CTC 

11 . .t.- Reacción en Cadena de In Polimcrasa (l'CR) 

Se.: tomaron 2 pi de.: los c.:DNA's obtc.:nidos c.:n las n:acdoncs de RT y se desnaturalizaron a 

94 ºC por l minuto 15 sc.:gundos. El cDNA dc.:snaturalizado se mezcló con buffer de 

reacción de PCR ( 1 O mivl Tris-1-ICI. 50 ml'vl KCI, 1 ml'vl y 1.5 mM MgCl 2; pl-1: 8.3 ), 0.2 

nu\·l de dNTP's, 2 pM de Jos primcrs correspondientes y 0.5 U de la enzima Taq DNA 
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polimcrasa. Las mezclas fueron cubiertas con aceite mineral y se realizaron 30 ciclos ele 

amplificación en un termociclador, bajo las siguientes condiciones: (a) desnaturalización 45 

segundos a 92 "C (b) alineación 1 min a 62 "C y (c) extensión 1 min 45 segundos a 72 ºC. 

Los productos fueron sometidos a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 6 'Xi. Se 

tiikron en una solución de bromuro de etidio a 0.25 pg/1111 durante 5 min y las bandas 

resultantes fueron visualizadas mediante la exposición del gel a través ele luz U. V .. Se 

tomaron las fotograt1as para el posterior análisis de las bandas resultantes. 

11.5.- Cuantificación de las bandas obtenidas de los ensayos de PCR 

Las fotografias tomadas de los geles de PCR :mte In exposición de luz U. Y. fueron 

analizadas utilizando el programa NIH-lmage, y las densidades de banda obtenidas fueron 

comparadas y graficadas con relación a las bandas de expresión del gen constitutivo ([3-

actina), mediante la siguiente relación: Densidad relativa = Densidad banda problema 

(citocina) /Densidad banda ¡3-actina. 
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VI RESULTADOS 

1.- l\'lodclo úúirin() ele infección por rota virus 

A principios de los a1ios noventa \Van! y Cols. ( 1990) generaron un modelo de inf"ccción 

por rotavirus en ratón adulto. En este modelo se da tanto una replicación viral vigorosa 

como una respuesta de anticucqJos lgA intestinales especílicos para el virus, sin embargo, 

no se presenta un cuadro de diarrea como en los ratones neonatos. A pesar de esto último, 

el modelo de ratón adulto ha sido de gran utilidad en d anúlisis de la respuesta inmune y 

por ende en la evaluación de vacunas contra la infección por rotavirus. De esta manera, se 

decidió montar este modelo para analizar la respuesta de las células Th de GLM en la 

infección por rota virus. 

Se inocularon por vía oral grupos de 5 ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de edad con 

1X104 uff del rota virus murino silvestre EDIMwt. Se tomaron muestras de heces previo a la 

inoculación y cada 24 hrs hasta el día 8. Los contenidos de partículas virales e lgA anti­

rotavirus en las heces fueron evaluados por medio ele ensayo ele ELISA de captura. En la 

Figura-4 se muestra In replicación del rotavirus EDll'Vlwt y la respuesta de anticuerpos lg/\ 

intestinales a lo largo de la infección. En nuestros ratones la excreción de partículas virales 

se presentó a partir del día 2 de iniciado el experimento, alcanzando los niveles 111úxi111os. 

Desde ese momento, los niveles se mantuvieron hasta el día 4. A partir del día 5 post­

infccción los niveles de excreción comenzaron a decrecer de manera sostenida, hasta no ser 

detectables en el día 8 post-inf"e1:ción. Por otro lado. la respuesta lgJ\ anti-rotavirus f"ue 

detectada a partir del cuarto día de iniciado el experimento, con un incremento sostenido 

hasta el día S post-infección, que fue el último dia analizado. En otros experimentos 

encontramos (dato no mostrado) que los anticuerpos lgA continúan ineremcntúndosc hasta 

llegar a un máximo al día 21 post-infección. 
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Como era de esperarse, durante el curso de la infección no se detectaron signos de diarrea 

ni otro tipo de alteración obvia en el ratón. Es importante mencionar que la aparición de 

lgA anti-rotavirus en el intestino coincide con la disminución de la replicación viral y su 

posterior eliminación, lo cual es esperado ya que previamente se ha demostrado que este 

tipo de anticucqJOs son determinantes tanto en la eliminación de una infección primaria 

como en la prevención de una infección secundaria con el mismo serotipo viral (McNcal, 

Broome y Ward, 1994). La cinética y magnitud de la replicación viral y producción de lgA 

intestinal anti-rotavirus en los ratones BALl3/c inll:ctados con EDIMwt en este estudio, 

coinciden completamente con el modelo de infección previamente reportado (Ward, 

McNcal y Shcridan. 1990), por lo que consideramos vúl ido el uso de este modelo para 

analizar la respuesta de las células Th de mucosa intestinal contra rotavirus en una 

infección. 
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Figura-4.- Carga viral y presencia de lgA anti-rotavirus en heces de ratones 
infectados con el rotavirus EDll\lwt.- La deter111inaciú11 de rotavirus y anticuerpos fgi\ anti­
rotavims en heces fui.: ri.:alizada por i.:nsayos de ELIS:\ de capll1ra. l'ara determinar fa carga viral se us<Í como 
primer anticuerpo a un antil'uerpo pofi,·lonal hiper-inmun,· de cabra contra rotavirus y como anticuerpo de 
detección se empkó un anticu,·rpo policlonal contra rnta\'irus producido en conejo. l~I ensayo se revel<'> cnn 
un anticuerpo polio:lonal contra fgG de C<Hlejo marcado con fnsfotasa alcalina y se leyó en un lector de placas 
de ELISA a 405nm. Para la dete•·ción de los anticuerpos fgt\ anti-rota\'irus se utilizó el anticuerpo policlonal 
de cabra seguido por un lisado de células i\IA-104 infectadas cnn rnta\'irus RRV. El ensayo se reveló con un 
anticuerpo policlonal anti-lg:\ de ratón marcado •·nn pcroxidasa y se leyó en un lector de placas de ELISi\ a 
492 nm. 
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2.- Respuesta nntígeno específica in i•fro de linfocitos provenientes de GLM durante 

la infección por rotnvirus. 

Se sabe que en PP y GLM se induce a las células antígeno específicas contra Jos entero­

patógenos, para que posteriom1ente éstas penetren en la LP y realicen su función efectora. 

Muy probablemente, las partículas virales generadas durante la replicación de rotavirus en 

los entcrocitos son captadas por las células l'vl e introducidas a las PP, donde las células 

dendríticas locales se encargarían de presentar los antígenos de rotavirus a los linfocitos By 

T para su activación. Asimismo, estas células dendríticas podrían viajar y presentar 

antígeno a Jos linfocitos de GLM. Acorde con esto, en ratones infectados con el rotavirus 

EDIMwt se induce una clara hipcrplasia de PP y GLM desde el día 2 y hasta el día 6 

postinfeeción (Dato no mostrado). 

Previos estudios han demostrado (Blutt et al., 2002) que en PP de ratones infectados con 

rotavirus se genera una proliferación celular dominada por los linfocitos B, contrario al 

GLM donde se observó una mayor respuesta de linfocitos T. Por Jo anterior, se decidió 

estudiar Ja respuesta primaria y secundaria de las células Th inducidas durante la infección 

por rotavirus en los GLM. Con la finalidad de determinar los tiempos óptimos para realizar 

las fusiones de linfocitos Th primarios contra rotavirus y de recstimulación i11 vitro de 

linfocitos Th secundarios, se evaluó la cinética de amplilicación (expansión) y activación 

de las diferentes poblaciones linfocitarias en GLM en respuesta a la infección, a través del 

método de citotluorometría de flujo. Para esto, se obtuvieron las células de GLM de 5 

ratones infectados con el rotavirus EDIMwt (aproximadamente 5 GLM por ratón) a los días 

O, 2, 5 y 7 post-infección y se marcaron con anticuerpos monoclonales anti-Cl14, CD8 y 

B220, que dclinen a las células Th, Te y 13, respectivamente, acopludos a dif'cn.:nlcs 

fluorocromos. El día O se refiere a los ratones control no infectados. Para determinar a las 

poblaciones celulares se usaron Jos anticuerpos monoclonales. La activación fue 

determinada usando anticuerpos monoclonales anti-CD69 y anti-CD25. CD69 es un 

marcador de activación temprana y CD25 (cadena a del receptor para IL-2) un marcador de 

activación tardía. Ambos marcadores se expresan en células T y B que se activan a través 

de su receptor a antígeno. 
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En ratones no infectados se encontró que en la población celular total en GLM, las células 

Th representan alrededor de un 49 % seguidas de las células Te y B con aproximadamente 

un 20 % cada una (Figura-5A). Esto concuerda con lo reportado en la literatura (Blutt et al., 

