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Resumen

RESUMEN

Rotavirus es un agente etioldgico importante de gastroenteritis severas en infantes humanos,
causante de cerca de 600,000 muertes anualmente. Debido a que la infeccién por rotavirus es de
rapida resolucion, se propone que el sistema inmune innato intestinal puede estar participando de
manera importante en la contencion de la infeccidn que ocurre solo en los entericitos maduros del
intestino delgado y asi generar una respuesta inmune adquirida eficiente. Las células dendriticas
(CD) son las principales células presentadoras de antigeno por estar involucradas en la induccion
de la respuesta inmune primaria, podrian ser las primeras en sensar la presencia de patégenos en
el intestino, que induciria el incremento de moléculas como CD80, CD86, CD40 y MHC Il en la
superficie de las CD lo que las capacitaria para activar a linfocitos T cooperadoes, T citotoxicos
y B.

Debido al papel tan importante que tiene rotavirus en enfermedades diarreicas infantiles, existe
un interés en la comprension de la participacion del sistema inmune innato, en particular de las
células dendriticas, en la respuesta a la infeccion. Esto permitira contar con mas herramientas

para el control de la enfermedad.

El objetivo de este trabajo fue analizar la respuesta de las CD de raton al interaccionar con
rotavirus en un modelo in vitro. Se generaron CD a partir de precursores de médula dsea de raton
en presencia de GM-CSF. Estas células fueron estimuladas con rotavirus, pseudoparticulas
virales de rotavirus y el genoma viral (RNAdc) y analizadas por citofluorometria, midiendo la
expresion de CD80, CD40 y MHC Il sobre su superficie. De igual manera se determind si
rotavirus inducia la produccién de IL-12 en las CD. Por medio de inmunofluorescencia
detectando NSP3, se determing si rotavirus era capaz de infectar a las CD a través de la presencia

de la proteina no estructural NSP3, sintetizada solo durante la replicacion viral.

Rotavirus indujo un incremento en el porcentaje de la expresion de CD40 en las CD, pero no asi
de CD80 6 MHC Il. Resultados similares se encontraron cuando las CD se cultivaron en
presencia de pseudoparticulas virales de rotavirus, sin embargo, no se observo cambio alguno en

las moléculas de superficie cuando las CD se cultivaron en presencia del RNAdc del virus.
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Rotavirus no indujo la produccion de IL-12 por las CD. Finalmente, se encontrd que solo un

ndmero reducido de CD se infecté con rotavirus.

Esto nos indica que las CD se activan por rotavirus. En este evento participan las proteinas pero
no el genoma viral. Por otro lado, las CD podrian tener cierta permisividad a la infeccién, tal vez
como un mecanismo para sensar al virus de manera mas eficiente. La activacion e infeccion de
las CD, podria ser una de las primeras respuestas del sistema inmune innato en contra de este

patogeno.
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. INTRODUCCION

1.1. Infeccion por rotavirus.

a) Generalidades

Las gastroenteritis infecciosas son una causa importante de morbilidad y mortalidad alrededor del
mundo. Rotavirus es reconocido como el principal causante de gastroenteritis en bebés y nifios
pequerios (Cunliffe et al., 2002). Los rotavirus se transmiten de persona a persona principalmente
por via fecal — oral. El contacto directo es requerido usualmente para la infeccién, pudiéndose

encontrar el virus sobre las superficies expuestas al ambiente (Arias y Lopez 2000).

La infeccion por rotavirus ocurre en todos los periodos de la vida del hombre, pero la infeccion
primaria manifestada por enfermedad diarréica ocurre tipicamente en nifios de entre seis meses y
dos afios de edad (Kapikian et al., 2001). Las manifestaciones clinicas de la infeccion son fiebre y
vomito por dos o tres dias seguidos por diarrea no sanguinolenta. Esto puede conducir a
deshidratacién grave que, si no es atendida a tiempo, puede causar la muerte (Sharma et al.,
2002). Por otro lado, rotavirus también infecta neonatos de varias especies de mamiferos y aves
generando perdidas economicas en el area veterinaria (Kapikian and Chanock 1996). La
infeccion por rotavirus es estacional, con picos de incidencia en el periodo invernal en zonas

templadas, ocurriendo durante todo el afio en climas tropicales (Shaw et al., 1999).

Aunque el impacto de la gastroenteritis por rotavirus es mas notorio en paises en vias de
desarrollo, en realidad este virus afecta también a paises desarrollados. Globalmente, los rotavirus
causan mas de 125 millones de casos de diarrea, ocasionando la muerte de 352,000 a 592,000

nifios anualmente en todo el mundo (Parashar et al 2003; Rivest et al., 2004).

Después de su ingestion, los rotavirus llegan al intestino delgado donde entran a los enterocitos
maduros por un mecanismo no bien definido, pero se propone que podria ser a través de entrada
directa o endocitosis dependiente de calcio (Lundgren and Svansson 2001). Los mecanismos por
los cuales rotavirus induce diarrea no han sido totalmente dilucidados. La infeccion altera la

funcién absortiva del epitelio intestinal, siendo la diarrea atribuida a diferentes factores como:
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muerte celular asociada al virus, descamacion del epitelio (villi), mala absorcion que produce el
transito de carbohidratos, grasas y proteinas no digeridas al coldn (cuya capacidad absortiva es
menor) y la estimulacién del sistema nervioso entérico que promueve la secrecion de fluidos y
solutos y la motilidad intestinal resultando en disminucién del tiempo de transito (Lundgren et
al., 2000). Como no existe una correlacion entre las lesiones intestinales y la presencia de diarrea
se ha propuesto que al menos en parte la proteina no estructural de rotavirus NSP4 es la causante
de inducir diarrea, pues es capaz de estimular la secrecion transepitelial de cloro por una via
dependiente de calcio lo que desequilibra el balance idnico de la célula y provoca la salida de
agua (Estes and Morris 1999 ; Graham et al., 1984; Raming 2004). Es muy probable que la
diarrea inducida por rotavirus sea resultado de la participacion simultanea de todos estos
mecanismos. La infeccion por rotavirus tradicionalmente ha sido limitada al tracto intestinal, pero
recientemente fue reportada la distribucion extraintestinal de rotavirus durante la infeccion en
modelos animales lo que sugiere que existe un mayor rango de tejidos susceptibles a la infeccién
(Mossel et al., 2004; Ramig et al., 2004).

Debido al papel tan importante que tienen los rotavirus en las enfermedades diarréicas infantiles,
existe un interés considerable en desarrollar estrategias de vacunacion que sean eficaces para
controlar la severidad de la diarrea causada por este virus lo cual se vera facilitado siempre y
cuando se tenga un mejor entendimiento del papel del sistema inmune en la limpieza y

contencion de la infeccion.

b) Estructura viral

En 1973 Bishop y colaboradores en Australia, mediante el uso de microscopia electronica,
lograron identificar el primer rotavirus humano por su apariencia particular de rueda dentada. El
virus fue detectado en biopsias duodenales de nifios entre los 6 a 9 meses de edad con diarrea

aguda.

Rotavirus es un virus de RNA de doble cadena (RNAdc) perteneciente a la familia Reoviridae,
que carece de envoltura lipidica, posee estructura icosahédrica y mide aproximadamenmte 75 nm
de didmetro (Prasad and Chiu 1994). El genoma viral consiste de 11 segmentos de ARNdc, 6 de

ellos codifican para 6 proteinas estructurales (\VVP, del inglés “viral protein”), que conforman las



Introduccion

particulas virales las cuales estan constituidas por 3 capas concentricas de proteinas. Los 5
segmentos restantes codifican para 6 proteinas no estructurales (NSP, del inglés “non-structural
protein”) presentes solo en la célula infectada, que juegan un papel importante en la replicacion y
morfogénesis del virus (Arias y Lopez 2000; Patton 1995).

La capa mas interna que forma la nucleocapside esta conformada por VP2 que esta compuesta
por 60 dimeros, asociadas a su cara interna se encuentran la polimerasa viral VP1 y VP3 una
guanilil transferasa que promueve el “capping” de los RNA mensajeros (Arias y Lopez, 2000).
La capa intermedia esta formada por 260 trimeros de VVP6, una proteina hidrofébica muy estable.
Tiene un papel importante dentro de la estructura del virion, debido a que interacciona con la
proteina VP2 de la capa interna y con las proteinas VP4 y VP7 de la capa externa. VP6 es la mas
abundante del virion y constituye aproximadamente el 50 % de la masa total, (Prasad et al., 1988;
Lawton et al., 1997).

La capa mas externa del virion estd formada por 260 trimeros de la glicoproteina VP7. Esta
proteina es altamente inmunogénica, siendo ademas la segunda mas abundante del virion. Sobre
esta capa emergen 60 espiculas de la proteina VP4 que miden aproximadamente 120 A. El
tratamiento del virién con enzimas proteoliticas como la tripsina, incrementa draméaticamente la
infectividad de rotavirus, debido al rompimiento de VP4 en los de aminoacidos 241 y 247 que da
lugar a dos polipéptidos VP5 y VP8. Esto genera un cambio conformacional de la molécula en la
que VP5 forma el tallo de la espicula y VP8 la region globular, ambas moléculas participan en el

proceso infeccioso del virus (Arias y Lopez 2000).

¢) Clasificacion y epidemiologia

Los rotavirus se clasifican dependiendo de sus caracteristicas antigénicas en 6 grupos (A-G) que
difieren en su antigenicidad y epidemiologia. Los rotavirus del Grupo A son los de mayor
importancia desde el punto de vista clinico, este grupo esta asociado con diarrea en nifios.
También existen cepas de este grupo capaces de infectar a una amplia gama de especies animales,
tanto silvestres como de granja, que son la causa de grandes dafios econdémicos (Kapikian y
Chanock 1996). El grupo B ha causado epidemias en China, tanto en nifios como en adultos y se

han informado casos esporadicos en otras partes del mundo (Hung et al., 1984). Asi mismo, en
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Asia se ha demostrado que ciertas poblaciones poseen anticuerpos para rotavirus del grupo B
(Brown et al., 1987). EIl grupo C ha causado brotes de diarrea en nifios en paises como
Australia, Brasil y Reino Unido (Bridger et al., 1986).

En México como alrededor del mundo prevalecen los rotavirus del grupo A (Padilla-Noriega et
al., 1998). Velazquez y cols. (2004) demostraron que de los episodios de diarrea severa,
ocurridos durante las estaciones de otofio e invierno, el 62 al 68 % de los casos, fueron positivos
a rotavirus (Velazquez et al., 2004). Braine (2005) afirma que en México ocurren 1000 muertes

anualmente, devido a la infeccion por rotavirus.

Basandose en diferencias antigénicas de epitopes del antigeno mayor VP6 detectados por
anticuerpos monoclonales los rotavirus del grupo A se han clasificado en los subgrupos I, II, I+11
no Iy no Il (Gray and Desselberg 2000). ElI grupo A, a su vez se divide en serotipos
determinados por las proteinas VP4 (tipo “P”, por proteina sensible a proteasa) y VP7 (tipo “G”,
por glicoproteina) las cuales son blanco principales de anticuerpos neutralizantes (Mattion et al.,
1994). Hasta la fecha se han definido 14 serotipos G, de los cuales principalmente G1 a G4
tienen relevancia clinica, sin embargo los serotipos G5, G8 y G9 han llegado a ser importantes y
12 serotipos P, de estos, sélo 4 infectan al humano (P1A, P1B, P2 y P3) (Kapikian y Chanock
1996).

d) 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. Sin embargo, reportes
recientes sugieren que durante la infeccion puede ocurrirr una distribucién extraintestinal del
virus. La replicacion 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
epiteliales de rifidn de mono (MA-104) que han sido una gran herramienta de investigacion, sin
embargo no representan completamente las interacciones que pueden llevarse a cabo in vivo
(Arias y Lopez 2000).
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Los rotavirus inician su ciclo de replicacion uniéndose a un receptor localizado en la superficie de
la célula a través de las proteinas VP5 y VP8 que son en realidad el producto de la digestion de
VP4 por tripsinay VP7. Despueés de que ocurre la unidn, el virus es internalizado en un tiempo de
60-90 minutos, durante la penetracion al interior de la célula pierden la capa externa, con lo cual
se activa la transcripcion (Estes 1996). La union de algunas cepas de rotavirus a la célula huésped
se lleva a cabo de manera dependiente de acido sialico (AS:&cido N-acetilneuraminico) a traves
de VP8. Sin embargo se ha establecido que la union de la mayoria de las especies de rotavirus al
receptor que contiene AS no es esencial, ya que se han aislado variantes cuya infectividad es
independiente de la presencia de AS, pero dependiente de la integrina celular a2f1, que se une a
VP5 (Graham et al., 2003; Méndez et al., 1993). La interaccion con a2f1 también es usada por
virus gue se unen a las células de manera dependiente AS. Después de esta segunda interaccion,
suceden tres interacciones méas con proteinas presentes en la superficie de la célula. Aunque el
orden de estas interacciones aun no ha sido establecido, se ha demostrado que VP5 interacciona
con hsc70y VP7 con las integrinas avp3 y axp2 (Gray and Desselberg 2000; Estes 1996; Lopez
and Arias 2004).

El mecanismo de penetracion del virus a la célula es controversial. Se ha postulado la penetracion
directa del virus a la célula como un mecanismo de entrada. Alternativamente se ha propuesto un
modelo de endocitosis dependiente de calcio, basandose en la observacion de que la bafilomicina
A, un farmaco que inhibe la bomba de protones endosomal, bloquea la infeccién por rotavirus
(Chemello et al., 2002). Esta via fue descrita como endocitosis dependiente de balsas y es
definida por su independencia de clatrina y caveolina, su dependencia de dinamina y su
sensibilidad a la deplecién de colesterol (Sanchez-San Martin., 2003). Después de la
internalizacion del virus al citoplasma celular, el genoma es transcrito a partir de particulas que
carecen de la capa externa. El inicio de la sintesis de los mensajeros virales se lleva a cabo dentro
de éstas particulas por medio de la accion concertada de la transcriptasa viral VP1 y la guanilil
trasferasa VP3. Los ARNs mensajeros sintetizados tienen una doble funcion: son traducidos para
sintetizar las proteinas virales y son empleados como templados para sintetizar el RNAdc que
constituira el genoma de la progenie viral. (Estes 1996; Arias y Lopez 2000; Lopez and Arias
2004).
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Una vez sintetizada una masa critica de proteinas virales, estas se acumulan en el citoplasma de
las células infectadas en forma de grandes inclusiones citoplasmaticas llamadas viroplasmas,
donde al parecer las particulas de dos capas son ensambladas y donde se lleva a cabo la
replicacion del genoma viral. La traduccion de los ARNm de los rotavirus se efectia en
ribosomas que pueden estar libres o asociados el RE. A medida que progresa la sintesis de
proteinas virales, disminuye la sintesis de proteinas celulares, la cual se abate casi en su totalidad.
La encapsidacion del genoma se lleva a cabo mediante la interaccién de los segmentos de ARNm
con las proteinas de la nucleocépside. Una vez que esta Ultima se ha formado, los segmentos de
ARNmM son internalizados y la adicion de trimeros de la proteina VVP6 de la capa intermedia a las

nucleocapsides lleva a la formacion de una particula mayor que tiene actividad de transcriptasa.

