UNIVERSIDAD NACIONAL A UT_()NOMA DE MEXICO

ANALISIS DEL REPERTORIO DE LINFOCITOS T COOPERADORES INDUCIDOS
DURANTE LA INFECCION POR ROTAVIRUS EN UN MODELO DE RATON

T

5 S 1S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA:

EDGAR ERNESTO ESQUIVEL SOTO

DIRECTOR DE TESIS Dr. FERNANDO ROGER ESQUIVEL GUADARRAMA

CUERNAVACA, MORELOS

AGOSTO DEL 2003



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Quiero co,m'par,t‘ir»cste_ trarbajo con: quienes ‘comparti estos ltimos aiios, espero

poder volver a saber de ustedes... .

Dr. Grcgorio, Lucm Ocnﬂn, Antonio Ortegn, I‘ernnndo Pernlta, Rail Baldcras, Jorje Trinidnd'

Janet Pacheco, Fernando (gordo) y Edgar.

Dedico esta obra a mis hermanos: Maria Isabel, Demetrio Emilio y José René,

Uno para todos y todos para uno.

A mi madre: Maria Isabel Soto Robles. RN ! ol
( {C’] DQ: Clln e rc
Gracias a ti tengo la paz de Cristo. 37 viel —S. Ty
,,,,,, § e

/er-’)l‘)/e 2607

. ‘K/ i)
A todos gracias. B



Agradecimiento por el invaluable apoyo academico al doctor Fernando

A]osr,infeg’rant‘e's ela u'nidad«’de'cémputofM;C.‘ osé Ricardo ClrlavMérCe,' ;

Lic. Alma Lidia Martmez Valle y: M C ] uan Manuel Hurtado Ramuez

qu1ene‘s con. s abaJo me apoyalon en todo momento para reallza1 este

ultuno agr adezco a la Dra. Mata y al D1 Femando

I—Iemandez todas las facmdades que me. bn mdalon con los ratones de

expernnenta'mgn; :



RESUMEN

La infeccién por rotavirus-en-infantes humanos ocasiona grandes-gastos econémicos.por-. .-

concepto de hospitalizacion y atencidn médica a nivel mundial. Existe un gran interés
por desarrollar una vacuna que proteja contra, por lo menos, 5 scrotipos Gy 2 scrotipos
P de rotavirus humanos de importancia clinica. Aunque se ha demostrado que tanto las
células T citotoxicas (Tc) como los anticuerpos IgA intestinales son elementos
importantes en proteccion contra la infeccion por rotavirus, fas células T cooperadoras
(Th) también juegan un papel central en la eficientc induccién de ambos elementos,
asimismo estas células pueden cjercer funciones cfectoras dircctas que coadyuvan a la
limpieza de la infeccion. El objetivo de estc trabajo [uc ¢l de analizar ¢l repertorio de
linfocitos Th generados durante la infeccion por rotavirus en un modclo de raton adulto
infectado con el rotavirus murino EDIMw(. Primeramente, se determind la cindtica de
activacion de los linfocitos T y B activados en ganglio linfitico mesentérico (GLM) a lo
largo de la infeccidon, Se cencontrd que la activacion de los linfocitos Th en GLM
precedio a la de los Tc y B, Para-determinar ¢l repertorio de células Th contra rotavirus
inducidas en la respuesta inmune primaria, s¢ generaron hibridomas de linfocitos
procedentes de GLM al dia ‘S post-infeccion, dia cn ¢l que las células Th fueron mas
abundantes y representaron mas del 60 % de la poblacion total. De los 14 hibridomas
Th obtenidos ninguno presentd especificidad contra rotavirus cuando se cvalud la
respuesta antigeno-especifica mediante ensayos de secrecion de 1L-2. La especificidad
de la respuesta secundaria Th contra antigenos de rotavirus se intentd analizar a través
de ensayos de proliferacion in vitro. Tampoco s obscervo una respucesta proliferativa
rotavirus especiﬁca en las células Th provenicntes 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 detectd en la respuesta secundaria contra rotavirus,
que linfocitos Th de GLM incrementaron los niveles de mRNA para las citocinas IL-5 y
TGF-B. Por lo anterior, es claro que los GLM provenientes de ratones infectados tiencn
células Th de memoria contra rotavirus que pueden ser estimuladas in vitro con
antigeno para producir citocinas de manera especifica, sin embargo, esta activaciéon no
puede ser evaluada a través de proliferacion celular. Esto nos sugicre que en la infeccion
por rotavirus las células Th de mucosas responden regulando la respuesta inmune pero

con una proliferacion limitada.
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I INTRODUCCION
LLos rotaviruss: s e ]

1.- Importancia.

En diversos estudios epidemioldgicos se ha identiticado a la infeccion por rotavirus como
la gastroenteritis mas comun cn infantes humanos y neonatos de varias especies de
num‘lifcros y aves (Kupikinn y Chanock, 1996; Valdespino ctal,, 1994). En los humanos, ¢l
20 % de todas las infecciones gastrointestinales que se reportan tienen etiologia rotaviral.
Esta-enfermedad se presenta principalmente en infantes de 6 meses a 2 aiios de cdad y
cuando se manifiesta clinicamente aparcce como una infeccion diarreica deshidratante, que

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

Existe una marcada diferencia en el poreentaje de muertes infantiles provocadis por los
rotavirus entre paises en-vias de desarrollo y desarrollados (lluriluknf»c;ly al, 1991). 1y
importante seiialar que la taza de infeecion en ambos tipos de pz“liscs ¢s muy similar, lo que
sugiere muy probablemente que la susceptibilidad -a la c,i)l'cn'nédu(‘l‘ ¢s cosmopolita ¢
independiente de las condiciones de vida (Estes, 1996). Por otro lil(lo, la disparidad cnla
mortalidad infantil revela la importancia de contar con una atencién médica temprana, asi
como la de administrar soluciones rehidratantes orales o intravenosas, cn los casos clinicos
que cursen con deshidratacién. Sin embargo, ¢l monto dc cstos tratamicntos no es costeable
en la mayoria de los paises. Estados Unidos, por cjemplo: gasta mas de un billon de.dodlares
anuales en atencion hospitalaria por deshidratacién (Avendano et al., 1993). En la
actualidad no sc dispone de un tratamiento cspecifico para combatir la enfermedad, ni se
cuenta con una vacuna efectiva que prevenga la infeceidn ¢ al menos disminuya de mancra
importante la severidad de la diarrea. Todo lo anterior, hace indispensable avanzar cn cl
estudio de la infeccion por rotavirus en cl aspecto bisico y, en particular, es necesario
esclarecer las interacciones de este virus con ¢l sistema inmunoldgico, de tal manera que sc

obtengan las bases experimentales para la produccion de una vacuna cliciente, econdémica y

capaz de brindar proteccion a toda la poblacion.



2.- Estructura y propiedades blOlOglC.lS de la par tuul.l vir -al

A 30 afios de la identificacién de los rotavirus en blopsms intestinales humams (BlshO]) ct
al;;--1973), se ha generado una gran cantidad de _informacion. sobre. las ~propiedades
bioldgicas, bioquimicas e inmunogénicas de estos virus (Estes, 1996). El cultivo in vitro de
los rotavirus de cepas animales y humanas, la-clonacion del genoma rotaviral com;ﬂélo,’ la”
expresiéon por separado de las diferentes proteinas virales en sistemas de vectores
recombinantes (Both, Bellamy y Mitchell;~1994) y ‘el uso- de-modelos-experimentales--
animales, han proveido un conocimiento detallado sobre la estractura’y funcion-de la

particula viral.

Con técnicas como la crio-microscopia cleetrénicn y Ia reconstruccion de imagenes por
computadora, se¢ ha determinado ‘que la:particula infectante completa o viridn tiene una
geometria icosaddrica con un didgmetro aproximado dc 75 nm (Prasad et al., 1988).
Asimismo, s¢ determind que los rotavirus estan conformados por tres capas proleicas
concéntricas (Figura-1-). La capia mas interna O cipside esti formada por 60 dimeros de la
proteina VP2 (del inglés “Viral Protein™) (102 kDa). Lsta capa engloba tanto al genoma
viral, constituido por 11 segmentos de RNA de doble cadena (RNAdc), como a dos
proteinas de la maquinaria replicativa; VP (125 kDa) que es 1a polimerasa viral y VI3 (88
kDa) que es una guanilil-transferasa (Prasad ct al., 1996). La capa intermedia ecstd
constituida cn su totalidad por 260 trimeras de VPG (45 kDa), ¢sta ¢s la proteina mis
conservada, inmunogénica y abundante del virion. VP06 constituye ¢l 51% de la masa total y
contiene determinantes antigénicos conservados en todas las cepas conocidas de rotavirus,
La capa mis externa del viridn esta formada por 260 trimeros de la glico-proteina VP7 (37
kDa). Sobre esta capa emergen a manera dec espiculas 60 dimeros de 10-12 nm de longitud,

compuestos por la proteina VP4 (86 kDa) (Shaw 1993).

Andlisis funcionales en VP4 determinaron que cn presencia de tripsina, la proteina cs
cortada especificamente en los aminoacidos 231, 241 y 247, con cllo la infectividad del
virus se incrementa hasta mil veces. El extremo carboxi-terminal de VP4 genera a VP5 (60

kDa) y el extremo amino-terminal a VP8 (28 kDa), (Lépez et al., 1986; Crawford et al.,



2001). Ambas proteinas muy probablemente estan involucradas directamente en ¢l ingreso
del virion a la célula blanco. Ademas, los determinantes antigénicos (epitopos) contenidos
en las proteinas VP7 y VP4 (VP35 y VP8), son los unicos antigenos blanco de anticuerpos

neutralizantes (Johansen y Svensson, 1997).

De los 11 segmentos génicos que conforman al genoma sélo 5 segmentos codifican para 6
proteinas que se encuentran involucradas principalmente en la replicacion y morfogénesis
rotaviral dentro de la célula blanco y no en la estructura proteica del virion. Se les enumera
del 1 al 6 y designa por convencion 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).

GENOME ENCODED VIRION SCHEMATIC |
SEGMENTS PROTEINS (Protein Locations)

e NSP2 — ptes
NsP3 — dllls
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Figura-1.- Estructura del rotavirus (Estes, 1996).
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3.- Patogénesis y ciclo replicativo

La priﬁcipal via de transmisién de los rotavirus es la fecal-oral. La infeccion se lleva a cabo
en los enterocitos maduros localizados en las puntas de las micro vellosidades intestinales,
sin embargo, en estados de inmunodepresidn severa puede penetrar e infectar otro tipo de
tejidos en el organismo (Estes et al., 1991). En el duodeno se produce el corte proteolitico
de VP4 con tripsina (enzima pancreatica), cvento indispensable para ¢l proceso infeccioso.
Se sabe que algunas cepas de rotavirus de origen animal dependen de la interaccion de VPS8
con residuos de acido sidlico de la superficie celular para iniciar una infeccion productiva.
Sin embargo, este evento es solo el principio ya que actualmente se ha demostrado que las
integrinas a2B1, ad4pl, aXp2, aVp3, y mis recientemente la FHsc70 (del inglés “heath
shock cognate™), estan involucradas en la adsorcion y/o pencetracion del rotavirus (Guerrcro
et al.,, 2002; Arias ct al,, 2002). Por otro lado, cn ¢l caso dc rotavirus humanos la
interaccion inicial de VP8 con acido sidlico no c¢s nccesaria, ya que aparentemente la
primera interaccion se da con alguin otro receptor, probablemente a través de VPS5 (Zarate ct

al., 2000).

Durante la penetracion a la celula bl'mco s¢ dcsplcn(lc la capa mds externa del viridn, la
exposicion en el c1topldsma dc. la pamcula de dos capas ]7!0[(,10'15 acliva 'a la RNA
polimerasa dependiente del RNA“\’ll‘ill y forma los transcritos de mRNA. Estos transcritos
pueden ser traducidos en pl'QiCiil‘:\vS,\’il‘lllcs o servir como moldes para la replicacion del
genoma en estructuras presentes cn las células infectadas llamadas viroplasmas, En los
viroplasmas se lleva a cabo:la morfogéncsis y cl ensamblaje de particulas intermedias
constituidas por VP2 y VP6 englobando a los 11 scgmentos del genoma asociados a VP1 y
VP3, En estos eventos las NSIs 1, 2, 5 y 6 jucgan un papel determinante (Estes, 1996).
Para completar la maduracion del virién, la particula viral es translocada al lumen del RE
por medio de la interaccion de VPG con el dominio citosodlico de NSP4, protcina viral
transmembranal residente del reticulo endopliasmico (R13). En este paso hacia el interior del
RE los rotavirus obticnen una membrana lipidica 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, ¢l mecanismo de incorporacion de VIP4 a la particula

viral es menos claro, se sugiere que esta se incorpora de su estado soluble en citosol justo



en el proceso de translocacion: (Suzuki, 1996).  Finalmente, en cstadios tardios de la
infeccién, los viriones son liberados al lumen intéstinal “por citdlisis. El ciclo”replicativo

completo dura alrededor de ocho horas. .

Aunque se han propuesto varios mecanismos fisio-patologicos que expliquen la-produccion
de diarrea en la infeccién por rotavirus, aun se desconoce ¢l mecanismo compléto in vivo,
Los principales mecanismos productores de diarrea conocidos a la fecha son por un lado, la
destruccion celular masiva, imposibilitando la eficiente absorcidon de agua, y la scerecion
intestinal de Cl,. producida muy probablemente por factores viro-téxicos; como cs el caso
de la proteina rotaviral NSP4, Esta proteina es la primera enterotoxina viral reportada, ya
que se ha demostrado que induce diarrea en ratones neonatos (Estes y Morris, 1999).
También muy rccientemente ha sido propucsta la participacion del sistema nervioso
entérico como otro de los factores que inducen la secrecion de Clz. Probablemente activado
por proteinas virales entre las cuales NSP4 pudiera estar jugando un papel importante

(Lundgren et al., 2000).

4.- Clasificacion y epidemiologia

Los estudios sobre la clasificacion de los rotavirus se fundamentaron cn la identificacion de
determinantes antigénicos en VP6 capaces de producir una respuesta inmune humoral
distinta entre diferentes cepas de rotavirus. A partir de cstas diferencias seroldgicas sc
dividio a los rotavirus en 7 grupos a saber (A-G) sicndo ¢l grupo A ¢l de mayor importancia
clinica (Matsui et al., 1990; Estes y Graham, 1985), Asimismo, sc describicron los epitopos
I y II. Los cuales subdividen a los rotavirus del grupo A en 4 subgrupos 1, If, /11 'y no VI
(Lépez et al., 1994), Como se menciond anteriormente, la capa externa del viridn esta
conformada por VP7 y VP4, y cada una de estas proteinas es capaz de inducir la
produccion de anticuerpos neutralizantes, por lo quc la especificidad de serotipo tiene una
doble clasificacién. Sc clasifica “G” (por glicoprotecina) a los scrotipos dependientes de
VP7 y “P” (por proteina sensible a proteasa) a los scrotipos que dependen de VP4
(Kapikian, 1996). Sin embargo, en los ensayos de neutralizacion la reactividad

predominante es contra los determinantes antigénicos de VP7,



Ensayos posteriores con sueros hiper inmunes y anticuerpos monoclonales han establecido
a‘la fecha 14 serotipos G, de los cuales 9 son capaces de infectar a seres humano y sélo 5
serotipos humanos (G1 a G4 y G9) tienen relevancia epidemiolégica (Menchaca et al.,
1998). Ademds, se han podido identificar 7 serotipos y 2 subtipos de VP4 en muestras de

heces humanas, de los cuales PIA, PIB, y P2 ticnen relevancia epidemioldgica en cl

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

Respuesta Inmune

1.- Generalidades
Durante la evolucion han prevalecido dos mecanismos de defensa contra agentes

patégenos: la inmunidad innata 6 natural y la inmunidad adquirida 6 especifica. La
filogenia de la primera es muy antigua y algunos clementos estan presentes desde los
primeros organismos multi-celulares, mientras la ultima aparcce sélo en peces, anfibios,
reptiles, -aves y mamiferos (Paul, 1998; Thompson, 1995). En los mamiferos se ha
desarrollado un sistema inmune altamente complejo. que integra a ambos tipos de
inmunidad, facultado para distinguir lo propio de lo no propio y responder sélo ante csto

ultimo (Paul, 1998).

Si bien, tanto la inmunidad innata como la inmunidad adquirida reconocen patdgenos de
manera especifica, los mecanismos moleculares de reconocimiento antigénico dificren
sustancialmente entre ambas clases de inmunidad (Zinkernagel, 2000). El sistema inmunc
innato se caracteriza por respucstas rclativamente ripidas que no gencran memoria
inmunolégica y estd compuesto por una gran variedad de estirpes celulares que incluyen a
las células dendriticas (CD), macrofagos (Mc), neutrélilos, cosindfilos, células asesinas
naturales (NK: del inglés “Natural Killer™), entre otras. La principal funcién de estas
células es el reconocimiento y destruccion de agentes extrafios al organismo vy
potencialmente patogénicos, a través de mecanismos clcctores directos y/o de la generacion
de seiiales de alarma (como quimiocinas y citocinas) (Teixeira, Almeida y Gazzinell,

2002) que coadyuvan con la gencracidn de una respucsta inmune adquirida.
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El reconocimiento de estos agentes extraiios se da a través de receplores de membrana y
factores solubles que usualmente reconocen estructuras compuestas por carbohidratos.
Aparte-de los receptores de alta afinidad hacia carbohidratos, los Mc expresan, entre otras
proteinas, a los TLR's (del ingles “Toll-Like Receptor™) que son receptores altamente
conservados durante la evolucién que reconocen cstructuras como lipopolisacaridos (LPS)

y acidos nucleicos (Adecm y Ulevitch, 2000).

La respuesta inmune adquirida estd constituida por los linfocitos B y T, y a diferencia de las
células del sistema inmune innato, los linfocitos reconocen patégenos a través de receptores
de membrana con alta especificidad hacia ¢l antigeno. Listo se da por la capacidad de las
células B'y T de generar clonas antigeno especificas capaces de reconocer de 1X10% a
1X10" estructuras moleculares potencialmente antigénicas. La respuesta inmune adquirida
es capaz de generar memoria inmunolégica de larga duracion, que se reactiva al estimularse
con ¢l antigeno original. De hecho, esta caracteristica cs la base de la generacién de

vacunas.

Las células B virgenes reconocen antigeno a través de su receptor de membrana que, es una
inmunoglobulina IgM. Una vez activadas por el antigeno, estas sc diferencian a células
plasmaticas, que son las células encargadas de secretar las inmunoglobulinas solubles a las
mucosas o al torrente sanguineo. En respuestas sccundarias cambia ¢l isotipo de las
inmunoglobulinas de IgM a IgG ¢ IgE a nivel sistémico 6 1gA en mucosas. El receplor de
las células B reconocen a los antigenos tamto solubles como insolubles de mancra directa,
estos antigenos pucden ser tanto carbohidratos, proteinas, lipidos 6 grupos quimicos
simples. Funcionalmente, ¢l principal papel de las inmunoglobulinas cs el de ncutralizar
microorganismos patégenos y toxinas que invaden al organismo, sin embargo, también los
anticuerpos no neutralizantes juegan un papel importante en la climinacion de los
patdgenos ya que son capaces de opsonizarlos para que pucdan ser fagocitados por los Mc

via sus receptores Fc.



Los linfocitos T citotéxicos (Tc) (CD4"; CD8") reconocen antigeno en forma de péptidos de
8§a9 'anmilioééidOS, derivados de la degradacion de prolcinaé antigénicas en el citosol
celular, en asociacion con las moléculas del MHC (del. ingles “Mayor Histocompatibility .
Complex”) clase | expresados en la superficie celular (Yewdell y Bennink, 1992). La
principal funcién de las células Te es el reconocimicnto y climinacion de células infectadas
con virus a través de citotoxicidad directa mediada por perforina ¢ por la induccidn de
apoptosis a través de la molécula Fas presente en las células infectadas. Asimismo, la célula
Tc secreta citocinas anti-virales y promotoras de la presentacién de antigeno, como

interferén gama (INF-y) y el factor necrosante tumoral (del ingles *“TNF; Tumor Necrosis

Factor”),

Los linfocitos T cooperadores (Th) (CD4'; CDS8") rcconocen antigenos en forma dc
péptidos de 13 a 25 aminoacidos (en promedio), derivados gencralmente de la degradacion
de proteinas exdgenas en un compartimiento endosomal - lisosomal, en asociacion con las
moléculas del MHC clase Il expresadas en la superficic celular (Cresswell, 1994). Las
células Th son esenciales para la proliferacidon y diferenciacion de las células B y Tc ai
través de la sccrecion de citocinas. Basdandose en ¢l perfil de scerecion de citocinas estas
células se clasifican en Thl & Th2. Las células Thl sccretan predominantemente
interleucina (IL)-2 ¢ INF-y y promueven respuestas inflamatorias. Por otro lado, las células
- Th2 secretan [L-4, IL-5 ¢ IL-10 y promueven las respuestas anti-inflamatorias y alérgicas.
En una respuesta inmune antiviral se presentan ambos tipos de cé¢lulas Th, sin embargo,
dependiendo de las caracteristicas de la infeccidn, los tiempos y la intensidad de una u otra

respuesta varian.