2002). En respuesta a la infección por rotavirus EDIMwt, las células Th incrementaron su 

número a más del doble (datos no mostrados) llegando a representar hasta un 63 % ele la 

población total al día 5 post-infección, tiempo en el cual comenzaron a disminuir hasta 

llegar a un 58 % al día 7 post-infección. Por otra parte, las células Te y B también se 

incrementaron en número, pero presentaron una menor variación en cuanto a su porcentaje 

con respecto al día O. Esta paradoja se debe en parte a que en la población total de linfocitos 

analizados no se tomó en cuenta a otras células residentes de GLM, mismas que pudieron 

modificar el porcentaje final del análisis citolluorométrico. Debido a lo anterior, las 

moléculas de activación fueron analizadas en el citolluorómctro dl! ílujo (programa Cell 

Quest) usando ventanas para cada una de las poblaciones linf'ocíticas (siendo un 100 '% la 

población analizada). Se encontró que los niveles basales de expresión de CD69 en GLM 

de ratones no infectados son bastante reducidos, contrastando con otros sitios de inducción 

como es el bazo, ya que células B y Th presentaron aproximadamente un 1 O %1 de 

expresión cada una y las células Te 6 % (l'igura-58). Las células Th fueron las primeras en 

incrementar la expresión en respuesta a la in!Ccción alcanzando 14 % de positividud al día 

2 post-infección y disminuyendo al 12 %, pura el día 7. Tanto las células Te como 13 

mantuvieron. la expresión basal al día 2 y a partir de este momento incrementaron 

fuertemente In expresión de CD69. Las células Te tuvieron un aumento continuo hasta el 

día 7 donde se alcanzó un 14 'X, de expresión y las células 13 alcanzaron un máximo de 17 

% al día 5 para disminuir a un 14 % al día 7 post-infección. 

Los niveles de expresión del marcador de activación tardío CD25 en células Te y 13 de 

GLM de ratones no infectados fueron de entre 1 y 3 'Y.1 (Figura-5C). En estas poblaciones 

celulares no se observó ningún incremento importante durante la infección. Las células Th 

pn:sentaron niveles basales de un 13 '%y sorpresivamcntc estos niveles disminuyeron en 

respuesta a la infección llegando a un 1 O'% para el día 7. 
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Figurn-5.- Anitlisis citolluoro­
métrico de la cinética de aparición 
de marcadores de superficie en 
linfocitos de GLM de ratonl'S 
infectados con el rotavirus EDli\lwt • 

(A) l'orccnta.ic de las <lil'cr·cntt•' 
poblaciones linfocíticas. S..: 
analizó el efecto d..: la infl:cciú11 
sobre el porcentaje de linfocito' 
Th, Te y B en la pnhlaeiún cclul<ir 
total dc GLM, usa11do a11tic1H.:rpo:, 
monoclonales anti-( 'D4-I' ITC:. 
anti-CD8-FITC ó anti-13220-
Cycrom, respectivamente. 

(13) Exprcsiún de CD61J. Se analizó cl 
efecto de la infccciún sobrn la 
inducción de ('l)(i'J e11 la 
superficie de linfocitos Th, Te y 
ll, usando doble tinciú11 co11 
anlicucrpns 1nntHH.:lonalc:s contra 
los marcadores pohlacionale' y 
contra CD<>'!. l'.,te 1'ilti1110 
anlicuerpo se ust'1 ac11pl<1do .:i 

hiolina y se detcctú eon 
eslreplavi<lina acoplada a 1'1-.. Sc 
analizaron las ventanas de c.:athi 
población. 

(C) Exprcsií111 de CD25. Igual que en 
B pero usando u11 anticm:rpo 
111nrmclonal anti-C:I >25. 
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Estos resultados sugieren que las células linfoides di.! GLM analizadas son activadas en 

respuesta a la infección por rotavirus, sin embargo, su estado de activación es limitado ya 

que el marcador tardío de activación CD25 no se incrl!n11.:nta, e inclusive llega a disminuir 

como en el caso de las células Th. Esta activación limitada resulta en incrementos celulares 

en este órgano también limitados. 

3.- Gcncrnción de hibriclonrns de células Th primarias específicas para rotavirus 

provenientes de GLM de ratones infectados. 

En este trabajo se propuso iniciar el estudio del reperlorio de la especi fieidud que se genera 

en una respuesta primaria analizando células provenientes de GLM en ratones infectados 

con el rotavims homólogo EDlMwt. El objetivo de estudiar la respuesta inmune primaria es 

el de analizar el repertorio Th justo después de la infección, sin las manipulaciones que se 

dan en las estimulaciones secundarias in vitro, que probablemente pudieran polarizar una 

respuesta hacia cierto determinante antigénieo. De esta manl!ra, si.! intentó generar 

hibridomas de células Th provenientes de GLM. Así, ratones BALB/c fueron infectados 

oralmente con IXI05 uffdel rotavirus EDII'vlwt y a los 5 díns las células totales de GLM se 

fusionaron con d timoma 13\VTCRa-¡r. Se rl!alizaron las fusionl!s en este día basúndosl! l!n 

los resultados de la sección anterior (Figura-5 A y 13), donde se observó que las células Th 

de GLM son aeti\·adas por la inti:cción desde d día 2 lcniendo una expansión múxima al 

día 5. Las er.!lulas fusionadas fueron sembradas l.!11 t:ajas de 9(> pozos en presl!ncía tk 1 IAT. 

En algunos casos también se co-cultivaron las fusiones con timocitos como células 

alimentadoras. Los hibridomas que lograron proliferar en los pozos fueron expandidos 

secuencialmente a placas de 48 y 24 pozos y frascos de 25 cm2 para su congelación y 

análisis funciona l. 

Como se muestra en la Tabla-2. se realizaron 1111 lolal de 4 fi.1sio11l!s. En las 2 priml!ras 

fusiones se obsl!rni poca proliti:ración l!n los pozos y no si.! obtuvo ningún hibridoma 

estable. Dnda la baja viabilidad en las füsiones se exploró la posibilidad ele que las células 

BWTCRa-w estuvieran contaminadas con micoplas111a. ya que SI.! ha reportado qui.! este 
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tipo de infección en cultivo puede influir negativamente en la generación de hibridomas 

(Uphoffy Drexler, 2001). Para esto, se utilizó un kit de detección de micoplasma comercial 

(Stratagene), basado en la amplificación por PCR de dos regiones del genoma de la 

bacteria. En la Figura-6A se muestra un gel de agarosa. En el carril 4 se corrieron los 

productos de amplificación del control positivo incluido en el kit donde se observan dos 

bandas de 600 pb y 180 pb, que son las bandas firma de la presencia de micoplasma. El 

control negativo (cmTil 3) no muestra las bandas, sin embargo, el carril 2 correspondiente a 

las células BWTCRa-W muestran las dos bandas firma del micoplasma. Por lo que se 

concluyó que efectivamente las células BWTCRa-W estaban contaminadas con 

micoplasma. De esta manera, la línea celular fue tratada por 16 días con concentraciones 

altas de gentamicina (40 µg/ml) para eliminar la infección, lo cual se logró, ya que como se 

puede ver en la Figura-6B después del tratamiento no se detectaron secuencias específicas 

de micoplasma en las células. 
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Usando las células BWTCRa·¡r libres de micoplasma se realizaron 2 fusiones más. Esta 

vez se logral'on obtener un total de 14 hibridomas estables (Tabla-2), a los cuales se les 

analizó la especificidad antigénica y la presencia de marcadores de superficie. 

Tabla-2.- Resumen de las fusiones obtenidns n pnrtir de células provenientes de GLM 

de ratones infectados EDIMwt y la línea BWTCRa·¡r. 

Fusión Placas Radio de linfocitos/ Ti mocitos Días de 

# sembradas BWTCRa·¡r IXI05/pozo 1-libridomas estables crecimiento 

1 4 5: 1 No o NO 
~ 

2 2 2:1 Si o ND 
-... ~ . 

