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Resumen

Los rotavirus son los principales agentes etiologicos de gastroenteritis virales
en humanos y varias especies animales. Son la causa méas frecuente de diarrea
aguda en infantes que puede conducir a deshidratacién grave y de no ser
atendida a tiempo, puede causar la muerte. Por esta razon, a nivel
internacional, el desarrollo de vacunas es de gran importancia. Durante la
infeccién por rotavirus en el raton se ha observado que la aparicién de la
respuesta inmune intestinal de anticuerpos (Ab) tipo IgA antirotavirus
correlaciona con la limpieza de la infeccién primaria, asi como con la proteccion
a la reinfecciéon viral. De igual manera se ha observado que la induccion de
células T citotéxicas (Tc) CD8* es importante en la resolucién de la infeccion
primaria. Se ha pensado que la respuesta inmune de citocinas en la infeccién
por rotavirus juega un papel importante en la regulaciéon de la respuesta
inmune humoral y celular. Se han descrito tres principales subgrupos de la
respuesta inmune de citocinas. La respuesta tipo T cooperadora (Th)-1 se
caracteriza principalmente por la secrecidon de IL-12, INF-y e IL-2, eficientes
inductores de linfocitos Tc y de la sintesis de IgG2a, mientras que la respuesta
tipo Th2, se caracteriza por la secrecién de IL-4, IL-5 e IL-10, promoviendo la
respuesta de células B, que incluye la produccion de anticuerpos del tipo IgA,
IgG1 e IgE. La respuesta tipo Th3 se caracteriza por la secrecién de TGF-B, la

~ produccién de anticuerpos IgA y la regulacién/supresién de las respuestas tipo

Thl y Th2. En este trabajo nos propusimos analizar la induccion de la
respuesta de citocinas en la infeccién primaria por rotavirus en la placa de
Peyer (PP) y ganglio linfatico mesentérico (GLM) del ratén adulto y
correlacionar esta respuesta con la produccién de anticuerpos secretados en
heces, a nivel sistémico, y local en diferentes 6rganos linfoides. Para esto,
ratones adultos BALB/¢ fueron infectados oralmente con rotavirus murino
EDIM silvestre, y a lo largo de la infeccién se aislaron células de PP y GLM, de
donde se extrajo el RNA total y mediante reacciones de RT-PCR se
amplificaron los mensajes para B-actina, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12p40, IFN-
vy TFG-B. Se encontré que en PP y GLM se inducen los mensajes para IL-2, IL-
10, IL-12p40, IFN-y y TGF-B, con diferentes cinéticas para cada 6rgano. En PP
la induccién se di6é principalmente durante la fase temprana de la infeccién y
en GLM fue en la Gltima etapa de la misma. De esta manera es evidente que en
respuesta a la infeccién por rotavirus, tanto en PP como en GLM, hay patrén
mixto y no prolongado de la respuesta inmune de citocinas, con diferentes
cinéticas en ambos 6rganos y que correlaciona con la produccién de anticuerpos
IgG2a e IgGl a nivel sistémico, asi como con la presencia de células
productoras de anticuerpos IgG e IgA en PP y GLM.




Actualmente a nivel mundial, es de especial interés el desarrollo de nuevas
vacunas para rotavirus que monten una adecuada respuesta inmunoprotectora,
por lo que el conocimiento basico de los mecanismos mediante los cuales se
monta la respuesta inmune para rotavirus, provee de las herramientas
necesarias para llevar acabo este objetivo. Asi mismo, los eventos que ocurren
en los sitios de induccién de la respuesta inmune de mucosas, estan siendo
ampliamente estudiados debido a que el tipo de respuesta que se induce en
estos sitios tiene caracteristicas especiales, que difieren de aquellas observadas
a nivel sistémico. Asi, el ambiente de citocinas en el que se desarrolla, la
respuesta celular y humoral durante la infeccién primaria por rotavirus en los
tejidos linfoides asociados a mucosa intestinal, y a través del cual esta
respuesta se modula, no habia sido descrito, por lo que este estudio contribuye
de manera importante al conocimiento basico de la respuesta inmune de la
mucosa intestinal.
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1. INTRODUCCION

1.1. Epidemiologia de la infeccién por rotavirus.

Las enfermedades diarreicas son la causa més comun de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. En nuestro pais, se ha reportado que en el afio
2000, estas enfermedades se ubicaron en el primer lugar de mortalidad en
nifios de edad preescolar. (Fuente: INEGI, S.S.A. México).

Los rotavirus son los principales agentes etiologicos de gastroenteritis virales,
son ubicuos para los humanos y muchas especies animales. La infeccién es
especie especifica. El grupo A de rotavirus humano es la causa mas frecuente
de diarrea aguda en infantes que puede conducir a deshidratacién grave y si
esta no es atendida a tiempo puede causar la muerte.

La infeccién por rotavirus en infantes es la causa mas comun de consultas a
pacientes con diarrea. A nivel mundial, se ha estimado que los rotavirus son
causantes de aproximadamente 111 millones de eventos de gastroenteritis y de
352,000 a 592,000 muertes de infantes al afio, principalmente en paises en vias
de desarrollo [19].

La diarrea aguda por rotavirus se presenta durante los primeros 3 afios de
vida. En el recién nacido, las infecciones generalmente van de moderadas a
asintomaticas, debido probablemente a la proteccién ofrecida por anticuerpos
maternos adquiridos pasivamente a través de la leche materna. La
sintomatologia acompafia generalmente a la infeccién primaria y la edad
promedio en que esta ocurre va de los 6 meses a 2 afios, seguida por proteccién
contra subsecuentes infecciones sintomaticas o moderadas que ocurren a lo
largo de la vida, por esta razdn, los casos de infecciones sintomaticas decrecen
con la edad. En un estudio realizado en nuestro pais, se determiné que la
mayor frecuencia de infecciones sintométicas por rotavirus, fue entre los 6
meses y los 11 meses de edad (estudio realizado con menores de 2 afios) [4].

Los rotavirus tienen una distribucién mundial y exhiben un alto grado de
diversidad en las cepas cocirculantes. En las zonas templadas, las infecciones
por rotavirus muestran un incremento marcado en el periodo invernal, con un
pico en los meses de enero y febrero, mientras que en climas tropicales, las
infecciones ocurren durante todo el afio [1-3]. En un estudio realizado por
Larrosa, et al., en Guadalajara, Jal., durante el periodo de octubre de 1999 a
marzo de 2000, se determiné que en muestras de heces de pacientes menores
de 5 afos con diarrea aguda, 47% fueron positivas para rotavirus y la mayor
incidencia de infecciones por estos virus fue durante los meses de diciembre y
enero.



Poco se sabe del modo de transmision de rotavirus. Aunque esta es extendida
primordialmente por la ruta feco-oral, ciertas caracteristicas epidemiologicas,
sugieren que los rotavirus pueden también diseminarse por la ruta
regpiratoria. Existen factores de riesgo, que favorecen la infeccién por
rotavirus, como son: a) convivencia con nifios mayores de 2 afios (familiares,
guarderia, etc.), b) dieta de leche baja en grasas, c) alimentacién con leche de
formula, y d) condiciones insuficientes de higiene [2].

1.2 Estructura:
a) Antecedentes

Los rotavirus murinos son conocidos como patdgenos diarreicos desde la
década de los 50’s, pero fue hasta 1973, que Ruth Bishop y colaboradores
describieron la presencia de particulas virales en biopsias de intestino delgado
proveniente de nifios con diarrea severa de origen no bacteriano. Este grupo de
investigadores los denominé como Rotavirus, ya que al ser observados a través
de microscopia electronica de tincién negativa presentaron una morfologia de
ruedas de carreta antigua [1-3,6).

" Los rotavirus constituyen uno de los géneros de la familia Reoviridae. La

particula del rotavirus es de simetria icosahedrica, de 75 nm de didmetro y 100
nm incluyendo las espiculas [1-3,6].

b) Genoma viral:

Esta compuesto de 11 segmentos de RNA de doble cadena (RNAdc), cuyos
tamafios varian desde 667 hasta 3302pb. EI RNA por si mismo no es infeccioso
y puede ser separado electroforéticamente generando un patrén nico para el
genoma del rotavirus. Los primeros 10 segmentos son monocistronicos y el gene
11 es dicistrénico. Los RNA de rotavirus contienen una estructura Cap-5’
metilado, seguida por una secuencia no traducible, un patrén de lectura abierto
que codifica para el producto proteico, otro grupo de secuencias no codificables
y el extremo 3-citidino terminal y carece de secuencias poliadeniladas. Al
coinfectar con varias cepas de rotavirus, sus genomas tienen la capacidad de
rearreglarse debido a que todos los segmentos contienen secuencias consenso
en las regiones 5’ y 3’ [1-3,6].



¢) Estructura viral:

Hay seis proteinas estructurales del virién (VP: VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y
VP7) v 6 no estructurales (NSP: NSP1-NSP6) que participan en el proceso
replicativo y en la morfogénesis viral [1,2,6].

SEGMENTOS CODIGOS DE LAS ESQUEMA DEL VIRION
DEL GENOMA PROTEINAS

e = 10 e NSPA L
NSPrS

e f .
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Fig. 1.- Estructura de rotavirus.
(Imagen modificada, Estes MK, 1996/6])

El virién maduro tiene una estructura icosahédrica, (Fig. 1) no tiene capa
lipidica externa y consiste en 3 capas proteicas concéntricas a saber:

Nuclegedpside o core: la proteina VP2 constituye la capa més interna del
virién, que contiene en su interior al genoma viral que engloba 12 moléculas
del complejo enzimAtico VP1-VP3, en un empaquetamiento icosahédrico
gobre el cual la capa de VP2 es ensamblada conservando esta morfologia. El
didmetro de la nucleocépside es de 51 nm, mientras que el grosor de la capa
formada por VP2 es de 3.5 nm.

Capa intermedia: constituida por 260 trimeros de la proteina VP6 que rodea
la nucleocipside interrumpidos por 132 canales acuosos. El grosor de esta
capa es de aproximadamente 10 nm.

Capa externg’ consiste de las proteinas VP4 y VP7. La glicoproteina VP7 es
el principal componente y estd agrupada en 260 trimeros triangulares que
asociados entre si forman 132 canales acuosos (12 tipo I, 60 del tipo II y 60
del tipo III). La capa formada por VP7 tiene un grosor de = 35 nm.




La funcién de los canales no ha sido completamente descrita, pero es posible
que estén involucrados en la importacién de metabolitos para la transcripcién
de RNA y la exportacibn de los transcritos nacientes para el proceso de
replicacion viral.

Dimeros de la proteina VP4 forman 60 espiculas que traspasan la capa formada
por VP7, insertados en los canales acuosos del tipo I. Las espiculas a su vez
también interactian con la capside intermedia formada por VP6. Estas
interacciones de VP4 podrian participar en el mantenimiento de la geometria
del virién, asi como de los dominios funcionales de las capsides. La proteina
VP4 al ser cortada por tripsina (presente en el sitio natural de la infeccién),
produce las proteinas VP8* y VP5*, Este corte de VP4 esta acompafado de un
incremento en la infectividad del rotavirus, y con su entrada a la célula [1-3,6].

d) Clasificacion.

De acuerdo a las caracteristicas antigénicas de la proteina VP6, se han descrito
al menos 7 grupos de rotavirus (A-G). Se ha reportado infeccién en humanos y
animales con rotavirus de los grupos A, B y C. Mientras que los rotavirus D, E,
F y G solo se han aislado de especies animales. Los rotavirus del grupo A, son

- los méAs importantes por ser la principal causa de gastroenteritis severa y-

dentro de este grupo se encuentran los subgrupos I, II, I+Il, no-1 y no-Il, de
acuerdo a sus reactividades de VP6 con dos anticuerpos monoclonales.

Debido a que existen dos proteinas blancos de anticuerpos neutralizantes en la
cipside externa, VP4 y VP7, surgié una clasificacién dual similar a la que se
utiliza para los virus de influenza. Para VP7, hay al menos 14 diferentes tipos
especificos para la proteina, denominados tipos G (derivado de glicoproteina).
Para VP4, existen al menos 19 diferentes tipos especificos, llamados tipos P
(derivado de proteina sensible a proteasa). Todos los tipos G y P pueden ser
distinguibles por la secuencia de sus genes. Los genotipos de P se asocian con
clertos serotipos, por lo que parece haber correspondencia entre ambas
propiedades. Cada virus tiene un serotipo P indicado por un namero que lo
procede y es seguido por el genotipo P indicado por un numero entre corchetes
(ej. P1A[8]). Debido a que VP4 y VP7 estdn codificados por diferentes
segmentos de RNA, se pueden observar diversas combinaciones de tipos Gy P
en los rotavirus humanos y animales [1-3,6].




e) Ciclo Replicativo-

In vivo, los rotavirus se replican principalmente en los enterocitos maduros del
epitelio intestinal, localizados en las puntas de las vellosidades del intestino
delgado. La replicacién del virus in vitro esta limitada a lineas celulares
epiteliales intestinales y renales. La mayoria de los estudios de replicacion
viral han sido efectuados in vitro en células de rifién fetal de mono (MA-104), y
han sido una gran herramienta de investigacion, sin embargo, no representan
completamente las interacciones que pueden llevarse a cabo in vivo.

El ciclo replicativo de los rotavirus es un fenémeno secuencial y tiene lugar en
el citoplasma, este inicia con la union de las particulas virales a las células a
través de las proteinas VP4 (VP5*+VP8*) y VP7. Se ha encontrado que algunas
cepas virales se unen a las células de manera dependiente de acido sialico
(AS:4cido N-acetil-neuramico) a través de VP8, aunque la mayoria de virus
humanos y animales inician la infeccibn mediante un mecanismo
independiente de AS, a través de la integrina celular a2p1 y VPG6. Esta
interaccién también es utilizada por virus que se unen a través de AS.
Posterior a la unién del virus a la célula, se da paso a interacciones con las
integrinas oxp2 y avp3 a través VP7 y la hsc70 por VP5 [1-3,6,29].

La internalizacién del virus ocurre entre los 60-90 minutos posteriores a la
unién con la célula y se incrementa por prote6lisis viral. Se ha propuesto que la

. entrada a la célula puede ocurrir por penetracién directa a través de la .

membrana plasmética, por endocitosis mediada por un receptor o por ambos
mecanismos. Durante la penetracién a la célula, el virién pierde la capa
externa, VP7 y VP4 (VP5*+VP8*) y genera particulas virales de doble capa. El
desnudamiento, es necesario para la activacién de la transcriptasa viral (VP1)
que da inicio a la transcripcién dentro de la particula de doble capa. Se ha
postulado que los transcritos salen simultdneamente a través de los canales de
tipo I, y tienen 2 funciones: 1) son traducidos para sintetizar las proteinas
virales y 2) son las cadenas molde a partir de los que se sintetiza RNAdc para
constituir el genoma de la nueva progenie [1-3,6].

Una vez que los transcritos han sido exportados del virion al citoplasma,
comienzan a ser traducidos en polisomas y en reticulo endopldsmico (RE)
aumentando la sintesis de todas las proteinas virales y disminuyendo las
proteinas celulares. Cuando se han acumulado las proteinas virales, se forman
grandes inclusiones en el citoplasma llamadas viroplasmas, en donde se
ensamblan las particulas de doble capa. La encapsidacion del genoma se lleva a
cabo por la interaccién del RNA mensajero (RNAm) con las proteinas de la
nucleocépside. Al formarse la nucleocépside, se inicia la internalizacién del
RNAm dentro de la misma asi como la sintesis de la hebra complementaria con
la participacién de algunas proteinas no estructurales, como intermediarios de
la replicacién. La adicién de los trimeros de VP6, activa su actividad de



replicasa y transcriptasa, formando particulas de doble capa que migran hacia
el RE por interacciones de VP6 con la proteina NSP4, donde adquieren la capa
externa. NSP4 se encuentra translocada en la membrana e interacciona con la
proteina VP4 para inducir la gemacién de las particulas al lumen de este
organelo adquiriendo una capa lipidica temporal que se pierde al ensamblarse
la capa externa del virién. El ciclo de la infeccién finaliza cuando la progenie
viral es liberada por lisis de las células huésped, provocada por las alteraciones
en la permeabilidad de la membrana plasmdtica durante la infeccién. Sin
embargo también se ha descrito la salida de los virus en ausencia de la
destruccién celular [2,6].