Una vez que las DLP’s han sido formadas y que se ha replicado completamente el genoma, estas
particulas geman al RE donde el virus adquiere las proteinas de la capa externa. La interaccion de
NSP4 (proteina integral de la membrana del RE) con VP6, VP7 y VP4 media la gemacion de las
particulas hacia el interior del RE donde las particulas adquieren una cubierta lipidica temporal
que es donde finalmente se ensamblan las proteinas de la capa externa (Dector et al., 2002). Esto
resulta en la formacion de particulas virales maduras con sus tres capas de proteina. El ciclo
replicativo termina cuando la progenie del virus es liberada por la lisis de la célula huésped,
favorecida por alteraciones en la permeabilidad de la membrana plasmatica de la célula infectada
(Estes 1996; Arias y Lopez 2000). Finalmente, los rotavirus infecciosos son excretados en
grandes cantidades en las heces a partir de donde puede llevarse a cabo el nuevo contagio o

reinfeccion.

1.2 Generalidades de la respuesta inmune

La inmunidad en vertebrados puede ser dividida en inmunidad innata e inmunidad adaptativa,

ambas respuestas funcionan de una manera coordinada para proteger en contra de patdgenos y
sustancias extrafias que pudieran dafiar la integridad del individuo.
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a) Respuesta Inmune innata

La inmunidad innata es la primera defensa del organismo para combatir a los patdgenos. Esta
compuesta por: a) barreras anatdmicas, como la piel y las membranas mucosas, b) barreras
fisiologicas como la temperatura y el pH, c) varios factores solubles como lisozima, los
interferones y el sistema del complemento y c) celulas del sistema inmune innato. La lisozima
esta presente en mucosa y lagrimas y su principal funcion es la degradacién de paredes
bacterianas. Los interferones (IFN) son un grupo de proteinas producidas por células infectadas
por virus o patégenos intracelulares, cuya funcidn entre otras es generar un estado de alerta en las
células vecinas. El sistema del complemento es un complejo enzimético que se une a las paredes
bacterianas y permite que los microorganismos cubiertos por estas moléculas sean mas
susceptibles a la fagocitosis. La activacion final del mismo desencadena en la formacién de un
poro transmembral en la superficie de los microorganismos, lo que produce su muerte por lisis

osmatica.

Asimismo la inmunidad innata esta formada por barreras mediadas por diferentes estirpes
celulares entre las que destacan las células presentadoras de antigeno (CPA); como células
dendriticas y macréfagos y otras células fagociticas y citoliticas como neutrofilos, células
asesinas naturales (NK), eosinofilos, etc. La principal funcion de estas células es el
reconocimiento de agentes extrafios al organismo a través de mecanismos efectores directos y/o
de la generacion de sefiales de alarma (como quimiocinas y citocinas). Esta respuesta se genera
de una manera relativamente rapida, en cuanto el microorganismo o macromolécula entra en
contacto con el organismo. Las principales caracteristicas de la inmunidad innata son que su
activacion no induce la generacion de memoria y que no existe recombinacién de sus receptores

de membrana pues son codificados en la linea germinal (Chandrashekhar et al., 2004).

En la actualidad se han descrito receptores de membrana presentes en células del sistema inmune
innato, principalmente en células dendriticas que promueven la activacion de la respuesta
adquirida. Estos receptores son denominados “receptores tipo Toll” (TLR del inglés “Toll-like
receptor”), los cuales reconocen un grupo limitado pero altamente conservado de patrones
moleculares de microorganismos. La activacion de los TLR’s resulta en la induccién de genes

involucrados en actividad antimicrobiana y en la maduracion de las CPA, que participan de
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manera importante en la induccién de la respuesta inmune adquirida a través de mediadores

solubles tales como quimiocinas o citocinas (Akira, et al., 2003).

b) Respuesta Inmune adaptativa

La inmunidad adaptativa es mediada por linfocitos B y T, se caracteriza por ser especifica y
generar memoria. Las membranas de ambos linfocitos tienen receptores especificos de unién a
antigenos (BCR y TCR respectivamente), producidos por la recombinacion de segmentos

génicos.

Las células B se dividen en células B1 y B2. Las células B1 contribuyen fuertemente a algunas
respuestas innatas, a través de antigenos formados por carbohidratos. Las células B1 son la fuente
principal de anticuerpos IgM y son capaces de producir anticuerpos IgA de manera independiente
de células T. Las células B2 intervienen en la respuesta inmune adaptativa. El receptor sobre las
células B2 es una molécula de inmunoglobulina (Ig) que reconoce e interactia con el antigeno
directamente. Esta interaccidon conlleva a su activacién y diferenciacion a células plasmaticas
productoras de anticuerpos, cuya funcion principal es neutralizar a patégenos y toxinas que

invaden al organismo.

El receptor de la célula T esta constituido por dos cadenas (o y B) unidas entre si por puentes
disulfuro, insertadas en la membrana celular con un dominio citoplasmatico muy corto que se
asocia a un complejo proteinico denominado CD3. El complejo CD3 estd conformado por tres
proteinas homdlogas insertadas en la membrana celular (y,d y €) y a un homodimero de cadenas
¢. CD3y ¢ contienen dominios citoplasméticos que dan inicio a la transduccion de sefiales hacia
el nucleo. EI TCR solo reconoce antigenos que estén combinados tanto con moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase 1 ¢ clase Il en la superficie de CPA. Las
principales poblaciones de células T son los linfocitos Th y Tc. Las células Th expresan la
glicoproteina de membrana CD4, a través de su TCR reconocen péptidos de 14 a 25 aminoacidos
derivados de la degradacién de proteinas exdgenas por CPA) unidos a MHC Il en la membrana
celular (Trombetta and Mellman 2005. La activacion de las celulas Th es esencial para la
proliferacion y diferenciacion de las células Tc y células B a través de la secrecion de citocinas e

interacciones celulares. Las células Tc expresan la molécula CD8 vy a través de su TCR reconocen
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péptidos de 8 a 10 aminoacidos producidos por la degradacion de proteinas antigénicas en el
citosol de CPA, asociados a las moléculas MHC I. La principal funcion de estas células es el
reconocimiento y eliminacién de células tumorales o células infectadas por patdgenos
intracelulares a través de citotoxicidad directa. La citotoxicidad puede ser mediada por perforina
(que es capaz de formar poros en la membrana) y granzima (que penetra a la célula diana por los
poros formados y es capaz de activar caspasas) o bien por induccion de apoptosis a través de la
molécula Fas en la membrana celular. Las células Tc secretan proteinas antivirales y promotoras
de la presentacion de antigeno como el interferén gama (INF-y) y el factor de necrosis tumoral
(TNF).

¢) Respuesta inmune de mucosa intestinal

Ademas de su funcidn digestiva, de transporte, absorcion de nutrientes y agua y produccién de
hormonas, el epitelio intestinal funciona como una barrera entre el huésped y su ambiente externo
(Sansonetti. 2004). La superficie de la mucosa intestinal esta cubierta principalmente por una
delgada capa de célula epiteliales absortivas, estas células poseen prolongaciones membranales
que forman microvellosidades en su superficie. Estas células denominadas entericitos, estan
conectadas entre si, principalmente por uniones estrechas, caracterizadas por la presencia de
proteinas transmembranales tales como claudina y ocludina que regulan muy estrictamente el
paso de moléculas menores a 2 KDa. Aunque no es parte del epitelio, otro componente del
sistema es el moco, constituido principalmente por mucinas, que cubre a las células epiteliales del

contacto directo con el ambiente luminar externo (Kato and Owen 1999).

La funcion de barrera, del tejido epitelial de mucosa es proteger permanentemente al organismo
contra la invasion y diseminacion sistémica de microorganismos comensales y patogénos, sin
embargo cuando se rebasa esta barrera el tejido epitelial es vulnerable a la de entrada de los

mismos.

Desde un punto de vista funcional, el sistema inmune de mucosas se divide en sitios inductores,
donde los antigenos que atraviesan la barrera epitelial pueden generar respuesta de células
linfoides, y en sitios efectores donde las células efectoras realizan su funcién (Lycke 2002). El
sitio inductor principal esta constituido por las placas de Peyer (PP), que son areas organizadas de
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tejido linfoide, localizadas principalmente en el ileon distal. Las PP estan formadas por foliculos
linfoides de células B con centros germinales (GC) rodeados por zonas pobladas principalmente
por células T y CPA. En el domo de la PP (SED) estan presentes células plasmaticas, células
dendriticas, macrofagos y en menor namero células T y B. A su vez el domo esta cubierto por el
epitelio asociado al foliculo (FAE), caracterizado por la presencia de unas células especializadas
denominadas células M, cuyo nombre deriva de los microplegamientos presentes en la zona
apical de la células. A diferencia de las células epiteliales, las células M carecen de glicocalix lo
que las hace mas susceptibles al contacto y entrada de antigenos (McGhee and Kiono 1999;
Lycke 2002 Sansonetti 2004).

Las células M no llevan a cabo degradacion de antigenos, sino que permiten su translocacion,
(incluyendo microorganismos) del lumen intestinal a la region basolateral del epitelio donde los
antigenos pueden interaccionar con CPA presentes en el domo de la PP y dar inicio la respuesta
inmune (McGhee and Kiono 1999). El antigeno capturado por las CPA es presentado a las
células T y B presentes en la PP. Estas células activadas migran por medio de vénulas
endoteliales altas (HEV) hacia los ganglios linfaticos mesentéricos (GLM) donde proliferan para
posteriormente entrar a la circulacion a través del ducto torécico, regresando predominantemente
a la lamina propria (LP) intestinal (el principal sitio efector). Esta migracion puede darse por la
presencia de “homing receptors” (receptores de direccionalidad) en la superficie de las células,
los cuales estan conformados por el heterodimero de las integrinas a.sf37 y la quimiocina CCRO,
especificos para tejidos linfoides asociados a la mucosa intestinal. Los ligandos de estas
moléculas son la adresina MADCAM-1 vy el receptor de quimiocina CCL25 respectivamente,
ambos presentes en el endotelio de los vasos capilares intestinales (Lycke 2002; Svensson et al.,
2002).

La LP intestinal es una cubierta de tejido conectivo, que esta localizada por debajo del epitelio,
esta constituida por células de masculo liso y fibroblastos (McDonald 2003). La caracteristica
mas importante de la LP es que alberga practicamente todos los componentes celulares como
CPA (incluyendo celulas dendriticas), eosinofilos, células T y B, etc. necesarios para funcionar
como una barrera. Es en la LP donde las células B secretan IgA, que son vertidas en el lumen
intestinal donde participan efectivamente en la neutralizacion de antigenos (Kukel et al., 2003;
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Staat et al., 1994).

Lamina propria

Figura 1.1 Tejido linfoide asociado a mucosa intestinal (Modificado de Fagarasan and
Honjo, 2002).

1.3. Respuesta inmune en la infeccidon por rotavirus

a) Modelo de estudio en la infeccién por rotavirus

El mejor modelo de estudio en la infeccion por rotavirus es el modelo de raton. Tanto el raton
adulto como el neonato son susceptibles a la infeccion por rotavirus murinos o de otras especies
(heterodlogos). Sin embargo, (al igual que en el humano) solo en neonatos se observa diarrea. En
ratones adultos la infeccion es asintomatica, por lo que el pardmetro principal de infeccion es la

cantidad de virus excretado en las heces (Ward et al .,1990; Burns et al., 1995).

b) Respuesta inmune innata contra rotavirus

La participacion de los componentes de la respuesta innata ha sido poco estudiada en la infeccion
por rotavirus en el modelo de raton, a persar de que se ha propuesto que esta respuesta juega un
papel importante en el control inicial de la infeccion. Se ha demostrado que ratones deficientes en

STAT-1, (un componente indispensable para las respuestas inducidas por IFN tipo | y 1),
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presentan titulos virales, muy superiores (100 veces mas) a los ratones control (Vancott el al.,
2003). En estos ratones se observd replicacion viral extraintestinal, lo que sugiere que los IFN
podrian estar participando en la contencion de la infeccion al intestino. Las fuentes de esta
citocina podrian ser  macréfagos, células dendriticas o bien linfocitos intraepiteliales,

favoreciendo el inicio de la respuesta inmune y el blogueo de la produccion de particulas virales.

¢) Respuesta inmune adaptativa contra rotavirus

En la infeccidn por rotavirus se induce una potente respuesta de anticuerpos séricos e intestinales,
tanto en humanos como en los diferentes modelos animales (Offit et al., 1994). La aparicion de
anticuerpos IgA’s intestinales anti-rotavirus correlaciona con la resolucion de la infeccion
primaria. Sin embargo los anticuerpos neutralizantes (dirigidos contra las proteinas VP4 y VP7)
en suero y en intestino, aunque participan en la resolucion de la infeccion primaria, no
correlacionan con proteccion después del desafio con rotavirus (Ward 1996). Los anticuerpos no
neutralizantes predominantes son dirigidos hacia la proteina estructural VP6 y pueden mediar la
inmunidad contra rotavirus in vivo (Franco and Greenberg 1999). Aunque los demas
componentes del sistema inmune participan en la resolucion de la infeccion primaria contra
rotavirus (como se explicarda mas adelante) la resistencia completa a la reinfeccion es
absolutamente dependiente de anticuerpos (Franco and Greenberg 1996). Por otro lado Blutt y
colaboradores (2002) demostraron que existe un incremento en el numero de células B en PP y en
GLM en ratones infectados con rotavirus entre 1 y 6 dias después de la infeccion, y que la
activacion de las mismas parece ser a través de un mecanismo independiente de células T.
Asimismo, demostraron que la activacion policlonal de los linfocitos B inducida por rotavirus
ocurre en parte debido a la conformacion estructural de la proteina de capside externa VP7 (Blutt
et al., 2004%). Sin embargo, se ha demostrado que los anticuerpos policlonales secretados por las
células B1 (inmunidad innata) no son capaces de abatir la infeccion por rotavirus en ratones con
inmunodeficiencia severa (SCID) y que las células B2 (inmunidad adaptativa) son la principal

fuente de anticuerpos IgA especificos para rotavirus (Kushnir et al., 2001).
Asi también, se demostré que ratones knockout del TCR af3 (—/—) y ratones Nude (atimicos)

resolvieron la infeccion primaria contra rotavirus y desarrollaron anticuerpos IgA intestinales

rotavirus especificos. Esto sugiere que las células T son importantes, pero no esenciales para el
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desarrollo de anticuerpos IgA especificos contra rotavirus (Franco and Greenberg 1997). Cuando
los ratones knockout del TCR aff (—/—) fueron desafiados 8 semanas después de la infeccion
primaria, estos fueron resistentes a la reinfeccion, sugiriendo que una respuesta de anticuerpos
timo independiente (TI) y un mecanismo innato pueden contribuir a la inmunidad contra rotavirus
murino. En ratones normales esta respuesta corresponde al aproximadamente el 20 % del total de

IgA, siendo el 80 % restante resultado de inmunidad dependiende de células T.