11: ll'.713, 11'.8C, 

11'. •)(", 11'.5(), l 1'.111, 

3 2 5:1 Si l l'.211, lP.511, 21'.lF, 10-18 

~l'.2U, 21'.313 y 21'.4C 
------ 1 ·--·-·· -

1 J; 1'2.9D, l' l.3F y 
4 2 5:1 Si 12-25 

1'2.5li 
··--"'· 

Para detem1inar si los hibridomas reconocían alguna de las proteínas estructurales del 

rotavirus, se realizaron ensayos de activación en los cuales los hibridomas son co­

cultivados con antígeno y células presentadoras de antígeno singénicas. Si existe activación 

de los hibridomas estos secretan al medio IL-2, que se detecta cultivando las células CTLL-

2 dependientes de este factor con los sobrcnadantcs de los cultivos. Así, la proliferación de 

las células CTLL-2 nos indica de manera indirecta que los hibridomas son específicos para 

el antígeno analizado. Como células presentadoras se usaron u las células A.20.j que tienen 

en su supcrlicie tanto moléculas del MI-IC tipo 1 como tipo 11 (haplotipo H-2d), sin 

embargo, en este tipo de ensayos donde el antígeno se adiciona de manera exógena, la 

presentación se da en el contexto de las moléculas tipo 11 y por lo tanto se detecta la 

respuesta de células Th. 
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En la Figura-7 se muestra un resultado representativo donde se observa que ninguno de los 

14 hibridomas fue capaz de reconocer alguna de las proteínas estructurales de una 

preparación semi-purificada del rotnvirus murino EDIMwt. Como control positivo, se 

incluyó el hibridoma 305. 7.1 D. que es una clona del hibridoma 305. 7 previamente 

reportado en este laboratorio (Barios et al., 1997), que reconoce al igual que el hibridoma 

madre a la secw.:ncia de aminoúcidos 289-302 de \ll'(i de al menos 8 cepas de rotavirus, 

incluyendo VP6 del rotavirus ED!Mwt, en el contexto de la molécula del MHC tipo 11 IE". 

Como se esperaba, este hibridoma tuvo una clara respuesta específica contra EDlMwt. Los 

hibridomas generados en este trabajo tampoco pudieron reconocer la proteína de fusión 

OST-VP6 proveniente del rotavirus ED!Mwt ni el péptido sintético 289-302 de la misma 

secuencia de VP6 (datos no mostrados). 
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Figura-7.- Respuesta de hibriclonrns contni el rntavirus EDIMwt.- Sccrceián de 
intcrkucinas por hibridomas de células Th, cslimulados por c.!lulas i\.:!O.j y 1 O pi de EDIMwt scmi­
purilicndo. A las 48 horas de cultivo los sobrcnadanlcs se colcclamn y el contenido de inlcrleucinas se midió 
evaluando la incorporación de l\tTT en las células CTLL-2 prolifcranlcs. Los hibridomas cuya respuesta fue 
similar al hibridorna 305. 7.1 D anti-rolavirus fueron considerados como positivos. 
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Es claro que para que un hibridoma de células Th pueda reconocer antígeno es necesario 

que exprese en su superficie niveles apropiados del TCR y CD4. Esta molécula auxilia a la 

respuesta antígeno específica aumentando la afinidad del complejo de reconocimiento a 

través de su unión al MHC tipo II. El hecho de que ninguno de los hibridomas generados a 

partir de GLM de ratones infectados se activara pudiera deberse a la ausencia de alguna ó 

ambas de estas moléculas. Por lo que se analizó por citolluorometría de ílujo la presencia 

de CD3 y CD4 en la superficie de 8 hibridomas. Se analizó CD3 como indicador de la 

presencia del TCR ya que es conocido que el complejo CD3 es indispensable para cl 

eficiente ensamblaje y transporte del TCR (Blumberg et al., 1991 ). 

Se usaron anticuerpos 111011oclo11ales de rata ant i-C'DJ y CD4 de ratón y como segundo 

anticuerpo fragmentos F(ab')2 de cabra anti-lg's de rata acoplados a FITC. Como control de 

isotipo se incluyo un anticuerpo monoclonal de rata anti-1 L-4 de ratón, ya que esta citocina 

no se encuentra presente en la superficie de las células. Como control negativo se usaron 

células BWTCRa:p- que no expresan ni CD3 ni CD4, y como control positivo células 

totales de bazo. Se encontró que 4 hibridomas presentaban tanto CD3 como CD4 (1 P. I H, 

lP.5D, IP.51-l y 2P.3B) (Figura-8), 2 presentaron sólo CD4 ( 1P.21-1y1 P.9C), uno sólo CD3 

(2P. l F) y el restante no presentó ninguna de las moléculas (2P.2G). Finalmente, como era 

de esperarse CD3 y CD4 no se expn:saron en las células BWTCRa:fr y sí cn las tk: bazo. 

Estos resultados nos muestran que al menos la mitad de los hibridomas generados de GLM 

no tenían las moléculas necesarias para generar una respuesta antígeno específica, y la otra 

mitad a pesar de tener tanto TCR como CD4 tienen una especificidad antigénica difcrcntc 

de las 6 proteínas estructurales del rotavirus EDIMwt. 
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Figura-7.- Expresiím de CD4 y CD3 en hihridomas 
provenientes de GLM de ratones infectados con el rotavirus 
EDIMwt.- Los hibridomas fueron encubados con anticuerpos de rata anti­
CD4 e--), anti-CD3 (---) y anti-IL-4 ( ) como anticuerpo irrelevante. 
Las células fueron lavadas y resuspcndidas en una dilución 1 /50 de 
anticuerpo lgG F(ab')2 de ratón anti-rata fluoroceinado. Al término se fijaron 
con 100 ¡il de paraformaldehido al 2 % y se almacenaron a 4ºC por un 
máximo de 7 días hasta su análisis por citolluorometria de flujo. Como 
control negativo se utilizó a la línea BWTCRrq~· y como control positivo 
células de bazo. 



4.- Respuesta proliferativa secundaria i11 vitro de células Th. 

La especificidad de la respuesta secundaria de células Th específicas para antígenos de 

rotavirus se intentó analizar a través de ensayos de proliferación in vitro con células 

provenientes de GLM de ratones infectados con rotavirus murino. Se utilizó este ensayo por 

su sencillez, ya que sólo se necesita obtener una suspensión celular del órgano linfoide y 

cultivar las células en presencia de antígeno. En estas condiciones la respuesta prolifcrativa 

celular total depende de la respuesta de las células Th, ya que estas células son la principal 

fuente de citocinas necesarias para la proliferación y activación de células 8 y Te. Por otro 

lado, es sabido que a partir del tercer día de cultivo la proliferación de células 13 cn 

respuesta a antígeno es mínima y la estimulación por un antígeno cxógeno no infeccioso, 

como se utiliza en estos ensayos, sólo induce la proliferación de células Th. 

n) Montaje de las condiciones ele prolif'crnción celular. 

Se evaluaron las condiciones óptimas, número de células y tiempo de incubación, para 

obtener la mayor respuesta prolifcrativa posible. Para 1.:sto, células provenientes de GLM de 

ratones BALB/c nomialcs ó infectados oralmente con el rotavirus EDlMwt (1 O días 

postinfccción) se cultivaron en micro-placas dc IJ(i-pozos a 1X105
, 2X 105 y 4X 105 células 

por pozo en presencia o ausencia de 2.5 pg/ml de Con-A (estimulador policlonal de células 

T) y se incubaron por 72 ó 96 hrs. Al término de estos tiempos se adicionó Tdr-[1-1 3
] y se 

incubó por 1 S hrs mús. Aunque en las 3 concentraciones celulares y los dos tiempos de 

incubación utilizados se obtuvieron niveles prolifcrativos altos (arriba de un IE de 20), 

2X 105 y 4X 105 células cultivadas por 96 hrs dieron en general los mejores IE tanto para las 

células de ratones control como infectados (entre 70 y 90 de IE) (Figura-9). Así, se decidió 

realizar los ensayos de estimulación antigénica a cualquiera de las dos concentraciones 

celulares mencionadas por 96 hrs. 
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Figurn-9.- Prolifcr:1ción de células de GLl\I estimuladas 1:011 Con-A.- Células 1uovc11ic11tcs 
de GLM de ratones controló infectados oral111ente con rotavirus Ellll\lwt dii:z días antes fueron cultivadas en 
presencia de :!.5 ~1g/111l de C'on-A. Como control si: incuhú a las cc'lulas con medio solo. Se variaron los 
números celulares y tiempos de incubación co1110 se indica c·11 la gr:'ilica. Al final de los tiempos di: 
incubación. se adicionaron a los cultivos 0.5 ¡1C'i de· l 1 l"J-Tdr. 1 k-sp11é,s de 1 X hrs 111ús de inl'l1haciún las 
células füernn cokctadas y los niveles de [H"J-Tdr incorporado al I>NA evaluados en un contador de 
radiaciones p. La incorporación de [H"]-Tdr al DNA celular nos indica de 111ancra indirecta la prolifCración 
celular. Los n:sultados se expresan co1110 Indice de Esti111ulación ( 1 E) = CPM cxpcri111ental/CPM 111cdio de 
cultivo. 

b) Prolifernción de células de GLl\I contra :111tígc11os de rotavirus. 