) Patologia:

Los rotavirus infectan las células apicales de los vellos del intestino delgado,
causando muerte celular v desescamacién, las lesiones resultantes varian
dependiendo de la especie y la edad del animal infectado. Por ejemplo,
rotavirus porcinos causan una gran cantidad de dafio tisular, mientras que
para los murinos, la destrucciéon es més selectiva. En la infeccidn de especies
j6venes se produce mayor destruccién celular que en las infecciones en los
adultos. El despuntamiento de los vellos intestinales y la vacuolacién de los
enterocitos puede ser observada a pocas horas de infeccion, antes de que sea
detectable el antigeno viral. En la mayoria de las especies, la mayor produccién
de antigeno viral en el intestino puede ser observada entre las 48 y las 72 horas
postinfeccién y una vez resuelta la infeccién, la morfologia celular regresa a su
normalidad en alrededor de 5-7 dias [2,7].

La necrosis de los apices de las vellosidades intestinales reduce la digestién,
causando diarrea debido a la mala absorcién de carbohidratos, provocando
atrofia y diarrea osmética secundaria, induciendo asi la hiperplasia de las
células cripticas y el aumento en las secreciones. La proteina NSP4 ha sido
asociada a la induccién de diarrea, debido a los efectos de enterotoxina
observados al ser administrada exégenamente [1-3,6].




1.8 Generalidades de la respuesta inmune,
a) Respuesta inmune innata.

El sistema inmune innato usa proteinas solubles o bien receptores de
membrana celular para identificar sustancias nocivas para el organismo, que
usualmente reconocen estructuras de carbohidratos. El complemento es uno de
los principales efectores de inmunidad innata; consta de proteinas solubles que
al interactuar con carbohidratos y tienen la capacidad de lisar bacterias o
células infectadas. Los macréfagos (M®), las células dendriticas (CDs) y las
células asesinas naturales (NK) también estdn implicadas en la respuesta
innata a un antigeno.

Los M® y las CDs endocitan particulas o conjugados solubles que se unen a su
receptor de manosa en ambos o al receptor de lipopolisacaridos para los M®,
este proceso estimula su activacién y la sintesis de quimicos y citocinas que
inducen sus funciones antimicrobianas y las de otras células, asi como la
promocién del desarrollo y el crecimiento de las células T cooperadoras (Th).
Las células NK tienen receptores de membrana tipo lectina que participan en
el reconocimiento de las células blanco destinadas a citolisis [58].

b) Respuesta de células B.

Las células B provienen de médula 6sea. Expresan un receptor de unién a
antigeno, el receptor de células B (BCR), que es un anticuerpo insertado en la
membrana plasmaética, que al unir antigeno da inicio a la respuesta inmune
humoral. Los BCRe para las células B virgenes son de los isotipos IgM e IgD,
mientras que en las células efectoras y de memoria son de los isotipos IgG, IgA
e IgE.

Existen dos clases de células B. Las células B2 o células B convencionales, que
son parte de la respuesta inmune adaptativa. La activacién y seleccion clonal
de las células B2 virgenes da como resultado la generacién de células
plasméticas productoras de anticuerpos y células B de memoria. Dependiendo
del ambiente y la naturaleza del antigeno la activacién puede darse de dos
maneras. Primero, por antigenos timo-dependientes (TD) donde las células B
que requieren del contacto estrecho con las células T cooperadoras (Th) y de la
gecreciébn de citocinas. Segundo, la activacibn por antigenos timo-
Independientes (TI) se da a través de algunos componentes de la pared celular
bacteriana, como son los lipopolisacaridos o moléculas altamente repetitivas,
como son las proteinas poliméricas y/o unidades de polisacaridos. La respuesta
humoral a antigenos TI es muy débil, sin generacién de memoria y con
gecrecién de anticuerpos del tipo IgM [15]. La activacién de las células B por




antigenos TD requiere de 2 seiiales: el reconocimiento de antigeno al BCR y
una sefal coestimulatoria, que consiste del acoplamiento de las moléculas
membranales CD40 (cél. B) y de su ligando CD40L (Th). Las células Bl se
encuentran principalmente en la cavidad peritoneal y pleural, contribuyen en
la respuesta innata a través de anticuerpos contra antigenos de carbohidratos,
gin generar memoria inmunolégica. Son la fuente principal de anticuerpos
naturales IgM polireactivos de baja afinidad, disefiados para la prevencion y
proteccién urgente contra un antigeno y que son producidos sin haber estado en
contacto previo con el mismo [62-63]. Las células B1 pueden producir también
anticuerpos del tipo IgA de manera TI [33,59].

¢) Respuesta de células T.

Al igual que las células B, las células T provienen de médula ésea, pero estas
alcanzan su madurez en el timo, donde son seleccionadas para responder a
antigeno extrano, de ahi entran a un ciclo de circulacion entre el flujo
sanguineo y los 6rganos linfoides hasta encontrar su antigeno correspondiente
y dar inicio a la respuesta inmune adaptativa, proliferando y diferencidndose
en células de memoria y células efectoras. Las células T, al igual que las células
B, reconocen antigeno a través de un receptor, el receptor de células T (TCR),
constituido por dos cadenas (o y p), insertadas en la membrana celular y sin
dominio citosplasmico. E1 TCR estd asociado a un complejo proteinico

"denominado CD3, conformado por 4 proteinas (y, 8, € y &) insertadas en la

membrana celular, el cual contiene dominios citoplaméticos y que dan inicio al
proceso de transduccién de sefiales hacia el nicleo. El TCR se asocia a su vez
con las moléculas CD4 o CD8, que tienen la capacidad de unirse con el complejo
principal de histocompatibilidad de clase II y I (MHC II y MHC I
respectivamente. Su funcién es el reconocimiento de antigeno en forma de
péptido y de las moléculas del MHC como propias del organismo [31-33].

Las células T virgenes se activan solo al reconocer antigeno y si al mismo
tiempo reciben una segunda sefial coestimulatoria de las células que lo

presentan. Solo las células dendriticas (CDs), los macréfagos (M@s) y las

células B son capaces de coexpresar las moléculas del MHC y las moléculas
coestimulatorias. Las mejores caracterizadas son las glicoproteinas B7.1 y B7.2
(moléculas B7), que son' homodimeros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas (Ig). Sus ligandos son CD28 y CTLA-4(CD152) (en la célula
T) y acttian antagénicamente. La unién de B7 con CD28, induce un estimulo
positivo que aumenta de la produccién de IL-2 y otras citocinas, con el fin de
prevenir la induccién de tolerancia (anergia) en las células T; mientras que la
unién con CTLA-4, actiia como sefial inhibitoria, con el fin de mantener la
homeostasis [31, 33-35].

Funcionalmente, las células T CD3+ se clasifican en 2 grupos:




o T CD3* CD4 CDS8*: reconocen antigeno peptidico de 8-10 aa,
proveniente de patdgenos que se multiplican en el citoplasma, unido al
MHC I. Al activarse se diferencian como linfocitos T citotéxicos (Tcs), y
su funcién primordial es la eliminacién de las células infectadas [31, 33-

36].

e T CD3*CD4* CD8": reconocen antigeno peptidico de 14-25 aa derivado
de antigenos internalizados a las células por endocitosis, asociado al
MHC II. Se conocen como linfocitos T cooperadores (Th). Su funcién
principal es la secrecién de citocinas que inducen la proliferacién y
diferenciacion celular, asi como la secrecién y el cambio de isotipo de las
Igs en las células B [31, 33-35].

i) EIMHC Iy la activacién de los linfocitos Tc.

Las moléculas del MHC I se expresan en todas las células nucleadas, consiste
basicamente de un dimero conformado por una glicoproteina de membrana,
denominada cadena a (45 Kd), producto polimérfico de los genes del MHC I,
que estd asociada a una pequefia proteina soluble denominada Peo-
microglobulina (B2-m) [31, 33-35].

Las moléculas del MHC I despliegan fragmentos proteinicos sintetizados en el

interior de la célula, como son las proteinas virales o de parasitos que las
infectan y que son degradadas por un complejo enzimatico denominado
proteasoma. Los péptidos obtenidos (8-10 aa) son selectivamente acarreados y
transportados al interior del RE por moléculas transportadoras especificas
denominadas TAPs, en donde son cargados en el surco del MHC I formado por
la cadena a, para ser enviados a la superficie celular a través de la red de Golgi
y presentar el antigeno a la célula T CD8* (Te) [31, 34, 35].

La funcién de los linfocitos T citotéxicos (Tcs) es la destruccién de patdgenos
intracelulares que no son accesibles a los anticuerpos, eliminando las células
infectadas por apoptosis sin la destruccién de los tejidos sanos [31, 33, 35].

El principal mecanismo por el cual actiian los linfocitos Tes, es la liberacién de
granulos liticos, que contienen monémeros de perforina y varias proteasas de
serina llamadas granzimas (o fragmentinas). Cuando un linfocito Te reconoce
antigeno peptidico presentado por el MHC I en la célula blanco, se une a ella
estrechamente formando un conjugado y rearregla su citoesqueleto para
distribuir los granulos liticos hacia el sitio de unién con la célula, en donde los
libera por exocitosis. Ahi perforina polimeriza insertiAndose en la membrana
celular formando poros cilindricos que destruyen la integridad de la membrana
permitiendo el intercambio de fluidos, dando como consecuencia la muerte




celular por necrosis. Las granzimas al ser liberadas entran a la célula a través
de estos poros, para mediar procesos proteoliticos, iniciar la cascada de
caspasas y promover la fragmentacién del DNA celular y viral, activando la via
apoptética en la célula blanco. Las granzimas también inducen apoptosis por la
via de Fas [31,33, 35].

Otro mecanismo utilizado por los linfocitos Tes es la induccién de apoptdsis por
la via de FAS. Esta molécula est4 desplegada en la membrana de las células
blanco y al unirse a su ligando, anclado a los linfocitos Tcs, se activa la cascada
de caspasas. Los linfocitos Tcs también actGan mediante la liberacion de
citocinas, como IFN-y y TNF-a y B, que inhiben la replicacién viral e inducen la
presentaciéon de antigeno por el MHC I, activan macréfagos y eliminan las
células infectadas que interactien con el TNFR-I {31, 36].

i) El MHC II y la activacién de las células Th.

Las moléculas del MHC II se expresan tinicamente en la superficie de las
células presentadoras de antigeno profesionales (CPAs). Al unir peptido
antigénico son desplegadas en la membrana plasmatica para activar a las
células T CD4+ [33, 43]. E1 MHC II es un heterodimero conformado por 2
glicoproteinas polimérficas transmembranales denominadas cadenas o (30-36
Kd) y p (25-30 Kd). Ambas son producto del conjunto de genes del MHC, que al

" gor traducidas son translocadas en la membrana del RE en donde se ensamblan

con una tercer glicoproteina integral de membrana denominada cadena
invariante (I). La I tiene varias funciones: 1) facilita la asociacion de las
cadenas o y B; 2) se asocia al surco formado por ambas cadenas para evitar la
unién de los péptidos que se localizan en el RE; y 3) promueve la exportacion
del MHC II hacia Golgi para ser desviados a la via de endosomas, evitando la
via de secrecién de las moléculas integrales de la membrana plasméatica [43-
45],

Las moléculas son transportadas a compartimentos o vesiculas del MHC II
(MIIC o CIIV) con caracteristicas internas similares a los lisosomas y los
endosomas tardios, en donde tendran acceso a los antigenos internalizados por
la via endosomal y se lleva a cabo la degradaciéon de la I. Las moléculas del
MHC II unen péptidos (14-25 aa) que son producto de la degradacién por
proteasas del antigeno internalizado, en un ambiente endosomal-lisosomal en
las CPAs [43-45].

El complejo péptido-MHC II es enviado a la superficie celular para presentar el
antigeno y activar a las células T CD4+ (Th), por un mecanismo adn no
descubierto, pero que podria ser por fusiéon directa de las vesiculas a la
membrana plasmatica
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Durante la respuesta inmune las células Th virgenes activadas por antigeno se
diferencian en al menos 2 clases funcionales adquiriendo fenotipos polarizados
que dependen de las citocinas que estas secreten. Las células Th, a través de
las citocinas auxilian en la generacién de una respuesta inmune apropiada a
cada invasor o antigeno [47]. Estas células juegan un papel muy importante en
la inmunidad antiviral actuando a través de varios mecanismos: 1) contribuyen
al control de la infeccién mediante la secrecion de citocinas que pueden estar
involucradas en el reclutamiento y activacién de M®s, 2) promueven la
diferenciacion, la produccién de anticuerpos y el cambio de isotipo de las Igs de
las células B, 3) promueven la expansién de las células CD8+ y su activacion en
linfocitos Tes [35,39]. Las células Th también han mostrado tener actividad
antiviral en sistemas in vivo mediante la producciéon de citocinas tales como

IFN-y y TNF [35, 39, 48].
d) Citocinas

Las citocinas son moléculas regulatorias de bajo peso molecular, secretadas por
una gran variedad de células en respuesta a diferentes estimulos. Su funcién
principal es la comunicacién intercelular para asistir el desarrollo de las
células inmunoefectoras. Las citocinas se unen a receptores especificos
localizados en las membranas de las células blanco, induciendo diferentes vias
de transduccién de sefiales y alterando la expresién de sus genes. En general,
las citocinas y sus receptores son altamente afines con constantes de

“disociacién (Kd) que van de 101 a 10''2M, y a muy bajas concentraciones

tienen efectos biologicos importantes. Asi las citocinas secretadas por un
pequefioc numero de células activadas por antigeno pueden influenciar la
actividad de numerosas células involucradas en la respuesta inmune [15].

En general, las citocinas pueden actuar de manera autocrina, paracrina, y en
casos extremos tienen un efecto endocrino. Normalmente su actividad esta
restringida al ambiente tisular en el cual fueron generadas. Las citocinas
estimulan o inhiben la activacién, proliferacion y diferenciacién celular,
regulando de esta manera la secrecion de anticuerpos y de otras citocinas, con
el fin de modular la intensidad y la duracién de la repuesta inmune. Las
citocinas presentan propiedades de pleiotropia, redundancia, sinergia,
antagonismo e induccién de cascadas [15, 16].

Los principales grupos de citocinas son las interleucinas; los interferones alfa,
beta y gamma; los factores de necrosis tumoral alfa y beta; los factores
estimulantes de colonias G, M, G/M; los factores de transformacion del
crecimiento alfa y beta; y las quimiocinas de los subgrupos CC y CXC.
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e) Respuesta inmune tipo ThO, Thl, Th2, Th3y Tr
i) Tho.

Las células ThO representan probablemente a una poblacién de células T CD4+
parcialmente diferenciadas a células efectoras (pre Th). Se ha propuesto que
eatas células son las precursoras de los fenotipos diferenciados Thl y Th2,
dependiendo del medio ambiente de citocinas en el que se encuentren las
células pre Th. En presencia de IL.-12 se induce el fenotipo Thl y en presencia
de IL.-4 el Th2.

Estas células tienen un perfil intermedio en el patrén de secrecion de citocinas
que presentan los fenotipos de las células polarizadas hacia Thl y Th2, aunque
en niveles mucho més bajos [46].

1) Thi

La respuesta tipo Thl esta asociada a la secrecion de IL-2, IFN-y y TNF-p. Por
medio de las cuales se modula la respuesta inmune mediada por células. Estas
citocina proveen ayuda a las células B aumentando la respuesta de
anticuerpos, el cambio de isotipo a IgG2a por IFN-y, y la activacion de
macréfagos [41, 46, 47, 51].

- IL-12 e IFN-y proveen sefiales importantes para la induccién de la respuesta

tipo Th1, ambas son producto de la activacion por antigeno del sistema inmune
innato y contribuyen a la activacién de la respuesta de los linfocitos Tcs. IFN-y,
derivado de las células NK activadas por antigeno induce la polarizacién de las
células Th durante su compromiso primario. Esta accién es mediada por el
transductor de sefiales y activador de la transcripcién 1 (STAT1) que induce la
expresion del factor de transcripcién T-bet, y que a su vez promueve la
transcripcién de IFN-y y la subunidad B2 del receptor del IL-12 [46]. En el
raton IFN-y por si mismo no es suficiente en el desarrollo del fenotipo Th1l, pero
auxilia a regular la habilidad de las células Th a responder a IL-12. [47]

I1.-12 es una citocina critica en el desarrollo del fenotipo Thl. Proviene de CDs
o M®s activados, amplifica la producciéon de IFN-yy del IL-18R que abre una
nueva via para la producciéon de IFN-y. La subunidad B2 del IL-12R no se
expresa en las células T virgenes, es inducida en la activacién a través del TCR
y se regula por IL-4 e IFN-y. IL-4 inhibe la expresién de la subunidad, mientras
que IFN-y bloquea la accién de la IL-4, inhibiendo el desarrollo y la actividad de
las células Th2. [46-48]
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ii1) Th2

La secrecién de las citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 es caracteristica de la
respuesta tipo Th2 [46-48]. Las células cooperadoras con perfil Th2 son muy
eficientes en la promocién de la produccidén, secrecién y cambio de isotipo de los
anticuerpos. Las citocinas de la respuesta tipo Th2 son necesarias para la
elaboracién de IgG1, IgE contra parasitos e IgA en infecciones mucosales, asi
como la estimulacién de eosinéfilos y células cebadas [46].