Finalmente, se demostré que el 40 % de los ratones con inmunodeficiencia severa SCID
(deficientes en células T y B) fueron capaces de resolver la infeccion primaria, aunque no
desarrollaron anticuerpos IgM, IgG o IgA rotavirus especificos en suero o en intestino. Esto
sugiriere que mecanismos innatos pueden mediar la inmunidad parcial contra rotavirus (Franco
and Greenberg 1997).

La participacion de las células Th en el proceso de la resolucion de la infeccion por rotavirus ha
sido muy poco estudiada. Se ha descrito que en la infeccion por rotavirus estas células juegan un
papel importante en la completa resolucion de la infeccidn y en la produccion de anticuerpos IgA
intestinales e 1gM, 1gG e IgA séricos especificos contra rotavirus (Franco and Greenberg 1997;
McNeal et al., 1997). Se ha demostrado que la proteina de la capa intermedia de rotavirus VP6 es
un antigeno blanco importante en ratones inmunizados con rotavirus (Bruce et al., 1994). Asi,
Barfios y colaboradores (1997) demostraron que la secuencia 289-302 de VP6 que se encuentra
conservada en las diferentes cepas de rotavirus, es capaz de generar un reconocimiento
heterotipico por parte de las células Th (Bafios et al., 1997). A nivel funcional Franco y
Greenberg (1997) observaron que en la infeccion por rotavirus las células Th son importantes en
la induccidn de células B secretoras de IgA contra rotavirus. Asi también, se ha demostrado que
las células Th de memoria especificas para VP6 pueden potenciar la produccion de anticuerpos
neutralizantes con especificidad para las proteinas de la capa externa de rotavirus, por parte de las
células B (Esquivel et al., 2000).

En lo que respecta a los linfocitos Tc, en el modelo de ratdn éstos participan de manera

importante en la limpieza de la infeccién primaria por rotavirus. Son esenciales para la pronta

resolucion de la infeccién, pero no indispensables para llevar a cabo este proceso, ni para la
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induccion de proteccion a una respuesta secundaria (Franco and Greenberg 1997; Franco and
Greenberg 1999).

Dharakul y colaboradores (1990) encontraron que la presencia de rotavirus en heces fue abatida
en ratones SCID, después de la transferencia pasiva de linfocitos Tc de ratones
inmunocompetentes previamente inoculados con baculovirus recombinantes que expresan las
proteinas VP7, VP6, VP4 y VP1 de rotavirus. Ademas, cuando las células Tc fueron
cotransferidas con células Th especificas contra rotavirus, la resolucién de la enfermedad se llevo
a acabo de manera mas eficiente (McNeal et al., 1997). Asi también, se demostro que las células
Th especificas contra rotavirus pueden ejercer una funcion protectora directa cuando son
transferidos en ratones SCID con infeccidn crénica. Mas aun, se demostrd que los linfocitos Tc
generados por ratones inoculados oralmente con rotavirus presentan una mejor reactividad
cruzada con células blanco infectadas con vaccinia recombinante que expresan la proteina de
capside externa VP7 que aquellas que expresan las proteinas VP4 o VP6 (Offit et al., 1994). Asi
mismo se ha demostrado la existencia de epitopes especificos para linfocitos Tc en la proteina
VP7 que sobrelapan con las secuencias sefial H1 y H2 para traslocacion al RE (Franco et al.,
1993; Buesa et al, 1999).

Podemos concluir que la infeccion por rotavirus induce una respuesta multifactorial y compleja
en la que participan mecanismos de la respuesta inmune innata en la contencién y en la limpieza
de la infeccion primaria y mecanismos de la respuesta inmune adaptativa dada por la produccion
de anticuerpos y la actividad por parte de las células Tc y Th. Estos mecanismos parecen actuar
de manera coordinada, por lo que la participacién de todos ellos es necesaria para la resolucién

rapida y eficaz de la enfermedad, asi como para la generacion de inmunidad protectora.

1.4. Células dendriticas

a) Generalidades

La primera visualizacién de las células dendriticas (CD) fue hecha por Paul Langerhans en 1868,

sin embargo fue hasta comienzos de los 70’s cuando Steinman y cols. describieron una nueva

poblacion celular en los 6rganos linfoides periféricos de ratdn, siendo los primeros en denominar
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a estas células como células dendriticas (Steinman and Chon 1973).

Las CD son parte de la respuesta inmune innata y se consideran como las primeras células
involucradas en iniciar la respuesta inmune adquirida con base en su capacidad como CPA
profesionales potentes (Bancherau et al., 2000; Carbone et al., 2003). Los progenitores de las CD
en la médula Gsea dan origen a precursores circulantes que llegan a los tejidos donde residen
como CD inmaduras con elevada capacidad fagocitica. Cuando ocurre dafio al tejido y entrada de
patdgenos las CD inmaduras capturan el antigeno y subsecuentemente migran a los érganos
linfoides, donde seleccionan a células T antigeno especificas e inician la respuesta inmune
adaptativa. Asi también las CD dirigen a las células efectoras para llegar al sitio donde se

encuentra el tejido dafiado (Banchereau et al., 2000).

b) Maduracion de las células dendriticas y estimulacion de linfocitos T

Las CD se localizan en los principales portales de entrada de microorganismos como la piel y las
mucosas, donde llevan a cabo la funcién de centinelas, detectando los patdgenos que invaden al
organismo, internalizan antigenos via macropinocitosis, endocitosis mediada por receptor y
fagocitosis. Entre los receptores que reconocen patégenos se encuentran los receptores de
manosa, receptores de lectina tipo C que reconocen microorganismos cubiertos por carbohidratos
y los receptores de inmunoglobulina que pueden tener una participacion importante en la

internalizacion y degradacion de patdgenos opsonizados (Rescigno 2002).

Las CD inmaduras pueden fagocitar eficientemente bacterias, levaduras y otros parasitos. Los
antigenos internalizados son procesados por la via endosomal lisosomal y posteriormente
redistribuidos a la superficie de las células como péptidos asociados a la molécula MHC 11 6
alternativamente como péptidos asociados al MHC | derivados de proteinas citosélicas endogenas
de antigenos tumorales o virales (Guermonprez et al., 2002). Las CD inmaduras estan adaptadas
para endocitosis, expresando bajos niveles de moléculas MHC clase | y Il y moléculas co-
estimuladoras como CD80 (B7-1), CD86 (B7-2) y CD40; después de detectar al patdgeno o
citocinas pro-inflamatorias las CD inmaduras se transforman en células maduras con capacidad
reducida para captar el antigeno (Banchereau et al., 2000), pero con una capacidad excepcional

para estimular células T a través del incremento de las moléculas MHC cargadas con péptido
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antigénico en la superficie de las células (Mellman and Steinman 2001). Ademas presentan otras
caracteristicas como mayor expresion de moléculas co-estimuladoras en la membrana celular,
liberacion de citocinas o quimiocinas y cambio en la morfologia al extender largas dendritas que
pueden incrementar la oportunidad para capturar e interaccionar con células T a través de los
ligandos CD28 para B7-1 y 2 y CD154 (CD40L) para CD40 (Mellman and Steinman 2001;
Banchereau et al., 2000). La sefial de unién de las moléculas MHC-péptido de las CD con los
TCR de las células Th (sefial 1) no es suficiente para activarlas, sefiales adicionales son
proveidas por las moléculas co-estimuladoras (sefial 2) y citocinas (sefial 3). Ademas, la
interaccion de las CD con células T esta mediada por algunas moléculas de adhesion, como las
integrinas B1y B2 y miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas (CD2, CD50, CD54 y
CD58) (Banchereau et al., 2000).

Los TLRs presentes en los diferentes subtipos de CD, al sensar la presencia de patdgenos, son
capaces de inducir la maduracion de las CD (Reis e Sousa. 2004). No solo los patdgenos son
capaces de inducir este proceso, si no que mediadores inflamatorios tales como TNF-a, IL-1B u
otras citocinas producidas por la sefializacion a través de receptores de reconocimiento de
patdgenos (PRR del inglés “Pattern recognition receptor”) presentes en otras células como células
epiteliales, son capaces de inducir la maduracion de las CD. Asi también los IFN tipo | pueden
actuar de manera autdcrina o paracrina en la maduracion (Roake et al., 1995; Reis e Sousa.
2004). No obstante, aunque las sefiales inflamatorias indirectas pueden causar la maduracién de
las células dendriticas, estas no las capacitan para dirigir una funcién efectora sobre las células
Th. Las Unicas CD capaces de inducir esta respuesta son aquellas que han tenido contacto previo
con algun patogeno (Heath and Villadangos 2005). Las CD maduras migran hacia areas ricas en
células T en los 6rganos linfoides atraidas por citocinas como 6Ckine y/o MIP-33 producidas en
estas zonas Yy captadas por el receptor CCR7 incrementado en CD maduras, donde pueden llevar

a cabo la activacion de las células Th (Banchereau et al., 2000).

Cuando CD40 en las CD enlaza su ligando CD154 presente en células Th o en otras células como
NK o plaquetas ocurre el reclutamiento de la molécula TRAF (Factor asociado al receptor TNF)
que induce la activacion de dos vias de sefializacion, la de MAPK cinasas y la de NF-kB. Asi,

NF-kB activa moléculas importantes para la produccion de IL-12 y para la sobrevivencia de las
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CD, favoreciendo la polarizacion de las células CD4" hacia células Th1 producidas en respuesta a

patogenos intracelulares (Sullivan and Ranjery 2003).

Las CD también pueden estimular la proliferacion de las células B al influenciar el cambio en el
isotipo de anticuerpos producidos que ocurre en la maduracién de las células B a través de las
moléculas BLYS y APRIL presentes en las CD (Litinskiy et al., 2002).

¢) Origen clasificacion y distribucion de las CD de raton

Las CD comprenden un gran nimero de subpoblaciones, cada una con diferentes funciones. La
diversidad funcional de las subpoblaciones de CD se relacionan con su estado de diferenciacion,
su localizacion especifica y es una consecuencia de las interacciones con antigenos y células

efectoras del sistema inmune (Banchereau et al., 2000).

En raton se han descrito al menos 3 subpoblaciones de CD: CD8a.* linfoides, CD8c mieloides
y B220" plasmocitoides. Las CD CD8" se encuentran en zonas ricas en células T de los 6rganos
linfoides y en la corteza del timo. Las CD CD8" se han localizado en la zona marginal del bazo,
en el domo subepitelial de la placa de Peyer y en la zona subcapsular de los nddulos linfaticos
(Pulendran et al., 2001). Las CD B220" (CD tipo plasmocitoide CDp) se localizan en todos los
organos linfoides y se caracterizan por ser las principales productoras de interferones tipo I en
respuesta a infecciones virales (Martin, et al., 2002). Una cuarta subpoblacion ha sido
recientemente descrita, denominada CD asesinas, productoras de IFN (IKDCs, del inglés
“interferon-producing killer DC”) sorprendentemente se caracteriza por producir después de su
activacion INFa y y dependiendo del estimulo, matar células blanco (células tumorales 06
infectadas con virus) empleando receptores de activacion de las células NK y subsecuentemente
adquirir la capacidad para procesar y presentar los antigenos de las células destruidas en el
contexto de MHC |l para activar células Th (Chan et al., 2006). Los diferentes grupos de CD
expresan marcadores como CD11c” (caracteristico de células dendriticas de ratén) y niveles
basales de MHC 11, CD80, CD86 y CD40.

Aunque inicialmente la clasificacion como linfoide y mieloide de las CD fue hecha con base en la

expresion de la molécula CD8a, Weissmany colaboradores (2000) demostraron, a través de
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ensayos de reconstruccion de CD, que tanto un progenitor linfoide como un progenitor mieloide
podian diferenciarse en CD CD8", CD8 y CDP (Traver et al., 2000). Asi mismo Martinez del
Hoyo (2002) demostré que un precursor comin CD11c*, MHC II” presente en la sangre del raton
es capaz de generar CD CD8", CD8" y CDP después de transferir CD a ratones irradiados. Otros
reportes afirman que la molécula CD8a es un marcador de maduracion més que un marcador de
linaje linfoide (Moron et al., 2002; Rescigno 2002;). Esto sugiere la existencia de un modelo méas

plastico en la diferenciacion de las CD.

Las CD CD8a." han sido extensamente descritas como leucocitos especializados en activar células
T virgenes, sin embargo su estudio es dificil porque son raras en todos los tejidos del cuerpo y es
complicado aislarlas (Lutz et al., 1999) sin embargo es posible generar CD de origen mieloide a
partir de precursores de médula 6sea de raton estimulados con el factor estimulante de colonias
de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), con lo cual se obtienen rendimientos elevados. El
fenotipo de estas células es CD8", CD11b".(Pulendran et al., 2001; Kapsemberg, 2003).

d) Células dendriticas del tejido linfoide asociado a mucosa intestinal

En los tejidos mucosos las CD estan dispersas a lo largo de sitios intra y subepiteliales. El
fenotipo de las CD es influenciado por citocinas y mediadores anti-inflamatorios que son
producidos por las células epiteliales (Niedergang et al., 2004). En PP, existen al menos cuatro
diferentes subtipos de células dendriticas CD11c" basados en la expresion de los marcadores de
superficie CD11b y CD8a: CD11b" CD8a’, CD11b” CD8u’, las dobles negativas CD11b” CD8a”
y CD11c™ CD8a" B220" (Bilsborough and Viney 2004). Las CD CD11b* CD8a inducen
diferenciacion Th2, mientras que las CD CD11b" CD8u’" y CD11b" CD8a promueven el
desarrollo de células Thl (Niedergang et al 2004).