Con la finalidad de determinar la cspcciticidacl de las células Th de memoria contra las 

proteínas estructurales del rotavirus, ratones BALB/c fueron inoculados oralmente con 

medio de cultivo ó con 1Xl05 uffdel rotavirus EDIMwt. Diez días después se obtuvieron 

las células de los GLM y se cultivaron en presencia de 7.5 y 15 ~Lg/ml de los rotavirus semi­

purificados EDIJ'vlwt, RRV y YM, bajo las condiciones arriba descritas. La calidad y la 

pureza de las preparaciones virales se verificaron por medio de geles de acrilamida teñidos 

con azul de Coomassie. En la Figura-1 O se muestra una preparación de rotavirus RR V 

semi-purificado (que ejemplifica lo encontrado en las otras cepas de rotavirus usadas), 

donde no se detectaron proteínas abundantes provenientes de las células MA-104 y por el 

contrario se observó la presencia de todas las proteínas cslructurales. Como controles 

58 



células fueron cultivadas con medio de cultivo solo ó con lisado de células MA-104 sin 

infectar Como control positivo de proliferación, las células se cultivaron con 2.5 µg de 

Con-A. 

Gel de poliacrilamida al 11 % 

PM 

KD PM 

212,850-- b! 
107,300-- ~ 

69,066---

45,033-- -

28,600-- --

--

CARRILES 

2 3 

Proteinas 

rota virales 

VPl <VP2 
-----< VP3/VP4 

VPS 
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Figura-9- Migración clectroforética de las proteínas estructurales que conforman a 
rotavirus.- Se analizó el patrón electroforético de las proteínas estructurales del rotavirus RRV semi­
puri!icado, a través de un gel de poliacrilarnida al 11 % bajo condiciones reductoras. El gel se tiñó con azul de 
Coornassic. Los carriles l, 2 y 3 corresponden a 2.5, 5 y 1 O ~1g de proteína de la preparación viral. 

En la Figura-! O se muestra un resultado representativo de 3 experimentos realizados, donde 

se observa que las células de GLM de ratones infectados no proliferaron de manera 

específica contra ninguno de los rotavirus evaluados, ya que aunque se encontraron IE 

mayores a 3 las células provenientes de ratones no infectados presentaron en todos los 

casos niveles de proliferación ligeramente superiores. En presencia de lisado de células no 

infectadas también se observaron niveles prolifcrativos ligeramente superiores a un IE de 3, 

pero en este caso la respuesta de células de ratones infectados fue un poco más alta que las 

células de los ratones control. Como se esperaba, en presencia de Con-A las células de los 

ratones control e infectados tuvieron una potente proliferación con IE de entre 50 y 100. 
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Aunque en la Figura-11. se observa una menor pro) i fcración de las células de los ratones 

infectados, esto podía variar de experimento a experimento. 

El hecho de que las células proliferaran en presencia dl! Con-A pero no en presencia de 

antígeno, claramente nos indica que la ausencia de proliferación especifica hacia el 

antígeno no se debió a que las células estuvieran da1iadas o fueran incapaces de proliferar. 

Finalmente, tampoco se obtuviernn resp111.:stas prol i li:ral i vas rola virus l!Spl!CÍ ficas cuando sc.: 

analizaron células de GLM a los 14, 21 y JO dias postcriorl!s a la inll:cciún (resultados 110 

mostrados), lo que descarta la posibilidad que a los 1 O días postinfccción las células Th de 

GLM estén aún en la fase de memoria y, por lo tanto, sean anérgicas a la l!Stimulación con 

antígeno. 
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Figurn-11.- Proliferación de c..:•lulas totales de GI .i\ 1 contrn antígenos de rotavirus.­
Cuatrocic111as mil células pron:11i..:11tcs d..: CILl\1 de· ratonc·s '"1111rnl "' inleclados .oralmenll! co11 rola,·irus 
ED!l\lwt diez días antes fü..:ron culli\'adas ..:n prescnl·ia dc '".5 "' 15 ¡1g de rolavirus EDIMwt, RRV y YM 
scmi-purilicadns. Como c·ontrnl..:s n..:gali\ ns s..: i11c·11haro11 l'c·l111.is c1111 111l'din solo ú con lisados de c.: lulas 
l\tA-104, y como con1rol posi1ivo se adicionó 2.5 pg dc Cl111-:\. l>espués de 4 días dc inc11baciú11, sc 
adicionaron a los rnlti\'os 0 . .5 pCi d..: [11'1]-Tdr. D..:spuL's d..: 1 ~ hrs de i11rnhació11, las c.:lulas l'ucron colcctadas 
y los ni\'eles de [H)]-Tdr incorporado al DNA C\'aluados Cll 1111 contador de radiaciones ri. Los resultado:; se 
..:.xpr..:san como IE. 
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En un trabajo previo, se demostró que rotavirus semi-purificado o purificado puede inducir 

respuestas proliferativas inespecíficas de células B (Bruce el al., 1994), probablemente por 

la presencia del RNA de doble cadena. En ese trabajo se eliminó el efecto inespecífico al 

irradiar con luz U.Y. las preparaciones virales, para de esta manera entrecruzar las bases del 

RNA y evitar la estimulación de las células B. En csll: trabajo es posible que la n.:spucsta 

incspccífica de las células de GLM provenientes de los ratones no infectados haya 

enmascarado In respuesta antígeno específica de las c01ulas provenientes de ratones 

infectndos. Por esta razón, se repitió el ensayo de prol i leración usando como antígeno 

rotavirus RRV iITadiado con luz U.V. Así, rotavirus RRV semipurilicado fue irTadiado con 

una himpara dc.: luz U.V. a una longitud dc.: onda corta de 254 11m por 5, 10 y 20 minutos y 

la infcctividnd de la preparación fue evaluada en ensayos de formación de f(H.:os infecciosos 

en células MA-104, como una medida de la i11activación del virus por entrecruzamiento del 

RNA. Se encontró que 5 min de exposición a la luz U.V. redujo en un 90 'X1 la infcclividad 

del rotavirus, y a partir de los 10 min de exposición hubo una reducción del 100 % de la 

infectividad (Figura-12). Se analizó el estado de las proteínas mediante un gel de acrilamida 

y se observó que el tratamiento con luz U. V. no altero las propiedades eleclroforélicas de 

las proteínas tratadas al compararlas con las de virus no tratado (resultado no mostrado). 
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Figurn-12.- Efrclo de Ja luz ll.\', sohrc la infcl'livid:ul de rolavirus.- l{otaviru~ 1mv .\e111i 
puritic;1do fu.: expuesto a luz U.V. th: onda corta (25.J nm) por 5. 10 y ::w min, a una distancia de 10 1:111. La 
infocti\'idad s.: C\'aluó a tra\'és de la ti.1r111ación d.: fo.:os inli:t:ciosos en células MA-ICJ.I. (\:lulas provenientes 
d.: GLl'.t de rawn.:s inoL·ulados L'On Di\IEM- lÍ IXIO' uffde rnta\·irus EDIMwt ll1ero11 cultivadas con 7.5 pg 
d.:! rot:l\'irus RR\' SL'llli-puritit:ado sin tr:ltar ó tratado por 20 min cnn h1/. l l.V .. 



Se encontró que el tratamiento con luz U.V. de la pn:pnrnción del rotavirus RRV no revirtió 

la ausencia de proliferación antigeno específica que se observa con el rotavirus sin inactivar 

(Figura-13). 
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Figurn-13.- Pro\il'cr:u:iím dl' c~lulas totall•s de GLM l'Ontrn rotavirns tratado con luí'. 
U.V .. - Cuatrncicnta,; mil .:c'lula,; pro\'cni.:nt"' tk GL!\1 dl' ratll11c·s control li inf'l'ctados oraillll'llt<.: con 
rnta\'irus E\11i\1wt \'c·i11tic·i11c·,, días anll·s fu.:n>n c·nlti\'adas c·n ¡11,·sl'11ci11 de: 7.5 Jlg de: rotavirus l{l{V scmi­
purilicado tratad,, ó ,;in tratar .:011 lu1. ll.\' .. La prc·paraciiln de l{i{\' li1c: c:xpucsta 20 mina luz lJ.V. < '1111111 
1..~ontrr1le~ ni:gati\'o se in1..·uharnn 1..·C:lulas 1..·on 111edin snlo. y cu111u '-:tllltrol positivo se adh:ionú 2.5 pg dL: C '011-t\. 
Dcspu~s de -\ días de in.:uhación. se adidcmaron a los c·1ilti\lis ll.5 p('i de: l 11

1
1-Tdr. 1 ll.!spué., de: 1 X hr.' de 

inc·uh:wión, las c·c'lulas fuc·nH1 cnkctadas y los ni' c·ks de 111 'J-Tdr inl'orporado al !1N1\ cvaluad11s t.:11 1111 

.:ontadcir de· radiac·inncs ¡l. l.t1s r.:sultadns se· l'~prc·"111 ''"""' 11'. 