Los linfocitos T citotéxicos (Tc) (CD47; CDS™) reconocen antigeno en forma de péptidos de
8 a 9"z>miihoé’cidos, derivados de la degradacién dc proteinas antigénicas en el citosol’
celular, en asociacién con las moléculas del MHC (del ingles “Mayor Histocompatibility ..
Compiex") clase | expresados cn la superficie celular (Yewdell y Bennink, 1992). La
principal funcién de las células Te es el reconocimicento y eliminacion de células infectadas
con virus a través de citotoxicidad directa mediada por perforina 6 por la induccién de
apoptosis a través de la molécula Fas presente en las células infectadas. Asimismo, la célula
Tc secreta citocinas anti-virales y promotoras de la presentacion de antigeno, como

interferon gama (INF-y) y el factor necrosante tumoral (del ingles *““TNF; Tumor Nccrosis

Factor”).

Los linfocitos T cooperadores (Th) (CD4"; CDS§’) rcconocen antigenos cn forma dc
péptidos de 13 a 25 aminodacidos (en promedio), derivados generalmente de la degradacion
de proteinas exdgenas en un compartimicento endosomal - lisosomal, ¢n asociacidn con las
moléculas del MHC clasc II expresadas en la superficic cclular (Cresswell, 1994), Las
cé¢lulas Th son esenciales para la proliferacion y difcrenciacion de las células B y Tc a
través de la secrecion de citocinas. Basandose en ¢l perfil de sccrecion de citocinas cstas
células se clasifican en Thl ¢ Th2. Las células Thl sccretan predominantemente
interleucina (IL)-2 ¢ INF-y y promuecven respucstas inflamatorias. Por otrorlad’o‘, las células
Th2 secretan IL-4, IL-5 ¢ IL-10 y promueven las respuestas anti-inflamatorias y alérgicas.
En una respuesta inmune antiviral se¢ presentan ambos tipos de células Th, sin embargo,
dependiendo de las caracteristicas de la infeccion, los tiempos y la-intensidad de una u otra

respuesta varian.



2.- RespueSta de células T

2.1.- Receptor de las células T ‘

El receptor de las células T 6 TCR (del ingles “T-Cell Receptor”) es un !1et6todiméro
constituido por las cadenas o y P asociadas por enlaces disulfuro. Esfas cadcnas son
“glicoproteinas de entre 40 a 50 kDa pertenccientes a lagran  familia - de las
inmunoglobulinas. Aunque existe otro tipo de TCR constituido por ¢l heterodimero de las
cadenas y y §, este se presenta solamente en una pequeiia subpoblacion de linfocitos T que
se alojan predominantemente en mucosas. Ambos tipos de TCR se expresan cn la superficic
celular asociados al complejo CD3, que es un conjunto de cinco polipéptidos involucrados

en transduccion de sceiales a nacleo.

Las cadenas del TCR tienen una regién constantc y una variable, lo cual rccuerda la
estructura de las inmunoglobulinas. Lua regidn constanle se cncuentra proximal a la
membrana plasmatica y la region variable cn la regidon amino-terminal que es la mas distal
a la membrana. Las regiones variables de ambas cadenas del TCR son responsables del
reconocimiento del complejo MHC-péptido, sin cmbargo, las cadenas CD8 6 CD4 son
importantes para determinar ¢l tipo de MEC que se va a reconocer, CD8 se asocia al MHC
I y CD4 al MHC 11, generando de esta manera la dicotomia Tc Vs, Th. La diversidad del
TCR se genera de una manera muy similar a la de la inmunoglobulina, ¢sto ¢s por re-
arreglo somatico. En cl caso de la cadena 3 los genes V sc asocian a genes D y J y en el
caso de la cadena a los genes V se asocian sélo a gencs J. Estas recombinaciones se llevan
a cabo por las recombinasas RAG-1 y RAG-2, que son las mismas recombinasas que
actdan en la generacion de las inmunoglobulinas. Ls por ¢sto que en ausencia de cstas
recombinasas, se presenta un cuadro de inmunodceliciencia severa ya que no se generan ni

células T ni B (Cavazzana, 2002).

Las cadenas del CD3 (y, -5, €, & y 1) son componentes integrales de la membrana.
plasmatica, 'se expresan junto con el TCR y también pertenecen a la gran familia de las

inmunoglobulinas (Rothenberg, 1992). Funcionalmente la expresion de estus moléculas cs



indispensable para la sefializacién al nicleo durante la activacién a través del TCR. Dado

que las cadenas TCRaf y TCRyS§ ticnen regiones citoplasmaticas muy cortas y sin

dominios de sefalizacion, su actividad bioldgica depende de CD3. - -

El complejo CD3/TCR c¢s necesario para la activacion pero-no suficicnle, yaque cs sabido
que los linfocitos T requieren al menos dos sefiales para activarse. La primera seflal se
genera con la interaccién del TCR con el MHC-péptido, esto produce el entrecruzamiento
entfe TCR's y la cascada de sefializacion a través de CD3 (Bretscher, 1999). La segunda
sefial depende de la expresion de moléeulas co-estimuladoras o co-receptores en células
presentadoras de antigeno (CPA’s) y su interaccion con ligandos especificos, como ¢l caso
de CD28 expresado en linfocitos virgenes y B7.1 (CD8O) / B7.2 (CD86) cn macrofagos
activados (Unanue, 1984). La generacion de la primera seiial sin la participacion de la
segunda favorece la anergia 6 delecion del linfocito, fendmeno fundamental para mantencr

la tolerancia periférica (Matzinger, 1994).

2.2.- Estructura y funciéon del MHC

El MHC es un grupo de genes cstrechamente relacionados, localizado en ¢l cromosoma 6
humano (HLA) (del inglés “Human Leukocyte Antigen™) y el cromosoma 17 murino (FH-2).
Existen 3 diferentes regiones del MHC y cada una codifica para diferentes moléculas. El
MHC clase 1 se expresa en la superticic de casi la todas las células del organismo, a
excepcion de las neuronas y células germinales, y son altamente polimérficas. En humanos
y cn raton se conocen 3 alelos Hlamados HLA-A By Cy 11-2-K, D y L, respectivamente.
Las moléculas del MHC tipo 11 sélo se encuentran cen la superficie celular de CPA's
profesionales como Mc, CD y células B, aunque bajo cicrtas condiciones también se
encuentran en la supertficie de células cpiteliales. Al igual que las moléculas del MHC clase
I, las moléculas del MHC clase I son altamente polimorficas, presentindose 3 alclos en ¢l
humano HLA-DQ, DPy DRy 2 ¢n el ratén 1A ¢ 1E. Por otro lado, la regién del MHC 11I
codifica para diterentes proteinas-.que. incluyen proteinas componentes del sistema de

complemento y TNF-a y B (Whitchead y Sackstein, 1985).
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Estudios bioquimicos y de cristalografia han demostrado que las prortcirx(msﬁdelr MHC clase |
no cargadas con péptido son heterodimeros enlazados no covalentemente conformados por
la cadena o, codificada por el MHC, y la B-2-microglobulina (B-2m).que es un polipéptido
globular no polimérfico de 12 kDa (Saper, Bjorkman y Wiley, 1991) La cadena o es una
glicoproteina de membrana de aproximadamente 44 kDa, con la regiéon amino-terminal
proyectandose extra-celularmente y la region carboxi-terminal localizada en el citosol. La
porcidn extracelular se compone de 3 dominios bien definidos llamados ol (regién amino-
terminal), a2 y a3. Los dominios ol y a2 son las regiones polimorficas de la molcéeula y
constituyen el sitio de enlace al péptido antigénico. Estos dominios forman una hendidura
que mide aproximadamente 25A x 25A x 1 1A, constituida por las hélices o en los flancos y
en la base por una lamina de ocho bandas 3 plegadas cn forma anti-paralela, Esta hendidura
estd cerrada en sus extremos, lo que limita el tamaiio de los péptidos enlazados a una
longitud' de entre 8 a 11 amino-dcidos. El dominio a3 esta altamente conservado y ¢s ¢l

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

Las protcinas de clase 11 también son helerodimeros enlazados no covalentemente,
constituidos por la cadena o (31 kDa - 34 kDa) y por la cadena B (29 kDa - 32 kDa).
Ambas cadenas son codificadas por el MHC y son glicoproteinas de la membrana cclular,
con la region amino-terminal localizada en la parle extracelular y la carboxi-terminal
intracelularmente. Las dos cadenas tienen dos dominios extracelulares llamados & 1 y « 2,
enelcasodelacadena o,y B 1y 3 2, enel caso de lacadena 3. o 1y B 1 se encuentran en
la regién amino-terminal, son las regiones polimdriicas de la moléeula y conforman ¢l sitio
de enlace al péptido antigénico, el cual es muy similar a la hendidura encontrada en las
moléculas de clase I pero-con la-diferencia de que la hendidura presente en clase 11 ¢std
abierta en sus cxtrcnms.fldblnﬁl,vjc confiere la capacidad de asociarse a péptidos mas lyargos_‘,
de entre 13 a° 25 mnin'o-zr'xcic.iyos ‘en promedio. -Los dominios «2/p2 estan ~'1]tamcmc
conservados Lmlt. los dlfuumes qlc.los de clase IT y en particular la cadena B2 quc ¢s cl sitio’ -

de c.nl'xc‘. de. ld moyl:..cul'l CD4 d&, lns cclulaq Th (Dc,ssLn ct al., 1997).
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2.3.- Procesamiento y presentacion de antigeno

En los ultimos afios ha habido un incremento notable en el conocimiento sobre los
mecanismos moleculares del procesamiento y presentiacion de antigenos por las moléculas
del MHC clase 1 y clase 1l a células T (Antoniou, Powis y Elliott, 2003; Watts, 2001). En
general se puede decir que la via de procesamiento de clase [ es principalmente endégena,
esto es, los péptidos asociados a esta molécula provienen de proteinas localizadas en el
citosol celular, estas proteinas pueden ser tanto propias como no propias, como es el caso

de las proteinas sintetizadas durante infecciones virales.

En el caso de las moléculas de clase 11, los antigenos derivan de proteinas “exdgenas”™ que
ingresan en el sistema endosomal de la célula. Actualmente sabemos que estas proteinas no
necesariamente  provienen del ambiente externo celular, sino también provienen de
proteinas de la célula que en su transporte interceptan el compartimicnto endosomal. La
dicotomia descrita arriba se puede explicar basindosce ¢n la diferente biologia de las
moléculas de clase 1 y 11, La cadena o de la moléeula de clase [ 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 sc
encuentra asociada a una bisulfuro-isomerasa [lamada ERS7. Este complejo permite la
captacion de la B-2m, que se encuentra en forma soluble en el RE y que se une a la cadena
a pernmiitiendo su plegado casi definitivo. En estc momento la hendidura de la molécula de
clase I que enlaza a péptido se encuentra vacia y protegida por las interacciones con las
chaperonas. Este complejo se asocia a calreticulina y a la tapasina, que son proleinas que
auxilian a la molécula de clase I a recibir de mancra eficiente al péptido proveniente del
citosol. Asimismo, la tapasina estabiliza el complcjo al dimero conformado por TAP (del
inglés “Transporter associated with Antigen Processing”™) 1y TAP 2 que son ATPasas que
forman un poro en la membrana del RE y que de mancera sclectiva introducen del citosol
péptidos de alta afinidad de 8 a 10 aa para que se unan a fa moléeula de clase 1. Los
péptidos generados cn ¢l citosol provienen de proteinas procesadas por un complejo multi-
catalitico llamado proteasoma (Kloetzel, 2001). Una wvez . que-se- genera el trimero
conformado por la cadena a, B-2m y el péptido, cste es transportado a través del camino

exocitico al aparato de Golgi y de alli a la membrana celular (Figura-2-).
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Figura-2- Vias de procesamiento y presentacion de antigenos (Moreno, 1996).

La presencia de INF-y, como resultado de una respuesta inmune, no solamente incrementa
la sintesis de varias moléculas involucradas en el procesamiento de antigeno para hacerlo
mads eficiente, sino que induce la sintesis de nuevas moléculas como es el caso de las
proteinas de bajo peso molecular PA28a, PA28f3, LMP2, LMP7 y LMP10, homélogas 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 oo y B de las moléculas de clase Il son sintetizadas y translocadas
al lumen de RE. En el RE, 3 moléculas de clase 1] (heterodimeros) se unen a 3 moléculas de
una proteina llamada cadena invariante (li), que es una proteina no polimorfica
indispensablc en el ensamblaje de este complejo nonamérico [(af3)31i3], (Cresswell, 1996).
Una region de la cadena li se une a la hendidura donde se inserta el péptido antigénico, de
esta manera, las moléculas de clase 1l son protegidas para evitar el enlace de péptidos no

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

v
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2001). Los nonameros son posteriormente transportados a través de aparato de Golgi y
dirigidos a un compartimiento similar a un endosoma tardio con un pH bajo, que algunos
autores han nombrado MIIC (del ingiés “MHC class: [I-Compartment”). Por la accién de
proteasas, entre ellas la catepsina S 6 L, la cadena li es degradada, quedando solamente un
pequeiio fragmento llamado CLIP (del inglés “Class Il-associated Invariant-chain Peptide™)
ocupando el sitio de enlace a antigeno. Proteinas propias 6 derivadas de microorganismos
que entraron a la via endocitica son degradadas por la accion del pll bajo y “varias
proteasas, generando péptidos de entre 14 4 25 aa que al encontrarse con las moléeulas de
clase 11 en el compartimiento MIIC desplazan a CLIP y ocupan el sitio de enlace a
péptidos. Este cvento, sin embargo, es facilitado por una molécula muy similar a las
moléculas de clase 1l llamada HLA-DM en humanos ¢ H-2M en ratones (Brocke ct al,,
2002). Esta molécula es codificada por la regidn del MEIC clase 11, no es polimérfica y no
requiere enlazar a péptidos para cstabilizarse. HILA-DM, al igual que tapasina para clasc 1,
induce cambios conformacionales en {a molccula de clase 11 que resultan en la liberacion de
CLIP y en-clenlace de péptidos optimos de alta atinidad. Una vez que los péptidos enlazan
a las moléculas de clase 11, estas moléculas sc cslubillizan y los transportan a la superficic

celular,

En células epiteliales de timo y células B existe otra molécula similar a HLA-DM lamada
HLA-DO en humanos y H-20 en ratones (Brocke ct al., 2002). Esta molccula al igual que
HLA-DM se encuentra sdlo intracclularmente, estando totalmente ausente de la superficic.
Su-papel aiin no es muy claro pero se crec que sirve como un regulador negativo de HLA-
DM a pH's no muy dcidos y un regulador positivo a plH’s acidos. En el caso de las células
B, la inmunoglobulina de membrana, que actda como un receptor, internaliza los antigenos
selectivamente. Si esta inmunoglobulina es de baja alinidad libera al antigeno en
compartimientos endosomales tempranos donde DO impide el enlace de péptidos, sin
embargo, si la inmunoglobulina s de alta alinidad, libera al antigeno en compartimicentos
tardios donde DO promueve el enlace de péptidos antigénicos. De csta manera, los
complejos clase [I-péptido. presentados en la superficic inducirdan el reconocimiento de los
linfocitos Th que o su vez auxilinrin a las células 13 con receptores de alta afinidad

solamente (Brocke et al., 2002).
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Existen varios mecanismos para internalizar proteinas por parte de las CPA’s, como son:
(a) incspc'ciﬁéas como la endocitosis 6 la fagocitosis (b) especificas a través de receptores
como la inmunoglobulina de membrana en las células 3. En genceral el ingreso de cstas
proteinas se da a través de vesiculas llamadas endosomas tempranos que tienen un pH centre

6.0 y 6.5 y termina en vesiculas como endosomas tardios, lisosomas ¢ el compartimiento

MIIC con un pH acido entre 5.0 y 4.5.

Desde los endosomas tempranos comicnzan a actuar enzimas proteoliticas que incluyen cn
especial a proteasas de cisteina, Ac. aspartico y scrina, y metaloprotcasas. Sin embargo, las
enzimas que predominan en las CPA’s son la catepsina D (una protcasa aspartica) y las
catepsinas B, F, H, L, S y Z (Driessen et al, 2002). Estas cnzimas degradan
progresivamente a las proteinas hasta llevarlas a aminodcidos simples en los
compartimientos mas dcidos, a menos que los fragmentos gencrados sean protegidos como
en el caso de los péptidos que sc unen a las moléculas de clase 1. Finalmente, al igual que
con clase I, la presencia de INF-y incrementa la sintesis no solo de las moléeutas de clase 11
y CLIP, si no también de algunas protcasas para acelerar y refinar el corte de proteinas en cl

compartimiento endosomal.

2.4;- Maduracién timica y repertorio de "célul:l}s"l‘—

El timo es el érgano donde los linfocitos T sc desarrollan y diferencian fenotipicamente.
Ali, se “sclecciona™ al repertorio maduro de células T antigeno-cspecilicas. Una prucba de
esto se observa en individuos con atrofia congénita del timo (sindrome de Di Giorge),
donde el nimero de células T maduras es muy limitado y la susceptibilidad a infecciones
muy alta (Mayrhofer vy Bazin, 1981). Desde antes del nacimiento, los precursores de los
linfocitos T provenicntes de la médula 6sea migran al timo, a partir de ese momento sc lcs
denomina timocitos, En fases tempranas los timocitos no expresan CD4, CD8 (timocitos
dobles negativos), CD3 ni TCR. En esta fase los genes de las cadenas 3y w del TCR se
rearreglan en forma aleatoria e independiente a las moléculas del MHC presentes cn cl
timo. Es necesario que se inicie la expresion de las moléculas de superficie TCR y CD3,

que son importantes ¢n las funciones de reconocimiento de antigenos y de seleccioén de las
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células T funcionales, Cuando los receptores TCR (con diferentes especificidades) se han
expreézido en la superficie de las diferentes clonas de células T en desarrollo, esc repertorio
es modificado o "esculpido" mediante dos fendmenos de scleccion (1) la seleccion positiva,
por la cual el repertorio es restringido por el MHC propio durante el proceso de cducacion
timica (2) la seleccidén negativa, que elimina o inactiva clonas potencialmente auto-

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

tolerante. (Paul, 1998).

Esos procesos de seleccion que suceden en todas las células T que estan desarrollandosc cn
el timo, se deben a un crecimiento sclectivo de algunas clonas y a la muerte de otras. Los
timocitos primero llegan a la corteza timica, dondc s¢ ascgura que mucran (por apoptosis)
aquellas clonas de células T no restringidas por ¢l MHC. Asi, los timocitos que reconocen
moléculas del MHC propio con afinidad media son sclcccionados (seleccion positiva). A
continuacion viajan a la medula donde los timocitos que reconocen al MHC propio con un
antigeno propio unido serin eliminados, sobreviviendo solo los timocitos que reconocen ¢l
MHC con baja afinidad (seleccion negativa). Sin cmbargo, en un modelo recientc se
propone que ambos procesos de seleccion se inicien desde la corteza timica (Jancway ct al.,

2001).

Inmunidad de Mucosas

Hasta ahora la mayoria de los estudios sobre la respuesta inmune se han enfocado a la
respuesta inmune periférica. Sin embargo, actualmente ¢l estudio de la respuesta inmune de
mucosas, y en especial ¢l de la mucosa intestinal ha adquirido gran relevancia por las
caracteristicas particulares de csta respuesta. Los antigenos del medio externo, asi como
diversos microorganismos comensales son aislados del organismo por barreras cpiteliales.
En el hombre, los epitelios: respiratorio, gastrointestinal y urinario-reproductivo,
representan la mayor superficie de contacto con cl exterior. Ll tracto digestivo de un adulto
esta constituido por aproximadamente 400 m® de epitelio mucoso, cxpucsto a una gran

-ariedad de pardsitos, bacterias, hongos y virus potencialmente invasores (Ogra, 1999),
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Generalmente las respuestas inmunes inducidas perifCricamente no actian a nivel de
mucosas, sin émbargo, las respuestas inducidas cn mucosas pueden acluar tanto en otras
mucosas como periféricamente (Brandtzaeg, Ferstad y Heraldson, 1999). Esto se debe a
que la respuesta inmune adaptativa de las mucosas esld conectada por una red integral de
érganos linfoides llamada MALT (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 ofro tipo de mucosa separada anatémicamente,
gracias a la expresion de un receptor de direccionalidad (homing receptor) compucsto por
las integrinas odP7, que sirve de llave para ingresar a los tejidos linfoides de mucosa
(Butcher y Picker, 1996). Para actuar.en otras nucosas necesitan viajar a través de la linfa y
la sangre pudiéndase alojar, aunque de manera ineficiente, en organos linloides periféricos

y actuar a este nivel,

La mucosa intestinal estid constituida principalmente por una mono-capa de células
epiteliales (enterocitos) intimamente adheridas por unioncs fuertes cspecializadas. Entre los
enterocitos se encuentran células secretoras de moco, células de Pancth, células M y células
de Globet., Estas células continuamente sccretan a la luz intestinal una gama de inmuno-
péptidos y glicoproteinas que forman al glicocalix como: defensinas, mucinas, lisosima y
diversas inmunoglobulinas intestinales principalmente del tipo IgA (IgAint) (Neutra y
Krachenbuhl, 2001). Las sccreciones protegen a ki mono-capa de epitelio intestinal de los
patégenos residentes ¢ invasores, sin afectar la absorcion de agua y nutrientes esenciales, Ll
tejido lintoide asociado a la mucosa intestinal (GALT; “del inglés “Gut-Associated
Lymphoid Tissue™) se divide anatdomica y funcionalmente en dos partes: (a) los sitios de
induccion constituidos por la placas de Peyer (PP) y los ganglios linfiticos mesentéricos
(GLM) y (b) el sitio efector constituido por la Lamina Propria (LP) (Nagler-Anderson,
2001). Varios estudios apoyan la idea que [a entrada principal de antigenos al GALT para
inducir una respuesta inmune adaptativa es a través de las células M. Estas células tienen la
capacidad de internalizar de la luz intestinal hacia la PP proteinas 6 particulas provenicntes
de microorganismos sin destruirlos. Las PP al igual que otros organos linfoides consisten
en cumulos de células B virgenes Hamados foliculos linfoides, que incluyen dreas de

células. B activadas conocidas como centros germinales. Cada centro germinal estd
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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 proteinas transportadas por

las células M son depositadas cn la regiéh subepitelial, donde células dendriticas capturan

el antigeno para después viajar al centro germinal y presentérselo a células By T. Una vez =~

activadas cstas células viajan a los. GLM’s y a través de la linfa al ducto tordxico, donde
entran a la circulacién sanguinea. Alternativamente, las células dendriticas cargadas con
antigeno viajan al. GLM donde activan a las células B y T y estas inician el viaje descrito

(Figura-3-) (Brandtzaeg, Ferstad y Heraldson, 1999).
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Figura-3.- Tcjido linfoide asociado a la mucosa intestinal.