Las fuentes de sefiales innatas para la diferenciacién de las células T CD4+
hacia el fenotipo Th2, no han sido discernidas atn. Se ha propuesto que la
ausencia de sefiales de activacion del sistema innato que inhiben la
diferenciacién a Th2, como es el caso de IFN-y e IL-12, permite la estimulacién
autocrina a través de I1-4 en las células T activadas [47].

IL-4 promueve la diferenciacién de las células T CD4+ hacia en fenotipo Th2,
por medio de la molécula citosdlica STAT6 que induce la produccién de los
factores de transcripcién C-MAF y GATA-3 y que a su vez promueven la
produccién de citocinas propias de este fenotipo [48].

Algunas citocinas producidas por las células Th2 (IL-4 e IL-10), inhiben el
desarrollo y la actividad de las células Th1 y de los macrbfagos [46].

iv) Th3

Se ha establecido que en la respuesta inmune dirigida por las células Thl y
Th2, en algunas ocasiones estén influenciadas por un tercer tipo de células T,
cuya funcién principal es la regulacién o supresion de la respuesta inmune
mediada por los fenotipos Thl y Th2.

Estas células tienen un perfil tinico de citocinas caracterizado por la produccién
de altos niveles de TGF-B. Son inmunoreguladoras o inmunosupresoras y
juegan un papel importante en la prevencién y el desarrollo de enfermedades
observadas en modelos experimentales de colitis, diabetes, asi como en la
induccién de tolerancia oral.

TGF-B es mediador de los efectos pleiotrépicos del sistema inmune e inhibe la
actividad de macréfagos mediada por IFN-y. Algunos estudios sugieren que
durante infecciones virales, la presencia de TGF-p inhibe la actividad de las
células T. Ademaés, se ha observado que a bajas concentraciones de TGF-B, se
incrementa la respuesta de las células T CD8+, mientras que se inhibe la de las
células NK y CD4+. A altas concentraciones, se puede inhibir la proliferacién
de todos los linfocitos [50].
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TGF-B, es la principal citocina involucrada en la induccién del cambio de isotipo
de las inmunoglobulinas hacia IgA por las células B.

v) Las células T regulatorias (Tr):

Las células regulatorias son linfocitos T CD4+ que expresan altos niveles de la
cadena a (CD25) del receptor para IL-2, donde IL-2 juega un papel importante
en el desarrollo de la funcién de estas células. Las células Tg inhiben la
respuesta inmune mediante la secrecion de IL-10, que inhibe la activacion de
M®s y antagoniza las acciones de IFN-y, dando como consecuencia la inhibicién
de la activacién de las células T y las reacciones inmunes mediadas por células.

Estas células pueden o no secretar TGF-p y tener funciones antiinflamatorias y
actividades inmunosupresoras [59].

) Respuesta inmune de la mucosa intestinal’

El epitelio de las mucosas se caracteriza por estar constituido por una capa de
células que separa el tejido del lumen mucosal. Las células epiteliales estan
intimamente unidas a través de las uniones estrechas (tight junctions), que
restringen el paso de moléculas pequefias menores a 2 kDa. Una vez que se han
rebasado las barreras naturales de proteccidn, la mucosa es el principal sitio de
entrada de antigenos. Afortunadamente, el sistema inmune de mucosas estd

“altamente integrado, finamente regulado, anatémica y funcionalmente dividido

en tejidos inductivos (sitios de induccién) y tejidos efectores (sitios efectores) de
la respuesta inmune.

El epitelio intestinal es bifuncional, por un lado controla el acceso de antigenos
potenciales, mientras que al mismo tiempo lleva a cabo las funciones digestivas
y la absorcién de nutrientes alimenticios. En la mucosa intestinal, los
principales sitios de induccién de la respuesta inmune son las placas de Péyer
(PP), que se localizan dispersas a lo largo del intestino y son el sitio donde se
lleva a cabo el procesamiento y presentaciéon de antigeno. Las PP estan
formadas por foliculos linfoides de células B con centros germinales, que estan
rodeados por zonas que contienen predominantemente células T y células
presentadoras de antigeno (CPAs: CD y M@). Las PP estén cubiertas por un
domo subepitelial cuyas poblaciones celulares principales son M@s y CDs, asi
como pequefias cantidades de células plasmaticas y de linfocitos T y B. El domo
esta cubierto a su vez por el epitelio asociado a foliculos (EAF), constituido por
células epiteliales especializadas denominadas células M, células epiteliales y
linfocitos intraepiteliales Ty [8,9].

Las células M son un sitio importante de invasién para bacterias, virus y
protozoarios. Su poblacién en el EAF asciende hasta en un 20% del total. Estas
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células tienen la capacidad de transportar particulas inertes a las PP a través
de mecanismos pasivos. A diferencia de las células epitehales, las células M
carecen de una cubierta de glicoproteinas en el apice de las mismas (gliocalix),
lo que las hace maéas susceptibles al contacto y acceso de las particulas
antigénicas. Las células M de las PP del raton, no asi sus enterocitos, expresan
integrinas 1 en la superficie apical y que actian como receptor de invasores.
[10]

Célola
Sitlo Inductor Sitlo Efector Dendrkica

Limina Propria
Gangllo Linfatico

Mesontérico
Ducto

Fig. 2. Modelo de la respuesta inmune de mucosas. (Modificado de Brandtzaeg,
Aekkevold y Morton, 2001) [60]

Dentro del sistema de entrada de antigeno, se han descubierto un tipo de
células dendriticas (CDs) que tienen la capacidad de extender sus dendritas a
través de las uniones estrechas (tight junctions) de las células epiteliales sin
destruir la integridad epitelial, para muestrear antigeno luminal y presentarlo
en PP como antigeno inerte o procesado [11,18].

Los linfocitos T y B activados por antigeno en las PP viajan a los ganglios
linfaticos mesentéricos (GLM) y son distribuidos a través del ducto toracico, y
realizan homming al sitio efector de la respuesta inmune intestinal que es la
la4mina propria (LP), en donde las células se diferencian para llevar a cabo sus
funciones efectoras. Los linfocitos expresan receptores de homming o de
moléculas de adhesion (adresinas), asi como receptores de quimiocinas, gue
determinan el compartimiento inmune en el cual funcionan. Las adresinas se
expresan en las células endoteliales de las altas vénulas endoteliales (HEVSs),
gsiendo la molécula de adhesion celular-la adresina mucosal MAd-CAM]1, la
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adresina que se expresa principalmente en las HEVs en las PP y la LP, y que
juega un papel importante en el reclutamiento de los linfocitos activados en
estos compartimentos. El ligando para esta adresina, presente en los linfocitos
efectores y de memoria, es un heterodimero de las integrinas a4 y $7. Asi a4p7
es el principal receptor de direccionalidad de mucosas en PP y LP [8, 12I.

La LP intestinal estd localizada a lo largo del intestino, al interior de las
vellosidades y estd interrumpido solamente en los sitios donde se localizan las
PP. Este sitio contiene todos los componentes celulares necesarios para
contrarrestar el antigeno, como son: las células epiteliales, células T (Tc CD3+
CD8+ y Th CD3+CD4+); células B, células cebadas, M@s, CDs y eosinéfilos, en
donde los M@s y las CDs son los principales procesadores y presentadores de
antigeno [17].

1.4 Respuesta inmune en la infeccién por rotavirus.
a) Modelo de infeccién por rotavirus en el ratén adulto:

La infeccién por rotavirus ha sido ampliamente estudiada en diversas cepas
murinas, debido a la facilidad de manejo, mantenimiento, disponibilidad y
economia de las diferentes cepas, asi como la diversidad de reactivos necesarios
para el estudio de la respuesta inmune.

Los ratones neonatos son susceptibles a diarrea inducida por rotavirus durante
un periodo de vida bastante corto, los primeros 15 dias, lo que hace dificil su
estudio. Sin embargo, los ratones adultos no desarrollan el episodio diarreico,
pero son igualmente susceptibles a la infeccién por rotavirus, con periodos
similares de incubacién y de excrecién viral, asi como una equivalente
induccién de anticuerpos del tipo IgA, que a su vez correlaciona con la
eliminacién del virus. En ambos casos, una primera exposicién al virus confiere
proteccién a la reinfeccion [14].

b) Respuesta innata:

Los mecanismos innatos que median la limpieza de la infeccién por rotavirus
aun no han sido caracterizados. Se ha propuesto a las células epiteliales, las
CDs, M® y los linfocitos intraepiteliales, como fuentes importantes de
secrecion de citocinas proinflamatorias, quimiocinas e IFNs que pudieran
favorecen el inicio de la respuesta inmune y el bloqueo de la produccién de
particulas virales. En este contexto, se han descrito que en la respuesta a la
infeccién por rotavirus, las células epiteliales in vitro secretan factores de
crecimiento y citocinas implicadas en quimioatraccién y activacion de linfocitos
y monolitos y que podrian ser importantes en la induccién de la respuesta
inmune [13].
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¢) La respuesta de las células B en la infeccion por rotavirus.

En el ratén, la aparicion de anticuerpos IgA intestinales especificos al virus,
correlaciona con la resolucién de la infeccién primaria. Estos anticuerpos
persisten por al menos 1 afio, durante el cual el raton esta protegido contra una
reinfeccién. Los eventos de resolucién-proteccién corresponden con la aparicién
de anticuerpos IgA intestinales, no asi con la de la produccién de anticuerpos
de los tipos IgG en suero [14,23,26]. Se ha demostrado que la ausencia de
anticuerpos del tipo IgA en el ratén no limita al sistema inmune en el proceso
de limpieza de la infeccién primaria por rotavirus, por lo que se desarrollan
mecanismos compensatorios para la produccién de isotipos alternos de Igs
secretorias en heces y que proveen proteccibn, Esta accion puede ser
independiente de la actividad de las células CD4+ y CD8+ [28,30].

Como respuesta a la infeccién primaria por rotavirus, se ha demostrado que la
poblacién de las células B se incrementa considerablemente en las PPy GLM y
los anticuerpos secretados por las mismas en estadios tempranos son
principalmente del tipo IgM, y que al avanzar la infeccién son del tipo IgA [20].
Las células secretoras de estos anticuerpos se localizan principalmente en LP y
PP intestinales y presentan el fenotipo de direccién a mucosa intestinal a4f7+
[22,25,26]. Se ha descrito que para la resolucién de la infeccién primaria por

‘rotavirus en el rat6én, las células B son importantes, mas no indispensables,

pero son absolutamente necesarias para conferir proteccibn ante una
reinfeccion. [23,28,29].

Se ha demostrado que en la ausencia de células T en el ratémn, hay una baja
induccién de anticuerpos del tipo IgA intestinales para rotavirus [22].
Inicialmente se habia propuesto que las células Bl eran las responsables de la
produccién de estos anticuerpos. Pero se ha demostrado que estas solo secretan
anticuerpos policlonales que no son capaces de abatir la infeccion por rotavirus
en ratones SCID y que las células B2 son la fuente de anticuerpos del tipo IgA
especificos para rotavirus y que probablemente son activadas por el mecanismo
TI a través de los epitopos altamente repetitivos en la estructura icosahedrica
de los rotavirus [27].

En conjunto, las células B y T son indispensables para la completa resolucién
de la infeccién primaria por rotavirus; ya que se ha descrito que ratones con
inmunodeficiencia severa combinada (SCID), asi como con ratones knock out
Rag-2 (-/-), no resuelven por completo la infeccién por rotavirus [17,21].
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d) La respuesta inmune de las células T CD8 (Tc) en la infeccion por
rotavirus. '

Se ha demostrado que en el ratén, las células CD8* son capaces de proveer
proteccién contra la diarrea y de resolver la infeccion primaria por rotavirus
[36, 37]. Estas células son esenciales para la pronta resolucién de la infeccién,
pero no son indispensables para llevar a cabo este proceso, ni para la induccion
de proteccibn. Su ausencia no afecta la respuesta de anticuerpos, ni la
concentracién de IgAs en las heces [22, 23, 28, 38, 39].

Las investigaciones acerca de los mecanismos usados por las células T CD8*
para llevar a cabo su funcién efectora frente a la infeccion por rotavirus, han
sido realizadas principalmente con ratones KO para perforina y FAS. Se ha
reportado que las actividades de estas moléculas no son esenciales para la
limpieza de la infeccién viral, y que las células T CD8* que carecen de ellas,
usan mecanismos alternos para resolver satisfactoriamente la infeccién por
rotavirus [28,40].

Es de especial interés el estudio de los mecanismos por los cuales se realiza el
reclutamiento de los linfocitos a los sitios efectores en la mucosa intestinal. Se
ha descrito que las células CD8* funcionales para rotavirus consisten
principalmente en aquellas que contienen los fenotipos celulares de memoria
que despliegan el receptor de direccionalidad mucosal a4p7h [41]. Por otro lado,
en el modelo para rotavirus, se ha propuesto la existencia un mecanismo
alterno de direccionalidad para las células CD8* independiente de a4p7, que no
es tan eficaz, pero que posiblemente aplicaria para otros fenotipos celulares
[28,42].

¢) La respuesta inmune de las células Th en la infeccién por rotavirus.

La respuesta inmune de las células Th, asi como el mecanismo por el cual estas
células intervienen en el proceso de limpieza de la infeccién por rotavirus no ha
gido ampliamente estudiada.

Se ha descrito que en la infeccién por rotavirus en el ratén, estas células juegan
un papel importante en la completa resolucién de la infeccién y en la
produccién de anticuerpos IgA intestinales e IgM, IgG e IgA séricos especificos
a rotavirus [22, 39]. Asi mismo, se ha demostrado que las células CD4*
intervienen en varios mecanismos para la resolucién de la infeccién, incluyendo
la producciéon de citocinas que inducen la expansién y maduracién de las
células B y de las células T CD8+ [28,39]
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En estudios de proliferacién en respuesta a la estimulacién por rotavirus de
células humanas CD4+, se ha demostrado que en una infeccion natural por
rotavirus, la respuesta proliferativa de estas células estd asociada la
adquisicién del fenotipo de memoria y de homing intestinal a4p7+. [52]

P Citocinas en la infecciéon por rotavirus.

Los modelos de estudio hasta ahora descritos para la detecciéon de citocinas
durante la infeccién por rotavirus en el raton, estan basados principalmente en
estudios in vitro con células humanas, células MA-104 o de ratéom. De estos
estudios, la mayoria est4dn basados en la deteccién de quimiocinas durante
fages tempranas de infeccion.

Se ha descrito que células epiteliales de colon humanas HT-29 estimuladas con
rotavirus secretan altos niveles de IL-8. También se induce la expresion de los
genes que tienen promotores con el sitio de union para el factor de
transcripeién NF-kB, el cual se activa y trasloca al nicleo como consecuencia de
la infeccién por el virus, como son las citocinas GM-CSF, IFN-o, y las
quimiocinas IP-10, Rantes y MCP1. En estudios realizados con el modelo
murino de infeccién por rotavirus, se ha descrito que en tejido intestinal se
induce RNAm para citocinas que incluyen el promotor NF-kB, como TNF-a,
IFN-B, IL-1a y las quimiocinas IP-10, Rantes, MCP1, MIP-2 y MIP-1B todas
son secretadas de manera independiente de la actividad de células cebadas y de
células T [13, 53].

Se ha demostrado que en la infecciéon por rotavirus en el raton, la actividad de
los interferones no es indispensable para llevar acabo la limpieza la infeccion,
ni previenen la induccién de la diarrea, pero su ausencia afecta negativamente

* la secrecién de anticuerpos del tipo IgA en heces, asi como el titulo de

anticuerpos del tipo IgG2a [40, 55].

I1,-6 es una citocina involucrada en el desarrollo de las células B productoras de
anticuerpos del tipo IgA. Se ha demostrado que IL-6 es una citocina
dispensable para el control de la infeccién por rotavirus, en la produccién de
anticuerpos IgA intestinales especificos para rotavirus y la produccién de los
anticuerpos IgA, IgM e IgG y sus subclases en suero [66].