Estudios previos en este laboratorio demostraron que Vl'6 es el blanco principal n:conocido 

por células Th de memoria provenientes de ratones inmunizados intrnperitoncalmentc (i.p.J 

con rotavirus (Bai\os et al., 1997). De esta manera, se evaluó sí estimulando las células Th 

provenientes de ratones infectados i11 \'Í/ro con VP6 se aumentaban las posibilidades de 

detectar proliferación específica. Así, células de GLM de ratones no infectados e infectados 

(21 días postintccción) fueron cultivndas con 5, 10 y 20 ~Lg de las proteínas de fusión GST 

y GST-YP6 producidas en bacterias. La secuencia de V\>6 se deriva del rotavirus YM y es 

prácticamente igual n la secuencia de VP6 del rotavirus EDIMwt ya que difiere en sólo 2 

aminoácidos (Estes y Cohen. 1989). 



Cuando las proteínas de fusión fueron analizadas en un gel de acrilmnida se observaron 

bandas predominantes de GST y GST-YP6 respectivamente (Figura-14 ) . 

. Gel ele poliacrilamida al l l 1Vc1 

Pi\I GST-VP6 GST 

KD 2 3 

212.850 --1 
107,300 • .;.._ 

45,033 --

:!S.600 -- -

.... -. 

--
---- -""""' ..... 

(1 

.....-r--GST-VP6 70 küa 

+-- (iST 26 kDa 

Figura-14.- Exprcsiún de las proteínas rccomhina11tcs.- 1.as frneeiom:s insolubles de lisados de 
bacterias inducidas n producir GST ó GST-\11'6 fueron resucitas en un gel de acrilamidu al l l'X, en 
condiciones reducidas. y teiiidas con azul de C'onmssk. Los earriks I, 2 y 3 corresponden a 20, 1 O y 5 pg ele 
proteína total de bacterias productorns de GST-Yl'6. Los carrih:s 4, 5 y 6 corresponden a las mismas 
cantidades de proteína total proveniente de bacterias productoras dL· CIST. 

Al igual que en Jos experimentos anteriores las células l'ucron también cultivadas en 

presencia de medio solo y 2.5 µg/ml de Con-A. Se encontró que tanto GST como GST-VP6 

indujeron niveles prolifcrativos muy bajos (aprox. Un IE de 2) tanto en células provenientes 

de ratones control como infectados, excepto a la concentración de 1 O ~tg/ml donde se 

observó una fuerte estimulación inespecífica (Figura-15). Como se esperaba, Con-A indujo 

una proliferación de los linfocitos, lo que valida la observación de que no existió una 

respuesta VP6 específica i11 vitro de células Th provenientes de GLM de ratones infectados 

con EDlMwt. 
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Figura-15.- Proliferación de células totales de GLl\l contra VP6 de rotavirus.­
Cuatrocicntas mil células provenientes di: GLM de ratones rnn1rnl lÍ infectados oralmcnt<: con rolavirus 
EDll\.lwt veintiún días antes fueron culli\'adas en prcsc·ncia de· l iST y la proteína dc fusiún (iST-\11'(1 a 5, 1 O y 
20 ¡1g/1111. La secuencia de \11'(> pro\'icnc del rntavirns Yi\t. ('111110 L'llntmlcs negativos se incubaron cl:lulas 
con medio solo ó con lisados di: células MA-104, y como c·11111rnl pnsitivo se adicionó 2.5 fil! de C'n11-/\. 
Después di: 4 días de incubación, se adicionaron a los culti\'os 0.5 pl'i de 111' J-Tdr. Después de 18 lirs de 
incubación, las células fueron colectadas y los niveles de 111'1-Tdr incorporado al DNA <:valuados en un 
contador de radiaciones J1. Los n:sultados se expresan como 11'.. 

e) Proliferación de células Th purificadas contra los antígenos de rntavirus. 

Dada la ausencia de una proliferación rolavirus cspcdlica delectable in vitro usando la 

población linfocítica total de los GUvl, se decidió enriquecer la población de linfocitos Th 

de GLtvf por medio de un sistema inmuno-magnétii.:o (ívl/\C'S), que consiste en incubar las 

células con micro-esferas magnetizadas cargadas con un anticuerpo monoclonal de rata 

contra la molécula de superficie CD4 de ratón para posteriormente aislar la población de 

linfocitos Th CD.++ por medio un de magneto. La población celular aislada de esta manera 

tuvo una pureza de aproximadamente un 98 % (Figura-1 (1). 
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Figura-16.- Análisis citofluorométrico de células de GLM seleccionadas positivamente 
para la expresión de la molécula CD4.- Células provenientes de GLM de ratones normales füeron 
incubadas con micro-esferas cargadas con el anticuerpo monoclonal anti-CD4 de ratón GK 1.5 y sometidas a 
un campo magnético para seleccionar positivamente células Th. Las células totales previo a la separación y 
las poblaciones resultantes füeron teñidas con el anticuerpo monoclonal anti-CD4 de ratón RM4-4 acoplado a 
FITC. A) Población total de linfocitos sin teñir. B) Población total de linfocitos teñidos con anti-CD4. C) 
Población total de linfocitos aislados teñidos con anti-CD4. D) Población residual teñida con anti-CD4. 

De esta manera, 1X105 células Th provenientes de GLM de ratones control e infectados con 

el rotavirus EDIMwt (día 26 postinfccción) fueron cultivadas in vitru con células de bazo 

de ratón BALB/c nom1al tratadas con mitomicina-C, como fuente de CPA's, y 8 µg/ml de 

rotavirus RRV semi-purificado. Como control negativo se adicionó medio sólo y como 

control positivo 2.5 ~tg/ml de Con-A. Desafortunadamente, en este caso tampoco se 

observó una respuesta proliferativa de rotavirus específica en las células Th provenientes de 

ratones infectados, sin embargo, si hubo una potente respuesta en presencia de Con-A. Una 

posibilidad para explicar este resultado negativo es que las CPA's estaban dañadas por el 

n'i 



tratamiento por mitomicina-C y esto les impidió procesar y presentar antígeno 

adecuadamente. Sin embargo, esto no parece ser el caso ya que es conocido que la 

proliferación de los linfocitos T inducida por Con-A depende de la presencia de APC's 

mctabólicamente activas capaces de secretar 1 L-1 (Dinarello 1991; Ta ira et al., 1993). Esto 

se confim1ó en nuestro sistema ya que células Th puri licadas cultivadas i11 vitro con Con-A 

en ausencia de APC's no fueron capaces de proli fcrar (Figura-17). 
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Figur:1-l 7.- Prolifrradón de c~lulas Th ck G Li\ 1 contra an tígcnos de rolavirus.- Cic11 
mil células Th aisladas posilivamenle lll'r el mélodo in111u110-111agnético (MAC'SJ provcnientcs de GLM de 
ratones control ó infectados oralnwnte con rotavirus EDlrvtwt veintiséis días antes, fueron cultivadas en 
presencia de 2X 1 O; células de bazo de ratones normaks tratadas con mítomicina-c (CPA 's). Como antígeno 
se adicionó 8 pgimJ de rotavirus RRV semi-puriticado. Como n1ntrol negativo se incubc'i a las células con 
medio solo y como control positivo se adicionó ::!.5 ¡1g de Con-:\. Como control de la aclividad de las C'l'A 's 
se c·ultivaron c·élulas Th '""' Con-A en ausencia del 'I':\ 's. 1 kspués de ·I días de i11c11haciú11, se adicionaron a 
los cultivos 0.5 pCi de· [ 11-']-Tdr. Después ,i.: 1 ~ hrs m:is de i11,·uhaeiú11. las células fueron cnlcetmlas y Jos 
nin~les de [H·']-Tdr incoqmrado al DNA evaluados en un contador de radiaciones ft Los resultados se 
expresan rnmo IE. 
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5.- Análisis de la respuesta secundaria iu vitro de células Th a través de los niveles de 

mensaje para diferentes citocinns .. 