En cuanto a las CD de LP, Allan Mowat y colaboradores (2005) demostraron que las CD de LP
comprenden principalmente CD CD11b" CD8o” y en menor proporcion CD11b™ CD8o y
CD11¢™ tipo CD plasmocitoides. Estas células constitutivamente producen IL-10 e IFN tipo |
pero no IL-12, ademas son capaces de incrementar moléculas co-estimuladoras en respuesta al
LPS indicando que pueden responder parcialmente a sefiales pro-inflamatorias demostrando asi

que no son inherentemente tolerogénicas (Kaiserlian et al., 2005).

20



Introduccién

Se ha descrito que las CD son capaces abrir las uniones estrechas entre las células epiteliales
intestinales, extendiendo dendritas fuera del epitelio, muestreando patdgenos directamente. Como
las CD expresan proteinas presentes en uniones estrechas de células epiteliales tales como

ocludina y claudina, pueden preservar la integridad de la barrera epitelial (Rescigno et al., 2001).

La mucosa intestinal esta continuamente expuesta a antigenos de los alimentos y a un gran
numero de bacterias comensales no patogénicas que constituyen la flora del intestino. Las
bacterias comensales probablemente inducen la maduracién del sistema inmune de mucosas a
través de las CD de mucosa. La tolerancia a antigenos benéficos parece ser controlada por estas
células, por lo tanto las CD estimulan la actividad de las células T reguladoras que producen IL-
10 o TFG-B. Se ha propuesto que las CD intestinales inducen y mantienen la tolerancia periférica
a antigenos propios al transportar células epiteliales apoptdticas al area de células T del nédulo
linfatico mesentérico (Bilsborough and Viney., 2004; Niedergang et al. 2004).

e) Procesamiento y presentacion de antigeno

El procesamiento de antigeno permite la induccion de una respuesta inmune especifica. El
procesamiento proteolitico de las proteinas antigénicas genera péptidos cortos que se unen a las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad. La expresion en la superficie de la célula
de los complejos MHC-péptido permite su presentacion a las células T para generar respuestas
gue median y/o regulan la inmunidad celular. La presentacion de antigeno es mediada por dos
clases de moléculas, MHC clase 1 y MHC clase Il las cuales usan vias distintas de procesamiento

de antigeno. (Ramachandra et al., 1999).

1. Complejo mayor de histocompatibilidad clase | (Via endogena clasica)

Para generar linfocitos T citotoxicos las células dendriticas presentan péptidos antigénicos sobre
moléculas MHC 1. Las moléculas de clase | constan de dos cadenas polipeptidicas unidas de
forma covalente. Una de ellas es denominada cadena pesada 0 o y la otra se denomina (2-
microglobulina. Los segmentos aminoterminal extracitoplasmaticos de a, denominados al y o2
forman la hendidura de union a péptidos. Los péptidos de MHC | pueden ser cargados a través

de dos vias, una endogena y otra exogena.
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e Viaendogena de MHC I

La via enddgena clasica de MHC I involucra la degradacién de proteinas citosélicas y el montaje
de péeptidos en las moléculas MHC | sintetizadas de novo en el RE. El procesamiento de antigeno
ocurre primero en el citosol a través de un sistema proteolitico dependiente de ATP, el cual
comienza por la conjugacién de ubiquitina. Las proteinas ubiquitiniladas son dirigidas al
proteosoma en donde la proteina es degradada en péptidos, los péptidos generados son
translocados al RE a través de una via dependiente de ATP a traves de los transportadores de
membrana TAP1/2 (del inglés “Transporter associated with antigen processing”) donde los
péptidos son cargados en las moléculas MHC | recién sintetizadas. A continuacion, el complejo
péptido-MHC 1 sale del RE y es transportado a la superficie celular a través de la via secretora
(Banchereau et al., 2000; Grommé and Neefjes 2002).

e Presentacion cruzada y de antigenos exdgenos por MHC 1.

Las proteinas exdgenas (no sintetizadas por las CPA) constituyen una fuente de ligandos
peptidicos para MHC 1 y son absolutamente eficaces en activar células Tc. La presentacién
cruzada puede ser la principal via de respuestas restringidas a MHC | para antigenos tumorales, o
microrganismos que no infectan células dendriticas, estas pueden ingerir células infectadas o
células cancerosas y presentar antigenos a partir de estas fuentes. La via exdgena también provee
una oportunidad Unica para que las CPA presenten antigenos internalizados, simultaneamente
sobre MHC-1 y MHC Il. Se han descrito dos rutas para la via exdégena MHC |, una via
independiente de TAP en la cual el antigeno es probablemente hidrolizado en endosomas
indicando que no requieren transporte al citosol (Pfeifer et al., 1993; Bachmann et al., 1995) y
una via de fagosomas a citosol, en la cual los antigenos exdgenos pueden ser transferidos al
citosol, donde son digeridos por el proteosoma y cargados en las moléculas MHC | a través de
una manera dependiente de TAP. (Rodriguez et al., 1999; Banchereau et al., 2000; Trombeta and
Mellman 2005)

2. Presentacion de antigeno via MHC 11 (Via exdgena clasica).
Los antigenos particulados y solubles son capturados eficientemente por CD inmaduras y son
cargados en los compartimentos de MHC clase Il presentes Gnicamente en las CPA profesionales.

El MHC 1l es un heterodimero conformado por dos glicoproteinas polimorficas
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transmembranales denominadas cadenas o y 3, ambas producto de los genes del MHC que al ser
traducidas, son translocadas a la membrana del RE donde se asocian con una tercera
glicoproteina integral denominada cadena invariante I. Las CD inmaduras constantemente
acumulan moléculas MHC clase Il en compartimentos intracelulares con caracteristicas similares
a los lisosomas identificados como compartimentos ricos en MHC Il (MIICs). En estas células
los antigenos o macromoléculas son internalizados por la via endosomal a los compartimentos
MIIC prelisosomales medianamente &cidos donde se acumulan complejos MHCII-I; las
funciones de | son facilitar el ensamblaje de las cadenas o y B de la molécula MHC I, evitar la
unién de peptidos que se localizan en el RE y promover la exportacién de MHC Il hacia el
aparato de Golgi para ser desviados a la via de endosomas (Marks et al., 1998; Cresswell 1994
Banchereau et al., 2000).

En la via clasica el antigeno capturado es dirigido a los compartimentos MIICs. Estos
compartimentos contienen una molécula denominada HLA-DM ( H2 en ratdn) que promueve la
liberacion catalitica de la porcion restante de | unida a MHC 1l e incrementa su unién al péptido
de origen exdgeno (producto de la degradacion en un ambiente lisosomal-endosomal del antigeno
internalizado) (Banchereau et al., 2001).

La degradacion proteolitica de los antigenos es regulada por la razén entre la catepsina S y su
inhibidor enddgeno cistatina C. Después de la maduracion, la concentracion de cistatina C
disminuye, por lo tanto la actividad de catepsina S se incrementa promoviendo la liberacion de |
y permitiendo la exportacion de molécula MHC 1l cargadas con péptido a la superficie de la
célula. Mientras que en las células dendriticas inmaduras las moléculas clase 11 son rapidamente
internalizadas y tienen una vida media corta, el estimulo de maduracion/inflamacion permite un
marcado incremento en la sintesis de moléculas clase Il y en la translocacion de los complejos
MHCII-peptido a la superficie de la célula, donde permanecen estables por dias con capacidad
para el reconocimiento por células T CD4" (Banchereau et al., 2000, Villadangos et al., 2000;
Ramachandra et al., 1999).
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1.5. Receptores tipo Toll

a) Generalidades

Los receptores tipo Toll (TLRs) son conocidos como receptores esenciales de la inmunidad
innata en mamiferos, plantas e insectos. ElI gen Toll fue identificado primero en Drosophila,
observando que las mutaciones en Toll producian un desarrollo embrionario dorso-ventral
anormal (Hashimoto et al., 1988). Estudios posteriores demostraron que Toll era importante en la
defensa de Drosophila contra hongos, debido a que los mutantes de Toll eran susceptibles a
infecciones por estos microorganismos (Lemaitre et al., 1996). Trabajos subsecuentes revelaron
la presencia de una familia de homdélogos de Toll en mamiferos, denominados TLRs (Medzhitov
et al., 1997). Hay al menos 12 TLRs conocidos en el raton; de los cuales al menos 11 son
expresados en humanos siendo TLR 1-9 conservados entre las dos especies, aunque TLR10 es
funcional s6lo en el humano y TLR11-13 solo estan presentes en raton (Finberg and Kurt-Jones
2004; Bowie and Haga 2005; Takeda and Akira 2005).

Los TLRs pertenecen a los receptores de reconocimiento de patdgenos (PRR, del inglés “patogen
recognition receptors”) del sistema inmune innato y son codificados en la linea germinal
(Chandrashekhar et al., 2004). Los PRR son capaces de reconocer patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs del ingles “Pathogen Associated Molecular Patterns™), estos
PAMPs tienen tres caracteristicas comunes que los hacen blanco para el reconocimiento inmune
innato: 1) son producidos solo por microorganismos y no por las células del huésped, 2) son
invariantes entre microorganismos de una clase dada y 3) son esenciales para la sobrevivencia
microbiana (Medzhitov 2001). Cuando los TLR reconocen PAMPs se inicia una respuesta que
programa los perfiles de expresion de genes antipatdgenos y promueve la inmunidad adquirida
(Boehme and Compton 2004).

Los TLRs son glicoproteinas integrales de membrana tipo 1. Con base en su region
citoplasmaticas estos receptores se han clasificado dentro de una gran superfamilia que incluye al
receptor para IL-1, sin embargo su region extracelular difiere, los TLRs contienen repeticiones
ricas en Leucina (LRR, del ingles “Leucine-rich repeat”), mientras que la region extracelular del

receptor para IL-1 contiene tres dominios tipo Inmunoglobulina (Akira and Takeda. 2004). En
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respuesta a microbios o a sefiales de peligro, representadas por PAMPs los TLRs inician una
casacada de sefializacion intracelular que dirige a la expresion de genes pro-inflamatorios (Vogel
et al., 2003).

Los receptores tipo Toll no son fagociticos per se sin embargo se ha demostrado que son capaces
de regular la formacién del fagosoma debido a que la sefializacion a través de estos receptores
activa moléculas que son requeridas para la fagocitosis, como Racl y la cinasa PI3K ambas

requeridas para este proceso (Underhill and Ozinsky 2002).
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Figura 1.2. Localizacion de los TLR’s en la célula.

Se ha sugerido que la sefializacién por receptores fagociticos puede modular la sefializacién por
los TLRs. Se ha observado que el receptor de manosa con dominios extracitoplasmaticos de
reconocimiento de carbohidratos lectina tipo C puede iniciar una sefializacién antiinflamatoria.
Mientras que el LPS induce la produccion de IL-12 en células dendriticas, la estimulacion
simultanea con un anticuerpo monoclonal anti-receptor de manosa bloquea la induccion de esta
citocina (indicando que la unién del anticuerpo al receptor de manosa altera la respuesta celular a
la activacion por los TLRs). Asi también hay evidencia que la activacion de los receptores Fcy en
macrofagos y células dendriticas modula la sefializacion por TLRs pues la union de los receptores

Fcy a su ligando in vitro induce una baja produccion de IL-12 y una produccion incrementada de
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IL-10 en respuesta a LPS (Underhill and Gantner 2004; Sutterwala et al., 1997; Sutterwala et al.,
1998). Los niveles de la expresion de los TLRs en la superficie celular, medido por la union de
anticuerpos monoclonales, parecen ser muy bajos. Esto corresponde a pocos miles de moléculas
por célula en monocitos y pocos cientos 0 menos en células dendriticas inmaduras. Sin embargo
la expresion de los TLRs es observada en muchas otras células, incluyendo células endoteliales

vasculares, adipocitos, miocitos cardiacos y células epiteliales intestinales (Akira et al., 2001).
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Receptor Localizacion Células Ligando Origen de los
ligandos
TLR1 Superficie celular | Ubicua Triacilpolipeptidos Bacterias y
mycobacteria
TLR2 Superficie celular | PMN Lipoproteinas/Lipopeptidos Varios patégenos
(Polimorfonicleares), | Peptidoglicano Bacterias Gram
CD y monocitos. Acido lipoteicoico positivas
Lipopolisacarido atipico Bacterias Gram
Zymosan positiva
Proteina del choque térmico | Porphyromonas
70" gingivalis
Hongos
Huésped
TLR3 Endosomas CDy células NK RNAdC Virus
TLR4 Superficie celular | Macréfagos, CD, | Lipopolisacarido Bacterias Gram
células endoteliales. | Proteina de fusion negativas
Proteina de la envoltura Virus sincitial
respiratorio
Proteina del choque térmico | Virus tumoral
60", mamario de ratén
Proteina del choque térmico | Chlamydia
70", pneumoniae
Oligosacaridos  de  é&cido | Huésped
hialuronico” Huésped
Fragmentos de polisacérido de
sulfato de heparan”. Huésped
Fibronectina
Huésped
TLR5 Superficie celular | Monocitos Flagelina Bacteria
inmaduros, CD
inmaduras,  células
epiteliales, NK y T.
TLR6 Superficie celular | Células B y NK y [ Acido lipoteicoico Bacterias Gram
monocitos. Zimosan negativas
Hongos
TLR7 Endosomas Células B y | Imidazoquinolinas Compuestos sintéticos
precursores de CD | RNA de cadena simple Virus
plasmocitoides.
TLRS8 Endosomas Monoacitos, células | Imidazoquinolinas Compuesto sintético
NKyT. RNA de cadena simple RNA de cadena
simple
TLR9 Endosomas Precursores de CD | DNA conteniendo CpG Bacterias y virus
plasmocitoides,
células B,
macréfagos, PMN y
células NK.
TLR10 ? Células B y | No determinado No determinado
precursores de CD
plasmocitoides.
TLR11 ? ? Proteina tipo Profilina de T.| Toxoplasma gondii y

gondii

Bacterias
uropatogénicas

Tabla 1. Receptores tipo Toll y sus principales ligandos. ( Akira, 2004; Janssens and Beyaert 2003;

Lauw et al., 2005).
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b) TLR4

Como se describe en la tabla 1, TLR4 es un receptor esencial para el reconocimiento de
lipopolisacéarido (LPS) y otras moléculas como Taxol y proteinas virales. Ademas, se ha
observado que TLR4 participa en el reconocimiento de ligandos endégenos tales como proteinas
del choque térmico (HSP70), oligosacaridos de acido hialuronico, sulfato de heparan y
fibronectina. Sin embargo, todos estos ligandos enddgenos requieren ser usados a muy altas
concentraciones para activar TLR4. Se ha demostrado que la contaminacion de LPS en las
preparaciones de HSP70 le confiere habilidad para activar TLR4, el LPS es un inmuno-activador
muy potente y por lo tanto TLR4 puede ser activado por una muy pequefia cantidad de esta
molécula (Akira et al., 2005).