Como se menciond anteriormente, las células B'y T eétimu]adas en PP o GLM expresan
altos nivelcs 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 region 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 plasméticaSproductoras de anticuerpos IgAint con
la ayuda de las citocinas secretadas poi' las células Th. Las células Tc, 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 sccretar citocinas pro-inflamatorias como
INF-y. Las IgAint secrctadas en LP son dimeros unidos por la cadena J dec las
inmunoglobulinas y transportadas a la luz intestinal a través de los enterocitos por un
mecanismo llamado transcitosis. En este proceso las IgAint diméricas son enlazadas a
través de la cadena J por ¢l receptor polimérico de inmunoglobulinas (pIgR) presente en la
region basolateral de los enterocitos. El complejo ¢s transportado en vesiculas a través de

citosol celular y liberado en la luz intestinal.

Insertadas entre los enterocitos existe un gran nimero de células T llamadas células intra-
epiteliales (CIE) con récep:tores del tipo tanto aff como y8 que expresan dos tipos de CDS;
CD8 constituido ’p‘or el hetero-dimero af} que se encuentra comiinmente en otros sitios
lilifoides’ y el ﬁoco ~con"u"1n CDS“cohsli(uido por ¢l hplui)dinklﬁ (‘uz»('Nzlgl‘cr—Andchon,

2001).'La funcién y el origen de cstas células atin no son claros.

Recientemente se ha descrito un mecanismo alterno de éntrada de antigenos a GALT, que
se lleva a cabo por células dendriticas residentes de LP (ue atraviesan la capa epitclial a
través de sus prolongaciones y muestrean la luz intestinal directamente. Al captar el
antigeno de esta mancra, muy probablemente lo presentan directamente en LP, sin embargo
todavia no son claras las consccuencias inmunologicas (Recigno et al., 2001).
Interesantemente, la permeabilidad del epitelio no se ve afectada durante ¢l proceso de
penetracion debido a la expresion por parte de las células dendriticas de proteinas de union
fuerte como la ocludina, claudina 1 y zénula ocluyents que mantienen la estabilidad de las

uniones estrechas epiteliales.




Inmunidad anti-rotavirus

1.- Antecedentes -

La morbilidad, mortalidad y repercusiones econdmicas que ocasionan las enfermedades
diarreicas en nifios menores de 5 afios y la posibilidad de utilizar vacunas para su control,
han generado un gran interés en los mecanismos de inmunidad intestinal. En 1998, c¢n
Estados Unidos salio al mercado una vacuna contra la infeccién por rotavirus nombrada
RotaShield-TV, que es una vacuna rccombinante tetravalente de segunda gencracion
disefiada en base a los cuatro serotipos de VI*7 presentes en cepas de importancia clinica
(G1 a G4). Administrada en tres dosis inducia inmunidad semejante a la gencrada por
infecciones naturales y evitaba la produccion de diarrca profusa en infantes inmunizados.
Sin embargo, en 1999 se reportd un incremento en ¢l nimero de casos de intususcepeién en
nifios vacunados (Gay, Ramsay y Waight, 1999; Barnes, 1999), que es una forma de
invaginacion del intestino que puede conducir a la muerte, lo que provocé ¢l retiro de la
vacuna, De esta manera, estudiar la naturaleza de los mecanismos  inmunologicos
involucrados en conferir proteccion y los antigenos blanco de esta respuesta, podria ayudar

al diseiio de vacunas mas efectivas y seguras.

Los estudios en el hombre sobre la respucsta inmune protectora contra la infeccion por
rotavirus han sido muy limitados, ya que casi en su totalidad han analizado la respuesta .
inmune humoral lo que ha resultado en un conocimicnto muy pobre sobre la respucsta
inmune celular. El principal obstaculo para analizar [y respuesta inmune celular en infantes
infectados por rotavirus, es la dificultad en tomar muesiras de intestino u organos linfoides
asociados a mucosa intestinal. Por lo que se ha recwrrido al uso de modelos animales
susceptibles a la infeccion por rotavirus. El cerdo gonobidtico fue ¢l primer mamifero
grande usado para estudiar in vivo los mecanismos de inmunidad contra rotavirus. Ademas,
es el unico animal que presenta diarrea al infectarse con cepas de rotavirus humano (Saif et
al., 1998). Sin embargo, el mancjo de animales grandes cen ¢l laboratorio, la muy limitada
disponibilidad de anticuerpos y demiis reactivos, hacen poco prictico su empleo como
modelo. Sc ha propucsto ¢l uso de animales mas pequeiios como el ratéon (nconato y udulto')

para estudiar la inmunidad contra rotavirus (Rose, Frinco y Greenberg, 1998) y para
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evaluar el potencial de nuevas vacunas (Esquivel et al., 2000). El ratén es susceptible a la
infeccion por rotavirus murinos y de otras cepas, en todos los casos las manifestaciones
clinicas (diarrea) solose-presentan en neonatos-(ratones-menores: de ‘14-dias), después la

enfermedad es asintomatica, pero detectable por carga viral.

2.- Respuesta de células B anti-rotavirus

La infeccidn por rotavirus induce una potente respuesta de anticuerpos séricos e intestinales
tanto en humano como en los diferentes modelos animales estudiados. En humanos se ha
demostrado que anticuerpos IgAint son los tnicos que corrclacionan con la limpieza de una
infeccion primaria y la prevencion de una infeccion secundaria por un rotavirus del mismo
serotipo (Coulson et al., 1992). Cuando la rc-infeccion se da por un rotavirus de diferente
serotipo esta no se previene pero si se atenta (Velazquez et al.,, 1996). En este ultimo caso
muy probablemente también la respucesta heterotipica de los linfocitos T juegan un papel

importante,

El papel de los anticuerpos IgAint contra la infeccidn por rotavirus cn ¢l humano se ha
corroborado en el modelo de ratdon. Franco y Greenberg (1995) y Burns y Cols. (1995)
demostraron que en la respuesta primaria, los anticuerpos IgAint podrian estar involucrados
en la eliminacion del virus cuando ya ha ocurrido la infeccidn. Por otro lado, cn la respucsta
secundaria la presencia de IgAint contra rotavirus del mismo serotipo es suficiente para
prevenir la infeccion, esto es, actian de una mancra profilactica. Los mecanismos
involucrados cn la proteccion mediada por anticuerpos del tipo IgA, sin embargo, no son
totalmente claros. Ademis de la posible actividad neutralizante de los anticuerpos dirigidos
contra VP4 y VP7, se ha sugerido que IgA’s contra la proteina interna VP6 - que no son
neutralizantes - podrian estar bloqueando la infeccion dentro de la célula epitelial durante
su transcitosis para ser vertidos en ¢l lumen intestinal (Burns ¢t al, 1996). Asi, los
anticuerpos IgAint podrian estar mediando proteccion contra la infeccién por rotavirus por

medio de al menos dos mecanismos diferentcs.
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3.- Respuersta; de células T citot(’).\'ricas (Te)

Uno de lo'si'p'riimejros"tkrabajos sobre la importancia de los linfocitos Tc en la infeccién por
rotavirus en el ratén, demostré la induccién de linfocitos Te CD8* rotavirus especificos en
la mucosa intestinal de ratones infectados con EDIMwt en la primera semana de infeccidn
(Ofﬁt y Dudzik, 1989). Por otro lado, la transferencia pasiva dc linfocitos T CD8"
provenientes de bazo de ratones infectados con rotavirus cn ratones nconatos singénicos,
evitd la aparicion de diarrea cuando los ratones fueron retados con ¢l rotavirus EDIMwt, En
otro estudio, Ia trasferencia pasiva de linfocitos Tc CDS8' rotavirus especificos de ratones
inmuno-competentes a ratones SCID (ratones con inmuno-deficiencia severa por la
ausencia de linfocitos B y T) singénicos limpid la infeccion créonica (Dharakul, Rott y
Greenberg, 1990). Es importante mencionar que ratones SCID infectados con rotavirus
presentan una infeccion intestinal crénica, razon por lo cual cstos ratones son un gxcelente
modelo para analizar la funcién de linfocitos B y T (transferidos) en la resolucion de la

infeccion.

Posteriormente, usando ratones knock-out de eélulas B y T, s¢ demostré de manera
concluyente que las células Tc juegan un papel importante en proteccion, terminando 6
atenuando una -infeccion ya establecida, tanto de manera homotipica como’ heterotipica
(Franco y Greenberg, 1993). Sin cmbargo, ¢l mecanismo a través del cual estas células
ejercen su funcion anti-viral en la infeccidn por rotavirus no es claro, ya que se ha

demostrado que es independiente de perforina, Fas 6 INI-y (Franco ct al. 1997).

4.- Respuesta de ¢élulas Th

En varios trabajos se ha demostrado que los linfocitos Th participan en la resolucion y
prevencion de infecciones virales (como en la infeccion por influenza) y que lo pueden
hacer a través de diversos mecanismos (Gao, Licw y Tite, 1989). Las citocinas que
praducen los linfocitos Th activados auxilian en la activacion y maduracion de linfocitos B
y Tc (Doherty, Allan y Eichelberger, 1992). Recientemente, se ha encontrado que los Th
son importantes en la eficiente induccién de células Te de memoria (Tanchot y Rocha,

2003). Ademds, pueden producir citocinas antivirales como INF-y o por si mismos
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presentar actividad citotéxica (Kuge et al; .1995). Sin embargo, existe muy poca
informacion acerca del papel especitico de los linfocitos CD4" en la generacién de células

efectoras y de memoria en el intestino. -

Linfocitos Th aislados dc sangre periférica proveniente de nifios y adultos infectados con
rotavirus muestran una respuesta proliferativa especifica cuando son re-estimulados in vitro
con rotavirus homologos y heterdlogos (Offit.ct al., 1992). Estudios in vivo en cerdos y
borregos gonobidticos también sugicren la participacion de linfocitos Th en la induccion de
anticuerpos anti-rotavirus intestinales y séricos (Van Pinxteren, 1999; Ward et al., 1996).
Sin embargo, existe poca informacion acerca de la especificidad de las células Th hacia los

antigenos de rotavirus.

En modelos no infecciosos donde ratones fucron inoculados con cepas de rotavirus
heterélogas por la via parenteral se ha encontrado, al igual que en el humano, que la
respuesta proliferativa de linfocitos Th de bazo y de ganglios linfiticos periféricos re-
estimulados /1 vitro con rotavirus es tanto homotipica como heterotipica (Baiios ct al.,
1997; Bruce et al, 1994). Bruce ct al. (1994) demostrd que lincas de células Th
provenientes de ratones BALB/c reconocicron predominantemente a la protecina interna de
rotavirus VPG, Posteriormente. en nuestro laboratorio  encontramos que c¢lulas Th
provenientes de bazo de ratones BALB/c adultos inmunizados intra-peritonealmente (i.p.)
con ¢l rotavirus murino porcino YM reconocicron a VPO, y que esta proteina contenia al
menos 2 epitopos (Bafios et al., 1997). A nivel clonal, por medio de un hibridoma de célula
Th. se determind que uno de los cpitopos reconocidos estaba constituido por la scecuencia
de VP6 del rotavirus YM  comprendida - entre  los  aminodcidos  289-302
(RLSFQLVRRPPNMTP), en asociacién con la molécula del MHC clase II IEY. Esta
secuencia esta altamente conservada en la mayoria dc los rotavirus.tipo A secuenciados
hasta la fecha, incluyendo el rotavirus murino EDIMwt, Asimismo, sc determiné de manera
experimental que el hibridoma reconocia de manera heterotipica a VP6. Finalmente, sc
encontrd que las células Th especificas para cl cpitopo dcscrilb conslitl.xiua‘n'una proporcion

importante de la respuesta total contra el rotavirus.
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A nivel funcional se ha demostrado que las células Th pucden tener un papel tanto directo

como indirecto en la eliminacién de la infeccién. Kushnir et al. (2001) demostré quela =

transferencia de células Th especificas para rotavirus en ratones SCID infectados
persistentemente con EDIMwt limpiaba la infeccion. Asimismo, en trabajos recientes se
encontré que VPG, como proteina de fusion, y el péptido sintético de VP6 289-302 (epitopo
de células Th) administrados intranasalmente (i.n.) junto con la entero-toxina de E. Coli LT
(R192G) (una forma mutada de LT) indujeron una proteccion casi total contra la infeccion
(Choi et al., 2000). Los autores demostraron que esta proteccion se dio casi exclusivamente
por la accidon de las células Th especificas para VP6. Por otro lado, en otro trabajo se
encontrd que ¢l tratamiento con anticucrpos monoclonales anti-C4 en ratones pMt-/-
(deficientes en células B) previo a una infeccidn con EDIMwt, provoca que se instale una
infeccién permanente (McNeal, Rae y Ward, 1997). Este cfecto se pudo deber a la ausencia

de un €fecto directo de las células Th & a una deficiente induccion de células Te & ambos,

La participacion indirecta de las células Th en el combate de la infeccidn por rotavirus a
través de la ayuda a células B y Tc ha sido previamente demostrada. (Kushnir, 2001;
Franco y Greenberg, 1997; Ricpnhoff-Talty y Ogra, 1987). Asi sc encontré que la
transferencia de células Tc anti-rotavirus en ratones SCID infectados persistentemente con
cl rotavirus murino EDIMwt limpia la infcecion, sin embargo, cuando las células Te son
co-transferidas con células Th rotavirus especificas esta limpicza es mas ripida y cficiente.
En este laboratorio se demostro que células Th especificas para VPG son capaces de auxiliar
a células B especificas para las proteinas externas del rotavirus VP4 y VP7 a través del
tendmeno de ayuda intermolecular, aumentando considerablemente los titulos de los

anticuerpos neutralizantes y acelerando la limpieza de la infeccidn (Esquivel et al., 2000).
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11 JUSTIFICACION
La infeécic’ny por ,x'otgvirus en infantes humanos gencra grandes gastos econdmicos por
concepto de hospitalizacién y atencion médica a cscala mundial. Debido a esto, existe un
gran interés por ¢l desarrollo de una vacuna cfectiva para ser aplicada en la_infancia
temprana. Sin embargo, esta vacuna tienc que proteger de manera cruzada contra por lo
menos 4 serotipos G y 2 serotipos P de rotavirus humanos de importancia clinica. (Estes,
1996). Debido a lo anterior, es de suma importancia conocer tanto la especificidad como la
tuncion de los elementos inmuno-protectores en la infeecion y asi diseilar una vacuna que

incorpore ¢l 0 los antigenos relevantes.

Se ha demostrado que tanto las células Te como los anticuerpos IgAint son clementos
importantes en proteccion contra la infeccidén por rotavirus, sin embargo, las células Th
Juegan un papel central en la eficiente induccion de ambos clementos, ademis, estas células
pueden cjercer tunciones efectoras direetas que coadyuvan a la limpicza de La infeccion, De
esta manera, ©s importante conocer mds acerca de! repertorio de la especificidad de las
células Th hacia los diferentes antigenos de rotavirus en una infeccion. Los Unicos dos
estudios al respecto (Banos et al., 1997; Bruce et al.. 1994y encontraron en sistemas no
infecciosos (rotavirus heterdlogos inoculados parenteralmente) que VPG es un antigeno
blanco importante de la respuesta inmune secundaria de células Th a nivel clonal y
policlonal. Asimismo, se encontrd que clonas de células Th pueden reconocer a VPG de

manera cruzada (heterotipica) dada su alta conservacion en la secucncia de aminoacidos

(hasta 97 %) en por lo menos 25 cepas de rotavirus reportadas (Baitos ct al., 1997).

Por lo anterior VP6 parcceria ser un candidato importante para ser usado como vacuna
contra la infeccion por rotavirus, sin embargo, atin no se sabe si en una infeceidn natural (a
nivel intestinal) con un rotavirus de ratén homologo, las células Th tienen una especificidad
similar y si VP6 es el antigeno blanco dominante de estas células 6 existen otros antigenos
del virus que son cficientemente reconocidos, Asimismo, seria importante cvaluar cstas
respuestas en organos linfoides asociados a mucosas, como PP 6 GLM, para tener una

vision mds clara de lo que sucede en una respucsta immune en ¢l medio ambicnte de la
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mucosa intestinal. Por ultimo, un aspecto importante-que aan no.se habia abordado c¢s ¢l
andlisis de la especificidad de las clulas Th que se generan en respuesta primaria y
secundaria; En la respuestas primaria -las-clonas-que se - generan estan involucradas en la
limpieza de una primo-infeccion, por otro lado, en la respuesta secundaria la especificidad
serd la de aquellas clonas que permanecicron como células de memoria, mismas que

estarian involucradas cn proteccion contra una segunda infeccion. El repertorio en ambos

casos pudiera ser difcrente.

Asi, en este trabajo me propuse iniciar el cstudio del repertorio de la especificidad de las
células Th contra los antigenos de rotavirus en GLM de ratones infectados oralmente con ¢l
rotavirus homoélogo (de ratdn) silvestre EDIMwt, tanto cn respuesta primaria como
secundaria, Para analizar la respuesta primaria se intentard generar hibridomas de células
Th activadas por la infeccion, para después determinar su especificidad usando rotavirus y
proteinas del rotavirus como antigeno. Para la respuesta secundaria sc estimularan las
células Th de memoria in vitro usando los mismos antigenos. Es importante aclarar que ¢l
principal enfoque de este trabajo es montar las condiciones cxperimentales necesarias y
concentrarme en las respuestas hacia VPG, En estudios posteriores se planca determinar de
manera mas completa, usando este sistema, la respucsta contra otros antigenos del

rotavirus, sin emibargo, no se descarta que este trabajo pudicera tener avances al respecto.
111 HIPOTESIS

Es muy probable que VP6 sea un antigeno blanco importante de las células Th de GLM
provenientes de ratones infectados con el rotavirus EDIMwi, tanto en la respuesta primaria
como secundaria. Sin embargo, es posible que en la respuesta primaria la especificidad de

las células Th sea mis amplia que en la respuesta secundaria,



IV OBJETIVOS -

1.- OBJETIVO.GENERAL
Establecer las condiciones experimentales que nos permitan determinar la especificidad

contra los antigenos de rotavirus de las células Th provenientes de GLM's de ratones

infectados con ¢l rotavirus murino EDIMwt.

2.- OBJETIVOS PARTICULARES
2.1.- Estandarizar el modelo muriho de infeccién con el rotavirus EDIMwi.

2.2.- Analizar la cihétiga‘d‘e acti\'acién de c}éluylas T y B provenientes de GLM duranic la

infeccidn.

2.3.- Determinar la especificidad de la respuesta primariade células:Thiprovenientes de
GLM de ratones infectados, con énfusis cn el reconocimicnto de VPG, a través de la

generacion de hibridomas de células Th.