La ausencia de proliferación in vitro de células Th scl't111darias provenientes de GLM contra 

antígenos de rotavirus, no excluía la posibilidad de que estas células estuvieran 

respondiendo sólo n través de la secreción de citnl'inas. En mucosa intestinal se han 

descrito poblaciones de células T activadas capaces de secretar citocinas pero sin evidente 

actividad proliferntiva (Levings, Sangrcgorio y Ronrnrolo 2001; Thornton y Shevach 

1998). De esta manera, se decidió evaluar la respuesta de las células Th secundarias in vitro 

específicas para rotavirus a través del anúlisis del mRNA para diferentes citocinas 

características de las sub-poblaciones Thl (lL-2 e INF-y), Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) y Th3 

(TGF-¡3). Para esto, células provenientes de GLM de rato11es controló infoctados oralmente 

con IXI05 uffde EDIMwt (día 7 postinfccción) ll1cron cultivados i11 1·itm con 8 ~tg/ml de 

rotavirus RRV semi-purificado. Como control negativo, las células fueron cultivadas con 

medio solo. Después de 48 hrs de incubación, se obtuvo el mRNA total y los niveles ele 

mensaje para las citocinas lL-2, IL-4, IL-5, IL-1 O, INF-y y TGF-13 y la proteína de 

expresión constitutiva ¡3-actina fueron evaluados por medio de un ensayo de RT-l'CR 

usando cebadores específicos. Los productos de ampl i licación fueron resueltos en un gel clc 

acrilamida al 6 % y la intensidad de las bandas calculada por dcnsitometría. La intensidad 

de las bandas para las citocinas fue dividida entre la intensidad de la banda para ¡3-actina, 

para de esta manera normalizar los resultados. Asi111ismo, se restaron los valores obtenidos 

de las células cultivadas con medio solo a los valores de las células estimuladas con virus, 

para así obtener los niveles reales de cstimulación. 

Como se puede observar en In Figurn-18, la cstimulación con rotavirus indujo un 

incremento en el mensaje para IL-2, IL-4, lL-10 e lNF-y en células de CiLM provenientes 

de ratones control y de todas las citocinas analizadas en GLM provenientes de ratones 

infectados. En estos últimos, los niveles de mensaje para IL-2, 4, 5, INF-y y TGF-0 rueron 

superiores con respecto a los GLM de ratones control, sin embargo, el mensaje para 1 L-1 O 

fue inferior. Por lo anterior, muy probablemente los G LM provenientes de ratones 

infectados tienen linfocitos Th de memoria contra rotavirus que pueden ser estimulados in 
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vitro con antígeno para producir citocinas de manera específica, sin embargo, esta 

activación no puede ser evaluada a través de proliferación celular. Esto nos sugiere que en 

la infección por rotavinis las células Th de mucosas responden regulando la respuesta 

inmune pero con una proliferación limitada. 

O Ratones control •Ratones infectados 
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Figurn-18.- lncluccilÍn ck mRN:\ parn difrrcntl's dtodnas en d·lulas totales ele CLM 
estimuladas i11 1•itro con rotavirus.- l'c.'lulas totak·s dc ( il.i\I dc ratones contrnl ú inll:<.:tados c.:011 
EDil\lwt (7 días po::tinf<.•cción) fueron eulti\'adas i111·i1ro con 1\\l·dio solo ú en preseneia de rotavirus RRV por 
48 hrs. Posterionncnte, los ni\'eks de· 111ensaje para las di fere11tes eitocinas sciialadas y ll-actina fueron 
evaluados por el método de RT-PCR. Los productos de a111plilicaeió11 fi1cron resueltos en un gel de 
poliacrilamida al 6 %, te1iidos con bro111uro de etidio y las eantidades relativas analizadas por densitomctria. 
Los resultados estún normalizados con respecto al mensajero de 11-actina. Los valores obtenidos con las 
células cultivadas con medio fueron restados a los valores obtenidos eon las células estimuladas con antígeno. 
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VII DISCUSIÓN 

En este trabajo se montaron las condiciones experimentales para analizar el repertorio de la 

especificidad de los linfocitos Th en la respuestas primaria y secundaria en ratones 

infectados con rotavirus murino. Se analizó la respw:sta en GLM, que es un órgano linfoide 

asociado a la mucosa intestinal, ya que no existe i11fi1r111aciú11 previa sobre la cspecifÍL:idad 

de las células Th en GAL Ten una infocción por rota virus (Franco y Grecnbcrg, 2001 ). Para 

esto, se montó en el laboratorio el modelo de infección de ratón adulto reportado por 

primera vez por el grupo del Dr. R. W:ml a principios ch.: los aíios <JO's (Ward, ML:Ncal y 

Sheridan, 1990), el cual ha sido fundamental para estudiar los mecanismos de inmunidad 

contra rotavirus (Franco y Greenberg, 1999). Aunque en este modelo no se presenta diarrea 

como en los ratones neonatos, si existe una vigorosa replicación de los rotavirus en el 

intestino que puede ser detectada en las heces a través de ensayos tipo ELISA. Asimismo, 

existe una respuesta de anticuerpos intestinales del tipo lgA que correlaciona con la 

limpieza de la infección. Cuando infectamos ratones adultos BALB/c oralmente con el 

rotavirns tnurino silvestre EDIMwt, encontramos replicación viral desde el día 2 y hasta el 

día 7 post-infección. A partir del día 8 no se detectaron partículas virales. En respuesta a la 

infección se encontraron IgAint anti-rotavirus a partir del día 4 con un aumento sostenido 

hasta el día 8, que fue el último día evaluado. De esta manera, es claro que el modelo de 

infección por rotavirus montado en este laboratorio reproduce lo reportado previamente en 

otros laboratorios y por lo tanto valida los estudios inmunológicos que se obtuvieron. 

Para analizar el repertorio de las células Th anti-rotavirus en una respuesta primaria, se 

propuso fusionar estas células y generar hibrido111as Th que nos permitieran mapcar la 

especificidad a nivel clona!. De esta manera, inicialmente se caracterizó la respuesta de los 

linfocitos B y T en Jos GLM 's ele ratones infCctados para determinar el tiempo óptimo de 

las fusiones. En general se puede decir que una respuesta primaria de células T inicia al 3er 

ó 4to día, llegando a un máximo a los días 7 u 8 y desapareciendo al día 1 O (Zinkcrnagel, 

2000), tiempo a partir del cual se puede generar una respuesta secundaria por la presencia 

de las célulasT de memoria generadas. 

TESIS C. ..... , 
.. : .~ r: . N .. t.:L 



Se observó que a partirdel segundo día post-infección existió una hipertrofia de los GLM 's 

que se mantuvo hasta el día 7, fenómeno que estuvo acompañado de un aumento hasta del 

100 % en el número de células de este órgano en comparación a los ratones no infectados. 

Con Ja finalidad de determinar la netivnción antígeno especifica en respuesta a la inlccci<'>n. 

se analizaron Jos niveles del marcador de activrn:ión temprana CIJ<19 y el marcador dl.! 

activación tardía CD25 en Ja superficie de Jos linfocitos. Se encontró que tanto en células B 

como T se indujo Ja expresión de CD69, sin cmhargu la cinética ruc difon.:ntc: las células 

Th tuvieron un au1m:nto de este marcador al día 2 para bajar a nivdcs basales a los días 5 y 

7 y las células Te y B aumentaron CD69 en forma tardía a los días 5 y 7. Esto nos indica 

que la activación de las células Th claramente prcccde a la activación de las células Tc y n, 

Jo cual es esperado ya que es sabido que estas dos últimas poblaciones depl.!ndcn para su 

proliferación y subsecuente maduración de las citocinas secretadas por las células Th. 

Inesperadamente ninguna de las poblaciones analizadas incrementaron sus niveles CD25, y 

por el contrario, las células Th tuvieron una disminución porcentual en respuesta a la 

infección. El marcador CD25 es la cadena alfa del receptor de IL-2 que normalmente se 

incrementa en células en división (Ammar et al., 191) 1 ). por lo cual este resultado nos 

estaría indicando que las células se activan pero 110 proli!Cran, lo cual podría estar 

contradiciendo el aumento en la población celular observado en los GLM 's en respuesta a 

la infección. Una posible explicación a este fenómeno radica en que sólo se n.:prl.!sentó el 

aumento proporcional de Jos marcadores en las di rcrcntes poblaciones y no el aumento neto 

en base al número celular total a los diferentes días. Es claro que usando este último 

parúmetro tanto CD69 como CD25 tienen un aumento a partir cid día dos por ct:lula, sin 

embargo, para los fines de este trabajo era mús importante saber la intensidad (proporción) 

de Ja respuesta de las células Th. 

Durante la realización de este trabajo, Blutt et al., (2002) reportó que en ratones adultos 

CD-1 infectados con el rotavirus murino ECwt el incremento de CD69 en GLM se debió 

casi exclusivamente a Ja población de linfocitos B. Este incremento se presento partir del 

día 3 y hasta el día 6 post-infección; Aunque también se evaluó la activación de las células 

Th y Te, el aumento de los niveles de CD69 en estas poblaciones fue mínimo. La 

discrepancia con los resultados obtenidos en nuestro laboratorio podría deberse a las 
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diferentes cepas de rotavirus usadas en ambos trabajos, ya que es sabido que Ja cepa de 

rotavirus murino ECwt es la más vitulenta entre las cepas murinas usadas, incluyendo al 

rotavitus EDIMwt empleado en este trabajo (Burns et al., 1995). Es posible que la 

virulencia de ECwt sea suficientemente alta para inducir una respuesta de células B T­

independiente, como ha sido sugerido en otros trabajos usando ratones knock out 

deficientes en linfocitos T (Franco y Grcenberg, 1997). Sin embargo, es importante 

mencionar que en ambos modelos existe Ja generación de una inmunidad protectora que 

persiste a Jo largo de Ja vida del ratón. Esto nos sugiere que las propiedades biológicas de 

las diferentes cepas de rotavirus pudieran inducir un balance diferencial en la activación de 

las diferentes poblaciones celulares, sin alterar la inmunidad protectora. 