¢) Reconocimiento de LPS por TLR4 y sefalizacion

El LPS de la membrana externa de bacterias Gram negativas es procesado por la Proteina de
unién al LPS (LBP, LPS binding protein) y CD14 soluble. LBP es una transferasa de lipidos que
reconoce al lipido A (porcion toxica del LPS, constituido de seis cadenas de acidos grasos unidos
de varias maneras a dos residuos de glucosamina). Remueve el LPS de la membrana externa y
forma complejos solubles consistiendo de LPS, LBP y CD14, que presentan el LPS a CD14 de
membrana. Asi, el LPS unido a CD14 es transferido a TLR4-MD-2 lo cual desencadena la
oligomerizacion de los receptores y produce una sefial. La sefial producida por LPS produce la
dimerizacion del dominio citoplasmatico de TLR4 y MD-2 participa regulando esta dimerizacion.
(Miyake, 2004).

El dominio citoplasmatico de los TLRs se denomina dominio TIR (Toll/IL-1 receptor). La via de
sefializacion activada por TLR4 en respuesta al LPS hace uso de proteinas adaptadoras que
también poseen dominios TIR. Una de ellas es la Molécula de Diferenciacion Mieloide (MyD88),
que a través de interacciones homotipicas es capaz de transducir la sefial a traves de los TLRs.
Con base en su participacion en la sefializacion a través de los TLR, la respuesta generada puede
dividirse en una respuesta temprana dependiente de MyD88 y una respuesta tardia independiente
de MyD88 (Akira and Takeda 2004).
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Figura 1.3. Reconocimiento de LPS por TLR4 y sefializacion dependiente e
independiente de MyD88 (Modificada de Palsson-McDermontt and O’Neil 2004).

1. Sefializacion dependiente de MyD88

MyD88 posee un dominio de muerte (DD) N-terminal que es separado de un dominio TIR C-
terminal por una secuencia de amicoacidos. Otra molécula adaptadora que homodimeriza y
también heterodimeriza con MyD88 es MAL (proteina adaptadora tipo MyD88 también conocida
como TIRAP). Cuando LPS se une a MD-2 y TLR4 con ayuda de CD14 induce la dimerizacién
de TLR4 lo cual a su vez recluta a MyD88 y MAL al complejo recepetor, Estos a su vez reclutan
a la proteina IRAK4, que posee actividad cinasa intrinseca, que a su vez esta capacitada para
activar a IRAK1 que también posee actividad cinasa. Las moléculas IRAKs poseen un dominio
DD N-terminal con el que llevan a cabo interacciones homofilicas y un dominio central de cinasa
de serina/treonina. IRAK1 activado autofosforila sus residuos N-terminal y asi IRAK1
hiperfosforilado capacita a TRAF6 para unirse al complejo, lo cual induce su activacion. Asi
TRAF6 activado se asocia con TAB2 el cual activa a la MAPK cinasa TAK1 que esta
constitutivamente asociada con su proteina adaptadora TAB1. En este punto TAK1 actia como
un activador comun de NF-«xB, asi como también p38 y la MAPK cinasa JNK. Los dimeros de
NF-kB son usualmente secuestrados en el citoplasma en una forma inactiva por moléculas

inhibidoras de la familia NF-xB (I «B). Su activacion involucra la fosforilacion, ubiquitinacion y
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proteolisis de las proteinas | kB y la liberacion y translocacion nuclear de los factores NF- xB.
Este proceso de activacion esta mediado por el complejo cinasa 1kB (IKK), el cual comprende las
dos subunidades cataliticas IKK-a e IKK-B (también conocidos como IKK1 e IKK2) y una
subunidad reguladora IKK-y (también conocida como modulador esencial de NF-xB, NEMO).
Después de la activacion por sefiales rio arriba IKK fosforila 1xB dirigiendo su poliubiquitilacion
y degradacion mediada por el proetasoma. (Akira and Takeda 2004; Palsson-McDermott and
O’Neil 2004).

2. Sefalizacion independiente de MyD88

Esta via induce la activacion de IRF3 (del inglés “IFN regulatory factor 3”) que media la
induccidn inicial de interferones tipo 1 y la activacion tardia de NF-xB. La cual dirige la
activacion de citocinas pro-inflamatorias.

Los tnicos TLRs que emplean esta via son TLR3 y TLRA4. Las interacciones iniciales llevadas a
cabo por ambos receptores son similares variando en que una molécula denominada TRAM 0
TICAM-2 participa en la sefializacion por TLR4 y no asi por TLR3. Estructuralmente TRAM se
parece a MAL vy funciona como un puente entre TLR4 y TRIF (del inglés “TIR-containing
adapter molecule™), el cual también es requerido para la sefializacion por TLR3. EI modelo para
la activacion tardia de NF-kB de manera independiente de MyD88 involucra la union de TRIF a
TRAF6 via algunos dominios de union a TRAF6 en la region N-terminal de TRIF, los eventos
subsecuentes dirigen a la activacién de NF-xkB probablemente a través del modelo anteriormente
descrito. En el caso de la activacion de IRF3 parece ser mas compleja, IKKe y TBK1 acttan
como cinasa de IRF3. Estas dos moléculas se unen a IRF3, lo cual ha permitido proponer el
modelo de un complejo de TRIF, TBK1, IKKe e IRF3 dirigiendo a la fosforilacion y activacion
de IRF3. IRF3 puede entonces unirse al elemento de respuesta sensible a INF (ISRE) induciendo
la expresion de un conjunto de genes incluyendo INF-B. Recientemente se ha implicado la
participacion de la subunidad p65 de NF-kB en la activacion de IRF3 por LPS (Akira and Takeda
2004; Palsson-McDermott and O’Neil 2004).
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I1. ANTECEDENTES

2.1 Reconocimiento viral por los TLR’s

Como se mencioné anteriormente, los TLR’s participan de una manera muy importante
identificando la presencia de patogenos al reconocer estructuras conservadas de una amplia
variedad de microorganismos, incluyendo bacterias, levaduras y, recientemente identificados

como ligandos de TLR’s, acidos nucleicos y algunas proteinas virales (Vaidya and Cheng 2003).

Como ya se menciond la sefializacion a través de los TLR’s dirige a la maduracion de CPA
incluyendo las células dendriticas, lo que va ligado a la expresion de moléculas co-estimuladoras
y la secrecion de citocinas pro-inflamatorias incluyendo interferones o y B citocinas que inducen
un complejo mecanismo de resistencia antiviral en células infectadas o no infectadas (Taniguchi
and Tanaka 2002; Boeheme and Compton 2004).

Hasta la fecha se han identificado cuatro clases de PAMPs en el reconocimiento viral por los
TLR’s: RNA de doble cadena (RNAdc), ADN con secuencias CpG, ARN de cadena sencilla
(RNACs) y glicoproteinas de envoltura (Boeheme and Compton 2004).

El material genético de algunos virus esta constituido por RNAdc, esta molécula también es el
intermediario de replicacion de virus de RNA y se cree que la lisis de células infectadas pueden
liberar RNAdc que puede interaccionar con TLR3. En fibroblastos TLR3 es expresado en la
superficie de las células sin embargo en células dendriticas la expresion de TLR3 esta restringida
a compartimentos intracelulares. La activacion de TLR3 induce una produccion limitada de
citocinas pro-inflamatorias sin embargo induce una robusta secrecion de INF-p y la expresion de
moléculas co-estimuladoras (Matsumoto et al., 2003. Boeheme and Compton 2004). Algunos
virus como virus Herpes simplex tipo 1y 2 (HSV-1y 2) y citomegalovirus (CMV) murino, que
poseen genomas ricos en motivos CpG son capaces de inducir la produccion de INF-a y citocinas
pro-inflamatorias por CDp y CD murinas a través de TLR9 (Krug et al., 2004% Krug et al.,
2004"). El modelo que permite explicar esta interaccion es en el que las particulas virales pueden
ser tomadas por las células y subsecuentemente degradadas en vesiculas endociticas, donde el
genoma viral es expuesto y puede interaccionar con TLR9 (Boeheme and Compton. 2004). Otros
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virus cuyo genoma esta compuesto de RNAcs como virus de estomatitis vesicular (VSV) y virus
de inmunodeficiencia humana tipo | (HIV) son capaces de inducir la secrecion de INF-o y la
expresion de marcadores de activacion de una manera dependiente de TLR7 en CDp y células B
de ratén (dependiente a su vez de acidificacion endosomal en CDp) (Lund et al., 2004; Boeheme
and Compton 2004). De igual manera, el genoma compuesto por RNAcs del virus influenza es
capaz de inducir la produccion de grandes cantidades de INFo por CDp a través de TLR7 de
manera dependiente de MyD88 (Heil et al 2004). Por otro lado, glicoproteinas virales como la
proteina hemaglutinina del virus del sarampion y la glicoproteina B de envoltura de CMV
humano son capaces de inducir citocinas inflamatorias a través de TLR2 en células
mononucleares de sangre periférica de humano (Bieback et al., 2002; Compton et al., 2003). Asi
también, como se explicara mas adelante, TLR4 es capaz de participar en el reconocimiento de

proteinas virales.

Las glicoproteinas de envolura viral son una amplia clase de moléculas que han emergido como
ligandos de TLRs. TLR4 fue el primer TLR que se demostro participaba de manera importante en
la defensa del huésped en contra de virus (Finberg and Kurt-Jones 2004). Kurt-Jones y cols
(2000) demostraron que la proteina de fusion (F) del virus sincicial respiratorio (RSV) es capaz
de inducir la secrecion de citocinas en monocitos humanos de una manera dependiente de TLR4
y CD14, asi también demostraron que el virus persiste durante mas tiempo en los pulmones de
ratones deficientes en TLR4 que en ratones normales. Ademés Haynes y cols. (2001)
demostraron que ratones que carecen de TLR4 muestran niveles menores de infiltrado de células
NK y células CD14" en los pulmones y niveles reducidos de IL-12 en suero que los ratones

normales, rindiendo en una reduccion en la capacidad para resolver la infeccion viral.

Por otro lado, se demostrd que el virus tumoral mamario de raton (MMTV) es capaz de
interactuar con TLR4 demostrandose que la proteina de envoltura (Env) es el componente viral
responsable para la activacion del mismo Rassa et al., (2002). Asi también, se ha demostrado que
MMTYV es capaz de activar células B en ratones normales pero no en ratones deficientes en
sefializacion a través de TLR4. Ademas, que TLR4 coinmununoprecipita con la proteina Env de
MMTYV evidenciando la interaccion directa entre ambas proteinas. Recientemente se demostrd

que la union directa del virus con TLR4 induce la maduracion de CDMO e incrementa la
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expresion del receptor de entrada de MMTV (CD71) sobre las mismas. Ademas, se demostro in
vivo que MMTYV es capaz de incrementar el numero de células dendriticas en placa de Peyer de
neonatos asi como también el receptor CD71 de una manera dependiente de TLR4 (Burzyn et al.,
2004).

Resulta interesante la habilidad de las glicoproteinas virales para activar a los TLRs porque son
sintetizadas en las células del huésped y por lo tanto no pueden sufrir modificaciones o expresar
motivos que sean significativamente diferentes a las proteinas del huésped. Es posible que estas
proteinas posean conformaciones estructurales Unicas y/o agrupaciones de glicanos que les

permita ser reconocidas como antigenos (Boeheme and Compton 2004).

De acuerdo a todo lo anterior, en la superficie célular TLR2 y TLR4 pueden reconocer
glicoproteinas virales, mientras que TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 pueden detectar material

genético viral libre, con lo cual inducen la expresion de genes antivirales (Bowie and Haga 2005).

TLR Especie PAMP viral Virus
TLR2 Humano, Proteinas del CMV
virion
Humano y ratén HA Virus del
sarampion
TLR3 | Humano, raton RNAdc Varios
TLR4 Raton Proteina F RSV
Raton MMTV
Raton VP7 RV
TLR7 Raton Proteina Env Influenza, HIV,
VSV
TLRS8 Humano RNACcs HIV
TLR9 Raton DNA HSV-1, HSV-2

Tabla 2.1. TLR’s implicados en la respuesta a PAMPs virales (Bowie and Haga 2005, Blutt et al 2004b*).

En cuanto a rotavirus, Blutt y cols. (2004°) observaron que al usar ratones que expresan el BCR
incompleto (ratones XID) o ratones que expresan un BCR transgénico especifico para la lisozima
de huevo de gallina ocurria activacién de células B indicando que el BCR no era requerido para

la induccion de esta activacion. Por lo tanto, propusieron que la activacion de células B podria
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estarse dando a través de algun TLR. Anteriormente se habia demostrado que la activacion de
estas células se debia a la glicoproteina viral VP7, por lo que propusieron que esta activacién
podria ser a partir de TLR4 como ocurre para otras proteinas virales (Blutt et al 2004 Blutt et
al., 2004"). Evidencia preliminar sugiere que la proteina de capside externa de rotavirus \VVP7
interacta con TLR4 en las células B resultando en su activacion (Blutt et al., 2004).
Interesantemente esta activacion fue independiente de la glicosilacion de VP7, pues al emplear la
cepa mutante de rotavirus que expresa VP7 no glicosilada se observé una activacion de células B
comparable con la activacion que induce la cepa silvestre. Por lo cual propusieron que la
activacion de las células B puede ser atribuida a los motivos altamente repetitivos y densamente
empacados de VP7, lo cual demostraron al emplear preparaciones virales hervidas en las cuales

no observaron activacion de éstas células (Blutt et al 2004%).

Debido a que la infeccidn por rotavirus es de rapida resolucion, se plantea que la inmunidad
innata puede estar participando de manera importante en la contencion de la infeccion y en el
establecimiento de una respuesta inmune adaptativa adecuada. Por esto, se propone gue un mejor
entendimiento de la participacion de la inmunidad innata en particular de las células dendriticas
en la respuesta a la infeccion por rotavirus permitira contar con mas herramientas que permitan

favorecer el control de la enfermedad.

De esta manera, en este trabajo nos propusimos analizar el papel de uno de los principales
componentes de la respuesta inmune innata como son las CD, en la infeccion por rotavirus.
Especificamente investigamos si el genoma 06 las proteinas de rotavirus son capaces de inducir la

activacion de estas células.
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111. HIPOTESIS

En un modelo in vitro, rotavirus sera capaz de activar a las células dendriticas provenientes de
medula 6sea de raton.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Analizar el papel de rotavirus en la activacion de células dendriticas de raton en un modelo in

vitro.

4.2. Objetivos Particulares

1. Evaluar si rotavirus purificado e inactivado por calor activa in vitro células dendriticas derivadas de
médula 6sea de ratones BALB/c, induciendo la produccion de IL-12 y el aumento de la expresion de
CD40, CD80y MHC Il en la superficie celular.