2.4.- Determinar la especificidnd de la respuesta . sceundariain vitro -de c¢élulas Th
provenientes de GLM de ratones infectados, con ¢nlasis cn el reconocimiento de VPG, a

través de ensayos de proliferacion y produccion dc citocinas,
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\% I\‘TATERIALES,\"B'IETODOS
1.- Cultivocelular- -

1.1.- Medios de cultivo
Todos los medios de cultivo y sus complementos que acqui s¢ mencionan fueron adquiridos
a GIBCO BRL, cxcepto en los casos que sc indican. Asimismo, todos los medios fucron
ajustados a un pll de 7.0 y esterilizados por medio de liltracion a través de una membrana
de 0.22 um. A continuacidn se detalla la preparacion de los medios:
RPMI: RPMI 1640 suplementado con 2 mM L-glutamina y 2 gr de NaHCO, por litro.
RPMI": RPMI 1640 suplementado con 2 mM L-glutamina, 2 gr de NallCO, por litro,
5X10% M 2-mercaptoctanol (2-ME), 10 mM HEPLS, 40 pg/ml de gentamicina, 100 U/ml
de penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y 10 % suero fetal bovino (SFB: Certificado).
RPMI-CPR2: RPMI 1640 suplementado con 2 mM L-glutamina, 2 gr de NaHCO, por litro,
5X10° M 2-ME, 10 mM HEPES, 40 pg/ml de gentamicina, 100 U/ml de penicilina, 100
pe/ml estreptomicina y 5 % suero fetal bovino de baja proliferacion (CPR-2 certificado;
Sigma).
DMEM" DMEM alto en glucosa suplementado con 2 mM L-glutamina, 110 mg/lt piruvato
de sodio y 3.7 gr de NuHCO; por litro. ' '
DMEM": DMEM alto en glucosa suplementado con 2 mM L-glulamina; 3.’77'g'r‘ de NalthO
por litro, 110 mg/lt piruvato de sodio, 100 U/ml dc pcmcnlm'l 100 pg/ml estrcptomlcm'l y
10 % SFB. B Lo

2.- Lineas cclulares : ;
MA-104: Linea préccdcntc de célu las epitcliales de ringn ll;‘tnl de mono Rhcéus (Macaca
mulara). ‘ ‘ - : w e : ‘ o -
CTLL-2: Linea tumoral de lmfocnos T CllOlO\lCOS dc. raton (Mm muscu/us), C57BL/6 (l -
2% dependientes de 1L-2, IL-4 ¢ lL li (Ruw.ll y Vindelo, 1998). ' :
XG310mlIL-2: Linea u..lul.u ploduuom du 1L-2 de mton Clbddd d p.uln dc la lransf‘ccuon '
estable del mieloma de ratén: ,\0310 con ¢l Lcn de 1L-2 murino (Kamsuyama y Mclchcrs,

1988).
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~A.20..: Linfoma de células B de raton (H- "‘) MlIC cl.l% I y It posmvas lGM c l;:,G de

superficie (McKc'm et al., 1981), : :
A20A45.: Células A.20.j transfectadas Ton' g,cncs dc.l lwplollpo lI 2k que cwpncsan hibridos

de clase 1T o B,
BW5147 o B™: Linea celular de ratén’ 1~\KR* (H-24 mumntc,: prbvchicnlc 'dcl timoma
BW5147 (HPRT"), con-ausencia dc las c'ldcnax ay [3 del I‘CR y suqccpublc a-seleccion-por

HAT (White etal., 989) :
3G5.7.1D: Hibridoma Th (H-”"), quu m.onocc la l(.é,lOl‘l dc, ammoaudos 289-302-de VPO

del rotavirus poncmo YM (B’mo

Todas las lmu\s culul.uu sc. (.ulllv: xon ul una incubadoraa 37 °C, 5% de CO, y hunu,dd(l

ﬂtlll ante.

- Cultivo'de células adherentes
Las células tucron cultivadas en frascos de cultivo de 25, 75 6 162 em” y cada ver que
llegaban a confluencia cran diluidas en proporcion 1 a 10 para su mantenimicento en cultivo,
Para esto, ¢l medio de cultivo se aspiro y la mono-capa celular se lavo 1 vez con 5 mi de
PBS. Posteriormente, se adicionaron de 2 a 4 ml de tripsina-EDTA ¢n PBS (0.25% tripsina
1:250 y 1 mM EDTA) y se incubd por 5 min a 37 °C para despegar las células adheridas al
plastico. Se tomd un volumen de la suspension celular y se diluyd | en 10 en medio fresco,
para scmbrarse en un frasco nuevo. El volumen se llevé a 7,.12 y 22 ml de medio ¢n los

frascos de 25, 75 y 162 cm® respectivamente.
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1.4.- Cultivo de células no adhercntes

Las células no adherentes CTLL-2, XG310mIL-2, A.20.j y BW5147 o B~ fueron cultivadas
en frascos de cultivo de 25, 75 6 162 cm” y una vez que la suspensién celular llegaba a
saturacién estas eran diluidas 1 a 10 en medio RPMI" fresco. El volumen sc llevé a 7, 12 y

3 - 2 .
22 ml de medio en los frascos de 25, 75 y 162 cm” respectivamente.

1.5.- Fuente de I1L-2

La linea celular XGL310 mlL-2 scereta de munera constitutiva 1L-2 soluble (de ratén), por
lo que para la obtencidn de este factor se realizaron cultivos en frascos de 162 cm? con 200
ml de RPMI". Posteriormente, el cul(i\;o fue monitoreado diariamente hasta que sc alcanzo
un 80 % de mortalidad celular. La suspension celular fue colectada y centrifugada a 2,500
rpm por 15 minutos. El sobrenadante fue congelado, descongelado y filtrado a través de una

membrana de 0.22 um. Se prepararon alicuotas de 45 ml, mismas que se congelaron a -20

°C hasta su uso.

2.- Virus

Los rotavirus del grupo A YM (Po/G11P9, SGI) de cerdo, RRV (Sa/G3P 1L, SGII) de simio
y EDIMwt (MwG3P10, SGII) de raton, fueron propagadas in vitro en la linca celular MA-
104 como se describe mas adelante. El rotavirus EDIMwt silvestre propagado in vive fue
amablemente proporcionado por ¢l Dr. Richard Ward (Gamble Institute of Medical

Research, Cincinnati, Ohio).

2.1.- Propagacion de rotavirus in vivo

EDIMwt fue propagado cn intestinos de ratones nconatos. Para csto, se inocularon
oralmente grupos de 10 ratones BALB/c de 5 a 7 dias de nacidos con 100 pul de diarrca
suspendida-en DMEM’ obtenida de ratones nconatos: infectados con EDIMwt. Dos dias
posteriores a la inteccion se aislaron muestras de heces diarrcicas en tubos eppendor! con
500 pl de DMEM" y se congelaron a -70 °C. Una vez colectadas todas las muestras, éstas sc
mezclaron, se hicieron alicuotas de 500 pl y se congelaron o -70 °C hasta su uso (Feng et

al., 1994).
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2.2.- Propagacion de rotavirus in vitro

Células MA-104 en confluencia cultivadas en frascos de cultivo de 75 6 162 cm? fucron
infectadas con las cepas de rotavirus RRV, YM 6 adaptadas a su propagacion /i vitro. Para
esto, el medio de cultivo se decantd y la mono-capa celular se lavé 2 veees con 5 ml de
PRBS, con la finalidad de eliminar todo ¢l SFB residual. Posteriormente, se adicionaron de |
a 2 ml de lisados celulares de MA-104 conteniendo de 1 a 2 unidades formadoras de focos
(uft) de las diferentes cepas de rotavirus, previamente tratados con 10 pg/ml de tripsina
(Sigma) por 30 min a 37 °C (puara generar particulas infeeciosas), Las células s incubaron
por 1 hra 37 °C, distribuyendo el indculo viral cada 15 min y se agregé DMEM™ para diluir
¢l indeulo inicial 10 veces. Después de 24 a 48 hirs de incubacion las células y ¢l medio
fueron colectados juntos y congelados a -70 °C. Ll lisado cclular fue congelado y
descongelado 2 veces para liberar las particulas virales, alicuotado y congelado a -70 °C
hasta su uso. Finalmente, ¢l rotavirus murino adaptado o cultivo fue propagado en células
MA-104 crecidas en tubos de cultivo de fondo plano de 3 ml; manteniendo las proporciones

arriba descritas.

2.3.- Semi-purificacion de rotavirus

En cada semi-purificacion se usaron de 100 a 200 ml de lisados cclulares de MA-104
infectadas con el rotavirus RRV ¢ lisados dec MA-104 sin infectar. Estos ultimos sirvicron
como fuente dec proteina control en ensayos de proliferacion de linfocitos. Los lisados
fueron congelados a -20 °C y descongelados 2 veces para liberar Ta mayor cantidad de
particulas virales contenidas dentro de las células. Los lisados se centrifugaron a 25,000
rpm en el rotor SW28 a 4 °C por 2 horas, la pastilla resultante compuesta por restos
celulares y particulas virales sc resuspendio en 10 mil de buffer TSC (Tris 10 mM, NaCl
100 mM, 10 mM Ca™, pH: 7.4) y se le agregd un volumen igual de tricloro-fluoro-metano
(fredn). La mezcla se agitd vigorosamente por 10 min, con la finalidad de liberar al virus de
las membranas celulares y se centrifugd a 6,500 rpm a 4 °C por 10 minutos.
Posteriormente. se tomo Ia fase acuosa superior, se paso a olro tubo (¢l cual se mantuvo a 4
°C). se adicionaron 10 ml de bufter TSC al tubo con freon y se repitio ¢l proceso de
extraccion por segunda vez., Las fases acuosas de la primera y de la segunda extraccion se

combinaron y se centrifugaron a 25,000 rpm por 2 horas.

31



La pastilla resultante se resuspendio en 4 ml de TSC y se centrifugd sobre un colchon de |
ml sacarosa al 30 % en TSC (P/V) a 40,000 rpm, cn un rotor SW50 a 4 °C por 2 hrs. Con la
finalidad de eliminar residuos de sacarosa, la pastilla del virus semi-purificado fue
resuspendida en 5 ml de TSC y se repitio la centrifugacion anterior (40,000 rpm a 4 °C por
2 hrs). Finalmente, el virus fue resuspendido en 1 ml de 'T'SC, se hicicron alicuotas de 50 pl
y se almacend a -70 °C hasta su uso. En el caso dc los lisados de células MA-104 se

obtienen proteinas celulares particuladas que pucden sedimentar a través del colehon de '
sacarosa. La concentracion de proteina y la pureza de lu preparacidn se determind por el

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

2.4.- Determinacion de proteina viral

La concentracién de proteina en las preparaciones virales [ue determinada por el método de
BCA. Para esto, sc prepard una solucion “stock™ de 2 mg/ml de albimina sérica bovina’
(BSA, fraccidon V; Sigma) en agua. En una micro-placa de 96 pozos se adicionaron por
duplicado 2.5 pg de BSA cn 50 pl de TSC en los povzos inmediatos inferiores cantidudes
crecientes de la proteina hasta llegar a 35 pg en S0 pl de TSC. Para determinar la
concentracion de proteina en nuestras preparaciones virales, se adicionaron por duplicado 5
pl de virus semi-puritficado mas 45 pl de TSC y 10 pl de virus semi-purificado mas 40 pul
de TSC. Posteriormente, se adicionaron 150 ptl de una mezcla de 147 pl de reactivo A mas
3 ul de reactivo B a cada pozo de la placa y se dejo 45 min a T/A. Por altimo, la placa luc
analizada en un lector de ELISA a 570nm, los valores resultantes se graficaron y sc obtuvo
una curva con la proteina de concentracion conocida. Una vez graficados los valores
obtenidos de nuestras preparaciones virales sc dividicron por su respectivo factor (de 5 para
las de 5 pl y de 10 para las de 10 pl), para asi obtener la concentracién de proteina en

pg/ml,

2.5.- Determinacion de la infectividad de rotavirus

La infectividad de las preparaciones virales sc evalud cuantificando la formacioén de focos
de infeccion en células MA-104. Estas s¢ licvaron a confluencia en cajas de 96 pozos de
fondo plano (Falcon), se aspiré el medio de cultivo y cada pozo se lavd 2 veces con 200 ul

de PBS para eliminar el SFB residual. Se agregd por duplicado 50 pl de cada preparacion
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viral (previamente tratadas con IO ;tg/ml de tripsina por 30 min a 37 °C) a dlferentes
diluciones e incubd a 37 °C por 1 hr Posteriormentc sc agregaron 150 ul de DMEM' y se
incubd a 37 °C por 14 horas mas. Por ultimo, sc lavo con 200 pl PBS y las células sc fijaron
con 100 pl de acetona al 80 % cn PBS, pasados 30 minutos se lavo dos veees con 200 pl
PBS. La formacidn focos de infeeciosos sc determind incubando las células con 50 pl de un
anticuerpo policlonal de concjo contra rotavirus YM diluido 1:2000 en PBS por 1 hra 37
°C. Las células se lavaron 2 veces con PBS y se adicionaron 50 ptl de Proteina-A acoplada a
peroxidasa (Amersham) diluida 1:2500 en PBS. Por | hr a 37 °C. Sc reveld con 50 pl del
sustrato precipitable carbasol (Sigma) de 5 a 10 min a T/A. Finalmente, los pozos se
lavaron 2 veces mas con agua destilada, se secaron por 2 hrs al aire y los focos de infeccidn
fueron cuantificados en un microscopio utilizando ¢l objetivo 20X, Los titulos de infeccidn

se expresaron como unidades formadoras de locos (ufh).

2.6.- Tratamiento del virus.con luz ultravioleta

Alicuotas de 50 a 100 pl de las diferentes preparaciones de los virus semi-purificados
fueron puestos en una caja Petri de 35 mm de diametro, previamente colocada sobre una
cama de hielo. La muestra fue irradiada con luz U.V. con una longitud dc onda de 254 nm
con una lampara U.V. (Mincralight, Multiband U.V. 254-366 nm) a una distancia d¢ 10 cm

a los tiempos especificados en los diferentes experimentos.
3.- Proteinas

3.1.- Electroforesis cn gel de poliacrilamida

Para determinar la pureza de las preparaciones: virales cstas sc analizaron cn geles de
poliacrilamida, por el método de Laemmli- (1970), al 11 % bajo condiciones
desnaturalizantes y reductoras. Para csto,:a cada muestra de 20 pl de virus semi-purificado
se le agregd 5 pl de buffer de carga “5X” (para una concentracién final de: 1 % SDS, | 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 11ielo se car‘garon en ¢l gel y se corrieron a un voltaje
constante de 200 V por 2 hrs. Al término de este tiempo, ¢l gel se tifié en una solucion de

0.05 % de azul de Coomassie en 50 % dc agua destilada, 43 % metanol y 7 % de dcido
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ElCt.thO por 30 mm anlmcnte cl gel se dcslmo pox 4 lns cnuna solucnon ‘11 40 ‘/) mclanol

y 10 % de 4cido acético en agua destllad'l

3.2.- Obtencion de proteinas recombinantes »
Bacterias de la cepa E. Coli IM109, transformadas con los plasmidos pGEX-4T 6 pGEX-
YMO6, se crecieron toda la noche a 37 °C en medio luria liquido suplementado con 50 pg/ml
de ampicilina. El plasmido pGEX-4T codilica para ¢l polipéptido de 26 kDa Glutation-S-
Transferasa (GST) y ¢l plasmido pGEX-YMG6 para la proteina de fusion GST-VP6 de 70
kDa, la secuencia de VPG proviene dcl rotavirus YM (Baitos ct al., 1997). Al dia siguicente,
sub-cultivaron 17100 en el mismo medio hasta alcanzar una densidad optica (DO) a 600
nm de 0.3 y se indujo la expresion de las protcinas recombinantes con 1| mM de IPTG por 3
hrs a 37 °C. Posteriormente, con la finalidad de enriquecer las proteinas de interés, sc
realizé la separacion de la fraccion insoluble de las bacterins, GST se presenta tunto en la
fraccion soluble como insoluble pero GST-VPO se expresa predominantemente en la
fraccion insoluble, por esto en los ensayos de estimulacion in vitro sc utiliza sélo la
fraccidn insoluble. Asi, la suspension bacteriana se lavo dos veees con buffer de lavado (50
mM Tris, 1 mM 2-ME en PBS) centrifugando a 1500 g por 10 min cada vez. Dcspucs del
ultimo lavado, las células previo a su sonicacidn sc resuspendieron en 2 ‘ml del mismo
buffer en presencia de los inhibidores de proteasas PMSFE 1 mM, Icupcpﬁnm I uM:y
aprotinina 0.3 pM. La sonicacion consistio de 3 pulsos de 14-18 mm de ainplilud por 30.
segundos, en un sonicador SoniPrep 150 (SANYO MSE). Al finalizar estc tratamiento, la
suspension se centrifugd para separar la (raccion soluble de la insoluble. La fraccion
soluble se desecho y la fraccidn insoluble (pastilla en ¢l fondo del tubo) se lavd dos veces
mis con PBS mas los inhibidores de proteasas usados anteriormente. Finalmente, la pastilla
se resuspendié en PBS, se hicieron alicuotas de 50 il y sc congelaron a -70 °C hasta su uso.
La concentracion de proteina total fuc evaluada por ¢l método de BCA (BIO-RAD) y la
pureza de la preparacién se evalud a través de un gel de acrilamida al 11 %, ¢l cual fuc
teiiido con azul de Coomassie. Las muestras usadas cn los cnsayos de proliferacion fucron
tratadas con luz U.V, como se describe para las preparaciones virales, pero sélo con la

finalidad de evitar el crecimiento de microorganismos c¢n los cultivos.
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4.- Ratones ¢ inmunizaciones

Todos los experimentos se realizaron con ratones singénicos hembras de la cepa BALB/c
(haplotipo H-2%) de 4 a 6 semanas de nacidos, mantenidos bajo condiciones libres de
patogenos, provenientes de los bioterios del Instituto Nacional de Salud Puablica, Instituto
de Biotecnologia de la UNAM y la compaiiia HARLAN. Previo a cada experimento todos
los ratones fueron sangrados y el sucro fuc analizado para la presencia de anticuerpos anti-
rotavirus por medio de un ensayo de ELISA. Es importante mencionar que ¢l 100 % de los
ratones utilizados fueron negativos a previa exposicion a rotavirus, Una vez comprobada la
ausencia de anticucrpos anti-rotavirus, grupos de 3 a 5 ratones fucron inoculados oralmente
con 100 ul de bicarbonato de sodio al 1.33 %, para neutralizar los acidos estomacales. De §
a 10 minutos después, los ratones fueron inoculados aralmente con 100 pl de DMEM®
conteniendo 1X10° uff de EDIMwt. Para demostrar que los ratones fucron realmente
infectados, se tomaron muestras de heces a cada ratdén justo antes de la infeccion y cada 24
hrs durante 8 dias. Las heces fucron almacenadas o -20 °C para posteriormente evaluar la
presencia de virus (carga viral), ¢ IgA anti-rotavirus usando ¢l método dec ELISA de

captura.

5.- Deteccidn de rotavirus e IgA anti-rotavirus cn heces

Muestras de heces mantenidas a -20 °C fueron descongeladas, suspendidas al 5 % (peso /
volumen) en solucidén amortiguadora disolvente (10 mM Tris, 100 mM NaCl, | mM CaCla,
5 % SFB, 0.05 % Tween-20 y azida de sodio 10 mM, pH: 7.4) y almacenadas toda la noche
a 4 °C. Posteriormente, las particulas de rotavirus contenidas en las heces fucron liberadas
por agitacion en un vortex y la suspension obtenida centrifugada a 2,000 rpm por 5 min
(microcentrifuga refrigerada). El sobrenadante conteniendo las particulas virales fue pasado
a otro tubo eppendorf'y la cantidad de antigeno rotaviral determinada a través de un ensayo
de ELISA de captura. Para esto, micro-placas de 96 pozos (Costar) fucron cargadas con 50
pl de una dilucion 1:5000 en PBS con 0.02 % de azida de sodio del anticuerpo de captura -
anticuerpo hiper-inmune de cabra dirigido contra diferentes cepas de rotavirus- e incubadas
toda la noche a 4 °C. Al siguiente dia, las placas fucron bloqueadas por 2 hrs a temperatura
ambiente con una solucién al 5 % de leche Carnation sin grasa en TNC (10 mM Tris, 100

mM NaCl, I mM CaCl2, pH: 7.4). Las placas sc lavaron 4 veces con solucion de lavado
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(PBS y T\veell-zo 0.05 %), se adicionaron 50yl por. duplicado del sobrenadante de la
suspension dé:’"hecfés"'y se incubd por 2 hrs a 37 °C. Pibsicriormexhte,' las placas sc lavaron 4
,veces,;,,:,,sc;adicionaroh 50 pl.de-un 4anticuex’por: hi‘perr-im'nune de conejo anti-rotavirus
(generado contra la cepa RRV) diluido 1:2000 en solucién de bloquco y se incubo por | hr
a 37 °C. Después de lavar 4 veces, sc adicionaron 50 pl de una dilucion 1:2000 de un
anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo acoplado a fosfatasa alcalina (Zymed) y sc incubd
por-1 hr-a-37 °C. Al término de este tiempo, se lavo 4 veees, se adicionaron SO ul de
sustrato (p-nitrotenil fosfuto disodio; Signm) y se dejo desarrollar ¢l color por 30-45 min a
37 °C. Finalmente, se leyé la absorbancia a 405 nm en un lector de ELISA (Bio-Tck
Instruments, Burlington, Vt). Como control positivo sc uso un lisado de células infectadas
con ¢l rotavirus RRV, en lugar de la suspension de heees. Iin todos los caso cl valor del

control negativo sin antigeno fue restado al resto de la placa.