En condiciones de inmuno-competencia los rotavirus se replican sólo en los enteroeitos 

maduros, localizados en Ja parte más distal de las micro vellosidades intestinales, lo cual 

limita su ingreso al organismo. Es muy probable que las partículas virales generadas en la 

infección ingresen a las PP a través de las células M. donde son capturadas ¡ior Cl)'s y/o 

Me 's que las procesan y presentan a las células T. Los mecanismos de activación de las 

células B en este órgano aún no son muy claros, sin embargo, es posible que el receptor de 

estas células reconozca antígenos de la partícula viral presentados por CD's (Brown y Onit, 

1998) y reciban ayuda de las células Th. /\llcrnativamcntc, un estímulo potente (como es el 

caso de la infección por ECwt) podría inducir la activación de las células B sin la ayuda de 

las células Th, como ha sido reportado en otros modelos de infección viral (Zinkernagel, 

2000). Una vez que las células 13 y T son nclivadns en PP. estas vi1~jan al GLM y de ahí a la 

LP, que es el sitio efector de la mucosa intestinal. En nuestros resultados, se observó que a 

partir del día 2 post-infección las células linfoides presentan activación específica. En 

principio estas células activadas vendrían de la PP, sin embargo, existen reportes que 

muestran que en el modelo de infección por rotavirus se encuentran partículas virales tanto 

en PP como en GLM (Ogra et al., 1988). De esta manera, no podemos descartar que Ja 

activación pueda ser inducida en ambos órganos. Se requieren más estudios para este 

describir con claridad la dinámica de activación en GAL T. 
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El aumento del marcador de activación temprana CD69 en la población de linfocitos CD4 

de GLM en los ratones infectados nos indica la presencia de células Th contra rotavirus. 

Por lo que se decidió inmortalizar estas células a través de la generación de hibridomas Th 

y de esta manera determinar el repertorio Th en una respuesta primaria contra rotavirus. Al 

día 5 post-infección se obtuvo el mayor incremento en la población Th de GLM, ya que 

estas células representaron más del 60 % de la población total. Por este motivo, todas las 

fusiones realizadas fueron en este día. Se realizaron un total de 4 fusiones de las cuales en 

sólo 2 se gencrarnn un lol:il de 14 hihrido111:1s. di.! los l'llalcs 11i11g11110 li1c capaz de reconocer 

antígenos de rotavirus presentados por CPA's en d contexto de las moléculas del MI-JC 

clase II. Sin embargo es importante apuntar que sólo 4 de ellos presentaron tanto TCR 

como CD4 en la superficie celular, moléculas indispensables en el reconocimiento de 

antígeno. Generalmente la generación de hibridomas Th requiere de re-estimulaciones 

antigénicas in vitro para poder expandir las clonas antígeno específicas y aumentar las 

probabilidades de obtener los hibridomas deseados (Baños et al., 1997). En este trabajo, no 

se hizo lo anterior ya que nuestro principal objetivo era el de describir el repertorio de la 

respuesta primaria in vivo sin manipulaciones in vitro que pudieran modificarlo. Al día 2 

post-infección hubo un incremento de aproximadamente 5 'Y., de células Th que presentaban 

el marcador CD69 con respecto al control, lo cual se rcllc;jó en una limitada expansión de la 

población Th al día 5 ( 15 % arriba del control) pero una regresión a niveles de fondo de 

CD69. De esta manera, en el mejor de los casos la posible frecuencia de células Th 

especificas para rotavirus en GLM al día 5 fue de 1: 1 O, lo cual es bajo si se considera que 

en poblaciones enriquecidas se tiene una frecuencia de células T antígeno específicas de 

entre 1:2 a 1:3. En conclusión es muy probable que la imposibilidad de generar hibridomas 

Th en este trabajo se debió a la baja frecuencia de las células Th anti-rotavirus en la 

respuesta primaria. 

Una alternativa a futuro seria la de purificar por MAC'S a la población de linfocitos 

CD4/CD69 positivas al día 2 post-infección y fusionarlas directamente sin previa re­

estimulación. De esta manera, se capturarían las células Th rotavirus especificas generadas 

por la infección. Alternativamente, se podría intentar el mapeo de epitopos por medio de 

tetrámeros de clase II cargados con péptidos relevantes. Sin embargo, esta técnica es 
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sumamente cara y al momento s.ólo se ha reportado un epítopo de células Th, el péptido 

289-302 de VP6 (Baños et al., 1997), p~r lo cual el at;áJl~is de laresp~esta esta~ía rr\uy 

limitado. 

El repertorio de células Th en la respuesta secundaria se intentó analizar mediante ensayos 

de estimulación antigénica y proliferación celular in vitro. La respuesta secundaria se puede 

distinguir de la primaria dado que tiene un periodo de inducción mas corto, por lo tanto la 

respuesta es más rápida, más potente y de mayor duración. Esto se debe principalmente al 

hecho de que la población de células antígeno especificas de memoria es mayor que la 

población de células antígeno específicas vírgenes, otro factor se debe a que las células de 

memoria se activan de forma más rápida y eficiente que la vírgenes (Sprent, 2002). Para los 

ensayos de proliferación celular, se estimularon in vitro células provenientes de GLM 

obtenidos de 1 O a 30 días post-infección. 

Como antígeno se utilizaron cepas homólogas y heterólogas semi-purificadas de rotavirus, 

así como VP6 heteróloga fusionada a GST. En ningún experimento se observó 

proliferación antígeno específica a pesar de que las células se encontraban en buen estado y 

capaces de responder a un estímulo policlonal como es Con-A. En el caso de la 

estimulación con rotavirus scmi-pmificado hubo una clara respuesta incspccífica por parte 

de las células control que posiblemente enmascaró una pequeña respuesta por parte de las 

células de memoria. En trabajo previo se reportó que los rotavirus son capaces de inducir 

respuestas proliferativas inespecíficas de células B en poblaciones totales de ganglio 

linfático, debido a muy probablemente al RNA de cadena doble presente en los viriones 

(Bruce et al., 1994). 

Es sabido que RNA de doble cadena activa CD a través del receptor tipo Toll 3 en su 

superficie (Datta et al., 2003). Es probable que factores secretados por estas células o la 

presencia de estos receptores< en C:élulas·B plldithran i1~ducir esta respuesta. Contrario a lo 

reportado por Bruce et ah; (i994)'é:ualldo·se~traiarbh "los virioncs con luz U.V. para 

entrecruzar el RNA y de. esta manera eliminar: !,a i~es¡Jecificidad, no se logró reducir por 

completo este efecto. De cualquier manera los niveles prolifcrativos encontrados fueron 
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bastante bajos, Jo que impediría un análisis fino del repertorio de las células Th a partir de 

poblaciones totales de GLM. Con la finalidad de mejorar Jos niveles de proliferación 

antígeno específica, se purificaron las células Th provenientes de GLM. Sin embargo, 

tampoco obtuvimos niveles detectables de proliferación. En conclusión, podemos decir que 

el método de proliferación para analizar la especificidad de células Th provenientes de 

GLM de ratones infectados con rotavirus no es el adecuado. 

Por Jo anterior, se exploró otra función de las células Th como es la producción de citocinas 

en respuesta a un estímulo antigénico in vitro. Para esto, se analizaron Jos niveles de 

mensaje para IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, INF-y y TGF-13 por el método de RT-PCR en células 

de memoria provenientes de GLM estimuladas con rotavirus semi-purificado heterólogo. 

Se encontró que células provenientes de ratones no infectados respondieron con un 

incremento del mensaje para IL-2, IL-4, lL-1 O e INF-y en respuesta a la estimulación 

antigénica. Por otro lado, las células provenientes de ratones infectados respondieron con 

incremento de mensaje para todas las citocinas evaluadas en respuesta al estímulo 

antigénico, en el caso de Jos mensajes para !L-2, lL-4, !L-5, !NF-y y TGF-13 se encontraron 

niveles superiores a los del control y por el contrario el mensaje para !L-10 fue inferior. 