Se ha descrito que en estudios de reestimulacién in vitro con rotavirus RRV, de

células provenientes de PP y de bazo de ratones adultos infectados con
rotavirus EHPw, y a través de ensayos de ELISPOT, se encontrd la induccién
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de 1a produccién de citocinas de los perfiles Thl y Th2, como son IFN-y, IL-10 e
I1.-5, en las células de bazo e IL-4 en las células de PP, que provienen
principalmente de las células T CD4+ de memoria y los perfiles de produccién
de citocinas son diferentes en cada sitio [56, 57]. Estos estudios demuestran
que en la infeccién por rotavirus se genera memoria, pero no refleja cual es el
ambiente de citocinas en el que se desarrolla la respuesta inmune humoral y
celular in vivo, responsable de la resolucién de la infeccién viral y en el que se
lleva a cabo la induccién de las células de memoria que confieren proteccién a
reinfecciones.
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2. Justificacion

El hecho de que ratones infectados con rotavirus puedan montar una respuesta
inmune de c¢élulas Tc y humoral, que incluye la induccién de anticuerpos IgA
intestinales, asi como IgA e IgG y los subtipos IgG1 e IgG2a en suero, sugiere
que en repuesta a la infeccién primaria, se genera un patrdén de citocinas tipo
mixto y no prolongado a ningn subtipo especifico tanto en el sitio de induccién
de la respuesta inmune intestinal, PP, asi como en los diferentes Organos
linfoides asociados a la mucosa intestinal, que contribuyen de manera
1mportante en la induccion de la respuesta inmune.

A pesar de existir muy poca informacion en relacién a este tipo de respuestas
en mucosas, las investigaciones sobre la induccion de la respuesta inmune de
citocinas para rotavirus estdn basadas en el andlisis de la respuesta inmune
secundaria In vitro, en las que se observa un balance de las respuestas tipo Th1
y Th2, que no necesariamente refleja lo ocurrido en sistemas in vivo durante
las infecciones primarias.

Actualmente el patrén de citocinas en la infeccién primaria a nivel intestinal
por rotavirus en el raton no ha sido descrito, por lo que es de especial interés el
analisis de las mismas debido a que el conocimiento de la induccién de dicho
patrén podria aportar datos importantes para la induccién de una respuesta
inmune adecuada en desarrollo de vacunas para rotavirus. De esta manera, en
este trabajo nos propusimos analizar el perfil de citocinas representativas de
los tipos Thl, Th2 y Th3 en PP y GLM de ratones infectados con un rotavirus
homélogo, a través del analisis del RNAm para las diferentes citocinas y
correlacionar su perfil con los 1sotipos de inmunoglobulinas producidas en la
primoinfeccion.

3. Hipotesis

Es posible que inicialmente se encuentre un balance de citocinas tipo Th1/Th2
placas de Peyer y ganglios linfaticos mesentéricos y que este sea similar en

- ambos organos, aunque con diferentes cinéticas. En cambio esperamos niveles -

constitutivos altos de citocinas tipo Th3, inducibles y con distintas cinéticas en
ambos 6rganos., Asi mismo estos perfiles correlacionardan con los isotipos de
inmunoglobulinas producidas.
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4. Objetivos

Objetivo General:
Analizar el perfil de citocinas generado en érganos linfoides asociados a
mucosa intestinal en la infecciéon por rotavirus en un modelo de raton adulto.

Objetivos Particulares:

1. Montar el sistema de infeccién intestinal por rotavirus en ratones
adultos BALB/c usando el rotavirus homoélogo silvestre EDIM.

2. Montar el sistema de RT-PCR semicuantitativo para determinar los
niveles de mensaje para las diferentes citocinas.

3. Analizar el perfil de citocinas caracteristicas de las respuestas tipo Thl,
Th2 y Th3 en placas de Peyer y ganglios linfaticos mesentéricos a
diferentes tiempos de la infeccién por rotavirus en el raton, por medio
del anéalisis del RNA mensajero.

4. Correlacionar el perfil de citocinas encontrado con los isotipos de
inmunoglobulinas como producto de la infeccién, inducidas en suero y
en los 6rganos linfoides.
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b. Metodologia
6.1. Medios de cultivo.

Los medios de cultivo utilizados en los experimentos descritos en este trabajo, asi como
sus suplementos fueron obtenidos de GIBCO BRL. Estos fueron preparados en agua
ultrapura, ajustando el pH segiin los requerimientos. Posteriormente, se esterilizaron
por filtracién a través de una membrana de 0.22 pm y suplementaron como se describe
a continuacion:

a) MEM*: Preparado con 2 g/lt de bicarbonato de sodio y ajustando el pH a 7.0.
Suplementado con 8% de suero fetal bovino (SFB), 2mM de L-glutamina,
100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina.

b) MEM : Preparado igual que el MEM*, pero sin adicionar SFB.

¢) RPMI+ RPMI 1640 preparado con 2 g/lt de bicarbonato de sodio y ajustando el
pH a 6.8. Suplementado con 10% con SFB, 10pug/ml de Gentamicina, 2mM de
L-glutamina, 5X10M 2-mercaptoetanol (2-ME) y 10mM de Acido N-2-
hidroxietilpiperazida-N'-2-etanosulfénico (Hepes).

d) RPMI : Preparado igual que el RPMI* pero sin adicionar SFB.

5.2. Lineas celulares:

MA-104: Linea de células epiteliales de rifién fetal de mono Rhesus. Mantenidas en
MEM* v resembradas cada tercer dia por medio de la técnica de tripsinizacidn.
Para esto, se retira el medio de cultivo y la monocapa celular se lava dos veces con
PBS (pH 7.0) sin calcio y sin magnesio y se adicionan de 1 a 2 ml de una solucién
de tripsina (Sigma) en PBS mas EDTA. Después de 6 min a 37 °C, las células
despegadas son resuspendidas en MEM* (para que el SFB neutralice la actividad
de la tripsina) y resembradas en medio fresco a una proporcién de 1 volumen de la
suspension celular por 9 volumenes de medio.

6.3. Cepas virales:

Se utilizé el rotavirus murino silvestre EDIM (Mw/G3P10[16]), donado gentilmente
por el Dr. Richard L. Ward (J. N. Gamble Institute of Medical Research, Ohio, USA),
que proviene de homogeneizados intestinales de ratones infectados con el virus, a una

concentracién de 108 unidades formadoras de focos(uff)/ml en MEM".

Los rotavirus RRV (Si/G3P5[3]) de simio, adaptados a crecer en cultivo celular, fueron
expandidos en células MA-104, como se indica mas adelante.

El virus vaccinia (CR19), donado gentilmente por el Dr. Bernard Moss (LVD, NIAID,
NIH, Bethesda, MD), se utilizd a una concentracién de 4X107 unidades formadoras de
placas (ufp)/ml en PBS,

23



a) Expansion viral

Se cultivaron células MA-104 hasta confluencia en frascos de 162 cm? a 37° C en una
incubadora con atmédsfera humidificada y 5% de CO2/95% de Aire. Los frascos
conteniendo las células en monocapa se lavaron 2 veces con MEM:, para eliminar el
suero. Las células fueron infectadas con los rotavirus RRV o YM tratados previamente
durante 30 minutos a 37°C con 10 pug/ml de tripsina. El efecto citopatico fue observado
a las 18-24 hrs. posteriores a la infeccién y los lisados celulares fueron colectados y
congelados a —20°C [65].

b) Semipurificacién viral por colchén de sacarosa’

Con la finalidad de liberar las particulas virales aun atrapadas, los lisados de las
células infectadas fueron congelados y descongelados 2 veces y sometidos a agitacion
vigorosa durante 10 minutos con un volumen igual de triclorofluoroetano (Freon,
MERCK). La mezcla resultante fue centrifugada a 7,000rpm durante 30min a 4°C
para eliminar los restos celulares. Asi las particulas virales semipurificadas
contenidas en los sobrenadantes fueron colectadas y concentradas por
ultracentrifugacién a 26,000 rpm durante 2.5 horas a 4°C. El pellet obtenido fue
resuspendido en buffer TSC (10mM Tris, 100mM NaCl, 10mM CaCl, pH 7.4), pasado a
través de un colchén de sacarosa al 30% peso/vol y ultracentrifugado durante 45 min.
a 65,000 rpm a 4°C, enh un rotor SW50. La pastilla insoluble resultante fue
suspendida en 500 pl de TSC, alicuotada en tubos Eppendorf y almacenadas hasta su
uso a 70°C. El producto viral fue evaluado cualitativamente por electroforesis en geles
de poliacrilamida y cuantitativamente por el método de Lowry respectivamente.

¢) Determinacién de proteinas por el método de Lowry

El virus se disgregb hirviendo las muestras en buffer disruptor (SDS 5% en TSC)
durante 3 minutos. En una placa de 96 pozos fueron cargadas 20 pl de las muestras a
diferentes diluciones en TSC, utilizando como control concentraciones conocidas de
albimina sérica bovina (BSA, SIGMA). Se adicionaron a cada una de las diluciones
25 pl de la Solucién A y 200 ul de la solucién B (BIO RAD). Se desarrolls la reaccién
durante 10 minutos a temperatura ambiente y se tomoé la lectura de las muestras en
un espectrofotémetro a una longitud de onda de 630nm. Se estandariz6é graficamente
la curva de concentraciones para la proteina BSA y se tomé como base para conocer la
concentracién de las proteinas virales.

d) Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para determinar la pureza de las preparaciones virales, estas fueron analizadas
mediante el sistema de Laemmli, que consiste en someter a las muestras y el
marcador de peso molecular pretefiido previamente hervidos en buffer de carga
(1%SDS, 1% 2-ME, 2mM EDTA, 10% glicerol, 50mM Tris, pH 6.8) a electroforesis
durante 2hrs a 200V en geles de poliacrilamida al 11% en condiciones

24



desnaturalizantes (1%SDS). Los geles resultantes fueron tefiidos 30 min. en azul
brillante de Coomasie al 0.06% en una solucién metanol 50% y acido acético 10% en
agua, y posteriormente fueron destefiidos durante 4 hrs. en una solucién de metanol
40% y acido acético 7% en agua.

6.4. Ratones e infeccion:

Los experimentos se llevaron a cabo con ratones hembras de la cepa singénica BALB/c
(H-29) de 6-8 semanas de nacidos, libres de rotavirus (determinado serolégicamente
mediante ensayos de ELISA) provenientes de los Bioterios del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM y del Instituto Nacional de Salud Piblica. Estos fueron
separados en cajas de aislamiento en grupos de 3 a b ratones, e inoculados oralmente
con 100 pl de bicarbonato de sodio al 1.33 % p/v en agua destilada, y posteriormente

por la misma via se les administré 100 pl del rotavirus EDIM (10* uffiratén) diluido en
MEM’. Los ratones control fueron inoculados con 100 pl de MEM solo.

Diariamente se obtuvieron muestras de heces de los ratones durante la infeccién viral
hasta el dia 8 y al dia 21, asi como antes de ser infectados para el control. Asi mismo,
se tomaron muestras de sangre de las que se separé el suero. Las muestras de heces y
sueros fueron almacenadas a —20°C hasta su uso.

Cada dos dias y hasta el 8° dia posterior a la infeccibén, se sacrifico un grupo de ratones
de los cuales se extrajeron placas de Peyer, ganglios linfaticos mesentéricos y bazo, y
se guardaron los tejidos a -70° C hasta su uso.

En otros experimentos, los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical en
grupos a los dias 0, 2, 5 y 7 posteriores a la infeccién y se aislaron las placas de Peyer y
ganglios linfaticos mesentéricos, de donde se obtuvieron las células de dichos érganos.

En los experimentos con el virus vaccinia, grupos de 2 ratones cada uno fueron
infectados intraperitonealmente (i.p.) con 0.5 ml del virus vaccinia (2X107 ufp/ratén), a
excepcion de los del grupo control a los que les fueron administrados 0.5 ml de PBS.
Los ratones fueron sacrificados por grupo a los dias 0, 1, 2 y 3 posteriores a la infeccion
y se aisld el bazo con el fin de obtener las células del mismo.

b.6. Extraccion de células de dérganos.

Los diferentes organos fueron disgregados en RPMIt por presi6én a través de una
rejilla metalica con un émbolo de jeringa. De esta suspensibén se aislaron las células
mediante centrifugacién a 2,000 rpm durante 5 min. y se resuspendieron en 3 ml de
RPMI+. Las células se cuantificaron y alicuotaron por duplicado en tubos Eppendorf
libres de RNasas (horneados a 180°C) de 1.5 a 2X107 células/tubo. Estos fueron
centrifugados y el medio de cultivo fue eliminado para la preservacion celular por
congelacién,
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Las células de bazo fueron previamente tratadas con NH4Cl 0.16 M en PBS durante 5
min. a temperatura ambiente y lavadas 2 veces con RPMI". Posteriormente fueron
cuantificadas y alicuotadas como se describi6 con anterioridad.

a) Estimulacién de células de drganos con concanavalina-A (Con-A):

Células de los 6rganos de ratones no infectados fueron sembradas en frascos de 75 cm?
(Costar) a 106 células/ml en 30 ml RPMI* con 5 ug/ml de Con-A y se incubaron durante
24 horas a 37° C una incubadora con atmoésfera humidificada y 5% de CO2 y 95% de
aire. Los blastos fueron colectados distribuyéndose en tubos Eppendorf libres de
RNasas a 1X107 células/tubo, se eliminé el medio y se congelaron a -70° C hasta su uso
(Con-A 24h). E1 RNA de estos linfocitos activados fue utilizado como control positivo
para la determinacién del mensaje para las diferentes citocinas en las reacciones de
RT-PCR, como se describe a continuacion.

b6.6. Extracciéon de RNA

A partir de los érganos y las células se aisldé el RNA total por el método de tiocianato
de guanidina/fenol:cloroformo [64]. Para la extraccién se utilizaron las siguientes
soluciones:

a) HO-DEPC: a 1 litro de agua se le aifiadié 1 ml de Dietilpirocarbonato (DEPC,
SIGMA) y se dej6 reposar 12 horas previo a su esterilizacién por autoclave.
b) Solucién stock de tiocianato de guanidina (Duracién: 3 meses a T.A.): Pesar con
espatula horneada y limpia: 50 gr. de tiocianato de guanidina, agregar 58.6ml
de DEPC-H20, 3.52 ml de 0.76M de citrato de sodio y 5.28 ml de sarcosyl 10%.
La solucién fue transferida a un recipiente Ambar.
¢) Fenol saturado con DEPC-H20: Se fundieron 100 gr. de fenol en un bafio maria
a 65 °C en la campana de extraccién y se agregaron 100 ml de DEPC-H20 se
mezcld hasta formar una emulsién, misma que se deja reposar durante la noche
a 4°C, después se elimina la fase acuosa dejando solo una pequena capa que
cubra al fenol. La solucién se mantiene a 4° el frasco ambar exclusivo para
utilizar con RNA.
Los diferentes érganos y/o células fueron homogeneizados en presencia de 500 pl de
Solucién D preparada el mismo dia (5 ml Solucién Stock de Tiocianato de Guanidina y
de 36 pl de 2-ME). Enseguida se afiadieron 50 pl de Acetato de Sodio 2M, pH 4.0, 550l
de Fenol saturado y 200 pl de Cloroformo: Alcohol Isoamilico (49:1). Los tubos se
agitaron por inversién durante 10 segundos y se centrifugaron durante 10min a
15,000rpm a 4° C. Se extrajo la capa superior (que contiene el RNA) que se transfirié a
tubos nuevos y horneados. Al extracto se le afiadi6 un volumen equivalente de
Isopropanol (para precipitar el RNA). Esta mezcla se guard durante toda la noche a —
20°C. Posteriormente se centrifugé durante 10 min. a 15,000 rpm; 4° C. El liquido fue
decantado y la pastilla obtenida se disolvié enl66 pl de solucién D. Para precipitar
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nuevamente el RNA se agregé un volumen igual de isopropanol (-20°C) y la mezcla
obtenida se mantuvo a -20°C por lo menos durante 1 hora. Se centrifugé durante 10
min.; 15,000 rpm; 4° C. El liquido fue decantado y la pastilla se lavé con 1 ml de
Etanol al 76% en H20-DEPC. Se centrifugdé 10 min; 15,000 rpm; 4° C. y se decanto el
sobrenadante. La pastilla se sec) al aire y se resuspendié en 15-20 pl de H:O-DEPC.
Para solubilizar completamente el RNA, se calentaron los tubos en un bafio maria a
65° C durante 5 min. Para cuantificar y determinar la pureza del RNA obtenido se
midié su absorbancia a 260 y 280 nm respectivamente en un Espectrofotometro
Beckman.

La calidad del RNA fue analizada mediante la electroforesis de 2pg de cada una de las
muestras en un gel de agarosa al 1% bajo condiciones desnaturalizantes como se
describe a continuacién:

La camara de electroforesis se lavé con detergente Extran, y se enjuagd con H20
destilada. Posteriormente se lavd con etanol y dejo secar al aire por varios minutos. Se
lavé nuevamente con HaQ:2 3% y se dejé secar por 10 minutos y se enjuagd con H20 —
DEPC y se dej6 secar totalmente.