Para la deteccion de IgA anti-rotavirus en heces, las micro-placas cargadas con ¢l
anticuerpo hiper-inmune de cabra anti-rotavirus y bloqueadas como arriba se menciond,
fueron cargadas con 50 ! de un lisado de células MA-104 infectadas con el rotavirus RRYV
e incubadas por 2 hrs a 37 °C. Las placas fueron lavadas 4 veces e incubadas con 50 ul del
sobrenadante de la suspensidn de heces por 1 hra 37 °C. Posteriormente, las placas fueron
lavadas 4 veces ¢ incubadas con 50 il de una dilucion 1:1000 de anticuerpo de cabra anti-
IgA de ratén conjugado a peroxidasa - (Kirkegaard and Perry Labs) por | hr a 37 °C.
Después de lavar, sc adicionaron 50 pl del sustrato o-fenilenediamina (Sigma) en bufTer de
acetatos y se incubo por 15-20 min a tempcratura ambicnte. Al término de cste tiempo, se

paré la reaccion con 50 pl de HaSQ4 2 M y sc ley6 la absorbancia a 450 nm.

6.- Citofluorometria
Células provenicntes de GLM obtenidos de 5 ratones BALB/c asi como diferentes lincas

celulares fueron incubadas a 4 °C con anticuerpos anti-1L-2, anti-CD25, anti-CD69, anti-
CD3, anti-B220, anti-CD4 y anti-CDS§ para su posterior andlisis por. citofluorometria de
flujo. Para esto, se sacrificaron por luxacion” cervical :grupos de 5 ratones BALB/c
inoculados con 1X10° uff de EDIMwt, los GLM obtenidos se disgregaron en RPMI* con

ayuda de una rejilla metdlica y un embolo. Las células obtenidas se pasaron a un tubo de 15
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ml conteniendo 10 ml de RPMI" y centrifugaron a 1,800 rpm por 7 minutos. La pastilla
resultante fue resuspendida en 10 ml de buffer de enlace (BE: PBS, 2% SFB y 0.02 % dc
azida de sodio, pH: 7.4) posteriormente, el tubo s¢ centrifugd a 1800 rpm por 7 min y el
botédn celular fue resuspendido en 2 ml de BE. Por ultimo, las células se contaron y llevaron
a una densidad de 2X10%ml para su posterior distribucion cn tubos cppendorf. Los tubos
eppendorf fueron centrifugados a 2,000 rpm por 5 min, ¢l botén fue resuspendido en 50 pl

de BE y fueron agregados los siguientes anticuerpos monoclonales:

a) GK1.5: Anticuerpo monoclonal de rata (Lewis) IgG2b anti-CD4 de ratdn; usado como
ascites a una dilucion 1:50 y acoplado a PE (BD; 0.1myg) sc usd a una dilucién de 1:200.

b) 5H10-1: Anticucrpo monoclonal de rata IgG2b, A anti-CDE de raton, (BD) 0.5mg,
acoplado a FITC y usado a una dilucién de 1:200.

c) RA3-6B2:; Anticuerpo monoclonal de rata IgG2a, x anti-CD45R/B220 de ratén, (BD)
0.1mg, acoplado Cy-chrome y usado a una dilucion de 1:200. ,

d) OKT3: Anticuerpo monoclonal de rata 1gG2a anti-CD3 Epsilon (T3) de ratén; (Scrotéc)
purificado a 1ug/pl y usado a una dilucién de 1pg por 50 pl de BE, : i

e¢) H1.2F3: Anticuerpo monoclonal de Hiamster Armenio 1gG, grupo 1,-A aﬁti’}CDGQ;dc B
raton; (BD) 0.5mg, acoplado a biotina y usado a una dilucion de 1:200. e :

f) PC61: Anticucrpo monoclonal de rata 1gG1, A anti-CD25 (IL-2 Rq,'pSS) dc lr'z’i,t:énv; ‘V(BD)
0.5mg, acoplado a biotina y usado a una dilucion de 1:200. S

g) Streptavidina acoplada a PE (BD) 0.5mg y usada a una ditucién dc 1:200;

h) Streptavidina acoplada a FITC (BD) 0.5mg y usada a una dilucién de: 1:200.

i) Streptavidina acoplada a Cy-chromic (BD) 0.1mg y usada a una dilucién de 1:200.

j) 7D4: Anticuerpo monoclonal de rata 1gG 1, k acoplado a PE como control de isotipo.

k) JES6-1A12: Anticuerpo monoclonal de rata 1gG2a anti-1L-2 de ratén, (Anne o) garra,
Dymax, Palo Alto) purificado en ¢l laboratorio usando scfarosa G a partir de medios de
cultivo condicionados y usado a una dilucién de 1 pg por 50 pl de BE.

1) Fraccién F(ab’)® de anticuerpo monoclonal de raton IgG anti-rata 1.5mg, acoplado a’

FITC (Jackson/ ImmunoResearch) se usd a una dilucion de 1:20.
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Las células fueron incubadas con los diferentes anticucrpos en hielo por 30 min, al termind
los tubos fueron centrifugados a 2,000 rpm por 5 min y el botén fue resuspendido en 1 ml
de BE. Sélo en el caso de los anticuerpos no acoplados a fluoréforos las células fueron
centrifugadas y resuspendidas en 50 pl de BE a una dilucion 1/50 de fragmentos F(ab")? del
anticuerpo IgG de ratén anti-rata fluoresceinado (FITC) (Jackson) 6 a streptavidina
acoplada a Cy-chrome, FITC 6 PE, en ambos casos sc incubaron en hiclo por 30 min.
Posteriormente, las células fueron centrifugadas y lavadas con | ml de BE. Por ltimo, los
tubos fueron centrifugados a 2,000 rpm por 5 min, ¢l boton fue resuspendido en 100 pl de
BE y las células fueron fijadas por la adicion de 100 pl de paraformaldehido al 2 % en PBS
(pH: 7.3). Se resguardaron de la luz y almacenaron a 4 °C (por un maximo de 7 dias) hasta
su andlisis por citofluorometria de flujo usando los citofluoréometros FACSCAN y FACS-

SCALYBUR (Becton Dicksons).

7.- Generacién de hibridomas de células Th

Grupos de 3 ratones hembras BALB/c fucron inoculados oralmente con 1X10° uff del
rotavirus murino EDIMwt. Cinco dias despuds se obtuvicron los GLM y se disgregaron en
RPMI con la ayuda de una rejilla metalica y un émbolo de jeringa. Las células obtenidas de
manera estéril sc resuspendieron en 10 ml de RPMI™ y se centrifugaron a 1,200 rpm por 5
min. El boton celular resultante sc resuspendid en 2 ml de medio, se contaron las células y
se llevaron a una concentracién de 2X107 células/mi. A la suspension celular se e
adicionaron 4X10° células del timoma BW514707B (HPRT"), para obtener una mezcla
celular de 5:1 (esta proporcion varid en algunos expcrimentos). La mezcla celular fuc
centrifugada a 1,200 rpm por 10 min, el sobrenadante decantado y las células en ¢l botdn
celular fusionadas agregando 1 ml de polictilenglicol 1500 (PEG; Boheringer) a 37 °C. En
este paso el PEG fue agregado gota a gota y mezclando cuidadosamente las células.
Inmediatamente después se adicionaron 3 ml de RPMI~-0.37 °C por un lapso de 2 min,
scguido de 7 mi del mismo medio en un lapso de 3 min. Las células asi fusionadas sc
centrifugaron a 1,200 rpm por 5 min y s¢ diluyeron o una densidad de 1X10° células/ml
(basado en ¢l nimero de células de GLM inicial) en RPMI* suplementado con 200 pM
hipoxantina, 0.8 pM aminopterina y 32 pM- timidina (HAT 2X; Boheringer) y sc

adicionaron 100 ptl de la suspension celular en placas de 96 pozos de fondo plano (Nunc),
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previamente sembradas con 1X10° timocitos por pozo en 100 pl de RPMI', Los timocitos
fueron obtenidos a partir de timos de ratones de 2'scnumzls de nacidos y fueron sembrados a
iium'e'l";f de ¢élulus alimentadoras 18 hrs antes dela fusion. Las células BWS147u " son
incapaces de utilizar la via del salvamento cn la sintesis de nucledtidos por poseer una
.mutacién en la enzima HPRT, esto resulta en la mucrte de todas las células no fusionadas al
cabo de unos 8-10 dias de cultivo en la presencia de HAT. Por csta razon, al dia 6 dc
7 cuItxvo se substituyeron 100 pl del medio de los hibridomas por 100pl de RPMI™ HAT 2X
fresco. Después de 12 a 18 dias de cultivo, se transfiricron 100 pl de los pozos quc
presentaron proliferacién celular a placas de 24 pozos conteniendo 1 ml de RPMI* con 100
#M hipoxantina y 16 uM timidina (HT; Boheringer), para posteriormente determinar la
especificidad y fenotipo de los hibridomas en cnsayos de estimulacién antigénica y
citofluorometria. respectivamente, Los hibridomas que resultaron positivos para alguno de

los parametros evaluados fueron congelados y almacenados en nitrégeno liquido.
8.- Ensayos de estimulacion antigénica

8.1.- Estimulacién antigénica en hibridomas Th

Este ensayo se basa en la secrecion de [L-2 de los hibridomas de células Th en respuesta a
una estimulacién antigénica. Los hibridomas gencrados fucron cultivados en placas de 96
pozos de fondo plano (Nunc) a una densidad de 5X10* células/pozo en presencia de 1X10°
células/pozo de las lineas celulares A.20j 0 A20.A45 como CPA’s y diferentes
concentraciones de antigeno, en un volumen final de 200 pl de RPMI', Después de 24 hrs
de cultivo, se colcctaron 100 pl de los sobrenadantes y se congelaron a -70 °C hasta su uso.
Como control negativo se usdo medio de cultivo solo en vez de antigeno y como control
positivo se uso el activador policlonal de células T Concanavalina-A a 2.5 pg/ml. El
contenido- de ‘IL-,’Z en ‘los. sobrenadantes fue evaluado en la linca celular- CTLL-2

dependiente para su proliferacion de este factor.
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8.2.- Estimulacion antigénica en células totales de GLM

Grupos de 3 ratones BALB/c fucron inoculados oralmente con 100 pl de DMEM” (grupo
control) 6 100 pul de DMEM™ con 1X10° uff del rotavirus EDIMwt. De 7 a 31 dias después
se obtuvieron los GLM vy se disgregaron en RPMI-CPR2 con ayuda de una rejilla metalica
y un émbolo. Las células en suspension sc centrifugaron a 1200 rpm por 5 min y se
resuspendieron en un volumen adecuado de RPMI-CPR2. Para los ensayos de proliferacion
celular se sembraron de 2 a 4X10° células en un volumen de 100 pl (por triplicado) en 7
placas de 96 pozos de fondo plano (Nunc) y se adicionaron 100 ptl de medio con diferentes
concentraciones de antigeno. Como control negativo sc adiciond medio solo y como control
positivo 2.5 pg/ml de Con-A, Después de 3 o 4 dias de incubacién sc midio la proliferacién
celular adicionando 10 ul de medio con 0.5 pCi de timidina tritiada (H3-Tdr; Amersham) ¢
incubando las células por 18 hrs. Posteriormente, las células fueron colectadas en hojas de
fibra de vidrio usando un colector de células (Skatron) y la incorporacion de H3-Tdr al
DNA celular fue medida, en liquido de centelleo, usando un contador de cmisiones 3. La
respuesta proliferativa se determinéd por medio del indice de estimulacion (1), que es ¢l
cociente entre las medias aritméticas de los conteos por minuto (cpm) de las células
estimuladas y las células control no estimuladas. Se consideré una respuesta proliferativa

positiva cuando el 1E cra 2 a 3.

8.3.- Estimulacién antigénica en linfocitos Th

Grupos de 3 ratones BALB/c fucron inoculados oralmente con 100 ul de ,DMVEM' (grupo
control) 6 100 pl de DMEM- con 1X10° uff del rotavirus EDIMwt. De-7 a 31 dias después
se obtuvieron los GLM, se disgregaron y sc purificaron las células Th CD4+ por el método
inmuno-magnético MAC’S descrito mas adclante. Para los ensayos de proliferacion celular
se sembraron 1X10° células en un volumen de 50 !l (por triplicado) cn placas de 96 pozos
de fondo plano (Nunc), mas 50 pl de medio con 2X10° células de bazo provenicntes de
ratones BALB/c normales tratadas con mitomicina-C como fuente de CPA’s y 100 pul de
medio con diferentes concentraciones- de -antigeno. Como- control- negativo sc adiciond
medio solo y como control positivo 2.5 fg/ml de Con-A., Dc‘sp‘u‘és,dc 4 dias de incubacién

se midio la proliferacion celular por el método radioactivo descrito previamente.
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9.- Purificacién 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 raton, Este método se denomina en inglés “Magnetic cell sorting” (MAC'S;
Miltenyi Biotec, Alemania) y estd recomendado como un método sencillo en ¢l que sc
obtienen niveles altos (arriba del 95 %) dc pureza en las poblaciones aisladas. Se siguio cl
protocolo recomendado en el manual de la compaiiia, Para esto, se climinaron las células
muertas de las suspensiones celulares a través de un colchon de Lympholyte-M (Cedarlane,
Hornby, Canada), colocando 5 ml de medio con 1X107 células/ml sobre 5 ml de
Lympholyte-M en un tubo cénico de 50 ml y centrifugando 20 min a 1000-1500 g a T/A.
Posteriormente, se obtuvo la banda celular de la interfase, se diluyd en 10 ml de buffer de
enlace (BE; PBS, 0.5 % de SFB, 2 mM, pH: 7.2) y s¢ centrifugd a 400 g por 5 min,
repitiéndose el proceso 2 veces mas. Después de la tltima centrifugacion, el botdn celular
se resuspendié en BE a una concentracion de 1X107 células por cada 90 pl y se adicionaron
10 pl de micro-esferas magnéticas cargadas con ¢l anticucrpo monoclonal de rata anti-CD4
de raton GK 1.5, mezclandose cuidadosamente ¢ incubindosce por 15 min a 4 °C, Al término
de la incubacién, las células sc diluycron con S ml de BE, sc centrifugaron y sc
resuspendieron en 500 pl de BE. La suspension cchular se pasé a través de una columna
MS™/RS" colocada en un campo magnético de alto poder (con capacidad para scleccionar
hasta 1X107 células positivamente), previamente equilibrada con 500 ul de BE, lavando 3
veees con 500 pl de BE se dejo tluir a fas células negativas y las células enlazadas a lag
micro-esferas fueron retenidas por el magneto. Para liberar a las células de la columna, esta
se separd del campo magnético, se aplico 1 ml de BE y se ¢jercid presion con un émbolo.
Las células sc colectaron en un tubo cdnico de plistico y s¢ lavaron con 5 ml de BE antes
de usarse. Para determinar la identidad de las células obtenidas, se tomaron alicuotas de la
poblacién inicial. la poblacion negativa y la poblacion positiva y se realizé un ensayo de

citofluorometria con un anticuerpo anti-CD4 acoplado a FITC,
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10.- Tratamiento de células de bazo con NMitomicina -C

Con la finalidad de bloquear la division de las células de bazo de ratones BALB/¢ normales
a utilizar como células presentadoras de antigeno (CPA’s) se utilizd como agente
entrecuzador del DNA mitomicina-C. Bazos de ratones normales fucron disgregados cn
medio de cultive a través de una rejilla metdlica usando un ¢mbolo de jeringa. La
suspension celular fue centrifugada, el boton celular fue resuspendido en 5 ml de una
solucién de NH4Cl al 0.84 % (P/V) en agua Milli-Q, para lisar los critrocitos, y se incubd
por 5 min a T/A. Las células sc lavaron 2 veees con medio y se Hevaron a una densidad de
2X107 células/ml, para incubarse a 37 °C por 20 min cn presencia de 25 pg/ml de
mitomicina-C. Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con medio RPMIE-CPSR-2, se
resuspendicron en 10 ml del mismo medio y sc incubaron a 37 °C por 2 hrs. Finalmente, las

células se centrifugaron y resuspendieron en medio completo a la concentracion adecuada,

11.- Determinacion de los niveles de mRNA para - diferentes citocinas por medio de

ensayos de RT-PCR

Se obtuvieron células totales de GLM de ratones BALDBY/c sanos (dia 0) y 7 dias posleriores
a la inoculacién de 1X10* uff de EDIMwt. Estas s¢ sembraron en placas de 24 pozos
(Costar) a 2X10° células/ml en 2 ml de RPMI*, en presencia de medio solo, 8 pg/mi de
rotavirus RRV semipurificado 6 2.5 pg/ml de Con-A. Después de 48 hrs de incubacion, las
células fueron colectadas en tubos eppendorl y lavadas 2 veces con PBS, el botén celular
resultante se congeld a -70 °C. A partir de las células congeladas se aislo el RNA total por
¢l método de Tiocianato de Guanidina/Fenol: Cloroformo (Chomczynski ct al., 1987).
Todo ¢l material usado fue previamente horcado a 180 °C toda la noche, asimismo, cl

agua empleada fue libre de pirdgenos y tratada con DEPC 1:1000 (V/V) durante 12 hrs.

11.1.- Obtencién del RNA total ;

Los tubos eppendorf almacenados previamente a =70 “C fucion puestos sobre hiclo scco y
al botén celular se le adicionaron 500 ul ‘de una solucién de tiocianato de” guanidina
(tiocianato de guanidina 6.3 M, citréfb de s‘odiio‘39';2 mM, sarcocil 0.5 % y 2-ME 100 mM

en agua: pH: 7). Usando un pistilo para tubos eppendorf’ se homogenizaron las.células y se
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afiadicron-50-ul de acetato de sodio 2M (pH: 4), 550 ul de fenol saturado y 200 pl de
clorofdrmo: alcohol isoamilico (49:1). Se homogenizd la mezcla invirtiendo los tubos
durante 10 segundos y se centrifugd durante 10 min a 15,000 rpm-a 4.°C. Se cxil‘ajo la capa
superior (que contenia el RNA), se transfirié a un tubo nuevo y se afiadié un volumen
equivalente de isopropanol para precipitar el RNA. La mezcla se dejéo-a -20 °C toda la
noche, para posteriormente centrifugar 10 min a 15,000 rpm a 4 °C y decantar cl
sobrenadante. La pastilla obtenida se disolvid nuevamente en 166 il de tiocianato de
guanidina, y para volver a precipitar el RNA, sc adicioné un volumen igual de isopropanol
frio (-20 °C) y se dejo al menos | hr a -20 °C. Posteriormente, se centrifugé por 10 min a
15,000 rpm a 4 °C, se decantd y se lavd la pastilla adicionando 1| ml de etanol al 75 % y
centrifugando bajo las mismas condiciones. Finalmente, se decantd el sobrenadante, la
pastilla se dejo sccar al aire y sc solubilizdé con 15-20 pl de agua. Normalmente para
solubilizar completamente ¢l RNA se calenté en un bafio marfa por 5 min a 65 "C. Para
cuantificar y determinar la pureza del RNA obtenido se midié su absorbancia a 260 y 280
nm en un espectrofotémetro (Beckman). La calidad del RNA fue analizada mediante la
clectroforesis de 2 pg de cada una de las muestras en un gel de agarosa al 1% en presencia

de formaldehido.

11.2.- Diseiio y Sintesis de Primers

La secuencia de los pares de primers para la amplificacion del cDNA de TGF-B1; fueron
descritos anteriormente por (Autenrieth et al.. 1997). La secuencia de los parcs de primers
para la amplificaciéon del ¢cDNA de B-actina, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 ¢ IFN-y fuc
determinada mediante el programa OLIGO-4, en base a las sccuencias del cDNA obtenido
del Gen-Bank (Tabla-1-). La sintesis de los primers antes mencionados, incluyendo ¢l oligo
dT, fue realizada en la Unidad de Sintesis del Instituto de Biotecnologia de la UNAM,

utilizando ¢l método del fosfito-triester en fasc sélida.

11.3.- 'l‘rnnsci'ipci()n reversa (RT)
A partir del RNA total se generé cDNA usando la técnica de RT. Para esto, se realizaron
reacciones de 20 4l que contenian buffcr de reaccion (Gibco) (50 mM Tris-HCI, 3 mM

MgaCla y. 75. mM KCI; pH: S.3),' 10 mM- DTT (Boehrihgcr-Mannhcim), I mM dNTP’s
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(Gibco), 5.2.mM de oligo dT, 20 U de inhibidor de RNAsas (Boehringer-Mannheim), 200
U de la enzima M-MLYV RT (Gibco) y 2.5 pg de RNA, Las reacciones fueron cubiertas con
16 plﬂ de aceite de mineral e incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente, 1 hora a
37 °C y 10 minutos a 95 °C en un termociclador (Techne), modelo PHC-2. Al término de la

reaccion el cDNA obtenido durante este proceso fue almacenado a -20 °C hasta su uso.

Tabla-1- Pares de primers utilizados para la amplificacion del ¢DNA de diferentes

citocinas de raton.