2. Determinar la contribucion del genoma viral y de las proteinas de rotavirus a la activacion de las

células dendriticas, usando VVLP’s purificados compuestos de las proteinas VP2/\VP6/VP7.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Medios de cultivo
Todos los medios de cultivo fueron adquiridos a GIBCO BRL y preparados de la siguiente manera:
RPMI" : RPMI 1640 suplementado con 2 mM de L-glutamina y 2 gr de NaHCOj3 por litro.

RPMI* : RPMI 1640 suplementado con 2 mM de L-glutamina, 2 gr/lt de NaHCO; , 5x10° M de 2-
mercaptoetanol, 10 mM de Hepes, 40 ng/ml de gentamicina y 10 % de suero fetal bovino (SFB).

DMEM™: DMEM alto en glucosa suplementado con 2mM de L-glutamina, 110 mg/It de piruvato de sodio,
3.7 gr/lt de NaHCOg3 por litro. 100 U/ml de penicilina y 100 pug/ml de streptomicina .

DMEM*: DMEM alto en glucosa suplementado con 2mM de L-glutamina, 110 mg/It de piruvato de sodio,
3.7 gr/lt de NaHCO; por litro, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de streptomicina y 10 % de SFB.

Los medios fueron ajustados a pH 7 y esterilizados por filtracion por una membrana de 0.22 um.

Sf900-11: medio completo, optimizado, libre de suero. Para cultivo de células de insecto.

5.2 Ratones

Se emplearon ratones hembras de la cepa BALB/c (H-2%) de 5-10 semanas de edad, libres de patogenos
(Bioterio, IBT-UNAM e INSP).

5.3 Virus
El virus RRV (Sa/G3P11, SGII) de momo Rhesus fue propagado in vitro en la linea celular MA-104.

Se utilizaron baculovirus (virus de polihedrosis nuclear de Autographa californica) recombinantes que
expresan los genes que codifican para las proteinas VP2-GFP (de la cepa de rotavirus RF), VP6 y VP7 (de
la cepa de rotavirus SA-11) fueron usados para la infeccion de células H5 para obtener las
pseudoparticulas virales (Los baculovirus y las células fueron amablemente proporcionados por la Dra.

Laura Palomares).

5.4 Lineas celulares, cultivo y estimulacion
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a) Lineas celulares
Las lineas celulares utilizadas fueron las siguientes:

MA-104: Células epiteliales de rifion de mono verde africano Cercopithecus aethiops. Susceptibles a la

infeccion por rotavirus.

CHO: Células de ovario de hamster chino (Cricetulus griseus). Transfectadas con el pldésmido que
contiene el gen que codifica para GM-CSF de raton y un gen de resistencia a geneticina (Estas células

fueron amablemente donadas por la Dra. Laura Bonifaz).

BTI-Tn-5B1-4 (Invitrogen): conocida comercialmente como High Five™. Esta linea proviene del ovario

del lepiddptero Trichoplusia ni.

A20: Linfocitos B provenientes de Sarcoma reticular de raton (Mus musculus) Balb/cAnN. Expresan

grandes cantidades de MHC 1l en su superficie (Kappler et al., 1982).
Células L: Fibroblastos de tejido conectivo subcutaneo de raton C3H/An.

Células L-1A" Fibroblastos de tejido conectivo subcutaneo de ratén C3H/An transfectados con los genes

que codifican para las cadenas oy p de MHC 11 del haplotipo IA? (Malissen et al., 1986).

b) Cultivo de células adherentes

Los cultivos se realizaron a 37°C en una atmosfera de CO, al 5 % y humedad al 95 %. Las células fueron
cultivadas en frascos de cultivo (Corning) de 25, 75 0 162 cm’ y cada vez que llegaban a confluencia eran
subcultivadas en diferentes proporciones para su mantenimiento. Las células MA-104 y las células L
fueron cultivadas con DMEM®, las células CHO fueron cultivadas en RPMI* suplementado con 0.5mg/ml

de geneticina (Gibco).

Para mantener los cultivos la monocapa de células MA-104 y de células L fue lavada con PBS 1X (8 gr
de NaCl, 0.2 gr de KCI, Na,HPO, y K,HPO, ajustando el pH 7) posteriormente las células fueron
despegadas del frasco con Tripsina-EDTA (Sigma) (0.025 % de tripsina y 1 mM de EDTA en PBS 1X).

Las células CHO fueron despegadas del frasco con una solucién de EDTA (8 gr NaCl 8, 0.4 gr KCI, 1 gr.
Dextrosa, 0.2 gr EDTA-Na, 8 ml de NaHCO; 7.5 % para un litro).

Ambas lineas fueron incubadas con 1-5 ml de estas soluciones por 5-10 minutos a 37 °C y posteriormente

se tomé una alicuota de este volumen que se pasé a un nuevo frasco con medio fresco.

38



Materiales y métodos

c) Cultivo de células en suspension

Las células High Five™ fueron cultivadas a 28°C en cultivo en suspension, en agitacion en matraces de
vidrio de 250 ml a una densidad de 0.5 x 10° células/l en 30 ml de medio Sf-900 Il. Las células A20 se

cultivaron en RPMI*.

Para mantener los cultivos se centrfugaron y contaron las células con azul de tripano al 4 % en una camara
de Neubauer. Para las células H5 se contaron los 4 cuadrantes grandes de la periferia y el central, el
resultado final fue multiplicado por 1x10* y por la dilucién correspondiente. Para las células A20 se
contaron las células en la cuadricula central, los cuatro cuados de las esquinas y el cuadro central, el
resultado final fue multiplicado por 1x10° y por la dilucién correspondiente. Posteriormente se tomo el
volumen que contenia el nimero de células adecuado para obtener la densidad deseada. Las células se

sembraron en un frasco nuevo con el volumen correspondiente de medio fresco.

d) Obtencidn de sobrenadante (SN) rico en GM-CSF a partir de células CHO

La linea de células CHO transfectadas con el gen que codifica para GM-CSF fueron mantenidas con 0.5
mg/ml del mismo. Para esto las células inicialmente fueron descongeladas en un Frasco de cultivo de 25
cm? ( F25) (Corning) con 5 ml de RPMI* suplementado con 0.5 mg/ml de geneticina. A las 24 hrs, se
retiraron 3 ml del medio y se agregd el mismo volumen de medio fresco suplementado con geneticina.
Cuando las células llegaron al 80 % de confluencia se subcultivaron en un nuevo F25 a una dilucién 1:30
en 5 ml de medio con geneticina (ver cultivo de células adherentes). Cuando las células llegaron al 80 %
de confluencia nuevamente se subcultivaron en un F75 a una dilucion 1:10 en 20 ml de medio
suplementado con el antibiotico. Cuando las células alcanzaron el 80 % de confluencia se subcultivaron en
8 F175 a una diluciéon 1:8 en 40 ml de medio suplementado con geneticina. Al llegar al 80 % de
confluencia, se retird el medio de las células, se lavé la monocapa con 5 ml de RPMI " y se adicioné 50 ml
de RPMI (sin suero) a cada frasco. Se cultivaron por 72 hrs y se colect6 el medio de cada frasco. EI SN
colectado fue centrifugado y filtrado a través de una membrana de 0.22um (Millipore). Finalmente se

hicieron alicuotas del SN y se almacenaron a -20 C.

5.5 Obtencidn y estimulacion de CD derivadas de médula 6sea
a) Obtencidn de médula 6sea de raton

Ratones BALB/c fueron sacrificados por dislocacién cervical. Posteriormente, con ayuda de pinzas y
tijeras estériles se obtuvieron tibias y fémures de cada extremidad cuidando no cortar los huesos y se
eliminaron los restos del tejido con gasa humedecida con PBS 1X. Los huesos obtenidos se colectaron en

5 ml de RPMI’, posteriormente, ya en condiciones estériles se colocaron por 2 minutos en 5 ml de etanol
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al 70 %y dos veces en 5 ml de RPMI™ para eliminar los restos de etanol. Después, se cortaron las epifisis
de los huesos y con ayuda de jeringas de 10 ml con aguja de 27 G x 13 mm (Plastipack) se procedio a
pasar RPMI" a través de la luz de los huesos para colectar la médula 6sea en una caja petri de 100mm. En
seguida las células fueron disgregadas por pipeteo vigoroso y resuspendidas en RPMI'y centrifugadas a
1600 rpm, el pellet obtenido fue resuspendido en 1 6 2 ml del mismo. Posteriormente se tomé una alicuota
de la solucion y se mezcl6 con NH,Cl a una proporcién 1:5, dejando reposar la solucién por cinco minutos
a TA, para eliminar los eritrocitos. Finalmente de esta solucion se tomé una alicuota que fue mezclada con
Azul de tripano a una dilucién 1:1 y se procedié a contar las células en una cdmara de Neubauer (los
cuadros de la periferia y el central de la cuadricula del centro) multiplicando el nimero de células

obtenidas por la dilucién correspondiente.

b) Diferenciacidn de células de médula 6sea a células dendriticas

Células de médula ésea no depletadas de eritrocitos fueron sembradas en cajas petri de 100 mm, a una
densidad de 0.5 x 10° células/ml en 10 ml de RPMI* suplementado con 15 -20 % de medio condicionado
rico en GM-CSF. Las células fueron cultivadas a 37° C en atmésfera de CO, al 5%y humedad al 95 %.
El dia de la siembra se tomdé como dia cero. Al dia 3 se adicionéaron al cultivo 10 ml de RPMI*
suplementado con 15 -20 % de SN rico en GM-CSF. A partir del dia 5 se obtuvieron células dendriticas
inmaduras. Para obtener un mayor enriquecimiento de células dendriticas, las células fueron cultivadas
hasta el dia 9 alimentando el cultivo a los dias 6 y 8. En ambos casos la mitad del sobrenadante del cultivo
fue colectado y centrifugado a 1700 rpm por 7 minutos, el pellet celular fue colectado y resuspendido en
10 ml de RPMI™ suplementado con 15 -20 % de SN rico en GM-CSF que se adiciond al cultivo.

¢) Purificacion positiva de células CD 11c* por columna magnética

Las células de MO diferenciadas fueron colectadas al dia 5 y purificadas empleando el sistema de
separacion magnética (MACS, del inglés “Magnetic cell sorting”)(Miltenyi Biotec, Alemania). Las células
se centrifugaron, se lavaron y se resuspendieron en 99 pl Buffer Macs (BM, 1 % de BSA, 2 mM
EDTA en PBS 1X) por cada 1x10’ células. Posteriormente las células fueron incubadas por quince
minutos con el anticuerpo anti-CD11c biotinilado (BD) a una dilucién 1:100 por cada 1x10’ células en
BM. Después fueron lavadas dos veces y resuspendidas en 90 pl de BM por cada 1x10’ células. En
seguida fueron incubadas por 15 minutos con perlas magnéticas acopladas a Streptavidina (Miltenyi,
Biotec) a una dilucién 1:10 por cada 1x10’ células en BM. Posteriormente las células fueron lavadas dos

veces y resuspendidas en 500ul del mismo buffer. Finalmente, se pasaron las células a través de una
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columna magnética pegada a una placa de metal. La porcion correspondiente a células dendriticas se

obtuvo al despegar la columna de la placa y al dejar pasar 1 ml de BM a través de ella.

d) Estimulacion de las células dendriticas de médula dsea.

Células dendriticas de 5 dias de diferenciacién, purificadas o no positivamente fueron sembradas en
RPMI* al 15 % GM-CSF a una densidad de 0.5 x 10°, 2x10° células/ml en cajas para cultivo en
suspensién de 35 mm (Corning) ¢ placas de 96 pozos tratadas 6 no para cultivo celular (Falcon)
respectivamente. La estimulacion se realizo durante 24 hrs empleando RRV semipurificado (Sp), RRV
purificado (P) y VLP’s (VP2/6/7). Como control positivo se emplearon diferentes concentraciones LPS de
la cepa de E. coli 055:B5 (Sigma). Para inducir el incremento en IL-12 en CDMO se empleo INF-y de

raton (Sigma) a una concentracion de 50 U/ml.

5.6 Amplificacion de rotavirus in vitro
a) Propagacion viral

Cultivos celulares de MA-104 crecidas a confluencia en frascos 162 cm® se lavaron 2 veces con 5 ml de
PBS 1X, cuidando no despegar las células. Posteriormente las células fueron infectadas con la cepa de
rotavirus RRV, para esto se agregaron 3 ml de un lisado viral de células MA-104 infectadas empleando
una MDI (Multiplicidad de infeccién = Virus infeccioso (UFF)/No células) de 1-5. Los lisados se habian
tratado previamente con 10 pg/ml de tripsina por 30 minutos a 37 °C para la activacién de los virus.
Después de agregar el indculo el cultivo se incubd a 37°C por 1 hr para permitir que el virus se absorbiera.
Posteriormente, se agregaron 27 ml de medio DMEM- a cada frasco y se cultivaron por 24 hrs. a la
misma temperatura o hasta observar efecto citopéatico. En seguida se colect6 lisado viral. La suspension se
congeldé a —20°C y posteriormente se descongeld, repitiendo este procedimiento una vez méas para romper

las células y liberar las particulas virales.

b) Titulacion de rotavirus

Células MA-104 en confluencia en placas de cultivo de fondo plano de 96 pozos (Falcon) fueron
infectadas por duplicado con 12 diluciones seriadas de lisados virales (RRV) activados, comenzando con
una dilucion 1:8 (en un volumen de 50 ul). Se dejaron absorber los virus durante 1 hr. Posteriormente se
retird el medio rico en virus, las células se lavaron con 110 pl de PBS 1X y se afiadi6 200 pul de DMEM- a

cada pozo. Las células se cultivaron por 14 hrs a 37°C y se revelaron por la técnica de inmunoperoxidasa.
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Todos los lavados subsecuentes se hicieron con 110 pl de PBS 1X. Después de ese tiempo se retird el
medio y se lavaron las células 2 veces. A continuacion, se agrego a cada pozo 110 pl de la solucion PBS
1X:acetona 1:4 dejando reposar la placa durante 20 minutos a temperatura ambiente (TA) para fijar las
celulas. En seguida se lavaron las células una vez y posteriormente se agregd a cada pozo 50 pl de una
solucion conteniendo el primer anticuerpo policlonal anti-RRV de conejo a una dilucion 1:1500 en PBS
1X. Se dejo reposar la placa por 1 hr a 37°C. En seguida las células se lavaron dos veces. Posteriormente
se agreg6 50 pl a cada pozo de una solucién conteniendo proteina-A acoplada a peroxidasa (Amersham) a
una dilucion 1:2500 en PBS 1X. Se incubd la placa por 2 hrs a 37°C y en seguida las células fueron
nuevamente lavadas dos veces. A continuacion se agrego 50 pl de carbazol (4.5 ml de carbazol [4 mg/ml
de dimetil formamida (SIGMA)], 12 ml de buffer de acetatos [0.68 gr de acetato de sodio (SIGMA) en
100 ml de agua llevado a pH 5 con ac. Acético (J.T. Backer)], 30 ul de peréxido de hidrégeno al 30 %) a
cada pozo dejando reposar la placa por 10 minutos protegida de la luz. Posteriormente se retir6 la solucién
de carbazol y la placa se lavé una vez con agua bidestilada. Finalmente se contaron las UFF (unidades
formadoras de focos) que son células ¢ grupos de células infectadas que se tifieron de color café. Se
obtuvieron los titulos virales a través de la formula: No de células X Dilucion X Objetivo X No de

campos, obteniendo la media del titulo de al menos tres diluciones.