A 500 mg de agarosa se le agregaron 31.1 ml de H2O-DEPC, y se calent6 en horno de
microondas hasta solubilizar completamente. Se dej6 enfriar hasta alcanzar los 60°C y
se le agregaron: 10 ml de buffer de corrida 65X (MOPS 0.1M, Acetato de Sodio 40mM,
EDTA 5mM), y 8.9 ml de formaldehido, y se decant6 en la camara de electroforesis y se
dejé solidificar por 30 min. a T/A. Una vez solidificada la agarosa, la camara se deja
enfriar a 4°C por 30 min. al igual 260 ml de buffer de corrida (50 ml de 5X running
buffer, 44.8 ml de formaldehido en HzO - DEPC.)

Se tomaron 2ug de cada una las muestras de RNA se llevaron a un volumen final de
5ul, a los que se les agregd 9.6 pl de mezcla de formamida (200ul buffer de corrida 65X,
350 pl formaldehido y 1 ml de formamida). La mezcla incub6 a 656°C por 15 min para
desnaturalizar el RNA. Las muestras se enfriaron en hielo durante 2 min. Y se
centrifugaron por 30”, posteriormente se les anadi6é 2 pl de buffer de muestra a cada
una de las muestras y se cargaron en el gel, que ya habia sido precorrido durante 5
min. a 70 V. Una vez cargadas las muestras en el gel, este se sometié a un voltaje de
100 V hasta que el frente alcance 8 cm. El gel se retir6 y se tifié en bromuro de etidio y
se lavé con H20 toda la noche. Se visualiz6 a través de luz U.V.
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6.7. Sintesis de primers:

Las secuencias de los pares de primers para la amplificacion del cDNA de ratén para
B-actina, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y, TGF-f1 e IL-12p40 han sido descritas
anteriormente [54,61,66).

La sintesis de los primers antes mencionados, asi como el oligo dTis, fue realizada en
la Unidad de Sintesis del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, utilizando el método
del fosfito-triester en fase sélida.

La secuencia de los primers, asi como la longitud del producto de amplificacién en

relacién al nimero de pares de bases, se describe en la siguiente tabla.

Tabla 1. Pares de primers utilizados para la amplificacion del cDNA para
determinar mensaje para citocinas

Citocina Primer Sentido Primer Antisentido Amplifica

B-actina ATG GAT GAC GAT ATC ATG AGG TAG TCT GTC 5560 pb
GCT AGGT

IL-2 AAC AGC GCA CCC ACT TTG AGA TGA TGC TTT 442 pb
TCA A GAC A ‘

11.-4 TAG TTG TCA TCC TGC TCT | CTA CGA GTA ATC CAT 404 pb
T . TTG C . .

IL-5 AAG GAT GCT TCT GCA ACA CCA AGG AACTCT 365 pb
CTT GA TGC A

1L-10 AAC TGG TAG AAG TGA CTA TGC AGT TGA TGA 237 pb
TGC CCC AGG CA AGATGT CAAA

INF-y TGA ACG CTA CAC ACT CGA CTC CTT TTC CGC 460 pb
GCATCT TGG TCC CTG AG

TGF-p1 CCT CCC CCATGC CGC CCA GGA ATT GTT GCT 5456 pb
CCT CG ATA TTT CTG

IL-12 p40 |CAG TAC ACG TGC CAC GTG TGA CCT TCT CTG 273 pb
AAA GGA CAG ACA

5.8. Transcripcién- Reversa (RT)

Se realizaron reacciones de 20 pl que contenian 1X Buffer de rimera hebra (Gibco) (50
mM Tris-HCl (pH 8.3), 76 mM KCI), 10 mM DTT (Boehringer-Mannheim), 3 mM
MgCl2, 1mM de dGTP, dATP, dTTp y dCTp (Gibco), 5.2 mM de oligo dT15, 20 U de
inhibidor de RNAsas (Boehringer-Mannheim), 200 U de la enzima M-MLV RT (Gibco)
y 10 o 2.6 pg (obtenido de érgano o células respectivamente) del RNA total
desnaturalizado durante 5 minutos a 65° C.

28




Las reacciones fueron cubiertas con 16 ul de aceite de silicon 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 reaccidon, las muestras de cDNA
obtenidas durante este proceso fueron almacenadas a —20° C hasta su uso.

5.9. PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)

De los cDNAs obtenidos en la Reacciones de RT, se tomaron 2 pl de cada una de las
muestras fueron desnaturalizadas a 94° C durante 1'156” y posteriormente se
mezclaron con buffer de reaccion de PCR (10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 1 mM o
1.5mM MgCl2)(Tabla 2), 0.2 mM dANTPS, 2 uM de los primers utilizados, 0.5 U de la

enzima Taq DNA polimerasa (Boehringer-Mannheim). Finalmente las mezclas fueron
cubiertas con aceite de gilicén y se incubaron durante 30 ciclos en un termociclador
bajo las siguientes condiciones:

a) Desnaturalizacién, 45 segundos a 92° C.

b) Alineacién, 1 minuto a 62° C, y

¢) Extensién 1 minuto 45 segundos a 72° C.

Amplificacién del cDNA para: Conoont;&a:(i;'in final de
2
B-actina, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, INF-y, 1.6 mM
11.-12 p40
TGF-p1 1.0 mM

Tabla 2. Concentracién final de Magnesio requerido para la
amplificacién del cDNA para citocinas en las reacciones de PCR.

Los productos fueron sometidos a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 6%, el
cual fue tefiido en una soluciéon de Bromuro de Etidio a 0.25 pg/ml durante & y las
bandas resultantes fueron visualizadas y fotografiadas mediante la exposicion del gel
a través de luz UV para su analisis.

a) Cuantificacion de las bandas obtenidas de los ensayos de PCH.

Las fotografias tomadas de los geles de PCR ante la exposicion de luz U.V., fueron
analizadas utilizando el programa NIH-Image, y las densidades de banda obtenidas en
la amplificacién de los mensajes para las citocinas fueron comparadas y graficadas con
relacién a las bandas del gen constitutivo (B-actina).

5.10. Deteccién de rotavirus y anticuerpos especificos contra rotavirus.
Se colectaron las heces de los ratones durante un periodo de 8 dias de infeccién, éstas
fueron congeladas a -20° C hasta su uso. Posteriormente fueron resuspendidas al 10%

(peso/volumen) en el siguiente buffer: 10mM Tris, 100mM NaCl, 1mM CaCl2 (pH 7.4),
5% suero fetal de bovino, 0.05% Tween-20, 10 mM azida de sodio.
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Tanto la excrecién de rotavirus en heces como los anticuerpos IgA intestinales contra
rotavirus se evaluaron por ensayos de ELISA de captura a partir de la suspensién de
las heces, como ha sido descrito previamente (Franco y Greenberg, 1995) [23]

a) Determinacién de antigeno viral en heces:

Placas de 96 pozos de policloruro de vinilo (COSTAR, high binding) de fondo
concavo fueron cargadas con 50 pl de un anticuerpo policlonal de Cabra o rotavirus
(generado contra diferentes serotipos de rotavirus en el laboratorio) 1/6000 en PBS/
0.02% azida de sodio incubadas a 4° C toda la noche. Las placas fueron lavadas 2
veces con Buffer de lavado TNC (10mM Tris, 100mM NaCl, 1ImM CaCl2;, 0.05%
Tween 20) y bloquedas durante 2 horas a temperatura ambiente (TA) con leche
Carnation descremanda al 5% en buffer TNC (Buffer de bloqueo). Posteriormente,
se lavaron las placas 4 veces y se incubaron durante 2 horas a 37° C con 50ul de los
sobrenadantes de la suspensién de heces por duplicado. Después de 4 lavados se
incubaron durante 1 hora a 37° C con anticuerpo policlonal de conejo a-rotavirus
YM 1/1500 en buffer de bloqueo. Las placas se lavaron 4 veces y se incubaron con
un anticuerpo policlonal de cabra o-IgG de conejo marcado con fosfatasa alcalina
1/2000 (Zymed) en buffer de bloqueo a 37° C durante 1 hora. Las placas fueron
lavadas 4 veces y se revelé la reaccién afiadiendo 50 ul del sustrato (50 ul
p-nitrofenil fosfato 100X (PNP) en 5 ml buffer de dietanolamina (DAE:
Dietanolamina 1%, 1mM MgCl, 0.029% Azida de Sodio, pH9.8) e incubando a 37° C
durante 30 minutos. La absorbancia de los pozos fue lelda en un lector de ELISAs
Beckman a una longitud de onda de 405 nm.

b) Determinacion de Anticuerpos tipo IgA rotavirus especificos:

Las placas fueron incubadas a 4° C durante la noche con 50 pl/pozo de anticuerpo
policlonal de Cabra a-rotavirus 1/6000 en PBS/ 0.02% azida de sodio. Estas fueron
bloquedas de la misma manera que el método antes descrito. Posteriormente se
lavaron las placas 2 veces y se incubaron durante 2 horas a 37° C con 50ul/pozo de
un lisado celular con rotavirus RRV o0 YM en MEM*. Después de 4 lavados se
incubaron durante 1 hora a 37° C con 50 pl los sobrenadantes de la suspensién de
heces. Las placas se lavaron 4 veces y se incubaron con 50 pl/pozo del anticuerpo
conejo o-IgA de ratén marcado con Peroxidasa 1/2000 (Zimed) en buffer de bloqueo
a 37° C durante 1 hora. Las placas fueron lavadas 4 veces y se desarrolld la
reaccién afnadiendo 50 pl del sustrato (Buffer de Citratos-Fosfatos, 0.33 mg/ml
_ o-fenildiendiamida y 1/500 H202) incubando por aproximadamente 10 minutos a
temperatura ambiente hasta el desarrollo de la coloracién y posteriormente se
detuvo la reaccién la placa con 50 pl/pozo de HaSO4 2M. La absorbancia de los
pozos fue leida en un lector de ELISAs Beckman a una longitud de onda de 492 nm.
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¢) Deteccion de anticuerpos Ig’s totales especificos para rotavirus en suero.

Previo a la infeccién y durante la misma, a todos los grupos de ratones les fueron
tomadas muestras de sangre, estas fueron puestas a 4°C toda la noche y el paquete
celular fue separado del suero por centrifugacién a 2,000 rpm durante 15 min. Los
sueros fueron almacenados a —20° C hasta su uso. La presencia de anticuerpos
antirotavirus fue determinada por un sistema de ELISA directo descrito previamente
por Feng ot al., 1994 [61]. Las placas se incubaron durante 2 horas a 37° C con 200 ng
del virus RRV gemipurificado por pozo en 50 ul PBS. Se lavaron los pozos 2 veces con
PBS/Tween20 (14 mM NaCl, 2.6 mM KCl, 1.46 mM KH2PO4, Nag2HPO4 12.1 mM;
pH 7.2, 1.33 mM CaClg, 1.67mM MgCl2 y 0.06% Tween 20) y se incubaron durante 2
horas a temperatura ambiente con Buffer de bloqueo (PBS/SFB 5%/azida de sodio
0.02%). Las placas se lavaron 2 veces y a cada pozo se le adicioné 50 pl del suero, de
manera individual, a una dilucién 1/200 en buffer de bloqueo y se incubaron a 4° C
durante la noche. Se lavaron 4 veces y se incubaron a 37° C durante 1 hr con 50 pl de
anticuerpo policlonal rata o-ratén IgG+IgA+IgM(H+L) marcado con Peroxidasa
(ZYMED) 1/5000 en buffer de bloqueo. Las placas fueron lavadas 4 veces y se
desarrollé la reaccibn durante 10 minutos a T.A. afadiendo 50 pl de sustrato
correspondiente y la reaccién se bloqued con 50 ml de HaSO4 2M. La absorbancia de los
pozos fue leida en un lector de ELISAs Beckman a una longitud de onda de 492 nm.

- §.11. Produccién de Anticuerpos espectficos para rotavirug a partir de células de

organos de ratones infectados cultivadas in vitro.

Grupos de 5 ratones cada uno fueron infectados con rotavirus EDIMwt y sacrificados a
los dias 0, 2, b y 7 postinfeccién. Las células de placas de Peyer, ganglios linfaticos
mesentéricos y bazo fueron aisladas como se describié anteriormente. De la suspensién
celular resultante de cada érgano, se sembraron por duplicado 5X10¢ células por pozo
en placas Costar de 24 pozos de fondo plano a 37° C durante 48 horas a un volumen
final de 1 ml en RPMI*. Los sobrenadantes celulares fueron alicuotados y guardados a
-70° C hasta su uso.

Como un control para los dias 5 y 7, se sembraron las células aislada de cada uno de
los organos cémo se describi6é anteriormente en presencia de Con-A (2.5ng/ul).

La presencia de anticuerpos IgM, IgA e IgG rotavirus especificos en los sobrenadantes

celulares fue determinada mediante ensayos de ELISA como se describié
anteriormente.
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6. Resultados

6.1. Montaje del modelo de infeccién por rotavirus en ratén adulto.

a) Seguimiento del proceso infeccioso y su resolucion

Durante este trabajo se utiliz6 el modelo de infeccién por rotavirus en ratones
adultos que ha sido previamente descrito por Ward, R, et. al, 1990, utilizando
ratones hembras de 6 a 8 semanas de nacidos de la cepa BALB/c libres de
rotavirus. Esto ultimo fue determinado serolégicamente mediante un ensayo de
ELISA.

Los ratones fueron infectados oralmente con el rotavirus murino EDIMwt y el
proceso de infeccion fue seguido a través de la excrecion del virus en las heces
mediante un sistema de ELISA de captura. En la figura 1 se muestra un
experimento representativo de una serie de 7 experimentos. Se encontraron
altos niveles de excrecién de virus en las heces al segundo dia de la infeccion,
que se mantuvieron hasta el dia 6 y comenzaron a decrecer al dia 6 hasta ser
indetectables al dia 8 postinfeccién. Como se esperaba, en las heces de los
ratones control sin infectar no se detectd excrecion viral mediante el ensayo de

ELISA.

Carga Viral en Heces
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Fig.1. Muestras de heces de grupos de 4 ratones fueron analizadas por ensayos de
ELISA de captura para determinar la presencia de rotavirus durante la
infeccibn.
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b) Presencia de anticuerpos IgA antirotavirus en heces’

Para evaluar la respuesta inmune humoral a nivel de mucosa intestinal, se
determind por un ensayo de ELISA de captura la presencia de anticuerpos
intestinales especificos para rotavirus del tipo IgA en las heces de los
ratones infectados. En la figura 2 se muestra un experimento representativo
de una serie de 7 experimentos. Los anticuerpos IgA intestinales comienzan
a ser detectables al dia 5, los cuales aumentan a lo largo de la infeccion y
alcanzan un maximo al dia entre los dias 8 y 21 postinfeccién. Asi mismo, en
heces de ratones control no infectados no se detectaron anticuerpos IgA
antirotavirus.

Niveles de anticuerpos del tipo IgA epecificos para
rotavirus en Heces
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Fig. 2. - Muestras de heces de grupos de 4 ratones fueron analizadas por
ensayos de ELISA de captura para la presencia de anticuerpos del
tipo IgA especificos para rotavirus a lo largo de la infeccién. Como
antigeno se usé RRV.
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c) Presencia de Anticuerpos antirotavirus en suero’

Con la finalidad de evaluar la respuesta inmune humoral a nivel sistémico, se
determind, por un sistema de ELISA, la produccién de anticuerpos séricos de
los tipos IgM, IgA e IgG especificos para rotavirus de los ratones previo y
durante la infeccion.

En la figura 3 se muestran los resultados de 3 experimentos en los que de se
analizaron sueros de 3 ratones en cada grupo experimental, en donde los
anticuerpos IgM especificos para rotavirus se detecté la presencia de niveles
bajos de estos anticuerpos en los ratones sin infectar (dia 0). Posiblemente estos
son anticuerpos IgM naturales presentes ubicuamente en suero, y que han sido
previamente reportados [62-63]). En respuesta a la infeccién, se detecté un
incremento notable de estos anticuerpos al dia 4 postinfeccién, alcanzando un
méximo al dia 5 y manteniéndose en estos niveles al dia 8. Posteriormente se
observé un decremento al dia 21. Finalmente, la produccién de anticuerpos IgA
antirotavirus fue detectada s6lo hasta el dia 8, con un incremento continuo al
dia 21. Mientras que los anticuerpos IgG son detectables al dia 2 y se
incrementan a lo largo de la infeccion hasta alcanzar un méximo al dia 8,
manteniéndose en estos niveles al dia 21.
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Fig. 3. Sueros de ratones (dil. 1:100) fueron analizados por ensayos de
ELISA para la presencia de anticuerpos IgA(W), IgG (¢) e IgM (A)
antirotavirus a lo largo de la infeccién. Dia 0, representa el valor promedio
de los ratones sin infectar. Como antigeno se uso RRV.
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Es importante sefialar que los ratones utilizados en estos experimentos no
presentaron anticuerpos especificos para rotavirus en suero ni en heces antes
de la infeccién, indicandonos que los ratones no habian estado en contacto con
el virus previamente. Esto garantiza que los resultados obtenidos en nuestro
sistema son producto de una infeccién primaria por rotavirus. Asi mismo, las
cinéticas tanto de infeccién como de la respuesta inmune humoral obtenidas
concuerdan con lo reportado previamente [23,67].