‘m‘&»", ‘Wz ”fj:“l’}'rin*uéfii‘:Séntido Primer Anti-sentido Amplifica
B-actina |TGA ACG CTA CAC ACT|CGA CTC CTT TTC CGC| 550 pb
GCA TCT TTG TCC CTG AG
IL-2 |AAC AGC GCA CCC ACT|TTG AGA TGA TGC TTT| 442 pb
TCA A GAC A
IL-4 |TAG TTG TCA TCC TGC|CTA CGA GTA ATC CAT| = 404 pb
TCT T TTG ¢ |
L5 |AAG GAT GCT TCT GCA [ACA CCA AGG AAC TCT| 365pb ~
CTT GA TGC A |
IL-10 [AAC TGG TAG AAG TGA |[CTA TGG AGT TGA TGA 237 ph
TGG CCC AGG A AGA TGT CAA A
INF-y [TGA ACG CTA CAC ACT|CGA CTC CTT TTC CGC| 460 pb
GCA TCT TGG TTC CTG AG ;
TGF-pl |CCT CCC CCA TGC CGC|CCA GGA ATT GTT GCT| 545pb
CCT CG ATA TTT CTC '

11.4.- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se tomaron 2 pl de los cDNA'’s obtenidos en las reacciones de RT y sc desnaturalizaron a
94 °C por 1 minuto 15 scgundbé. El ¢eDNA desnaturalizado se mezeld con buffer de
reaccion de PCR (10 mM Tris-HCL, 50 mM KCI, I mM y 1.5 mM MgCly; pH: 8.3), 0.2
mM de dNTP's, 2 uM de los primers correspondicntes y (.5 U de la enzima Tag DNA
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polimerasa. Las mezclas fueron cubicrtas con aceitc mineral y se rcalizaron 30 ciclos de
amplificacidn en un termociclador, bajo las siguientes condiciones: (a) desnaturalizacion 45
segundos a 92 °C (b) alineacién | min a 62 °Cy (c) extensién | min 45 segundos a 72 °C.
Los productos fucron sometidos a clectroforesis en un gel de poliacrilamida al 6 %. Sc
tifieron ¢n una solucion de bromuro de ctidio a 0.25 pug/ml durante S min y las bandas
resultantes fueron visualizadas mediante la exposicion del gel a través de luz U.V.. Sc

tomaron las fotografias para el posterior analisis de las bandas resultantes.

11.5,- Cuantificacion de Ias bandas obtenidas de los ensayos de PCR

Las fotografias tomadas de los geles de PCR "'zmtc la exposicidn. de luz U.V. fucron
analizadas utilizando el programa NIH-Image, y las dcnsiduclcs de banda obtenidas fucron
comparadas y graficadas con relacion:a las bandas de expresion. del gen constitutivo (p-

actina), mediante la siguicnte relacion:. Densidad ‘relativa = Densidad banda problema

(citocina) / Densidad banda B-actina.
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VI RESULTADOS

1.- I\’IO&]C]G]]fﬁl“ilid de infeccién por rotavirus

A princi;;io‘s de los anos noventa Ward y Cols. (1990) gencraron un modclo de infeccion
por rotavirus en ratén adulto. En este modelo se da tanto una replicacidn viral vigorosa
como una respuesta de anticuerpos IgA intestinales especificos para ¢l virus, sin embargo,
no se presenta un cuadro de diarrea como en los ratones nconatos. A pesar de esto tltimo,
¢l modelo de raton adulto ha sido de gran utilidad en el andlisis de la respuesta inmune y
por ende en la evaluacidn de vacunas contra la infeccidn por rotavirus. De esta manera, sc

decidio montar cste modelo para analizar la respuesta de las células Th de GLM en la

inteccion por rotavirus.

Sc inocularon por via oral grupos de 5 ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de edad con
1X10™ uff del rotavirus murino silvestre EDIMwt. Se tomaron muestras de heces previo a la
inoculacion y cada 24 hrs hasta el dia 8. Los contenidos de particulas virales e IgA anti-
rotavirus en las heces fueron evaluados por medio dc ensayo de ELISA de captura. En la
Figura-4 se muestra la replicacion del rotavirus EDIMwt y la respucsta de anticuerpos IgA
intestinales a lo largo de la infeccidn. En nuestros ratoncs la excrecidon de particulas virales
se presentd a partir del dia 2 de iniciado el experimento, alcanzando los niveles maximos.
Desde ese momento, los niveles sc mantuvicron hasta ¢l dia 4. A partir del dia 5 post-
infeccion los niveles de excrecion comenzaron a decrecer de manera sostenida, hasta no ser
detectables en ¢l dia 8 post-infeccidon. Por otro lado, Ia respuesta IgA anti-rotavirus fuc
detectada a partir del cuarto dia de iniciado el experimento, con un incremento sostenido
hasta el dia § post-infeccion, que fue el altimo dia analizado. En otros experimentos
encontramos (dato no mostrado) que los anticuerpos [gA contintan incrementindosc hasta

llegar a un maximo al dia 21 post-infeccion.
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Como era de esperarse, durante el curso de la infeccion nb se detectaron signos de diarrea
ni otro tipo de alteracion obvia en el raton, Es importante mencionar que la apal'iciéﬁdc
IgA anti-rotavirus en el intestino coincide con la disminucion® de la replicacion viral y su
posterior eliminacién, lo cual es esperado ya que previamente se ha demostrado que cste
tipo de anticuerpos son determinantes tanto en la climinacion de una infeccidn primaria
como en la prevencion de una infeccién secundaria con el mismo serotipo viral (McNeal,
Broome y Ward, 1994). La cinética y magnitud de la replicacion viral y produccion de [gA
intestinal anti-rotavirus en los ratones BALB/c intectados con EDIMwt en este cstudio,
coinciden completamente con el modelo de infeccion previamente reportado (Ward,
McNeal y Sheridan, 1990), por lo que consideramos vilido ¢l uso de este modelo para

analizar la respuesta de las células Th de mucosa intestinal contra rotavirus en una

infeccion,
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Figura-4.- Carga viral y presencia de IgA anti-rotavirus en heces de ratones
infectados con el rotavirus EDINMwt.- La determinacion de rotavirus y anticuerpos IgA anti-
rotavirus en heces fue realizada por ensayos de ELISA de captura. Para determinar la carga viral se usé como
primer anticuerpo a un anticuerpo policlonal hiper-inmune de cabra contra rotavirus y como anticuerpo de
deteceion se empled un anticuerpo policlonal contra rotavirus producido en congjo. El ensayo se reveld con
un anticuerpo policlonal contra IgG de concjo marcado con fosfiasa alcaling y se leyo en un lector de placas
de ELISA a 405nm. Para la deteccion de los anticuerpos IgA anti-votavirus se utiliza el anticuerpo policlonal
de cabra seguido por un lisado de células MA-104 infectadas con rotavirus RRV. El ensayo se reveld con un
anticuerpo policlonal anti-lgA de raton marcado con peroxidasa y se leyd en un lector de placas de ELISA a
492 nm.
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2.- Respuesta antigeno especifica in vivo de linfocitos provenientes de GLM ‘durante

la infeccién por rotavirus.

Se sabe que en PP y GLM se induce a las células antigeno especificas contra los entero-
patdgenos, para que posteriormente éstas penetren en la LP y realicen su funcién efectora.
Muy probablemente, las particulas virales generadas durantc la replicacion de rotavirus en
los entcrocitos son captadas por las células M e introducidas a las PP, donde las células o
dendriticas locales se encargarian de presentar los antigenos de rotavirus a los linfocitos B y
T para su activacion. Asimismo, estas células dendriticas podrian viajar y presentar
antigeno a los linfocitos de GLM. Acorde con esto, en ratones infectados con cl rotavirus
EDIMwt se induce una clara hiperplasia de PP y GLM desde el dia 2 y hasta el dia 6

postinfeccion (Dato no mostrado).

Previos estudios han demostrado (Blutt et al., 2002) que en PP de ratones infectados con
rotavirus sé genera una proliferacion celular dominada por los: linfocitos B, contrario al
GLM donde se observd una mayor respuesta de linfocitos T, Por lo anterior, s¢ decidié
estudiar 1a respucesta primaria y secundaria de las células Th inducidas durante la infeccion
por rotavirus cn los GLM. Con la tinalidad de determinar los tiempos optimos para realizar
las fusiones de linfocitos Th primarios contra rotavirus y de reestimulacidn in vitro de
linfocitos Th secundarios, se evalud la cinética de amplificacidon (expansion) y activacion
de las diferentes poblaciones linfocitarias en GLM en respuesta a la infeccion, a través del
método de citofluorometria de flujo. Para esto, sc obtuvicron las células de GLM de §
ratones infectados con el rotavirus EDIMwt (aproximadamente 5 GLM por ratdn) a los dias
0, 2, 5y 7 post-infeccion y se marciaron con anticucrpos monoclonales anti-ChD4, CD8 y
B220, que definen a las células Th, Te y B, respectivamente, acoplados a dilerentes
fluorocromos. El dia 0 se refiere a los ratones control no infectados. Para determinar a las
poblaciones celulares se usaron los anticuerpos monoclonales. La activacion fue
determinada usando anticuerpos monoclonales anti-CDG9 y anti-CD25. CDG9 es un
marcador de activacidn temprana y CD25 (cadena a del receptor para IL-2) un marcador de
activacion tardia. Ambos marcadores se expresan en células T y B que se activan a través

de su receptor a antigeno.

48



En ratones no infectados se encontrd que en la poblacion celular tolal en GLM, las células
Th re;ﬁresentan alrededor de un 49 % scguidas de las células Tc 'y B con apj‘oxi:ﬂ:\danlf:ﬂlc
un 20 % cada una (Figura-5A). Esto concuerda con lo reportado en la literatura (Blutt et al.,
2002). En respuesta a la infeccidn por rotavirus EDIMwt, las células Th incrementaron su
numero a mas del doble (datos no mostrados) llegando a representar hasta un 63 % de la
poblacién total al dia 5 post-infeccion, tiempo en el cual comenzaron a disminuir hasta
llegar a un 58 % al dia 7 post-infeccion. Por otra parte, las células Tc y B también se
incrementaron en nimero, pero presentaron una menor variacion en cuanto a su porcentaje
con respecto al dia 0. Esta paradoja se debe en parte a que cn la poblacion total de linfocitos
analizados no sec tomo en cuenta a otras células residentes de GLM, mismas quc pudicron
modificar el porcentaje final del analisis citofluorométrico. Debido a lo anterior, las
moléculas de activacion fueron analizadas en ¢l citofTuordmetro de flujo (programa Cell
Quest) usando ventanas para cada una de las poblaciones linfociticas (siendo un 100 % la
poblacién analizada). Se encontrd que los niveles basales de expresion de CDG9 en GLM
de ratones no infectados son bastante reducidos, contrustando con otros sitios de induceion
como es el bazo, ya que células B y Th presentaron aproximadamente un 10 % de
expresion cada una y las células Tc 6 % (Figura-5B). Las células Th fucron las primeras cn
incrementar la expresion en respucsta a la infeccion alcanzando 14 % de positividad al dia
2 post-infeccion y disminuyendo al 12 % para ¢l dia 7. Tanto las células Tc como B
mantuvieron. la expresion basal al dia 2 y a partir de estec momento incrementaron
fuertemente la expresion de CDG69. Las células Tc tuvieron un aumento continuo hasta cl
dia 7 donde se alcanzo un 14 % de expresion y las células B alcanzaron un maximo de.17

% al dia 5 para disminuir a un 14 % al dia 7 post-infeccion.

Los niveles de expresion del marcador de activacion tardio CD25 cn células Tc y B de
GLM de ratones no infectados fucron de entre | y 3 % (Figura-5C). En cstas poblaciones
celulares no se observd ningdn incremento importante durante la infeccion. Las células Th
presentaron niveles basales de-un 13 % y sorpresivamente estos niveles disminuyeron en

respuesta a la infeccion llegando a un 10 % para ¢l dia 7.
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Estos resultados sugieren que las células linfoides de GLM analizadas son activadas cn
respuesta a la infeccién por rotavirus, sin embargo, su estado de activacion es limitado ya
que el marcador tardio de activacién CD25 no sc incrementa, ¢ inclusive llega a disminuir
como en ¢l caso de las células Th. Esta activacion limitada resulta en incrementos celulares

en este organo también limitados.

3.- Generacion de hibridomas de células Th primarias upcuhcns para ml.wnrus

provenientes de GLM de ratones infectados.

En este trabajo se propuso iniciar el cstudio del repertorio de la especificidad que se genera
en una respuesta primaria analizando células provenicntes de GLM en ratones infectados
con el rotavirus homo'logo EDIMwt, El objetivo de estudiar ia respucsta inmune primaria cs
el de analizar el repertorio Th justo después de la infeccion, sin las manipulaciones que se
dan en las estimulaciones secundarias in vitro, que probablemente pudieran polarizar una
respuesta hacia cierto determinante antigénico. De esta manera, se intentd  generar
hibridomas de células Th provenicntes de GLM. Asi, ratones BALB/c fueron infectados
oralmente con 1X10° uff del rotavirus EDIMwt y a los 5 dias las células totales de GLM se
tusionaron con el timoma BWTCRa 3. Se realizaron las {usiones en este dia basindose ¢n
los resultados de la seccion anterior (Figura-5 A y B), donde se observéd que las células Th
de GLM son activadas por la infeccion desde ¢l dia 2 teniendo una expansion maxima al
dia 5. Las células fusionadas fucron sembradas en cajas de 96 pozos en presencia de AT,
En algunos casos también se co-cultivaron las fusiones con timocitos como células
alimentadoras. Los hibridomas que lograron proliferar en los pozos fucron expandidos
secuencialmente a placas de 48 y 24 pozos y frascos de 25 cm® para su congelacion y

andlisis funcional.

Como se muestra en l:l Tabla-2, se realivaron un total-de 4 fusiones. En lag 2 primeras
fusiones sc obscrva pom ptohtcn acion -en los pozos -y no seobtuvo ningn hll)l’ld()n‘ld
estable, Dada 1.1 lmm vmblhdad en I.)s luxlom.s se explora-a posibilidad de que las células

BWTCRa B estuvieran contmnnmdaq con micoplasmi, ya que sc ha reportado que cste
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tipo de infeccién en cultivo puede influir negativamentc en la generacidon de hibridomas

(Uphoff y Drexler, 2001). Para esto, se utilizé un kit de deteccién de micoplasma comercial
(Stratagene), basado en la amplificacién por PCR dec 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 amplificacion del control positivo incluido en el kit donde se observan dos
bandas de 600 pb y 180 pb, que son las bandas firma dc la presencia de micoplasma, El
control negativo (carril 3) no muestra las bandas, sin embargo, el carril 2 correspondiente a
las células BWTCRa " muestran las dos bandas firma del micoplasma. Por lo que sc
concluyd que efectivamente las células BWTCRa3” estaban contaminadas con
micoplasma, De esta manera, la linca celular fue tratada por 16 dias con concentracioncs
altas de gentamicina (40 pg/ml) para eliminar la infeccion, lo cual se logré, ya que como se

puede ver en la Figura-6B después del tratamiento no sc detectaron secuencias especificas

de micoplasma en las células,

A) B)
PM 1234 12 3 4
[ L
bp - -
1000 — = =
600 —> L= - = -
400 —» -
300 —»
200 —»
180 —»
100 —»

Figura-6.- Productos dc PCR obtenidos a partir de sobrenadantes de BWTCRo B

A) l.- marcador de DNA de 100 pb. 2.- BWTCRa'B'. 3.- control negativo (medio). 4.~ control positivo (DNA
gendmico de micoplasma orale) B) .- marcador de DNA de 100 ph. 2.- BWTCR« " tratadas durante 16 dias
con 40 pg/ml de Gentamicing. 3.- control positivo (DNA gendmico de micoplasma orale), 4.- control
negativo (medio). S ey
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Usando las células BWTCRa'B’ libres de micoplasma se realizaron 2 fusiones mds. Esta
vez se lograron obtener un total de 14 hibridomas estables (Tabla-2), a los cuales se les

analizé la especificidad antigénica y la presencia de marcadores de superficie. ™

Tabla-2.- Resumen de las fusiones obtenidas a partir de células provenientes de GLM

de ratones infectados EDIMwt y la linea BWTCRaB

Fusion Placas Radio de linfocitos / | Timocitos Dias de
# sembradas BWTCRa 1X10%/pozo | Hibridomas estables | crecimiento
1 4 5:1 No 0 ND
2 2 2:1 Si 0 ND

11 178, 1P.8C,
1P.9C, 1P.5D, 10111,
3 2 5:1 Si (P21, 1P.5SH, 2P.1F, 10-18
202G, 2038 y 2pP.4C

3: 29D, PLAF vy

P2.5G

Para determinar si los hibridomas reconocian alguna de las proteinas cstructurales del
rotavirus, se realizaron ensayos de activacion en los cuales los hibridomas son co-
cultivados con antigeno y células presentadoras de antigeno singénicas, Si existe activacion
de los hibridomas estos secretan al medio 1L-2, que se detecta cultivando las células CTLL-
2 dependientes de este factor con los sobrenadantes de los cultivos. Asi, la proliferacion de
las células CTLL-2 nos indica de manera indirecta que los hibridomas son especificos para
el antigeno analizado. Como células presentadoras se usaron a las células A.20.j que tienen
en su superficie tanto moléculas del MHC tipo | como tipo I (haplotipo H-2Y), sin
embargo, en este tipo de ensayos donde el antigeno se adiciona de manera exdgena, la

presentacion se da en el contexto de las moléculas tipo 1l y por lo tanto sc detecta la

e,
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En la Figura-7 sc muestra un resultado representativo donde se obscrva que ninguno de los
14 hibridomas fue capaz de reconocer alguna de las proteinas estructurales de una
preparacion semi-purificada del rotavirus murino EDIMwt. Como control positivo, sc
incluyé el hibridoma 3G5.7.1D, que cs una clona del hibridoma 3GS.7 previamente
reportado en este laboratorio (Batos et al., 1997), que reconoce al igual que el hibridoma
madre a la secuencia de aminoacidos 289-302 de VP60 de al menos 8 cepas de rotavirus,
incluyendo VPG del rotavirus EDIMwt, en el contexto de la moléeuta del MHC tipo 11 1EY.
Como se esperaba, este hibridoma tuvo una clara respuesta especifica contra EDIMwt, Los
hibridomas generados en este trabajo tampoco pudicron recconocer la proteina de fusion
GST-VP6 proveniente del rotavirus EDIMwt ni ¢l péptido sintético 289-302 dc la misma

secuencia de VP6 (datos no mostrados).
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Figura-7.- Respuesta de hibridomas contra el rotavirus EDIMwt.- Sccrecion de
interleucinas por hibridomas de células Th, estimulados por células A.20 y 10 pl de EDIMwt semi-
purificado. A las 48 horas de cultivo los sobrenadantes se colectaron y el contenido de interleucinas se midio
evaluando la incorporacidn de MTT en las células CTLL-2 proliferantes. Los hibridomas cuya respuesta fue
similar al hibridoma 3G5.7.1D anti-rotavirus fueron considerados como positivos.
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Es claro que para que un hibridoma de células Th pueda reconocer-antigeno es necesario
que exprese en su superficie niveles apropiados del TCR y CD4, Esta molécula auxilia a la
respuesta antigeno especifica aumentando la afinidad del complejo de reconocimiento a™
través de su union al MHC tipo 1. El hecho de que ninguno de los hibridomas generados a
partir de GLM de ratones infectados se activara pudicra deberse a la ausencia de alguna 6
ambas de estas moléculas. Por lo que se analiz6 por citofluorometria de flujo la presencia
de CD3 y CD4 en la superficie de 8 hibridomas. S¢ analizé CD3 como indicador dc la -
presencia del TCR ya que es conocido que ¢l complejo CD3 es indispensable para ¢l

eficiente ensamblaje y transporte del TCR (Blumberg et al., 1991).

Se usaron anliéucrpos monoclonales de rata anti-CH3 y CD4 de ratdén y como segundo
anticuerpo fragmentos F(ab’) de cabra anti-Ig’s de rata acoplados a FITC. Como control de 7
isotipo se incluyo un anticuerpo monoclonal de rata anti-1L-4 de ratén, ya que csta citocina k
no se encuentra presente en la superficic de las células. Como control negativo se usaron.
células BWTCRaB" que no expresan ni CD3 ni CD4, y como control positivo éélulas;’"’
totales de bazo. Se encontré que 4 hibridomas presentaban tanto CD3 como CD4 (1P.1H, .-
1P.5D, IP.5H y 2P.3B) (Figura-8), 2 prescentaron sdlo CD4 (1P.2H y 1P.9C), uno sélo CD3 R
(2P.1F) y el restante no presento ninguna de las moléculas (2P.2G). Finaimente, como cra.

de esperarse CD3 y CD4 no se expresaron en las células BWTCRo3 y si en las de bavo.