c) Generacion de pseudoparticulas virales (VLP’s “virus like particles”,)

Células H5 fueron sembradas en 30 ml medio Sf-900 Il en matraces de vidrio de 250 ml a una densidad
de 0.5 x 106 células/ml e infectadas con baculovirus recombinantes que expresan las proteinas virales VP2
de la cepa de rotavirus RF acoplada a GFP (Proteina verde fluorescente), VP6 y VP7 de la cepa SA11 de
rotavirus, a una MDI de 5 para cada lisado viral. Se eligié la MDI de 5 pues con es a esta cantidad de
virus existe una probabilidad de que al menos una particula viral de cada uno de los tres baculovirus
recombinantes empleados en la coinfeccion penetren a la célula, con lo cual tedricamente el 100 % de la
poblacién celular seria infectada (Palomares 1999). Las celulas fueron incubaron por 96 hrs en agitacion a
28°C a 100 rpm. Posteriormente los lisados celulares se colectaron y las VLP’s se purificaron por
gradiente de Cloruro de Cesio como se indica mas adelante para rotavirus. Los virus obtenidos fueron

desalados empleando filtros tipo centricon (Millipore).

d) Semipurificacion por colchén de sacarosa

Lisado viral de células MA-104 infectadas con rotavirus se centrifugaron a 25,000 rpm (SW 28) por 2

hrs/4 °C en tubos ultra-claros de 1 x 3.5 pulgadas (Beckman) . El pellet obtenido se resuspendié en 6 ml
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de TSC (Tris 10 mM, NaCl 100 mM, CaCl2 10 mM, pH 7.4). Posteriormente se adiciond un volumen
igual de Fredn y se agito por 10 min manteniendo fria la solucion. Posteriormente se centrifugo a 6,000
rom a 4 °C por 10 min. se separd la parte acuosa y a la parte orgénica se le afiadi6 6 ml de TSC
repitiendo el procedimiento anterior dos veces mas, cada vez recuperando la parte acuosa. El sobrenadante
acuoso obtenido se centrifugd en tubos ultra-claros (Beckman) a 40,000 rpm durante 2 h a 4°C. El pellet
obtenido, rico en virus fue resuspendido en 3.5 ml de TSC. En un tubo de 5 ml se agreg6 1.5 ml sacarosa
al 30% en TSC al cual fue afiadido 3.5 ml de la solucion rica en virus, con cuidado para evitar que el
colchon de sacarosa se rompiera. Los tubos fueron centrifugados por 2 h a 40,000 rpm a 4°C. Finalmente

el boton fue resuspendido en 1 ml de TSC preparando alicotas 50 pl.

e) Purificacion por Cloruro de Cesio.

Lisado de células MA-104 infectadas con RRV, fueron centrifugados a 20,000 rpm en el rotor SW28 a
4°C por 2 hrs en ultracentrifuga (Beckman). El pellet obtenido se resuspendi6 en 2 ml TNC (Tris 10mM,
NaCl 100mM, CaCl2 1mM, pH 7.4) y se agreg6 un volumen igual de tricloro-fluoro-metano (Freon). La
mezcla se agitd vigorosamente por 10 minutos y se centrifugo a 6000 rpm a 4 °C por 20 minutos en
ultracentrifuga (Sorvall). Posteriormente se colecto la fase acuosa repitiéndose este procedimiento 2 veces
mas. En seguida se preparé el gradiente de cesio, el cual consiste en llevar la solucién acuosa rica en virus
a 5 ml de TNC con 1.459482 gr de cloruro de cesio (Research organics) en tubos ultra-claros de 5 ml
(Beckman). Los tubos se centrifugaron a 40,000 rpm en el rotor SW50 a 4 °C por 18 hrs. Posteriormente
se colectaron las bandas formadas en el gradiente con ayuda de jeringas de 1 ml, empleando agujas de
21G x 1 % ”. La bandas se distribuyeron de la siguiente manera: la banda superior est4d formada por
capsides vacias (CV) con y sin capa externa (1.29 y 1.30 g/cm3 respectivamente) la banda intermedia
corresponde a particulas completas (TLP, del inglés “Triple-layered particles” de 1.3 g/cm3) y la banda
inferior corresponde a particulas sin la capa externa (DLP, del inglés “Double-layered particles” de 1.38
g/cm3). Posteriormente se procedid a eliminar el cloruro de cesio al pasar alicuotas de 30 ul a través de
columnas de sefarosa G25 (Sigma) hechas manualmente en puntas de 200 pl o bien los virus fueron

concentrados empleando filtros tipos centricon para proteinas mayores de 10 KDa (Millipore).

5.7 Analisis de proteinas
a) Cuantificacién de proteina

Se emple6 el método de Bradford para determinar la concentracion de proteina de las preparaciones

virales. De un estandar de BSA (Albumina de suero bovino, Bio-Rad) se prepararon diluciones de 100, 75,
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50, 30, 20, 10 y 5 pg/ml en Buffer TNC. Posteriormente en una placa (Costar) por duplicado, se agregaron
160ul de las diluciones de BSA 6 de las muestras virales. En seguida se agregd 40ul de la solucion
concentrada de Bradford (Bio-Rad) a cada pozo mezclando perfectamente. Inmediatamente después se
leyo la placa en el lector de microplacas (Labsystems-multiskan) a 570 nm. Con las concentraciones
conocidas de BSA y las densidades Opticas respectivas, se obtuvo la curva estandar a través de la cual se

determind la concentracion de proteina de las muestras. Como blanco se empleo el buffer TNC.

b) Geles de poliacrilamida y tincién con plata

Para caracterizar el contenido proteinico de las preparaciones virales, las muestras obtenidas fueron
analizadas en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras. Se emple6 un
marcador de peso molecular de 250 kDa (Bio-Rad). Se utilizé un gel al 11 %, gel de corrida (1.9 ml agua
destilada, 720 ul de Tris 2 M pH 8.8, 1.33 ml archilamida 30 %, 36.5 ul SDS 10 %, 25 ul persulfato de
amonio (PA) (Sigma) y 4 ul Temed) y el gel concentrador al 4% (2 ml agua destilada, 108 ul de Tris
(Research Organics) 2 M pH 8, 330 pl archilamida (Bio-Rad) al 30 %, 25 pl SDS (Bio-Rad) 10 %, 25 pl
de PA 'y 3 ul Temed (Bio-Rad)). A cada 5 pl de la muestra se le agreg6 10 ul de buffer de carga ( SDS
1%, 1mM de 2-Mercaptoetanol, 2mM de EDTA, 10 % de glicerol, 50 mM de Tris HCI, pH 6.8 ) se
hirvieron las muestras durante 10 minutos, se cargaron en el gel y se corrieron en voltaje constante de 120
V en buffer de corrida 1X ( 1.5 gr de Tris base (JT Backer), 7.2 gr Glicina (Bio-Rad) y 8 ml de SDS 10 %
por It.) por aproximadamente 2 hrs. Posteriormente el gel fue tefiido con plata. Todos los pasos siguientes
fueron hechos en agitacion a temperatura ambiente (TA). El gel obtenido fue colocado durante 1 hr a en
solucion fijadora (15 ml metanol (JT Backer), 3.6 ml 4cido acético coencentrado, 15 pl de formaldehido
(36 %), 11.4 ml de agua mQ). Posteriormente el gel fue lavado 3 veces, 20 minutos cada vez con una
solucion etanol-agua 1:2. Después fue colocado por exactamente 1 minuto protegido de la luz en solucion
de pretratamiento (0.01 gr de Tiosulfato de sodio(Sigma) en 50 ml de agua). En seguida el gel fue lavado
tres veces por 20 segundos en agua. A continuacién fue colocado por 20 minutos en una solucion de plata
(333 pl de solucion de nitrato de Plata (Sigma)[5.5 gr de nitrato de plata en 30 ml de agua], 22.5 ul de
formaldehido, 30 ml de agua). Posteriormente fue lavado con agua 2 veces por 20 segundos. A
continuacion fue colocado en solucion de reveladora (1.8 gr Carbonato de sodio, 15 pl Formaldehido, 600
pl de la solucién anterior de tiosulfato de sodio, 30 ml de agua) hasta la aparicion de las bandas.
Posteriormente el gel fue lavado 2 veces por 2 minutos con agua. Finalmente el gel fue colocado por diez
minutos en una solucion para parar la reaccion (15 ml metanol, 3.6 ml de acido acético, 11.4 ml de agua).
Para conservar el gel, este fue colocado sobre papel filtro y secado en un secador de geles (Bio-Rad)
durante 1 hr. a 80°C.
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c) Anélisis por Western Blot

Se corrieron geles de poliacrilamida con las muestras de RRV y VLP’s y se procedi0 a realizar ensayos de
Wenstern Blot. Se transfirio el gel de poliacrilamida pretratado con buffer de transferencia (Buffer | [36.3
gr de Tris-base, 200 ml de metanol], Buffer Il [3 gr Tris-base], Buffer 11 [3 gr de Tris-base, 3 glicina] por
15 minutos en cada Buffer) a una membrana de nitrocelulosa (Millipore) en una camara de transferencia a
200 V (Isco) durante 2 hr con Buffer de transferencia . Se incubd la membrana con PBS 1X-leche 0.1 %
en agitacion 2 hrs a TA en agitacion para bloquear. Posteriormente se incubo la membrana con el
anticuerpo primario policlonal anti-YM de conejo 1:5000 en 15 ml de PBS 1X-leche 0.1 % (Carnation)
durante 2 hrs en agitacion. Se lavo 3 veces durante 15 minutos cada vez con 10 ml de PBS 1X-leche 0.1
%. Posteriormente fue incubada con el anticuerpo secundario anti-conejo de cabra acoplado a peroxidasa
1:6000 (Jackson Inmunochemicals) en 15 ml de PBS 1X-leche 0.1 % durante 2 hrs en agitacién. En
seguida se lavo 3 veces durante 15 minutos con 10 ml de PBS 1X-leche 0.1 % vy finalmente se reveld la
membrana incubandola durante 20 minutos con carbazol (descrito anteriormente), y se lavé con agua

corriente para eliminar el exceso.

5.8 Citofluorometria
a) Anticuerpos

Todos los anticuerpos fueron obtenidos de BD a menos que se indique otra cosa. Se emplearon a
diferentes diluciones en BB-SC 1%: Fab-FITC (Jackson Immunoresearch)(1:20) y anti MHC-11 (SN del
hibridoma NIMR4)(1:2), anti-CD11c-FITC (HL3)(1:400), anti-CD40-PE (3/23)(1:200) y anti-CD11b-PE
6 FITC (M1/70)(1:400), anti-CD8  ( 53-6.7)(1:200), CD80-Biotina (16-1041)(1:400), CD69-Biotina
(HL.2F3)(1:200), IL-12-PE (p40/p70)( C15.6), anti-lgGl -PE (R3-34)(1:400), anti-lgG2b,x-FITC
(M1/70)(1:400), Streptavidina-FITC(1:300) y Streptavidina-PE(1:300).

b) Tincion de marcadores externos

CD derivadas de MO sometidas a los diversos tratamientos descritos anteriormente, fueron colectadas,
centrifugadas 7 minutos a 1700 rpm y lavadas una vez con RPMI-. Posteriormente las células fueron
resuspendidas en 500 ul de “Binding Buffer” (BB, 0.01 % de Azida de sodio (SIGMA), 2mM de EDTA
(SIGMA) y 2 % de SFB en PBS 1 X) para ser contadas. En seguida las células fueron repartidas en un
namero de tubos eppendorff de 500 pl 6 pozos de fondo V de placas no tratadas para cultivo similar al

numero de tinciones requeridas para cada grupo. Cuidando de poner el mismo nimero de células para
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cada pozo. Las células fueron centrifugadas a 350 g por 5 minutos a 4 ° C (Beckman, Coulter) y el BB fue
retirado. En seguida fueron resuspendidas en 50ul de BB-suero de conejo (SC) al 1% o BB-SC 1% y anti-
CD16/CD32 (2.4G2) (1:400) a 4° C durante 30 minutos para bloquear los receptores Fc. Posteriormente
las células fueron lavadas con 100 pl de BB y centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos a 4 ° C. En seguida
fueron incubadas por 30 minutos en oscuridad con los segundos o terceros anticuerpos para marcadores
externos en un volumen de 50 pl. Se hicieron dos lavados con 150ul de BB entre la adicion de cada
anticuerpo. Las células marcadas fueron resuspendidas en 300 ul BB, fijadas con 100 pl de p-

formaldehido al 4 % y por ultimo analizadas en el citofluorémetro ( Facscalibur Beckton and Dickinson).

c) Tincidn de citocinas intracelulares

Para las tinciones intracelulares las células inmunomarcadas para moléculas externas se resuspendieron en
50 pl de Cytofix/Citoperm (BD) por 20 minutos a 4°C para permeabilizarlas. Después las células se
lavaron dos veces con 100 pl de Perm/Wash 1X (BD). Posteriormente fueron incubadas por 30 minutos en
oscuridad con los anticuerpos para citocinas internas en 50 pl de Perm/Wash adicionado con SC al 1 %.
En seguida se lavaron dos veces con 100 pl de Perm/Wash. Finalmente fueron resuspendidas en 400 pl de
Perm/Wash y analizadas en el citofluorémetro.