6.2. Amplificacién del mensaje para citocinas en placas de Peyer de ratones
infectados con EDIM,

Una vez reproducido el modelo de infeccién por rotavirus en el ratén adulto, se
procedié a estudiar la respuesta de citocinas en placas de Peyer y ganglios
linfaticos mesentéricos a lo largo de la infeccién. En todos los experimentos se
evalud la presencia del virus y de anticuerpos antirotavirus IgA en heces. Esto
fue realizado con el fin de corroborar que la infeccién se daba de la manera
esperada. Solo en aquellos experimentos donde se reprodujeron estos
parametros, se determinaron los niveles de mensaje para las citocinas.

En un inicio y basados en reportes previos de estudios de mensajes para
citocinas, se procedié a extraer RNA total de placas de Peyer de cada uno los
ratones infectados con EDIM. Es importante sefialar que la obtencién de RNA
fue a partir de 6rgano linfoide completo, con la finalidad conocer el ambiente de
citocinas en el 6rgano completo. Asi el RNA extraido fue cuantificado y
sometido a reacciones de RT (0.5ug/ul de RNA). Dos microlitros del ¢cDNA
obtenido fueron sometidos a reacciones de PCR para amplificar el mensaje para
B-actina y verificar asi la calidad del RNA. Los productos fueron visualizados a
través de luz U.V. en geles de acrilamida sometidos a electroforesis, y una vez
obtenidas las bandas para B-actina para todas las muestras, se procedid a
amplificar de la misma manera el mensaje para IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y.
Como control positivo se usé cDNA proveniente de blastos de linfocitos de placa
de Peyer estimulados con Con-A por 24 hrs.

En la figura 4 se muestran las fotografias de un experimento representativo de
2, de las amplificaciones de los mensajes antes mencionados, encontrando que
en la amplificacién del mensaje para p-actina en todas las muestras se obtienen
bandas relativamente homogéneas entre ellas. Contrario a esto, los resultados
obtenidos mediante este proceso en la amplificacién del mensaje para citocinas
fueron ambiguos, debido a que la intensidad de las bandas para algunas
muestras con sus duplicados no coincidian o no se amplificaba la citocina de
interés. Por otro lado observamos en todos nuestros ensayos que siempre se
amplificaba satisfactoriamente el mensaje para citocinas de linfocitos aislados
de los 6rganos estimulados con Con-A, usados como control positivo.
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Fig. 4.- RNA de Placas de Peyer fueron sometidos a reacciones
de RT-PCR para la amplificacién del meneaje para P-actina,
I1.-2, IL-4, 11-5, IL-10 e IFN-y. Una reaccién de PCR sin
cDNA se usé como control negativo.

Estos resultados nos sugirieron que el RNA extraido directamente de los
érganos podria presentar problemas de degradacion, por lo que decidimos
verificar la calidad del RNA. Para esto, el RNA se sometid a electroforesis en
un gel de agarosa al 1%, bajo condiciones desnaturalizantes. Se encontrd
(Fig. 5), que el RNA extraido de placas de Peyer presentaba diferentes niveles
de degradacién, lo cual pudiera explicar los resultados inconsistentes en la
amplificacién del mensajero para las diferentes citocinas. La homogeneidad en
la amplificacién del mensaje para P-actina pudiera deberse a los altos niveles
de expresién constitutiva. En contraste, el RNA obtenido de los linfocitos
activados con Con-A presentd niveles minimos de degradacién.

Independientemente de las inconsistencias en la amplificacién de los RNAm
para las diferentes citocinas, es claro que los mensajes para IL-2, IL-4, IL-5,
IL-10 e IFN-y, se expresan de manera constitutiva en Placas de Peyer (Fig 4,
dia 0)
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Calldad del RNA extraido de Placas de Peyer
de Ratones infectados con EDIMwt
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FIG. 6.0 2 ug del RNA extraido de Placas de Peyer de ratones
infectados por el rotavirus EDIMwt a diferentes tiempos, fueron
sometidos a electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes

Con el fin de eliminar la degradacion del RNA, se determinbé que en los
experimentos subsecuentes se aislarian las células de los 6rganos linfoides a lo
largo de la infeccidn, y de estos se extraeria el RNA para el andlisis de mensaje
por RT-PCR.

Asi mismo, se decidi6 determinar la cantidad de RNA 6ptimo para la
amplificacién de mensaje para la B-actina y las citocinas, ya que se observd que
a pesar de haber estado degradado el RNA, se amplific satisfactoriamente el
mensaje para pB-actina, debido al exceso de RNA utilizado en las reacciones de
RT-PCR, ocasionando la saturacién del sistema cuando el RNA se encuentra en
buen estado.

6.3 Montgje de las condiciones experimentales para el aislamiento y
amplificacién del RNA

a) Determinacion de la calidad del RNA extraido de las células linfoides

A lo largo de la infeccion por EDIM, se aislaron las células linfoides de PP y
GLM. De estas células se extrajo RNA total por el método antes descrito, se
cuantificéd y se sometié a electroforesis para determinar su integridad. En la
Fig. 6 se muestra un experimento representativo de la elecroforesis del RNA,
donde se observa que la calidad de RNA extraido de células aisladas es mejor
que la del 6rgano total (Fig. 5), lo que sugiere que al extraer el RNA por este

método del 6rgano completo, no se inhibe totalmente la actividad de las
RNAsas.
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Fig. 6. Electroforesis de RNA extraido de célulae aisladas de PP
y GLM de ratones infectados por el rotavirus EDIMwt a
diferentes dias.

Una vez comprobado el estado del RNA extraido de las células, se procedi6 a
determinar la cantidad de RNA dptimo para realizar las reacciones de RT-PCR,
en la amplificacion del mensaje para la B-actina y las diferentes citocinas.

b) Determinacidn de la cantidad optima de BRNA necesaria en las reacciones
de RT-PCR

La cantidad 6ptima de RNA total para las reacciones de RT-PCR fue evaluada
usando RNA de linfocitos provenientes de PP de ratones normales estimulados
in vitro con Con-A por 24 hrs. Se decidié amplificar los mensajes para B-actina,
IL-10 e IFN-y para estandarizar las condiciones de amplificacién. De esta
manera, se tomaron 2.5 pg de RNA por cada reaccién de RT (Vol. Final 26ul) y
se realizaron reacciones de PCR para amplificar el mensaje para B-actina,
IL-10 e IFN-y, usando 2 y 4 pl de la reaccién de RT con el fin de comparar la
intensidad de las bandas de las reacciones. Las condiciones de amplificacién
fueron: 30 ciclos y 2 ul del producto de reaccion de la RT.
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Amplificacién del mensaje para p-actina, IL-10 @ IFN-y a
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Fig. 7.- Diferentes concentraciones de cDNA (2 y 4 ul de la reaccién de RT) fueron
evaluadas en la amplificacién de los mensajes para p-actina, 11.-10 e IFN-y.

En la Fig. 7 se muestran los geles de la electroforesis de los productos de
amplificacién de los mensajes antes descritos. Dos microlitros provenientes de
reacciones de RT realizadas con 2.5 pg de RNA total (0.1ug/ul) dieron una
buena sefial de amplificacion por PCR para los 3 diferentes mensajes
evaluados. Cuando se emplearon 4 pl de la reaccibn de PCR se obtuvieron
sefiales similares para los mensajes de IL-10, IFN-y y de B-actina indicandonos
que a esas concentraciones de ¢cDNA la reaccibn de PCR se encuentra en
saturacion. De esta manera, en nuestras condiciones, 2 pl provenientes de la
reaccion de RT fue la mas apropiada para las reacciones de PCR.

Para poder comparar apropiadamente las intensidades de los productos de PCR
para las diferentes citocinas, fue necesario analizar la cinética de la
amplificacién variando los ciclos y de esta manera verificar que los productos
generados con 30 ciclos no estan en la fase de saturacién de la reaccion. Estas
reacciones fueron estandarizadas con RNA obtenido de células aisladas de
GLM estimuladas con Con-A durante 24 horas y usando como control células
provenientes de los mismos 6rganos sin activar. Los RNAs fueron sometidos a
reacciones de RT y los mensajes para B-actina, IL-10 e IFN-y fueron
amplificados por reacciones de PCR con un numero de ciclos crecientes y los
productos fueron sometidos a electroforesis. Los valores de intensidad de las
bandas de amplificacién de cada citocina fueron divididos entre los valores de
intensidad de B-actina correspondientes, para de esta manera obtener un valor
relativo ajustado.

En la Fig. 8 se muestra graficamente la cinética de la amplificacién del mensaje
para B-actina. Se observd que hubo una seiial de amplificacién creciente de los
20 a los 30 ciclos en muestras provenientes de linfocitos activados y no
activados. De los 30 a los 35 ciclos ya no hubo un aumento de la amplificacion,
sugiriendo la saturacién de la reaccién. Es importante sefialar que la activacion
con Con-A indujo un aumento en el mensaje para B-actina, ya que a los 20 y 25
ciclos la sefial de los linfocitos activados fue aproximadamente 10 % superior al
control, Esto-es una observacién importante ya que en este trabajo el mensaje
para B-actina se amplifica como un control de expresién constitutiva, que sirve
como marco de referencia interno para determinar si realmente hubo
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incremento de los mensajes para las diferentes citocinas como respuesta a una
estimulacién antigénica 1n vivo.

Cinética de Amplificacion del Mensaje para -actina
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Fig. 8.- Los ¢cDNAs obtenidos por reacciones de RT del RNA de
células activadas y no activadas con Con-A, fueron sometidos a
reacciones de PCR para p-actina a diferentes ciclos de reaccién.

En la amplificacién del mensaje para IL-10 hubo un incremento lineal de la
seiial de los 20 a los 30 ciclos, punto donde se alcanzd la saturaciéon tanto para
los mensajes provenientes de linfocitos activados como no activados (Fig. 9). La
expresion constitutiva de esta citocina en linfocitos provenientes de GLM es
bastante alta, razén por la cual no se observé un incremento en el mensaje
proveniente los linfocitos activados. De esta manera, en un intento para poder
determinar si realmente existié un aumento en el mensaje en los linfocitos
activados, se amplificaron los c¢DNA’s bajo las mismas condiciones
experimentales pero diluyéndolos 1/6 y 1/10. Se encontré que a las dos
diluciones la sefial de los mensajes tanto de los linfocitos activados como no
activados era similar entre los ciclos 20 y 25, punto a partir del cual se dio una
amplificacién lineal a los ciclos 30 y 36 sin llegar a la saturacién (Fig. 10). En
ambas diluciones sblo se encontré mayor amplificacién del mensaje proveniente
de los linfocitos activados en comparacién a los no activados a los 30 ciclos,
siendo ligeramente superior en la diluciéon 1/5.
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Fig. 9.- Los ¢DNAs obtenidos por reacciones de RT, de RNAs de
células activadas y no activadas con Con-A fueron sometidos a
reacciones de PCR para IL-10 a diferentes cicloa de reaccién.
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Fig. 10.- Los ¢cDNAs obtenidos por reacciones de RT, de RNAs de células activadas y no
activadas con Con-A fueron diluidos a A)1:6 y B)1:10 y sometidos a reacciones de PCR para
IL-10 a diferentes ciclos de reaccién.
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En la Fig. 11 se muestra graficamente la cinética de la amplificacién del
mensaje para IFN-y. En esta grafica se observa que la saturacién del producto
se alcanza entre los 30 y 35 ciclos de PCR para los linfocitos activados con
Con-A, mientras que para los linfocitos sin activar atn a los 35 ciclos no ha
alcanzado la saturacién total. Es por esto, que para amplificar IFN-y, se
realizaron las reacciones a 30 ciclos de PCR, ya que es en este punto donde se
visualiza el aumento en la expresién del gene para IFN-y al estimular las
células con el mitégeno, en relacién al los niveles constitutivos del control.
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Fig. 11.- Los cDNAs obtenido por reacciones de RT, de
RNAs de células activadas y no activadas con Con-A
fueron sometidos a reacciones de PCR para IFN-y a
diferentes ciclos de reaccién.

Con los resultados obtenidos de estos experimentos, se decidié realizar las
reacciones de amplificacién de los mensajes para la p-actina y las citocinas de
interés a 30 ciclos de reaccién de PCR para todos los casos. Asi como llevar a
cabo las reacciones con diluciones del cDNA solo para aquellas citocinas en las
que la amplificacién de los mensajeros se observara bandas saturadas desde su
expresion constitutiva y que no permitiesen determinar cambios de expresién
como consecuencia de la infeccién, tal fue el caso de los mensajes para p-actina,
IL-10 y TGF-p (no mostrados).
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6.4 Anélisis de la respuesta inmune de células aisladas de érganos linfoides
asociados a mucosa intestinal de ratones infectados con EDIM,

a) Nimero celular en PP, GLM y bazo en respuesta a la infeccion.

Con la finalidad de conocer la dindmica de la respuesta celular en PP y GLM de
ratones infectados con rotavirus, se analizd la variacion celular in vivo en base
a diferentes tiempos de infeccién, como se ha reportado anteriormente [20].

Asi, se aislaron PP (6 /ratén), GLM (6 /ratén) y bazo (1/2 bazo por rat6én) de
ratones infectados con el rotavirus EDIM a los dias O (control), 2, 5 y 7
postinfeccién. Se obtuvieron las células y se cuantificaron con un
hemocitémetro en presencia de azul de tripano para excluir las células
muertas.

En la Fig. 12 se muestran los resultados de 3 experimentos (4 ratones por
experimento) del andlisis de la variacién celular, asi como las diferencias
porcentuales de incremento celular en los diferentes érganos por ratén en
comparacién con el dia 0 (ratones no infectados). Se encontrd que en respuesta
a la infeccién tanto en las PP como en los GLM se increment6 el namero celular
con respecto al control. En PP se observé un aumento del significativo del 40%
al dia 7. En el caso del GLM el aumento fue del 170% al dia 5 y bajando a 120%
al dia 7 (p<6). Estos resultados concuerdan con la hiperplasia de PP y GLM que
se aprecia visualmente en los ratones infectados. A diferencia de lo
anteriormente descrito, en bazo se encontr6 que lejos de incrementarse el
nimero celular hubo un mantenimiento del numero celular a lo largo de la
infeccion.

Hay incremento de la poblaciéon celular en PP y GLM como resultado de la
infeccidn, lo cual concuerda con reportado en estudios previos [20].
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Fig. 12.- Las células aisladas de los 6rganos linfoides de loa ratones
infectados con EDIM a diferentes tiempos, fueron cuantificadas y
graficadas para su anélisis. * Indican diferencias significativas de los
nimeros celulares comparados con el control (dia 0), p<0.06 (prueba

de t de Student).

6.5 Andlisis del mensaje para citocinas de células aisladas de érganos Iinfoides

gézflnfecclm 2 5 7

Placas de Peyer +25% +24 % +40 %
G.L.M. +38 % +170 % +120 %
Bazo =13 % -30% -17 %

asociados a mucosa intestinal de ratones infectados con EDIM.

Una vez montado el sistema de infeccion y estandarizadas las variables de
nuestro sistema de amplificacién de mensaje para las citocinas, se procedib a

aislar las células de Placas de Peyer y Ganglios linfaticos mesentéricos

de

ratones infectados con EDIM a diferentes tiempos. De estas células se extrajo
el RNA, el cual se cuantificd y se sometidé a electroforesis para verificar su

estado. Sélo con el RNA que se encontrara en buenas condiciones, se realizaron
reacciones de RT-PCR.
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a) Andlisis del mensaje para citocinas en células de placas de Peyer

El RNA proveniente de células de PP fue amplificado por ensayos de RT-PCR
para determinar los niveles de mensaje para B-actina, IL-2, IL-10, IL12p40,
IFN-y y TGF-B1 a lo largo de la infeccién por el rotavirus EDIM. En todos los
experimentos se incluyeron linfocitos de PP estimulados con Con-A como
control positivo. Como control se corri6é una reaccién de PCR sin cDNA.

La Fig. 13 muestra graficamente resultados de un experimento representativo
de 3 y que muestra las tendencias obtenidas en la amplificaciéon del mensaje
para dichas citocinas y la B-actina. De estos experimentos se pudo determinar
que el mensaje para P-actina se incrementa hasta en un 10% como
consecuencia a la activacién celular debido a la infeccién a los dias 2 y 5
postinfeccion (Fig. 13, f). Este incremento fue tomado en cuenta para
determinar los niveles de mensaje para las citocinas, en base a las densidades
relativas.