Aunque no tenemos evidencias que el aumento de mensajes se deba exclusivamente a las 

células Th, es sabido que estas células son principales productoras de algunas citocinas 

como IL-2, IL-4 y IL-5, contribuyendo entre otras poblaciones a la producción de IL-1 O, 

INF-y y TGF-13 (Gonnel!a, et al., 1998), por Jo tanto consideramos que esta metodología es 

útil para en un futuro analizar el repertorio de las células Th en la infección por rotavirns. 

Un aspecto interesante de estos resultados es que las células Th de memoria de GLM 

específicas contra rotavims presentan un perfil de citocinas mixto, esto es, inducen 

mensajes para citocinas tipo Th 1 (IL-2 e INF-y), Th2 (IL-4, IL-5 e IL-1 O) y Th3 (TGF-f3). 

La existencia de las células Th3 ha sido controversia!, ya que en periferia no es muy claro 

su papel, sin embargo a nivel de mucosas las células Th3 juegan un papel importarte anti­

inflamatorio y regulador a través de Ja producción de TGF-13 y se distinguen claramente 

como una población separada (Lehmann, 2002). Casi no existen datos concretos en Ja 

•• ---T-~ -~- ----- .... ,, __ 
l 

,;:\ / . .-,J 1 --------·-- .. 
74 



literatura sobre el patrón de citocinas inducidas a nivel intestinal en respuesta a patógenos 

(Biron, 1994). 

Una de las causas de la ausencia de datos son los altos niveles constitutivos de la mayoría 

de las citocinas estudiadas en GAL T. En este laboratorio, usando el método de RT-PCR, se 

logró determinar que en una respuesta primaria las células del GLM de ratones infectados 

con rotavirus responden aumentando el mensaje para INF-y, IL-1 O e IL-12, sin embargo, no 

se detcm1inó el tipo celular rcsponsuble de los incrementos (Iris Santillán, tesis de 

maestría). Por otro lado, los niveles de IL-2, IL-4 e lL-5 no tuvieron un incremento 

detectable. En principio estos resultados nos indicarían que en la respuesta primaria y 

secundaria de las células de GLM de ratones infectados con rotavirus existe un cambio de 

patrón de citocinas, lo cual no es sorprendente ya que las condiciones de estimulación 

antigénica in vivo vs in vitro son diferentes y por lo tanto conducen a una regulación 

- diferente. Fromantin et al., (1998) demostró que células de bazo provenientes de ratones 

infectados reestimuladas in 1•itro con rota virus heterólogo secretaron INFy, lL-5 e lL-1 O en 

respuesta al estímulo antigénieo, siendo negativas para la producción de IL-2 e IL-4. El 

patrón de citocinas encontrado por Fromantin et al. en bazo contrasta con lo encontrado en 

nuestro estudio en GLM, sin embargo, consideramos que nuestros resultados son más 

representativos de los que sucede en la infección por rotavirus en GAL T, ya que el bazo se 

considera un órgano linfoide periférico. 

El intestino juega un papel preponderante en la evolución de los mamíferos, ya que es el 

órgano encargado de la asimilación de los nutrientes necesarios para la vida. Por esta razón, 

la mucosa intestinal está expuesta a infinidad de proteínas extrañas al organismo derivadas 

de los alimentos y de los microorganismos de la flora intestinal, que potencialmente pueden 

generar respuestas inmunes que interfieran con el funcionamiento intestinal. Para prevenir 

esta posibilidad tanto el epitelio como los órganos linfoides asociados a la mucosa intestinal 

han generado un ambiente de tolerancia inmunológica hacia las proteínas no asociadas a 

patógenos. La IL-1 O y TGF-[3 son factores importantísimos en este fenómeno ya que 

inducen funciones antagónicas a la respuesta inflamatoria. Esto se ha demostrado 

claramente en ratones knock out deficientes en IL-10 ó TGF-[3, ya que estos ratones 
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presentan inflamación espontánea del intestino provocada por una hiper-reactividad de la 

respuesta inmune hu111oral y celular así como una p1;edominaricia de respuestas Th 1 pro­

inflamatorias (Kuhn et al., 1993). 

El ambiente de tolerancia en el intestino puede ser alterado por la entrada de patógenos, 

como es el caso de la infección por Sa/111011ella tlzyfi. Esta bacteria penetra las PP donde 

infecta a los Me y se reproduce, viajando posteriormente al GLM y al bazo para finalmente 

inducir la tidm: tifoidca. La cntrada dc la Salmondla a los órganos linfoides induce una 

activación excesiva de los Me que provoca el rompimiento del ambiente supresor lo que 

resulta en el proceso inflamatorio del intestino característico de esta enfermedad. Por el 

contrario, aunque Ja infección por rotavirus puede provocar diarrca profusa en nconatos, 

esta infección se caracteriza por no inducir inl1amación. Como su explicó anteriormunte, 

rotavirus no infecta células de GAL T, razón por Ja cual no se induce una inflamación 

importante. De esta manera, la inducción de la respuesta inmune contra rota virus en GAL T 

está regulada bajo el ambiente de tolerancia intestinal inducido por TGF-f3 e IL-1 O. Sin 

embargo, es claro que a pesar de esto se puede generar una respuesta inmune protectora de 

células B y T, que persiste a lo largo de la vida del ratón. Así, es posible que exista una 

regulación fina que mantenga el equilibrio entre tolerancia e inmunidad, que genere los 

beneficios de la inmunidad protectora de larga duración sin alterar las funciones 

intestinales. En apoyo a esta idea podemos sciialnr el hecho que en GLM's de ratones 

infectados se duplicó la población de linfocitos totales y en cada población se observaron 

incrementos de CD69 significativos, en ausencia de un incremento en CD25, o sea existió 

una activación antígeno específica pero una respuesta proliferativa limitada. Asimismo, 

cuando se midió la capacidad prolifcrativa antígeno especílica i11 vitro de células de 

memoria de GLM's de ratones infectados, sólo observamos respuestas en presencia de un 

mitógeno de células T (Con-A). Este bloqueo en la proliferación pudiera claramente 

deberse a un micro-ambiente tolerante en las condiciones de cultivo utilizadas, de hecho se 

pudieron detectar niveles elevados de TGF-B. 
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Aunque no se pudo determinar el repertorio de las células Th en la respuesta primaria y 

secundaria en la infección por rotavirns, este estudio establece las bases para que en futuros 

trabajos se evalúe el repertorio por métodos más apropiados como los mencionados durante 

la discusión. Por otro lado, este trabajo muestra que los métodos tradicionales utilizados 

para determinar las respuestas inmunes periféricas no necesariamente son útiles para 

determinar la respuesta inmune de mucosas. 
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VIII CONCLUSIONES 

1.- Se IOgró reprodw::ir él modelo ce infección por rota virus; reportado previamente, en 

ratones adultos BALB/c. 

2.- Las células Th son la población predominante en los GLM y su activación en respuesta 

a la infección por rotavirus precede a la activación de las células B y Te. 

3.- No fue posible iniciar el estudio del repertorio de las células Th primarias de GLM en 

respuesta a In infección por rotnvirus, ya que ninguno de los hibridomas Th generados fue 

específico para este patógeno. Esto fue muy probablemente debido a la baja frecuencia de 

células Th rotavirus específicas en GLM. 

4.- Los ensayos de proliferación celular no son los adecuados para determinar el repertorio 

de las células Th en la respuesta secundaria contra rotavirus i11 vitro, debido a la 

inespecificidad y bajos niveles de la respuesta prolifcrativa. 

5.- El análisis de la producción de citocinas es un método más adecuado para analizar el 

repertorio de las células Th en la respuesta secundaria contra rotavirus i11 vitro. 

6.- En la mucosa intestinal prevalece un ambiente anti-inflamatorio, el cual podría explicar 

la limitada expansión in vivo e in vitro de los linfocitos T anti-rotavirus. Este ambiente 

favorece las funciones reguladoras, como es la secreción de citocinas. 
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IX PERSPECTIVAS 

1.- La generación de hibridomas de células Th sigue siendo una buena alternativa para tener 

un panorama general del repertorio de las células Th primarias de GLM en una infección 

por rotavirus. Para esto, en futuros trabajos sería muy importante purificar por MAC'S a las 

células Th CD69 positivas presentes al día 2 post-infección y fusionarlas, para de esta 

manera aumentar las posibilidades de generar hibridomas de células Th rotavirus 

específicos. 

2.- La citofluorometría nos permite analizar de manera simultánea a la población total de 

linfocitos activados en la infección por rotavirus y la producción de citocinas por cada una 

de estas células. De esta manera, se podría determinar el repertorio de células Th en la 

respuesta primaria y secundaria mediante la expresión de marcadores específicos para cada 

caso. 

3.- Para detem1inar el repertorio de las células Th de memoria anti-rotavims i11 vitro sería 

recomendable realizar ensayos de secreción de citocinas a través de la técnica de ELISA ó 

por el método de ELISPOT. 
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