Estos resultados nos muestran que al menos la mitad de los hibridomas gencrados de GLM
no tenian las moléculas necesarias para generar una respuesta antigeno cspecifica, y la otra
mitad a pesar de tener tanto TCR como CD4 ticnen una especificidad antigénica diferente

de las 6 proteinas estructurales del rotavirus EDIMwt.
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Figura-7.- Expresion de CD4 y CD3 en hibridomas
provenientes de GLM de ratones infectados con el rotavirus
EDIMwt.- Los hibridomas fueron encubados con anticuerpos de rata anti-
CD4 (—), anti-CD3 (— ) y anti-1L-4 ( ) como anticuerpo irrelevante.
Las células fueron lavadas y resuspendidas en una dilucion 1/50 de
anticuerpo 1gG F(ab’)’ de ratén anti-rata fluoroceinado. Al término se fijaron
con 100 pl de paraformaldehido al 2 % y se almacenaron a 4°C por un
miximo de 7 dias hasta su analisis por citolluorometria de flujo. Como
control negativo se utilizo a la linca BWTCRa}” y como control positivo
células de bazo.
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4.- Respuesta proliferativa secundaria in vitro de células Th.:

La especificidad de la respuesta secundaria de células Th especificas para antigenos de
rotavirus se intentd analizar a través de ensayos dc proliferacion in vitro con células
provenientes de GLM de ratones infectados con rotavirus murino. Se utilizé cste ensayo por
su sencillez, ya que sdlo se necesita obtener una suspension celular del érgano linfoide y
cultivar las células en presencia de antigeno. En estas condiciones la respucsta proliferativa
celular total depende de la respucsta de las células Th, ya que estas c¢lulas son la principal
fuente de citocinas necesarias para la proliferacion y activacion de células B y Tc. Por otro
lado, es sabido que a partir del tercer dia de cultivo la proliferacion de células B en
respuesta a antigeno es minima y la estimulacién por un antigeno exdgeno no infeccioso,

como se utiliza en estos ensayos, solo induce la proliferacion de células Th.
a) Montaje de las condiciones de proliferacion celutar,

Se evaluaron las condiciones éptimas, ntimero de células y tiempo de incubacion,. para
obtener la mayor respuesta proliferativa posible. Para esto, células provenientes de GLM de
ratones BALB/c normales ¢ infectados oralmente con ¢l rotavirus EDIMwt (10 dias
postinfeccion) se cultivaron en micro-placas de 96-pozos o 1X10%, 2X10% y 4X10° 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 6 96 hrs. Al término de estos tiempos se adiciond Tdr-[H] y sc
incubo por 18 hrs mis. Aunque en las 3 concentraciones celulares y los dos tiempos de
incubacién utilizados se obtuvicron niveles proliferativos altos (arriba de un [E de 20),
2X10% y 4X10° células cultivadas por 96 hrs dicron en general los mejores IE tanto para las
células de ratones control como infectados (entre 70 y 90 de IE) (Figura-9). Asi, se decidio
realizar los ensayos de estimulacidon antigénica a cualquicra de las dos concentraciones

celulares mencionadas por 96 hrs.
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Figura-9.- Proliferacion de células de GLM estimuladas con Con-A.- Células provenicntes
de GLM de ratones control ¢ infectados oralmente con rotavirus EDIMwt diez dias antes fueron cultivadas en
presencia de 2.5 pg/ml de Con-A. Como control se incubd a las células con medio solo. Se variaron los
nimeros celulares y tiecmpos de incubacion como se indica en la grafica. Al final de los tiempos de
incubacién, se adicionaron a los cultivos 0.5 pCi de [HY-Tdr. Despuds de 18 hes mis de incubacion las
células fueron colectadas y los niveles de [HY-Tdr incorporade al DNA cvaluados en un contador de
radiaciones B. La incorporacion de [H*]-Tdr al DNA celular nos judica de manera indirecta la proliferacion
celular. Los resultados se expresan como Indice de Estimulacion (1E) = CPM experimental/CPM medio de
cultivo.

b) Proliferacién de células de GLM contra antigenos de rotavirus.

Con la finalidad de determinar la especificidad de las células Th de memoria contra las
proteinas estructurales del rotavirus, ratones BALB/c fucron inoculados oralmente con
medio de cultivo 6 con 1X10° uff del rotavirus EDIMwt. Diez dias después sc obtuvicron
las células de los GLLM y sc cultivaron ¢n pl'cschciu de 7.5 y 15 pg/ml de los rotavirus scmi-
purificados EDIMwt, 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 tediidos
con azul de Coomassie. En la Figura-10 sc muestra una preparacion de rotavirus RRV
semi-purificado (que ejemplifica lo enconirado cn las otras cepas de rotavirus usadas),
donde no se detectaron proteinas abundantes provenientes de las células MA-104 y por el

contrario se observo la presencia de todas las proteinas estructurales. Como controles
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células fueron cuitivadas con medio de cultivo solo 6 con lisado de células MA-104 sin
infeclar Como control positivo de proliferacion, las células se cultivaron con 2.5 pg de
Con-A.

' Gel de poliacrilamida al 11%
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Figura-9- Migracion electroforética de las proteinas estructurales que conforman a
rotavirus.- Se analizo el patron electroforético de las proteinas estructurales del rotavirus RRV semi-
purificado, a través de un gel de poliacrilamida al 11 % bajo condiciones reductoras. El gel se tifio con azul de
Coomassie. Los carriles 1,2y 3 corresponden a 2.5, 5y 10 pg de proteina de la preparacion viral.

En la Figura-10 se muestra un resultado representativo de 3 experimentos rcalizados, donde
s¢ observa que las células de GLM de ratones infectados no proliferaron de manera
especifica contra ninguno de los rotavirus evaluados, ya que aunque sc¢ encontraron IE
mayores a 3 las células provenientes de ratones no infectados presentaron en todos los
casos niveles de prolifcracion ligeramente superiores. En presencia de lisado de células no
infectadas también se observaron niveles proliferativos ligeramentc superiores a un IE de 3,
pero en cste caso la respuesta de células de ratones infectados fue un poco mds alta que las
células de los ratones control, Como se esperaba, en presencia de Con-A las células de los

ratones control ¢ infectados tuvieron una potente proliferacion con IE de entre 50 y 100.
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Aunque en la ,F,igutfa';-lrlgr'sre,pbsrc;ryzi‘una menor proliferacion de las células de los ratonces -

infectados, esto podia variar de experimento a experimento.

El hecho de que lasfcélulars' proliferaran en presencia de Con-A pero no en presencia de
antigeno, claramente nos indica que la ausencia de proliferacion especifica hacia cl
antigeno no sc debid a que las células estuvieran danadas o fueran incapaces de proliferar.
Finalmente, lmnpdco se olﬁuvicron respuestas prolilerativas rolavirus especificas cuando se
analizaron células de-GLM a los 14, 21 y 30 dias posteriores ala infeccion (resultados no
mostrados), lo que descarta la posibilidad que a los 10 dias postinfeccion las ¢élulas Th de

GLM estén ain en la fase de memoria y, por o tanto, scan anérgicas a la estimulacion con

antigeno.
O Ratones control M Ratones infectados

100
iE]
o
o
=

o 10

1

Medio MA104 RRV 15 RRV7.5 YM15 EDIM 15 EDIM CON-A
7.5 2.5

Autigeno pe/ml

Figura-11.- Proliferacion de células totales de GI.M contra antigenos de rotavirus.-
Cuatrocientas mil células provenientes de GLM de ratones control 6 infectados oralmente con rotavirus
EDIMwt diez dias antes fueron cultivadas en presencia de 7.5 ¢ 15 pg de rotavirus EDIMwt, RRV y YM
semi-puriticados. Como controles negativos se incubaron células con medio solo o con lisados de células
MA-104, v como control positive se adiciond 2.5 pg de Con-A. Después de 4 dias de incubacion, se
adicionaron a los cultivos 0.5 pCi de [M']-Tdr. Despuds de 18 hrs de incubacion, las eélulas fueron colectadas
y los niveles de [H*]-Tdr incorporado al DNA evaluados en un contador de radiaciones f. Los resultados se
exprresan como E.
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En un trabajo previo, se demostrd que rotavirus semi-purificado o purificado puede inducir
respuestas proliferativas inespecificas de c¢lulas B (Bruce ct al., 1994), probablemente por
la presencia del RNA de doble cadena. En cse trabajo se eliminé el efecto inespecifico al
irradiar con luz U.V. las preparaciones virales, para de esta manera entrecruzar las bases del
RNA y evitar la estimulacion de las células B. En este trabajo es posible que la respucesta
inespecifica de las células de GLM provenientes de los ratones no infectados haya
enmascarado la respuesta antigeno especifica de las cclulas provenientes de ratones
infectados. Por ecsta razon, se repitio el ensayo de proliferacion usando como antigeno
rotavirus RRYV irradiado con luz U.V. Asi, rotavirus RRV semipurificado fue irradiado con
una mpara de luz U.Voa una longitud de onda corta de 254 nm por 5, 10 y 20 minutos y
la infectividad de la preparacion fue evaluada en ensayos de formacion de focos infecciosos
en células MA-104, como una medida de la inactivacion del virus por entrecruzamiento del
RNA. Se encontré que 5 min de exposicion a la luz U.V. redujo en un 90 % la infectividad
del rotavirus, y a partir de los 10 min de exposicién hubo una reduccion del 100 % de la
infectividad (Figura-12). Se analizo ¢l estado de las proteinas mediante un gel de acrilamida
y se observo que el tratamiento con tuz U.V: no altero las propicdades clectroforéticas de

las proteinas tratadas al compararias con las de virus no tratado (resultado no mostrado).
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Figura-12.- Efecto de 1a fuz ULV, sobre La infectividad de rotavirus.- Rotavirus RRY seni-
purificado fuc expuesto a luz U.V. de onda corta (254 mm) por 5, 10 y 20 min, a una distancia de 10 ¢m. La
infectividad se evalud a ravés de la formacion de focos infecciosos en eélulas MA-104, Células provenientes
de GLM de ratones inoculados con DMEM™ 6 IX10% uff de rotavirus EDIMwt fueron cultivadas con 7.5 g
del rotavirus RRV semi-purificado sin teatar 6 tratado por 20 min con luz ULV,
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Se encontré-que cl tratamiento con luz U.V, de la preparacion del rotavirus RRV no revirtié
la ausencia de proliferacién antigeno especifica que s¢ observa con el rotavirus sin inactivar

(Figura-13), 7 e e
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Figura-13.- Proliferacion de células totales de GLM contra rotavirus tratado con luz
U.V..- Cuatrocientas mil células provenientes de GLA de ratones control o infectados oralmente con
rotavirus EDIMwt veinticineo dias antes tucron cultivadas en presencia de 7.5 pg de rotavirus RRYV semi-
puriticado tratado O sin tratar con fuz ULV La preparacion de RRV fue expuesta 20 min a luz ULV, Como
controles negitivo se incubaron eélulas con medio solo, v como control positivo se adiciond 2.5 pys de Con-A.
Despuds de 4 dias de incubacion, se adicionaron a los cultivos 0.5 uCi de [F-Tde, Despudés de 18 hrs de
incubacion, lax células fucron colectadas y los niveles de [TU]-Tde incorporado al DNA evaluados en un

contador de radiaciones P, Los resultados se expresan comao §

Estudios previos en este laboratorio demostraron que VP6 es el blanco principal reconocido
por células Th de memoria provenientes de ratones inmunizados intraperitoncalmente (i.p.)
con rotavirus (Baiios ct al,, 1997). De esta manera, sc evalud si estimulando las células Th
provenientes de ratones infectados in vitro con VPG se aumentaban las posibilidades de
detectar proliferacion especifica. Asi, células de GLM de ratones no infectados ¢ infectados
(21 dias postinfeccion) fucron cultivadas con 5, 10 y 20 pg de las proteinas de fusion GST
y GST-VP6 producidas en bacterias. La secuencia de VPG s¢ deriva del rotavirus YM y es
practicamente igual a la secuencia de VPG del rotavirus EDIMwt ya que difiere cn sdlo 2

aminoacidos (Estes y Cohen. 1989).
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Figura-14.- Expresion de las proteinas recombinantes.- Las fracciones insolubles de lisados de
bacterias inducidas a producir GST 6 GST-VP6 fueron resuclias en un gel de acrilamida al 11% en
condiciones reducidas, y tefiidas con azul de Comassic. Los carriles 1, 2y 3 corresponden a 20, 10y 5 pg de
proteina total de bacterias productoras de GST-VP6. Los carriles 4, 5 y 6 corresponden a las mismas
cantidades de proteina total proveniente de baeterias productoras de GS'T.

Al igual que en los experimentos anteriores las células fucron también cultivadas en
presencia de medio solo y 2.5 pg/ml de Con-A. Se encontré que tanto GST como GST-VP6
indujeron niveles proliferativos muy bajos (aprox. Un IE de 2) tanto en células provenientes
de ratones control como infectados, excepto a la concentracion de 10 pg/ml donde sc
observd una fuerte estimulacion inespecifica (Figura-15). Como se esperaba, Con-A indujo
una proliferacion-'de los linfocitos, 1o ‘que “valida la observacidon de que no existio una
respuesta VPG especifica in vitro.de células Th provenicntes de GLM de ratones infectados

con EDIMwt,
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Antigeno ug/ml 2.5

Figura-15.- Proliferacion de células totales de GLM contra VP6 de rotavirus.-
Cuatrocientas mil células provenientes de GLM de ratones control ¢ infectados oralmente con rotavirus
EDIMwt veintitn dias antes fucron cultivadas en presencia de GRS v T proteina de fusion GRT-VIP6a 5, [0y
20 pg/ml La secuencia de VPO proviene del rotavirus YM. Como controles negativos se incubaron cclulas
con medio solo & con lisados de células MA-104, y como control positivo se adiciond 2.5 pg de Con-A.
Después de 4 dias de incubacion, se adicionaron a los cultivos 0.5 pCi de [HY=Tdr, Después de 18 hrs de
incubacion, las células fucron colectadas y los niveles de [HY-T'dr incorpurado al DNA evaluados en un
contador de radiaciones fi. Los resultados se expresan como |15

¢) Proliferacion de células Th purificadas contra los antigenos de rotavirus.

Dada la ausencia-de una proliferacion rotavirus especilica detectable in vitro usando Ta
poblacién linfocitica total de los GLM, sc decidié enriquecer la poblacidn de linfocitos Th
de GLM por medio de un sistema inmuno-magnético (MAC'S), que consiste ¢n incubar las
c¢lulas con micro-esferas magnetizadas cargadas con un anticuerpo monoclonal de rata
contra la molécula de superficie CD4 de raton para posteriormente aislar la poblacion de
linfocitos Th CD4" por medio un de magneto. La poblacion celular aislada de esta manera

tuvo una purcza de aproximadamente un 98 % (Figura-16).
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Figura-16.- Anilisis citofluorométrico de células de GLM seleccionadas positivamente
para la expresion de la molécula CD4.- Células provenientes de GLLM de ratones normales fueron
incubadas con micro-esferas cargadas con el anticuerpo monoclonal anti-CD4 de raton GK 1.5 y sometidas a
un campo magnético para seleccionar positivamente células Th. Las células totales previo a la separacion y
las poblaciones resultantes fueron tefiidas con el anticuerpo monoclonal anti-CD4 de raton RM4-4 acoplado a
FITC. A) Poblacion total de linfocitos sin teilir. B) Poblacion total de linfocitos tediidos con anti-CD4. C)
Poblacidn total de linfocitos aislados tefidos con anti-CD4. D) Poblacion residual tefida con anti-CD4.

De esta manera, | X 10° células Th provenientes de GLLM de ratones control e infectados con
el rotavirus EDIMw1 (dia 26 postinfeccion) fueron cultivadas in vitro con células de bazo
de raton BALB/c normal tratadas con mitomicina-C, como fuente de CPA’s, y 8 ug/ml de
rotavirus RRV semi-purificado. Como control negativo se adiciondé medio solo y como
control positivo 2.5 pg/ml de Con-A. Desafortunadamente, en este caso tampoco se
observo una respuesta proliferativa de rotavirus especifica 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 dafiadas por el
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tratamiento por mitomicina-C y esto les . impidié procesar y prescntar antigeno
adecuadamente. Sin embargo, ésto no phrcbc ser ¢l caso ya quc cs conocido que la
proliferacién de los linfocitos T inducida por Con-A depende de la presencia de APC’s
metabdlicamente activas capaces de secretar IL-1 (Dinarello 1991; Taira ct al,, 1993). Esto

se confirmé en nuestro sistema ya que células Th purificadas cultivadas in vitro con Con-A

en ausencia de APC’s no fueron capaces de prolifcrar (Figura-17).

| Rat@nes control M Ratones infectados
100
=
= |
o !
= 10+
[13] i
. i [ lmw

Medio RRV 8 CON-A 25 CD4+CON-A
2.5

Antigeno pg/ml

Figura-17.- Proliferacion de células Th de GLM contra antigenos de rotavirus.- Cicn
mil células Th aisladas positivamente por el método inmuno-magnético (MAC’S) provenientes de GLM de
ratones control & infectados oralmente con rotavirus EDIMw veintiséis dias antes, fucron cultivadas en
presencia de 2X10% células de bazo de ratones normales tratadas con mitomicina-c (CPA‘s), Como antigeno
se adiciond § pg/mi de rotavirus RRV semi-puriticado. Como control negativo se incubo a las células con
medio solo y como control positivo se adiciond 2.5 pg de Con-A. Como control de la actividad de las CPA’s
se cultivaron ¢élulas Th con Con-A enausencia de CPA™s, Despuds de -1 dias de incubacion, se adicionaron a
los cultivos 0.5 uCi de [HY]-Tdr. Después de 18 hrs mids de incubacion, las células fueron colectadas y los
niveles de [H*]-Tdr incorporado al DNA cvaluados en un contador de radiaciones B. Los resultados se
expresan como 1E.
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5.- Andlisis de la respuesta secundaria in. vitro de células Th a través de los niveles de

mensaje para diferentes citocinas.

La ausencia de proliferacion in vitro de células Th secundarias provenientes de GLM contra
antigenos de rotavirus, no excluia la posibilidad de que estas células cstuvieran
respondiendo sélo a través de la secrecion de citocinas. En mucosa intestinul sc hun
descrito poblaciones de células T activadas capaces de sceretar citocinas pero sin evidente
actividad proliferativa (Levings, Sangregorio y Roncarolo 2001; Thomton y Shevach
1998). De esta manera, se decidid evaluar la respucsta de las células Th sceundarias in vitro
especificas para rotavirus a través del andlisis del mRNA para diferentes citocinas
caracteristicas de las sub-poblaciones Thl (1L-2 ¢ INF-y), Th2 (IL-4, [L-5 ¢ 1L-10) y Th3
(TGF-B). Para esto, células provenientes de GLM de ratones control ¢ infeclados oralmente
con 1X10% uff de EDIMwt (dia 7 postinfeccion) fucron cultivados in vitro con § pg/ml de
rotavirus RRV semi-purificado. Como control negativo, fas células fueron cultivadas con
medio solo. Después de 48 hrs de incubacidn, se obtuvo ¢l mRNA total y los niveles dc
mensaje para las citocinas 1L-2, IL-4, IL-5, 110, INF-y y TGF-[} y la proteina de
expresion constitutiva B-actina fucron cvaluados por medio de un ensayo de RT-PCR
usando cebadores especificos. Los productos de amplificacion fueron resucltos en un gel de
acrilamida al 6 % y la intensidad de las bandas calculada por densitometria. La intensidad
de las bandas para las citocinas fue dividida entre Ia intensidad de la banda para [3-actina,
para de esta manera normalizar los resultados. Asimismo, se restaron los valores obtenidos
de las células cultivadas con medio solo a los valores de las células estimuladas con virus,

para asi obtener los niveles reales de estimulacion,

Como se puede observar en la Figura-18, la estimulacién con rotavirus indujo un
incremento en ¢l mensaje para.IL-2, IL-4, IL-10 ¢ INF-y ¢n células de GLM provenientes
de ratones control y de todas las citocinas analizadas ¢n GLM provenicntes de ratones
infectados. En estos tltimos, los niveles de mensaje para [L-2, 4, 5, INF-y y TGF-B3 fucron
superiores con respecto a los GLM de ratones control, sin embargo, el mensaje para {L-10
fue inferior. Por lo anterior, muy probablemente los GLM provenientes de ratones
infectados tienen linfocitos Th de memoria contra rotavirus que pueden ser estimulados in
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vitro con antigeno para: producir citocinas de manera especifica, sin embargo, -esta
activacién no puede ser evaluada a través de proliferacion celular. Esto nos sugiere que en

la infeccién por rotavirus las células Th de mucosas responden: regulando-la -respuesta-

inmune pero con una proliferacion limitada,

[J Ratones control M Ratones infectados

0.25

o
[\

0.15 -

e
-

0.05

D. O. IL/D.O. Beta-actina

IL-2 IL-5 IL-10 INF-GAMA TGF-BETA

Citocinas

Figura-18.- Induccion de mRNA para diferentes citocinas en células totales de GLM
estimuladas in vitro con rotavirus.- Células totales de GLM de ratones contral 6 inleetados con
EDIMwt (7 dias postinfeecion) fueron cultivadas in vinro con medio solo 6 en presencia de rotavirus RRY por
48 hrs. Posteriormente, los niveles de mensaje para las diferentes citocinas seialadas y f-actina fucron
evaluados por ¢l mdétodo de RT-PCR. Los productos de ampliticacion fucron resucltos en un gel de
poliacrilamida al 6 %, teiiidos con bromuro de etidio y lus cuntidades relativas analizadas por densitometria.
Los resultados estin normalizados con respecto al mensajero de J-actina. Los valores obtenidos con las
células cultivadas con medio fucron restados a los valores obtenidos con las células estimuladas con antigeno.