Como se observé previamente en los ensayos para los 6rganos completos, las
células provenientes de PP expresaron niveles constitutivos de mensaje para
todas las citocinas previo a la infeccién. Siendo los mensajes constitutivos para
IL-10, IL-12 y TGF-B los més altos (Fig. 13, b, c y d).

El mensaje para IL-2 tuvo un incremento a los 2 dias postinfeccién, regresando
a niveles basales al dia 7 (Fig. 13, a). INF-y también present6 un incremento al
dia 2 con una ligera reduccién al dia 5 y regresando a niveles basales al dia 7
(Fig. 13, d). Por el contrario, los mensajes para la cadena p40 de IL-12 y TGF-p
mostraron un ligero incremento en respuesta a la infeccién sdlo hacia el dia 7
(Fig. 13, ¢ y e). Asimismo, el mensaje para IL-10 evidencié un incremento solo
al dia 5 (Fig. 13, d). Es importante sefialar que en todos los experimentos el
control positivo de amplificacién para todas las citocinas evaluadas (blastos de
linfocitos) funciond eficientemente, lo cual valida las reacciones de RT-PCR
empleadas.

Por lo anterior, podemos decir, que aunque a diferentes niveles y con diferente
cinética, la infeccién por rotavirus induce la sintesis de RNAm para citocinas
tipo Thl (IL-2, INF-y e IL-12), Th2 (IL-10) y Th3 (TGF-p) en células
provenientes de PP.
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Fig. 13.- El RNA extraido de las células de las placas de Peyer de ratones infectados con
rotavirus EDIM, fue sometido a reacciones de RT-PCR para amplificar el mensaje para: a)IL-2,
b)IL-10 (dil.1/10 ¢cDNA), 9)IL-12, ))IFN-y y e) TGF-1 (dil. 1/6 cDNA). Las densidades de banda
para las citocinas fueron comparadas y graficadas con respecto a las bandas obtenidas de la

amplificacién de la f) B-actina. (NR= No realizado)
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b) Andlisis del mensaje para citocinas en células de ganglios linfdticos
mesentéricos.

E1 RNA proveniente de células de GLM fue amplificado por ensayos de RT-PCR
para determinar el mensaje para B-actina, IL-2, IL-4 IL-10, IL12p40, IFN-yy
TGF-B1 a lo largo de la infeccion por el rotavirus EDIM. En todos los
experimentos se incluyeron linfocitos de GLM estimulados con Con-A como

control positivo. Como control de reactivos se corrié una reaccién de PCR sin
cDNA.

La Fig. 14 muestra graficamente resultados representativos de un minimo de 2
experimentos de las tendencias de la amplificacion del mensaje para dichas
citocinas y la P-actina. De estos experimentos se pudo determinar que el
mensaje para p-actina se incrementa en un 10% al dia 2 postinfeccién y hasta
un 20% a los dias 5 y 7, como consecuencia a la activacién celular debido a la
infeccién. Este incremento fue tomado en cuenta para determinar los niveles de
mensaje para citocinas, como se describié anteriormente.

Al igual que en PP totales y en células provenientes de PP, en las células
provenientes de GLM se observd la expresion de niveles constitutivos de
mensaje para las citocinas ensayadas, previo a la infeccién. Siendo los mensajes
constitutivos para IL-2, IL-10, IL-12 y TGF-p los mas altos (Fig. 14 a, ¢, d y D.

~Es importante sefialar que la amplificacién de mensaje para IL-10 se realiz6 a

una dilucién de 1/10 de ¢cDNA, por lo que el mensaje constitutivo relativo en la
grafica es en realidad mucho mas alto.

A diferencia de los experimentos con células de PP, en estos ensayos se incluyé
la amplificacién de IL-4. Como se puede observar en la Fig. 14 b, no se detecto
aumento de mensaje para esta citocina a los dias 2 6 5 postinfecciéon. Por el
contrario se observo un decremento conforme al nivel constitutivo en ambos
dias. Esto nos podria indicar una regulacién negativa del mensaje para IL-4 en
la infeccién por rotavirus.

Los mensajes para IL-10 y la cadena p40 de IL-12 mostraron una cinética de
induccién similar ya que en ambos casos hubo un incremento inicial al dia 2 que
aumenté paulatinamente hasta llegar a un méximo al dia 7 postinfeccién (Fig.
14 ¢ y d). El mensaje para INF-y tuvo un incremento desde el dia 2
manteniéndose a niveles similares al dia 5 y llegando a un maximo al dia 7. En
el caso de los mensajes para IL-2 y TGF-B, se observaron incrementos muy
bajos entre los dias 5 y 7 postinfeccién. (Fig. 14 a y ). Es importante sefialar
que en todos los experimentos, el control positivo de amplificacién para todas
las citocinas evaluadas (blastos de linfocitos) funcioné eficientemente, lo cual
valida las reacciones de RT-PCR.
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Al igual que en PP, podemos decir que aunque a diferentes niveles y con
diferente cinética, la infeccién por rotavirus induce la sintesis de RNAm para
citocinas tipo Thl (IL-2, INF-y e IL-12), Th2 o Tr(IL-10) y Th3 (TGF-B) en
células provenientes de GLM. Sin embargo, no hay que perder de vista que los
incrementos de los mensajes para IL-2 y TGF-f fueron muy bajos. Por otro lado,
la infeccién por rotavirus pudiera estar regulando negativamente el mensaje
para al menos una citocina, como es el caso de IL-4. Finalmente, a excepcion de
los mensajes para IL-12 y TGF-B, el resto de las citocinas evaluadas en PP y
GLM mostraron cinéticas diferentes, ya que en PP ge observé un incremento del
RNAm entre los dias 2 y b para regresar al nivel basal al dia 7, sin embargo, en
GLM se observé un minimo al dia 2 llegando a un méaximo al dia 7.
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Fig. 14.- E1 RNA extraido de las células de los ganglios linfaticos mesentéricos de ratones
infectados con rotavirus EDIM, fue sometido a reacciones de RT-PCR para amplificar los
mensajes para: a)IL-2, b)IL-4, )IL-10 (dil.1/10 ¢DNA), d)IL-12, e)IFN-y y f) TGF-p1 (dil. 1/6
¢DNA). Las densidades de banda para las citocinas fueron comparadas y graficadas con
respecto a las.bandas obtenidas de la amplificacién de la g) B-actina. (NR= No realizado).

6.6. Perfil de anticuerpos IgG1 e IgG2a antirotavirus en Suero-

Con el fin de integrar la respuesta inmune humoral sistémica a nuestros
resultados obtenidos en el andlisis del mensaje para citocinas, se analiz6 la
presencia de anticuerpos sericos antirotavirus de los subtipos IgG2a e IgG1l
asociados a la respuesta tipo Thl y Th2 respectivamente, ya descrito por
Fromanti,C; y col. (1998) y por VanCott, y col. (2000) [66-567] Se titularon los
anticuerpos rotavirus especificos del tipo IgG y los subtipos IgG1l e IgG2a en
sueros de 2 ratones de manera individual obtenidos al dia 21 postinfeccién por
ensayos de ELISA. Se encontré que el titulo de anticuerpos IgG e IgG2a fue de
1:1600, mientras que para IgGl fue de 1:800. Este resultado sugiere que la
induccién de la respuesta tipo Th1(IgG2a):Th2 (IgGl) por la infeccién por
rotavirus a nivel sérico se da en una proporcién 1:2 respectivamente (Fig. 16),
lo cual corrobora el balance observado a nivel de mensaje para las diferentes
citocinas en las PP y GLM.
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Fig. 16.- Sueros de ratones al dia 21 postinfeccién fueron titulados a
diferentes diluciones por un ensayo de ELISA para la presencia de
anticuerpos antirotavirus del tipo IgG y los subtipos IgGl e IgG2a.
Como antigeno se usé RRV.

6.7. Produccién in vitro de anticuerpos especificos a rotavirus del tipo IgA,
IgQG e IgM de células de 6rganos de ratones infectados por EDIM,

Como se vio anteriormente a través de la proporcién de anticuerpos IgG1/1gG2a
a nivel sistémico, rotavirus induce un balance de citocinas del tipo Th1/Th2. Por
esta razén se decidié evaluar in vitro la produccién de anticuerpos especificos a
rotavirus de las células aisladas de placas de Peyer, GLM y bazo de los ratones
infectados por EDIM, con el fin de correlacionar la respuesta de anticuerpos en
los diferentes érganos con los resultados obtenidos en la induccién del mensaje
para las citocinas en respuesta a la infeccién.

Las células aisladas a diferentes tiempos de la infeccion fueron cultivadas
durante 48 horas (1X106 cel/ml) con y sin Con-A. Los sobrenadantes celulares
fueron colectados y ensayados mediante un sistema de ELISA de captura para
determinar la secreciéon de anticuerpos especificos a rotavirus de los tipos IgA,
IgG e IgM, con y sin estimulo de las células T para producir citocinas (Con-A) y
determinar asi la capacidad que tienen estas células de proliferacion, activacién
e induccién de las células B al cambio de isotipo en los diferentes sitios en los
que se lleva a cabo la respuesta inmune al virus.
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Fig. 16.- Las células obtenidas de PP, GL.M y bazo a lo largo de la infeccién por EDIM, fueron
cultivadas durante 48 horas. Los sobrenadantes celulares fueron colectados y ensayados por un
gistema de ELISA de captura para determinar anticuerpos rotavirus eapecificos secretados por
las células de los tipos a) IgA, b) IgG, y ©) IgM, con y sin estimulo con Con-A. Como antfgeno se
uso RRV. ¢) IgM- para esta grafica, 1.8 corresponde a la absorbancia obtenida en las células de
bazo al dia b estimuladas con Con-A.

La Fig. 16 muestra graficamente los resultados obtenidos de un experimento.
Se detect6 que las células de placas de Peyer del dia 2 postinfecciéon son capaces
de secretar anticuerpos solo del tipo IgM, detectando un aumento en la
secreci6on de los mismos por las células del dia 5 y una disminucién de estos
anticuerpos para las células del dia 7. Asi mismo, se detecté que las células del
dia 5 ya han iniciado el cambio de isotipo hacia IgA e IgG, pero la secrecién de
estos anticuerpos no es tan intensa como lo es para los anticuerpos del tipo IgM.
Para los anticuerpos IgA, los niveles de secrecion por las células al dia 7 son

similares a las del dia 5, mientras que para los anticuerpos IgG aumentan al
doble.

En el caso de los ganglios linfiticos mesentéricos, se detecté una muy baja
secrecién de anticuerpos del tipo IgM por las células del dia 2 postinfeccion,
mientras que aquellas aisladas al dia 5 los secretan en grandes cantidades, con
una clara disminucién de estos por las células del dia 7. Asi mismo, detectamos
que las células del dia 2 de estos 6rganos no son capaces de secretar anticuerpos
del tipo IgA e IgG. El cambio de isotipo se da entre los dias 3 y 5 postinfeccibn,
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ya que en este tltimo dia detectamos una ligera produccion de los mismos,
manteniéndose en estos niveles la secrecién de anticuerpos del tipo IgG y
aumentando en un 40% para los anticuerpos del tipo IgA en las células del dia 7
con respecto a las del dia 5.

Para las células aisladas de bazo, se detectaron niveles significativos de
anticuerpos naturales del tipo IgM previo a la infeccién (dia 0), manteniéndose
esta produccién durante el dia 2 y con un aumento significativo de secrecion por
las células del dia 5, y una clara disminucién en la secrecion de estos
anticuerpos por las células del dia 7. Es importante destacar que estas células
sin estimulo de citocinas, no fueron capaces de secretar anticuerpos del tipo IgA
a lo largo de la infeccién, Sin embargo, anticuerpos del tipo IgG fueron
detectados a niveles muy bajos en los sobrenadantes de las células del dia 5 y
con un ligero incremento en la secrecion de estos anticuerpos por las células del
dia 7 postinfeccion.

En todos los casos, excepto para IgG (dia 5) e IgA (dia 7) de células de bazo, al
estimular las células de los diferentes 6rganos con Con-A, se detecté un
incremento en la secrecién de los anticuerpos analizados, especialmente en las
células provenientes de placas de Peyer. Este resultado nos indica por un lado,
que de manera general, las células B activadas en presencia de citocinas
provenientes principalmente de células T inducen el cambio de isotipo de las
inmunoglobulinas. Estos resultados sugieren ademas, que las células
provenientes de placas de Peyer -como hemos mencionado con anterioridad- se
encuentran en un microambiente supresor de la respuesta a citocinas de tipo
inflamatorio, debido a que cuando las células totales son aisladas y estimuladas
con Con-A, estas son capaces de inducir una mayor produccion de anticuerpos
que aquellas aisladas de GLM y/o bazo.

Este experimento sugiere que la distribucién celular al sitio efector de la
respuesta inmune y a nivel sistémico se da directamente de los ganglios
linfaticos mesentéricos, ya que las células productoras de anticuerpos de los
tipos IgA e IgG se encontraron Gnicamente en PP y GLM.
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6.8. Andlisis del mensaje para citocinas de cédlulas mononucleadas aisladas de
bazo de ratones infectados con vaccinia.

Dado que en los experimentos anteriores con células de PP y GLM de ratones
infectados con rotavirus no se tenia un parametro comparativo In vivo para
indicar si los niveles de los mensajes para las citocinas eran altos o bajos, se
decidié analizar la induccién de mensaje para algunas citocinas en un modelo
de infeccion por virus vaccinia.

Vaccinia es un virus de la familia Poxiviridae, su genoma que consiste de una
simple molécula de DNA de doble cadena, es el méas grande de todos los
viriones. Su estructura es la de un ladrillo con un didmetro aproximado de
200nm. A diferencia de la mayoria de los virus de DNA, éste se multiplica en el
citoplasma y no en el niicleo de las células susceptibles [72, 74].

El virus vaccinia fue elegido para el estudio de la induccion del mensaje para
las citocinas, debido a que es un virus altamente citopético e inmunogénico y en
donde se ha visto que en ratones transgénicos, las citocinas tienen un papel
inmunomodulador importante para la limpieza y proteccion contra el virus
[73].

Ratones hembras fueron infectados intraperitonealmente con el virus vaccinia
(2X107 ufp). A diferentes tiempos se aislaron las células de bazo, de donde se
extrajo el RNA total, que fue analizado por electroforesis para determinar su
estado. Una vez que se verificé la calidad del RNA, se someti6 a ensayos de
RT-PCR para determinar los niveles de mensaje para 1L-10, IL-12 e IFN-y y las
densidades de banda fueron comparadas con respecto a la expresién del gen
constitutivo para B-actina.

En la Fig. 17, se muestran graficamente la induccién del mensaje para estas
citocinas. Encontrando niveles bajos de expresién constitutiva para las
citocinas analizadas y detectando que al dia 1 postinfeccién hay un aumento
considerable de los niveles de mensaje para IFN-y,IL-10 e IL-12, en
comparacion con los niveles constitutivos.

Para todas las citocinas, los niveles de expresion inducidos comienzan a
decrecer al dia 2 hasta alcanzar nuevamente los niveles basales al dia 3
postinfeccion.

Asi en la infeccién por vaccinia, y en la respuesta a la infeccion en el ratéon por
un virus altamente citopatico e inmunogénico, hay una fuerte la induccién de
los mensajes para I1.-12p40 e IL10, y una ligera induccion del mensaje para
IFN-y.

53



Con respecto a la infeccién por rotavirus, observamos que los niveles de
induccién del mensaje para citocinas son més bajos que los observados en la

infeccion por vaccinnia.
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Fig. 17.- E1 RNA total extraido de Bazo de ratones infectados con el virus vaccinia, fué sometido
a reacciones de RT-PCR para amplificar el mensaje para B-actina, 1L-10 (dil. 1/10), IL-12 e
IFN-y y las densidades de banda para las citocinas fueron comparadas y graficadas con
respecto a las bandas obtenidas de la amplificacién de la p-actina.
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7. DISCUSION

Para la realizacién de este trabajo, se montd el modelo de infeccién por
rotavirus en ratén adulto, con el fin de evaluar mediante la expresion del RNA
mensajero para diferentes citocinas, el ambiente en que se desarrolla la
respuesta inmune en PP y GLM durante la infeccién primaria.

En el modelo de ratén los rotavirus murinos silvestres muestran una cinética
de replicacién en forma de campana que inicia entre las 24 y 48 horas, y
termina a los 7 u 8 dias de infeccién. Mis resultados usando rotavirus EDIM
silvestre corroboran estas observaciones, donde se tuvo deteccion del virus a las
48 hrs. de infeccién y una completa resolucién de la misma al dia 8. La
respuesta inmune de anticuerpos obtenida en este estudio, confirma los
trabajos antes descritos, en donde hay induccién de IgM, IgA e IgG en suero
con una cinética clasica, siendo IgM el primer anticuerpo en aparecer, seguido
por IgG e IgA. Asi mismo, la respuesta inmune humoral en mucosas se ve
reflejada con la produccién de anticuerpos del tipo IgA intestinal, que
correlaciona con la limpieza de la infeccién por rotavirus [19,22,28,62,67,76].
Por lo anterior, es claro que nuestro modelo de infeccién por rotavirus en
ratones adultos BALB/c reproduce lo reportado tanto a nivel de replicacion
viral, asi como de la respuesta inmune de anticuerpos, que valida los resultados
subsecuentes obtenidos.

Como respuesta a la infeccién primaria inducida por rotavirus, se propuso
evaluar el ambiente de citocinas producidas a nivel del RNA mensajero,
directamente de los 6rganos completos (PP y GLM) de los ratones. La
metodologia utilizada durante este trabajo incluyé6 la extracciéon del RNA total,
obtencién del ¢cDNA mediante reacciones de RT y la amplificacién oligo
gelectiva de las secuencias para las citocinas por PCR. La calidad del RNA
extraido de los érganos, se determind por amplificacién del mensaje para PB-
actina, que es frecuentemente utilizada como un control estandar en estudios
de este tipo, pues se expresa constitutivamente en todas las células [61, 82-83].

Se realizaron las amplificaciones de los mensajes para algunas citocinas de las
PP y se encontrd una gran variabilidad en los niveles de expresién, a pesar de
existir homogeneidad en las bandas correspondientes a los productos de la
amplificaciéon del mensaje para la p-actina. Se encontr6 mediante la
electroforesis del RNA extraido, que las variaciones podrian haberse debido a la
degradacién del RNA total obtenido directamente de los 6rganos, y que su
congelacién no es suficiente para la preservacién del RNA, ni para los objetivos
que deseabamos alcanzar. Asi mismo, se encontrd que el RNA obtenido de
células aisladas de 6rganos (PP y GLM) y estimuladas con Con-A y
aparentemente no estaba degradado. Por lo que se pens6 que el problema de
degradacion del RNA total podria resolverse al extraerlo directamente de
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células aisladas de los 6rganos, disminuyendo la posibilidad de contaminacién
con ribonucleasas.

Ademas, se demostrd que el RNA utilizado en las reacciones de RT-PCR estaba
en exceso por lo que se establecieron nuevamente las condiciones para la
amplificacién de los mensajes para las citocinas, determinando asi que la
cantidad idénea de RNA para llevar a cabo las reacciones de RT era de 0.1ug de
RNA por cada pl total de la reacciéon de RT.

Una vez establecidas las condiciones de amplificacién, decidimos ensayarlas
para determinar la cinética de induccién del mensaje para las diferentes
citocinas en respuesta a la infeccién por rotavirus en las células aisladas de PP
y GLM de los ratones infectados.

Un evento particular encontrado en nuestro sistema de amplificacion en los
controles con Con-A, asi como en nuestro modelo de infeccién por rotavirus, es
que la expresién del mensaje para la B-actina no es constante en todas las
células. Este fenémeno habia sido descrito por T. Mosmann [75], en donde
explica que al activar las células T con Con-A, la expresién del mensaje para -
actina se incrementa. En este trabajo se encontré que tanto en PP, como GLM
hay un ligero incremento del mensaje para la B-actina, como consecuencia
posiblemente de la activacién celular en respuesta a la infeccién, pero que no es
tan fuerte comparado con las células que se cultivan con mitégenos como Con-
A. Esto fue tomado en cuenta para determinar los niveles de expresién de los
mensajes para las citocinas a analizar.

De acuerdo a lo encontrado en la amplificacién de los mensajes para citocinas
en 6rganos completos y en las células aisladas de los ratones infectados, se
determind que tanto en PP como en GLM de ratones BALB/c, se expresan
constitutivamente los mensajes para 1L-2, IL-4, IL-6 (no mostrado en GLM),
IL-10, IL-12p40, IFN-y y TGF-. De los cuales IL-10, IL-12p40 y TGF-p tienen
los niveles expresion més altos en PP, e I1.-2, IL12p40, 1L-10 y TGF-p en GLM.
Este hecho correlaciona con lo reportado para estudios de PP de algunas cepas
de ratones, en que se ha observado expresion constitutiva de los genes para
IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12p40, e IFN-y. La expresién constitutiva de los
mensajes para estas citocinas aparentemente se debe a que éstas participan en
la homeostasis del 6rgano, particularmente en el intestino, donde los niveles
son més altos que en GLM y en bazo [66, 71, 78].

En respuesta a la infeccién por rotavirus, en células de PP se encontré que al
dia 2 postinfeccién se induce la expresién de los mensajes para IL-2 e IFN-y,
siendo este Gltimo el que se expresa con mayor intensidad. Al dia 5, se encontro
un considerable aumento del mensaje para IL-10. Y por tdltimo, al dia 7, un
ligero incremento del mensaje para 1L-12p40 y TFG-p. A este tiempo, se pudo
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detectar que los mensajes tanto para IL-2, como para IFN-y regresan a los
niveles basales de expresion.

Es importante destacar que el incremento del mensaje para IL-10 al dia 5 de la
infeccién correlaciona con el inicio de la disminucion del mensaje para IFN-y.
Se ha descrito en estudios in vivo, que IL-10 es un potente inhibidor de
citocinas proinflamatorias, asi como de la produccion de IL-12 por M®s y CDs
[73].

En estudios similares de infeccién por reovirus se ha descrito que en las PP hay
un aumento en la expresién del mensaje para IFN-y, mientras que el nivel de
expresién de los mensajes para IL-4 e IL-5 no se altera por la infeccién; estos
resultados son muy afines a lo observado en nuestro sistema (datos no
mostrados para IL-4 e IL5) [71]. Los reovirus, al igual que rotavirus pertenecen
a la familia Reoviridae, infectan en un inicio a los enterocitos intestinales, se
adhieren a las células M y se replican en PP para generar posteriormente una
infeccion sistémica.

Al analizar los mensajes para citocinas en células de GLM como respuesta a la
infecci6n por rotavirus, encontramos induccion para I1,-10, IL-12p40 e IFN-y al
dia 2 postinfeccidén, siendo IL-10 el que alcanza los valores méximos al dia 7.
Mientras que entre los dias 5 y 7 el mensaje para TGF-p se incrementa
ligeramente, el mismo efecto fue observado al dia 7 para IL-2.

En nuestro laboratorio se ha intentado determinar si la inducciéon de los
mensajes para la citocinas en la infeccién por rotavirus en el raton correlaciona
con la produccién de las mismas a nivel proteico. (Tesis de licenciatura, Mayté
Cervantes) Estudios preliminares por andlisis de las citocinas intracelulares
por citometria de flujo, indican que el incremento de la produccién de IFN-y e
IL-12 en PP asi como IL-10 e IL-12 en GLM, corresponden a lo hallado en este
estudio a nivel de mensajero [70].

Contrario a lo esperado, los niveles de induccién de mensaje para citocinas en
PP como respuesta a la infeccidn por rotavirus son muy bajos en comparacién a
los niveles en bazo en la infeccién por vaccinia. Esto correlaciona con el bajo
incremento de la poblacién celular en PP, en donde como respuesta a la
infeccién, se encontrdé un incremento poblacional del 40%. Mientras que en
GLM, el incremento en la poblacién celular alcanza niveles de hasta 170%.
Posiblemente al ambiente regulatorio y supresor de la respuesta inflamatoria
que se da en la mucosa intestinal disminuya por un lado la expresién de
citocinas proinflamatorias, asi como la proliferacion de algunas poblaciones
celulares en las PP,
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En la cinética realizada para determinar la produccion de anticuerpos IgM, IgG
e IgA especificos para rotavirus por células de PP y GLM en cultivo. Los
anticuerpos IgM se detectaron a partir del dia 5 en las células de todos los
Organos y disminuyen drasticamente al dia 7. Posiblemente las células B
estimuladas en PP viajan a GLM y bazo dentro de un periodo de 5 dias, sin
embargo, las células productoras de anticuerpos IgA e IgG se encuentran hasta
el dia 7 exclusivamente en PP y GLM. Probablemente estas células tardan mas
en llegar a bazo, aunque es sabido que después de una respuesta en mucosas
muy pocas células B productoras de IgA se alojan a nivel sistémico [49]. La
gecrecion de anticuerpos IgM observada en las células de todos los drganos,
quizd es un mecanismo que impide la diseminacién de rotavirus a nivel
sistémico [68].

En las infecciones a nivel sistémico la respuesta inmune de citocinas es mas
rapida que la desarrollada a nivel de mucosa intestinal, lo que se pudo apreciar
en las infecciones por vaccinia y rotavirus. La expresion constitutiva de los
mensajes para citocinas es més baja en el bazo que en intestino, y la induccién
es més lenta y con menor intensidad en la infeccién por rotavirus. Esto puede
ser debido a los altos niveles constitutivos de mensaje encontrados en PP, y al
ambiente regulatorio intestinal influenciado por TGF-B, donde los altos niveles
de mensaje para esta citocina podrian estar relacionados con la regulaciéon de
IFN-y y del dafio tisular que se produce durante la respuesta inmune tipo Thl
[69]. Asi mismo, TGF-p inhibe potencialmente la proliferacién de las células T'y
B y las funciones efectoras de las células T, regulando principalmente a las
células Th [15,16]. Esta citocina estd relacionada a la tolerancia a alimentos, y
actualmente est4d siendo ampliamente estudiada en modelos de colitis
ulcerativa, inflamacién intestinal y tolerancia oral [61,69]. En estudios con
ratones KO para algunas citocinas, como IL-2, IL-10 y TGF-B, se ha observado
que estos desarrollan inflamacién en intestino delgado y en colon, ya que hay
una desregulacion de algunas citocinas involucradas en la homeostasis
intestinal. En el caso de los KO para IL-2, la produccion del mensaje de TGF-p
en el intestino del ratén es nula, y correlaciona con la manifestacion de colitis
severa, provocando adem4as una alta induccién del mensaje para IFN-y [61].

En este trabajo no fue posible determinar las poblaciones celulares que se
activan y secretan citocinas como respuesta a la infeccién por rotavirus. Sin
embargo, como se menciond anteriormente, en estudios preliminares realizados
en el laboratorio (Mayté Cervantes, 2003) [70], se ha observado que en PP y
GLM las principales fuentes de IFN-y, IL-12 e IL-10 son las células B, seguidas
por las células T y las CDs. Nuevamente estos resultados demuestran que el
ambiente de GLM es més permisivo, pues en PP la principal poblacién celular
productora de citocinas son las celulas B, mientras que en GLM la produccién
esta distribuida en varias poblaciones celulares. Esto correlaciona con el bajo
incremento celular en PP y alta en GLM observada durante el desarrollo de
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este trabajo, asi como con capacidad proliferativa de las células B en respuesta
a la infeccién por rotavirus, en PP y GLM [20]. Por lo anteriormente descrito,
posiblemente TFG-B regule el proceso inflamatorio en repuesta a la infeccién y
no permita la proliferacién de las células T y obstaculice sus funciones
efectoras. Esto como un mecanismo de control de la respuesta inmune en
intestino, mediante la regulacién transcripcional de las diferentes citocinas,
que permite una respuesta inmune eficiente pero al mismo tiempo mantenga la
integridad del tejido intestinal.

Las células dendriticas mieloides en las PP expresan constitutivamente
mensaje para TGF-B; esta poblacién podria ser la responsable de los altos
niveles de mensaje para esta citocina encontrados en este sitio y que a su vez
inducen la generacién de células T regulatorias secretoras de IL-10 (Tgl) o de
TGF-B (Th3).

Finalmente, en este trabajo se encontré que la induccién de la respuesta
inmune a rotavirus en el ratén, en relacién al ambiente de citocinas a nivel de
mensajero encontrado tanto en placas de Peyer, como en GLM presenta un
patrén mixto y no prolongado de los tipos Thl (IL-12, IFN+y, IL-2), Th2 o
Tr1(IL-10) y Th3 (TGF-p). Encontrandose que en PP la respuesta es més
temprana que en GLM, debido a que estos son los sitios de induccién de la
respuesta inmune de donde los linfocitos activados viajan a GLM, o bien, este
viaje es realizado por las CPAs cargadas de antigeno y en este sitio activan
algunas poblaciones celulares responsables de la secrecién de citocinas. La
presencia de un ambiente mixto de la respuesta inmune de citocinas durante la
infeccién, correlaciona con la induccién de anticuerpos séricos antirotavirus
caracteristicos de la respuesta inmune tipo Th1l y Th2, como son IgG2a e IgG1
respectivamente, en donde en relacién al titulo de anticuerpos la induccién de
la respuesta de los tipos Th1:Th2 es 1:2, Asi mismo, la respuesta de citocinas
correlaciona con la generacion de células plasmaticas en PP y GLM que tienen
la capacidad de producir anticuerpos de los tipos IgA, IgM e IgG. Mientras que
la induccién de los mensajes para TGF-p e IL-10 correlaciona con la produccién
de anticuerpos del tipo IgA intestinales especificos para rotavirus, ambas
citocinas han sido descritas como inductoras del cambio de isotipo de IgM hacia
IgA [8,9,15,16,33]. Los balances de las respuestas Th1/Th2 en el ratén han sido
observados en infecciones de mucosa vaginal por el virus herpes simples (HSV)
y en la infeccién por reovirus, mientras que una respuesta polarizada a una de
las repuestas de citocinas ha sido observada en infecciones crénicas
persistentes [15].
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Se han utilizado virus atenuados heterdlogos como vacunas en humanos, como
por ejemplo rotavirus de simio RRV y de humano WA, sin embargo, en el caso
de RRV (vacuna tetravalente) se han encontrado efectos colaterales de
invaginacién intestinal, ademés de necesitar de al menos 3 dosis para generar
una proteccién contra la patologia, més no contra la infeccién [60]. Conocer el
patrén de citocinas en la infeccién primaria por rotavirus en el ratén es de
especial interés debido a que éste podria aportar datos importantes para la
induccién de una respuesta inmune adecuada en desarrollo de vacunas para
rotavirus.
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8. Conclusiones

. Se monté el modelo de infeccién por rotavirus en el ratén adulto, para

evaluar los diferentes mecanismos involucrados en la respuesta inmune
intestinal. Las cinéticas de replicaciéon viral, asi como de produccién de
anticuerpos séricos (IgM, IgA e Ig@) e intestinales (IgA) especificos para
rotavirus, son consistentes con los datos reportados previamente.

. Se monto el sistema de deteccién de RNA mensajero por RT-PCR para IL-2,

IL-4, IL-b, IL-10, IL-12p40, IFN-y, TGF-B y pB-actina como control
constitutivo, de raton.

. Tanto en PP como en GLM, existe un patrén mixto y no prolongado del

perfil de citocinas de los tipos tanto Th1 (IL-12p40, IL-2 e IFN-y), Th2 o Trl
(IL-10) y Th3 (TGF-B), que correlaciona con la produccién de anticuerpos a
nivel sistémico.

. La activacién de lae células en PP se inicia en la etapa temprana de la

infeccién por rotavirus, mientras que en GLM la activacion es posterior,
demostrando asi los diferentes estadios de la respuesta inmune intestinal.

. Este perfil es parte de una respuesta inmunoprotectora, que al mismo

tiempo garantiza la integridad del oOrgano, evitando una respuesta
inflamatoria exagerada.

9. Perspectivas

. Por citometria de flujo determinar la producciéon de las citocinas en PP y

GLM a lo largo de toda la infeccion por rotavirus y correlacionarla con la
induccién del mensaje encontrado en este trabajo. Para de esta manera,
verificar las observaciones preliminares del laboratorio.

. Analizar a nivel de mensajero y proteina la induccién de citocinas en lamina

propria, que es el sitio efector de la repuesta inmune intestinal.

. Determinar por citometria de flujo, las poblaciones responsables de la

secrecién de las citocinas en PP, GLM y LP intestinal.

. Analizar la respuesta inmune de citocinas y las poblaciones involucradas en

la infeccién por virus heterologos cominmente usados como vacunas, como
RRV y Wa, los cuales inducen proteccion solo después de 2 o 3
Inmunizaciones.

. Utilizar vectores virales, proteinas o particulas virales, asi como plasmidos

que mediante el uso de adyuvantes, induzcan una respuesta inmune de
citocinas similar a la infeccién primaria y que confieran protecciéon a
rotavirus, para ser usadas como posibles vacunas.
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