068



VII DISCUSION

En este trabajo se montaron lds condiciones experimentales para analizar el repertorio de la
especificidad de los linfocitos Th en la respuestas primaria y secundaria en ratoncs
infectados con rotavirus murino, Se analizo la respuesta en GLM, que es un drgano linfoide
asociado a la mucosa intestinal, ya que no existe informacion previa sobre la especiticidad
de las células Th en GALT en una inteccion por rotavirus (Franco y Greenberg, 2001), Para
esto, se montd en ¢l laboratorio el modelo de infeecion de raton aduito reportado por
primera vez por el grupo del Dr. R, Ward a principios de los afos 90°s (Ward, McNeal y
Sheridan, 1990), cl cual ha sido fundamental para cstudiar los mecanismos de inmunidad
contra rotavirus (Franco y Greenberg, 1999). Aunque en este modelo no sc presenta diarrea
como en los ratones neonatos, si existe una vigorosa replicacion de los rotavirus en el
intestino que puede ser detectada en las heces a traves de ensayos tipo ELISA. Asimismo,
existe una respuesta de anticuerpos intestinales del tipo IgA que correlaciona con la
limpieza de la infeccion. Cuando infectamos ratones adultos BALB/c oralmente con cl
rotavirus murino silvestre EDIMwt, encontramos replicacion viral desde el dia 2 y hasta ¢l
dia 7 post-infeccion. A partir del dia 8 no se detectaron particulas virales. En respucsta a la
infeccion se encontraron IgAint anti-rotavirus a partir del dia 4 con un aumento sostenido
hasta el dia 8, que fue el dltimo dia evaluado. De esta manera, es claro que el modelo de
infeccion por rotavirus montado en este laboratorio reproduce lo reportado previamente en

otros laboratorios y por lo tanto valida los cstudios inmunologicos que sc obtuvicron.

Para analizar el repertorio de las células Th anti-rotavirus en una respucsta primaria, sc
propuso fusionar estas células y gencrar hibridomas Th que nos permiticran mapear la
especificidad a nivel clonal. De esta manera, inicialmente se caracterizo la respucsta de los
linfocitos B y T en los GLM's de ratones infectados para determinar ¢l tiempo éptimo de
las fusiones. En general se puede decir que una respucsta primaria de células T inicia al 3er
o 4to dia; llegando a-un maximo a los dias 7 u § y desaparcciendo al dia 10 (Zinkernagel,
2000), tiempo a partir del cual se puede generar una réspucsta sccundaria por la presencia

de las células-T de memoria generadas.
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Se observé que a partir del segundo dia post-infeccién existié una hipertrofia de los GLM's
que se manthvo hasta el dia 7, fenémeno que estuvo acompaiiado de un aumento hasta del
100 % en el ntumero de células de este drgano en comparacion a los ratones no infectados.
Con la finalidad de determinar la activacion antigeno especifica en respuesta i la infeecion,
se analizaron los niveles del marcador de activacion temprana CD69 y ¢l marcador de
acuvaClon tdldlﬂ CD"S en la superficic de los linfocitos. Sc encontro que tanto en células B
como T sc mdu_|o ld u\plcsmn de CDOY, sin embargo la cinética fue diferente: las celulas
Th tuvieron un aumento de este marcador al dia 2 para bajar o niveles basales a los dias Sy
7 y las células Tec y B aumentaron CD69 en forma tardia a los dias 5y 7. Esto nos indica
que la activacion de las células Th claramente precede a la activacion de las células Te y 3,
lo cual es esperado ya que es sabido que estas dos iltimas poblaciones dependen para su
proliferacién y subsecuente maduracion de las citocinas sccretadas por las células Th.
Inesperadamente ninguna de las poblaciones analizadas incrementaron sus niveles CD25, y
por el contrario, las células Th tuvicron una disminucion porcentual en respuesta a la
infeccion. El marcador CD25 c¢s la cadena alla del receptor de IL-2 que normalmente se
incrementa en células en division (Ammar et al, 1991). por lo cual este resultado nos
estaria indicando quc las células sc activan pero no proliferan, lo cual podria cstar
contradiciendo el aumento en la poblacidn celular observado en los GLM s en respucsta a
la infeccion. Una posible explicacion a cste fendomeno radica en que s6lo se represento ¢l
aumento proporcional de los marcadores en las diferentes poblaciones y no ¢l aumento neto
en base al numero celular total a los diferentes dins. s claro que usando este ultimo
parametro tanto CD69 como CD25 ticnen un aumento a partir def dia dos por célula, sin
embargo, para los fines de este trabajo era mas importante saber la intensidad (proporcion)

de la respuesta de las células Th.

Durante la realizacion de este trabajo, Blutt ct al., (2002) reportd que en ratones adultos
CD-1 infectados con el rotavirus murino ECwt el incremento de CD69 en GLM se debio
casi exclusivamente a la poblacion dc linfocitos ‘B. Iiste incremento sc presento partir del
dia 3 y hasta el dia 6 post-infeccion. Aunque también sc evalud la activacion de las células
Th y Te, el aumento de los niveles de CD69 en cstas poblaciones fue minimo. La

discrepancia con los resultados ‘obtenidos cn nuestro laboratorio podria’ deberse a las
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diferentes cepas de rotavirus usadas en ambos trabajos, ya que es sabido que la cepa de
rotavirus murino ECwt es la mas virulenta éntré las cepas murinas usadas, incluyendo al
rotavirus 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 Greenberg, 1997). Sin embargo, es importante
mencionar que en ambos modelos existe la generacién de una inmunidad protectora que
persiste a lo largo de la vida del ratén. Esto nos sugicre que las propicdades bioldgicas de
las diferentes cepas de rotavirus pudieran inducir un balance diferencial en la activacién de

las diferentes poblaciones celulares, sin alterar la inmunidad protectora.

En condiciones de inmuno-competencia los rotavirus se replican sélo en los enterocitos
maduros, localizados-en la parte mds distal de las micro vellosidades intestinales, lo cual
limita su ingreso al organismo, Es muy probable que las particulas virales gencradas cn la
infeceidn ingresen a las PP a través de las células M, donde son capluradas por CD's y/o
Mc’s que las procesan y presentan a las células T. Los mecanismos de activacidon de las
células B en este 6rgano aun no son muy claros, sin embargo, es posible que el receptor de
estas células reconozca antigenos dc la particula viral presentados por CD’s (Brown y Offit,
1998) y reciban ayuda de las células Th, Alternativamente, un estimulo potente (como cs ¢l
caso de la infeccidn por ECwt) podria inducir la activacion de las células B sin la ayuda de
las células Th, como ha sido reportado cn otros modelos dc infeccion viral (Zinkernagel,
2000). Una vez que las células By T son aclivadas en PP, estas viajan al GLM y de ahi a la
LP, que es el sitio efector de la mucosa intestinal. En nucstros resultados, se observé que a
partir del dia 2 post-infeccion las células linfoides presentan activacion especifica. En
principio estas células activadas vendrian de la PP, sin embargo, existen reportes que
muestran que en el modelo de infeccién por rotavirus sc encuentran particulas virales tanto
en PP como en GLM (Ogra et al., 1988). De esta mancra, no podemos descartar que la
activacion pueda ser inducida en ambos érganos. Sc requicren mis estudios para este

describir con claridad la dindmica de activacidon en GALT:
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El aumento del marcador de activacién temprana CDG9 en la poblacién de linfocitos CD4

de GLM en los ratones infectados nos indica la pfesencia de células Th contra rotavirus.

Por lo que se decidié inmortalizar estas células a través de la generacion de hibridomas Th- - -

y de esta manera determinar el repertorio Th en una respuesta primaria contra rotavirus. Al
dia 5 post-infeccién se obtuvo el mayor incremento en la poblacién Th de GLM, ya que

estas células representaron mas del 60 % de la poblacion total. Por este motivo, todas las

fusiones realizadas fueron en este dia. Sc realizaron un total de 4 fusiones de las cuales en ™

sélo 2 se generaron un total de 14 hibridomas, de los cuales ninguno fue capaz de reconocer
antigenos de rotavirus presentados por CPA’s ¢n ¢l contexto de las moléeulas del MHC
clase II. Sin embargo es importante apuntar quc solo 4 dc cllos presentaron tanto TCR
como CD4 cn la superficie celular, moléculas indispensables en el reconocimicnto de
antigeno. Generalmente la generacion de hibridomas Th requiere de re-estimulaciones
antigénicas in vitro para poder expandir las clonas antigeno especificas y aumentar las
probabilidades de obtener los hibridomas descados (Bafios et al., 1997). En cste trabajo, no
se hizo lo anterior ya que nuestro principal objetivo cra ¢l de describir ¢l repertorio de la
respuesta primaria in vivo sin manipulaciones in vitro que pudicran modificarlo. Al dia 2
post-infeccién hubo un incremento de aproximadamente 5 % de células Th que presentaban
el marcador CD69 con respecto al control, lo cual se reflejo en una limitada expansion de la
poblacion Th al dia 5 (15 % arriba del control) pero una regresion 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 dia 5 fue de 1:10, lo cual ¢s bajo si se considera que
en poblaciones enriquecidas se tiene una frecuencia de células T antigeno especificas de
entre 1:2 a 1:3. En conclusién es muy probable que la imposibilidad de generar hibridomas
Th en este trabajo se debid 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 poblacién de linfocitos
CD4/CD69 positivas al dia 2 post-infeccion y fusionarlas directamente sin previa: re-
estimulaciéon. De esta manera, se capturarian las células Th rotavirus especificas generadas
por la infeccion. Alternativamente, se podria intentar el mapeo de epitopos por nie’d’io de

tetrimeros de clase II cargados con péptidos relevantes. Sin embargo, esta técnica es
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sumamente cara y al momento solo sc ha repottddo un c.pltopo dc ccluhs Th, cl pcpudo

289-302 de VP6 (Banos et al 1997), por lo cual el amllsls de la respuesta estarla muy

limitado.

El repertorio de células Th "en la fespixésfé sécunda'i'_iya sc intent6 analizar mediante ensayos
de estimulacion antigénica'y pfoliferacién celular in vitro. La respuesta secundaria se puede
distinguir de la primaria dado que tiene un periodo de induccion mas corto, por lo tanto la
respuesta es mas rdpida, mds potente y de mayor duracion. Esto se debe principalmente al
hecho de que la poblacién de células antigeno especificas de memoria es mayor que la
poblacién de células antigeno especificas Qirgenes, otro factor se debe a que las células de
memoria se activan de forma mas rdpida y eficiente que la virgenes (Sprent, 2002). Para los
ensayos de proliferacion celular, se estimularon in vitro células provenientes de GLM

obtenidos de 10 a 30 dias post-infeccion.

Como antigeno se utilizaron cepas homologas y heterologas semi-purificadas de rotavirus,
asi como VP6 heterdloga fusionada a GST. En ningin cxperimento sc  observé
proliferacién antigeno especifica a pesar de que las células se encontraban en buen estado y
capaces de responder a un estimulo policlonal como e¢s Con-A." En el caso de la
estimulacién con rotavirus semi-purificado hubo una clara respuesta inespecifica por parte
de las células control que posiblemente enmascard una pequeifia respuesta por parte de las
células de memoria. En trabajo previo se reporté que los rotavirus son capaces de inducir
respuestas proliferativas inespecificas de células B en poblaciones totales de ganglio
linfatico, debido a muy probablemente al RNA de cadena doble presente en los viriones

(Bruce et al., 1994).

Es sabido que RNA de doble cadena actlva CD a tr'wcsfdel receptor tlpO Toll 3 en su

superﬁcne (Datta et al,, 2003) Es probable qu’ ‘

completo este efecto. De cualquu.r m'mcna los mvulcs plollfcmuvos cncontrados fucron
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bastante bajos, lo que impediria un anélisis fino del repertorio de las células Th a partir de
poblaciones totales de GLM. Con la finalidad de mejorar los niveles de brbliferécién
antigeno especifica, se purificaron las células Th provenientes de GLM:Sin embargo,
tampoco obtuvimos niveles detectables de proliferacion. En conclusion, podemos decir que
el método de proliferaciéon para analizar la especificidad de células Th provenientes de

GLM de ratones infectados con rotavirus no es el adecuado.

Por lo anterior, se exploro otra funcidén de las células Th como es la produccion de citocinas
~en respuesta a un estimulo antigénico in vitro. Para .csto, se analizaron los niveles de
mensaje para IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, INF-y y TGF- j)or ¢l método de RT-PCR en células
de memoria provenientes de GLM estimuladas con rotavirus semi-purificado heterélogo.
Se encontré que células provenientes de- ratorncs no infectados respondicron con - un
incremento del mensaje para IL-2, ‘IL-4, IL-10 ¢ INF-y cn respuesta a la estimulacién
antigénica. Por otro lado, las células provenientes de ratones infectados respondieron.con
incremento de mensaje para todas las citocinas cvaluadas en respuesta al estimulo
antigénico, en el caso de los mensajes para 1L-2, IL-4, IL-5, INF-y y TGF-f3 s¢ encontraron
niveles superiores a los del control y por ¢l contrario ¢l mensaje para 1L-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 1L-2, IL-4 y IL-5, contribuyendo entre otras poblaciones a la produccion de IL-10,
INF-y y TGF-B (Gonnella, et al., 1998), por lo tanto consideramos que esta metodologia es

util para:en un futuro analizar cl repertorio de las células Th en la infeccidn por rotavirus.

Un aspecto interesante de estos resultados es que ,]ds células Th de memoria de GLM
especificas contra rotavirus presentan - un p‘erﬁl de citdcinas mixto, esto es, inducen
mensajes. para citocinas tipo Th1 (IL-2 e INF-y), Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) y Th3 (TGF-p).
La existencia de las células Th3 ha sido controversial, ya que en periferia no es muy claro
su papel, éin embargo a nivel de mucosas las células Th3 juegan un papel importarte anti-
inﬂamétdrio y regulador a través de la produccién de TGF-B y se distinguen claramente

como una’ poblacidn separada (Lehmann, 2002). Casi no existen datos concretos en la
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literatura sobre el patrén de citocinas inducidas a nivel intestinal en respuesta a patdgenos

(Biron, 1994).

Una de las causas de la ausencia de datos son los altos niveles cbnstitutivbs de la mayoria
de las citocinas estudiadas en GALT. En cste laboratorio, ‘usando,cl’método de RT-PCR, se
logré determinar que en una respuesta primaria las células del GLM de ratones infectados
con rotavirus responden aumentando el mensaje para INF-y; 1L-10 e 1L-12, sin embargo, no
se determind el tipo ceclular responsable de los incrementos (Iris Santiilan, tesis de
maestria). Por otro lado, los niveles de IL-2, IL-4 ¢ IL-5 no tuviecron un incremento
detectable. En principio ecstos resultados nos indicarian que en la respuesta primaria y
secundaria de las células de GLM de ratones infcctados con rotavirus existe un cambio de
patrén de citocinas, lo cual no c¢s sorprendente ya que las condiciones de estimulacion
antigénica /n vivo vs in vitro son diferentes y por lo tanto conducen a una regulacién
- diferente. Fromantin et al.,, (1998) demosté que células de bazo provenicnies de ratones
infectados reestimuladas in vitro con rotavirus heterdlogo sceretaron INFy, 1L-5 ¢ IL-10 en
respuesta al estimulo antigénico, sicndo negativas para la produccién de IL-2 ¢ IL-4. El
patrén 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 mds
representativos de los que sucede en la infeccion por rotavirus en GALT, ya que el bazo se

considera un drgano linfoide periférico.

El intestino juega un papel preponderante en la evolucién de los mamiferos, ya que es el
organo encargado de la asimilacidn de los nutrientes nccesarios para la vida. Por esta razon,
la mucosa intestinal cstd expucsta a infinidad de proteinas extrafias al organismo derivadas
de los alimentos y dc 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 drganos linfoides asociados a la mucosa intestinal
han generado un ambiente de tolerancia inmunoldgica hacia las proteinas no asociadas a
patégenos. La IL-10 y TGF-B son factores importantisimos en este fendmeno ya que
inducen funciones antagdnicas a la respuesta inflamatoria. Esto se ha demostrado

claramente en ratones knock out deficientes en IL-10 6 TGF-B, ya que estos ratones
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presentan 111fl'1mac10n espontanea dc] mtestmo pl‘OVOC'ld'l por una lnper—reactnv:dad de la

respuesta inmune humoral y celular asi como una plcdommancxa de respuestas Th1 pro-

mﬂamatonas (Kuhn et al., 1993)

" El ambiente de tolerancia en ¢l intestino puede ser alterado por la ehfrada ‘de patdgenos,
como es el caso de la infeccion por Salmonella thyfi. Esta bacteria penetra las PP donde
“infecta a los Mc y se reproduce, viajando posteriormente al GLM y al bazo para finalmente
inducir Ia ficbre titoidea, La entrada de la Salmoncella o los organos linfoides induce una
activacion excesiva de los Mc que provoca ¢l rompimicento del ambicnte supresor lo que
resulta’ en el proceso inflamatorio del intestino caracteristico de esta enfermedad. Por el
contrario, aunque la infeccion por rotavirus puede provocar diarrca profusa cn nconatos,
esta infeccién se caracteriza por no inducir inflamacion, Como sc explicé anteriormente,
rotavirus no infecta células de GALT, razon por la cual no s¢ induce una inflamacion
—ﬂimportante. De esta manera, la induccion de la respucsta inmune contra rotavirus en GALT
estd regulada bajo cl ambiente de tolerancia intestinal inducido por TGF-f3 ¢ IL-10. Sin
cmbargo, es claro que a pesar de esto se puede generar una respuesta inmunc protectora de
células B y T, que persiste a lo largo de la vida del ratdn. Asi, es posible que cxista una
regulacién fina que mantenga el cquilibrio entre tolerancia ¢ inmunidad, que genere los
beneficios de la inmunidad protectora de larga duracién sin alterar las funciones
intestinales: En apoyo a esta idea podemos sciialar ¢l hecho que en GLM’s de ratones
infectados se duplicd la poblacion de linfocitos totales y en cada poblacién se observaron
incrementos de CD69 significativos, en ausencia de un incremento en CD25, o sea existid
una activacion antigeno especifica pero una respuesta proliferativa limitada. Asimismo,
cuando se midio la capacidad proliferativa antigeno especifica in vitro de células de
memoria de GLM’s de ratones infectados, s6lo observamos respuestas en presencia de un
mitégeno de células T (Con-A). Este bloqueo cn la proliferacion 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 cl repertorio de las células Th en la respuesta primaria y
secundaria en la infeccidn por rotavirus, este estudio establece las bases para que en futuros
trabajos se evalie el repertorio por métodos mas apropiados como los mencionados durante
la discusion. Por otro lado, este trabajo muestra que los métodos tradicionales utilizados
para determinar las respuestas inmunes periféricas no neccsariamente- son itiles para

determinar la respuesta inmune de mucosas.
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VIII CONCLUSIONES

1.- Se logré reproducir el modelo de infeccién “por rotavirus; reportado previamente,-en

ratones adultos BALB/c.

2.- Las células Th son la poblacnon prcdommante en los GLM y su activacién en respuestq

a la infeccion por rotavirus precedc a la activacién de las células B y Tc.

3.- No fue posible iniciar el estudio del repertorio de las células Th primarias:de GLM-en
respuesta a la infeccion por rotavirus, ya que ninguno de los hibridomas Th gencrados fuc
especifico para este patdgeno. Esto fue muy probablemente debido a la baja frecuencia de

c¢lulas Th rotavirus especificas en GLM.

4.- Los ensayos de proliferacion celular no son los adecuados para determinar el repertorio
de las células Th en la respuesta secundaria contra rotavirus in -vitro, debido a la

inespecificidad y bajos niveles de la respuesta prdliferuliva.

5.- El analisis de.la produccién de citocinas cs un método mas adecuado para analizar cl

repertorio de las células Th en la respuesta sccundaria contra rolavirus-in vitro.
6.- En la mucosa intestinal prevalece un ambiente anti-inflamatorio, ¢l cual podria explicar

la limitada expansion in vivo e in vitro de los:linfocitos T:anti-rotavirus. Este ambicnte

favorece las funciones reguladoras, como es la secrecion de citocinas.
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IX PERSPECTIVAS

l1.-La géheré’cién 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 infeccion
por rotavirus. Para esto, en futuros trabajos seria muy importante purificar por MAC’'S a las
células Th CD69 positivas presentes al dia 2 post-infeccion y fusionarlas, para de esta
manera aumentar las posibilidades de generar hibridomas de células Th rotavirus

especificos.

- La citofluorometria nos permitc analizar de mancra simultanca a la poblacién total de
linfocitos activados en la infeccion por rotavirus y la produccidn de citocinas por cada una
de estas células. De esta manera, se podria determinar cl repertorio de células Th cn la
lespuesta pumarn y secundarm mediante la expresidon de marcadores especificos para cada

caso.

3.- Para déterm'inar el repertorio de las células. Th de memoria anti-rotavirus in vitro seria
recomendable realizar cnswos de secxccxon de cxtocmas a tmvcs dc'la‘téenica de ELISA 6
por el método de ELISPOT.
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