5.9 Microscopia
a) Inmunoperoxidasa y tincidn con Cristal violeta de las CDs

CD purificadas positivamente a través de la molécula CD11c se sembraron en placas de 96 pozos tratadas
para cultivo celular y fueron estimuladas con RRV, VLP’s 0 LPS. Después de 24 hrs. las células se
trataron con la técnica de inmunoperoxidasa como se indica en la titulacion de rotavirus. Las células
tratadas 6 no con LPS fueron tefiidos con 0.1 % de Cristal Violeta en Etanol al 20%. Finalmente las

células se analizaron en un microscopio de luz.

b) Inmunofluorescencia

Células diferenciadas se cultivaron en placas de 35 mm conteniendo en el fondo cubrobjetos de 18 mm,
por 24 hrs. Este tiempo fue suficiente para lograr que las células se adhirieran al vidrio. Posteriormente se
retird el medio con suero y se lavaron los cubreobjetos con 500 pl de RPMI-, posteriormente se agreg6 a
cada placa 200 pl de RPMI- solo 6 conteniendo 2 pg/ml de RRV, se dej6 absorber el virus durante 1 hr a

37 ° C, se agreg6 800 pl de RPMI-y se incub6 por 24 hrs a 37 ° C. Después de ese tiempo se colectaron
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los cubreobjetos y se colocaron en placas de 6 pozos para su inmunomarcaje. Se agreg6é 200 ul de p-
formaldehido 2% a cada cubreobjetos y se incub6 por 20 minutos a TA para fijar las células y se lavaron 2
veces con PBS 1X-50 mM NH,CI (Research Organics). Posteriormente se procedio a bloquear las células
durante 15 minutos (u O/N a 4°C) con PBS 1X-50 mM NH,CI, 1 % BSA, 2 % suero de conejo /0.5 %
Triton X-100 y se lavaron 1 vez con PBS 1X-50mM NH,CI. Posteriormente se prepar6 el anticuerpo
primario en solucion bloqueadora (sin triton) (anti-NSP3 1:500 y anti-CD11c FITC 1:100), (el anticuerpo
anti NSP3 fue amablemente donado por el Dr. Luis Padilla) se agregé 50 pl de cada anticuerpo por
cubreobjetos y incub6 1 hr. a TA cubierto de la luz. En seguida las células se lavaron 4 veces con PBS 1X-
50 mM NH,CI por 20 min (5 minutos por lavado). A continuacion las células fueron incubadas con 50 pl
del anticuerpo secundario (Alexa 568 anti-raton 1:3000) por 1 hr. a TA cubierto de la luz, después de ese
tiempo se lavaron 3 veces con PBS 1X-50 mM NH,CI. En seguida se incubaron por 5 minutos con DAPI
1:8,000 en PBS 1X-50 mM NH,Cl y se lavaron 1 veces mas con PBS 1X 50 mM NH,CI. Posteriormente
se colocaron 5 pl de glicerol al 10 % en PBS 1X en portaobjetos de 76 x 26 mm a los cuales se les
colocaron los cubreojetos con la parte de las células hacia abajo. Las orillas fueron selladas con barniz y
se dejaron secar por 24 hrs. Finalmente las células fueron conservadas a -70 ° C hasta su observacion en el

microscopio de epifluorescencia.

5.10 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado con el Software STATISTICA version 6.0 (Tulsa, OK USA). Las
diferencias entre los resultados fueron determinados a través de la prueba Kruscal-Wallis. Los valores de

P < 0.05 fueron considerados como significativos.
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VI. RESULTADOS

6.1. Generacion de células dendriticas a partir de precursores de médula 6sea

Se generaron células dendriticas a partir de precursores de médula ésea (MO) de ratones
BALB/c. Las células de MO fueron cultivadas durante cinco dias en presencia de 15 - 20 % de
medio condicionado rico en GM-CSF proveniente de cultivos de células CHO transfectadas. La
expresion de la integrina CD1lc (marcador de CD) en las células fue analizada por
citofluorometria usando como control células de MO frescas, para cada muestra se capturaron
10,000 eventos. Se encontré que en las células de MO cultivadas con GM-CSF se gener0 una
poblacion de células méas grandes y granulosas en comparacion con el control de células de MO
frescas (Fig. 6.1A, B). La expresion del marcador de superficie CD11c en la poblacion total fue
de un 30 % en las células diferenciadas con el factor y de un 1.3 % en las células de MO sin
cultivar (Fig. 1C, n = 3, P < 0.05). Estos resultados claramente nos indican que las células de MO
cultivadas en presencia de GM-CSF se enriquecieron en CD y que estas muy probablemente son

la nueva poblacién mencionada.

Para demostrar que la nueva poblacion celular correspondia a las CD, se analizaron los datos de
citofluoremetria en 3 diferentes regiones que corresponden a 3 poblaciones definidas (Fig. 6.1 D
y F). Se encontré que en la region 3, que correspondia a la nueva poblacion, se localizaba el
mayor porcentaje de expresion de CD11c con un 47.5 % de células positivas en esta region (Fig.
6.1 D). En contraste, las regiones 1y 2 mostraron un porcentaje de expresion del marcador de 5.1
y 2.6 %, respectivamente (n = 4, P< 0.05). De esta manera, todos los resultados reportados en
este trabajo se referiran a la regién 3, que denominamos como la regién enriquecida en CD, a
menos que se especifique otra cosa. La region 3 corresponde a un 30 % (n = 4, DS = 11.9) de las

células totales.
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Figura 6.1. Generacién de CD derivadas de MO. Analisis por citofluorometria de la expresion de CD11c en
células de MO y células diferenciadas. (A) Grafico granulocidad & Tamarfio de células frescas de MO y (B)
células de MO cultivadas en presencia de GM-CSF. (C) Expresion de CD11c en células de MO y células
diferenciadas, (n = 3, P < 0.05). (D, E y F) Analisis de la expresion de CD11c en las células diferenciadas en
tres diferentes regiones, (n = 4, P < 0.05).

Con la finalidad de optimizar los rendimientos en la generacion de CD derivadas de MO, se
usaron diferentes concentraciones de SN rico en GM-CSF y tiempos de cultivo. Se realiz6 una
cinética de induccion de CD a partir de cultivos de MO en funcion de concentraciones de SN al 5,
10 y 20 %. Se encontrd que no existieron diferencias en la cinética de expresion de CD11c en
funcion de las diferentes concentraciones de SN empleado. En todos los casos se observo que
durante los 3 primeros dias hubo un ligero incremento de CD11c en células totales y a partir de
este Ultimo dia se dio un gran incremento del marcador al dia 4 que se mantuvo hasta el dia 6.
Como control se cultivaron células de MO en ausencia de GM-CSF y como se esperaba las
células no expresaron CD11c (dato no mostrado).

Las CD derivadas de MO con GM-CSF presentan un fenotipo de CD de tipo mieloide (Inaba et
al., 1992), esto es, presentan el fenotipo CD11c’, CD8a” y CD11b". De esta manera, células de
MO cultivadas por 5 dias con el factor de diferenciacion fueron analizas por citofluorometria para
la expresion de las moléculas mencionadas. Se encontré que las CD expresaban la molécula
CD11b pero no CD8a (Fig. 6.2A), lo que confirma el fenotipo mieloide descrito. Asi mismo,
cuando las células diferenciadas por cinco dias fueron seleccionadas positivamente a través de la

molécula CD11c y se analizaron por microscopia se demostrd que las CD presentaron la
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morfologia tipica de células dendriticas (Fig. 2B) lo cual se acentud cuando fueron cultivadas por

24 hrs. en presencia de 500 ng/ml de LPS (Fig. 9Ad, ver més adelante).
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Figura 6.2. Fenotipo y morfologia de las CD derivadas de MO. (A) Fenotipo de las CD derivadas de MO en base a la expresion
de las moléculas CD8u. y CD11b en R3. (B) Morfologia de las CD purificadas positivamente a través de la integrina CD11c,
tefiidas con cristal violeta. Las flechas indican células que presentan la morfologia tipica de CD.

En base a los resultados anteriores, es claro que se logré montar el sistema de generacion de CD a
partir de precursores de MO, que presentan el fenotipo de CD mieloide esperado, por lo que estas

células fueron utilizadas para los subsecuentes experimentos de estimulacién con rotavirus (RV).

LPS es un contaminante ubicuo. La presencia de pequefias cantidades del mismo en el medio de
cultivo podria afectar el proceso de produccion de CD vy la funcionalidad de las mismas. Existe
evidencia de que un estimulo continuo dado por LPS en los precursores, es capaz de inhibir la
diferenciacion de los mismos a CD (Palucka et al., 1999 Rotta et al., 2003). (Fig. 6.3 A). Para
descartar la presencia de LPS en los cultivos, células de MO fueron cultivadas en presencia de 5
ng/ml de LPS y GM-CSF. Se midio la expresion de CD11c y CD40 en células de MO cultivadas
durante 5 dias en presencia ¢ ausencia de 5 ng/ml de LPS y estimuladas con 1 pg/ml de mismo.
Como se esperaba, el LPS inhibi6 la diferenciacion de los precursores. Se encontrd en el total de
células, una baja expresién de CD11c en células de MO cultivadas en presencia de GM-CSF y
LPS cuando se comparé con células control cultivadas en ausencia LPS. Por otro lado, se observé
que del total de células diferenciadas estimuladas con LPS pero cultivadas en ausencia del
mismo, un 13.4 % expresaron CD40, lo cual fue un aumento significativo cuando se comparé
con células control no estimuladas. En contraste, cuando células cultivadas es presencia de LPS
fueron sometidas a un estimulo secundario, solo un 2.8 % de las células expresaron CD40 y no
fue significativo cuando se compard con células control no sometidas al estimulo (n = 2, P <

0.05, dato no mostrado), este fendmeno fue similar al observado cuando se midio la expresion de
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CDA40 en celulas de MO estimuladas con LPS (Fig.6.4 B ver mas adelante). Este resultado nos

indica que en nuestros cultivos de diferenciacion no hubo 5 ng/ml de LPS como contaminante.
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Figura 6.3. Cultivo de células de MO en presencia de LPS. Expresién de CD11c y CD40 en células de MO
cultivadas durante 5 dias con GM-CSF en presencia ¢ ausencia de 5 ng/ml de LPS y posteriormente estimuladas por 24
hrs. con 1 pg/ml del mismo.

6.2. Estimulacion de CDMO con RV

Con la finalidad de determinar si rotavirus es capaz de activar a las CD derivadas de MO, éstas
fueron estimuladas con diferentes preparaciones de RV y el incremento de las moléculas CD40,
MHC 11 y CD80, asi como los niveles de IL-12 intracelular fueron analizados por citometria de

flujo.

a) CD40

Para analizar la induccion en la expresion de CD40 por rotavirus, se determinaron los niveles
constitutivos de este marcador en CDMO de 5 dias de cultivo y se compararon con los niveles en
células de MO. Se encontré que 0.4 % de las células de MO expresaban CD40, en cambio 5.8 %
de las células diferenciadas en R3 expresaban esta molécula. La sola diferenciacion indujo un
incremento significativo en la expresion de CD40 (n = 3, P < 0.05) (Fig. 6.4 B). Como control
positivo de activacion y maduracion de las células diferenciadas se utilizé LPS, ya que es capaz
de activar a las CD a través de TLR4 e inducir el incremento de marcadores de activacion.

Cuando células de MO fueron estimuladas con 1ug/ml de LPS no se encontr6 un aumento
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significativo de CD40 con respecto a las células control no estimuladas. En seguida, para
determinar la concentracion éptima de LPS, las células diferenciadas fueron estimuladas con
diferentes concentraciones del mismo. Se encontrd que el porcentaje de células que expresaban
CD40 en la region enriquecida en CD (R3) incrementd desde la concentracion minima empleada
que fue de 500 ng/ml y que el porcentaje de células positivas para CD40 fue directamente
proporcional a la concentracion de LPS empleada (experimento representativo) (Fig. 6.4 A). Asi

que se eligieron las concentraciones de 500 y 1000 ng/ml de LPS en los ensayos subsecuentes.

A continuacion, para determinar si RV era capaz de incrementar la expresion de este marcador,
las células diferenciadas fueron estimuladas con 1 pg/ml de RV semipurificado (Sp, Fig. 6.5C1,
ver mas adelante). Se encontré un incremento significativo en el porcentaje de células positivas
para CD40 en R3 que fue de 57.3 en comparacion con células control no estimuladas (n =3, p <
0.05) (Fig. 6.4 B).

Posteriormente se midié la IMF (intensidad media de fluorescencia) con respecto a la expresion
de CD40, lo cual nos indicaria si habia incrementado la cantidad de moléculas que inicialmente
expresaba cada célula. Se encontr6 que las células diferenciadas estimuladas con RV tuvieron
una IMF en R3 mayor que las células control no estimuladas (95.5 y 44.1 respectivamente) sin

embargo, la diferencia no fue significativa.

A CD40 B CD40
* —&—LPS *
é 50 10
§ :Z ~—#— BASAL %Z
8 20 % 40
0+ R 5 3 4 s ° MO MO+LPS  BASAL RRV LPS
ng/ml CELULAS
DIFERENCIADAS
C Figura 6.4. Expresion de CD40 en células diferenciadas
N cbao estimuladas con LPS y con rotavirus. (A) Expresion de
10 CD40 en células diferenciadas estimuladas con diferentes
120 concentraciones de LPS. (B) Expresion de CD40 en células
I 122 de MO y células diferenciadas (R3) estimuladas o no con 1
o0 pag/ml de Rotavirus de la cepa RRV Spy de LPS (n = 2-3, P
w0 < 0.05). (C) IMF de la expresién de CD40 en células
” diferenciadas (R3) estimuladas o no con 1 pg/ml de RRV Sp

cbmo RRV
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Hasta aqui se habia visto que RV era capaz de producir un efecto en las CD derivadas de MO con
respecto a la expresion de CD40. No obstante, el virus que empleamos era semipurificado por
colchén de sacarosa, lo cual no descartaba la presencia de restos celulares. Ademas, es sabido que
las particulas virales obtenidas de esta manera, se componen de particulas virales completas e
incompletas. Asi que los ensayos subsecuentes se hicieron con virus purificado por gradiente de
cloruro de cesio, utilizando solo las particulas consideradas como TLP en donde la mayoria de las

particulas virales estan completas.

Por otro lado, aun no se podia descartar la presencia de LPS en las preparaciones virales y en los
cultivos ya que, como esta molécula forma parte de las paredes bacterianas es un contaminante
ubicuo. Para descartar la presencia de LPS en las preparaciones virales se procedio a llevar a cabo
los ensayos de estimulacion empleando stocks virales hervidos por 1 hr. y sin hervir. EI LPS es
una molécula termoestable, por lo que la disminucion en la activacién observada en CD
estimuladas con preparaciones virales sometidas a ebullicion descartaria la presencia de este pues
las particulas virales son sensibles a la temperatura (Blutt et al 2004%). Inicialmente, las células
diferenciadas fueron cultivadas en presencia de TNC (buffer donde esta resuspendido el virus) lo
cual indujo la expresion de CD40 en un 4.8 % de las células CD11c" en R3. Al compararlo con
la expresion basal de CD40 en células diferenciadas no sometidas a ningun estimulo, no se
encontrd diferencia significativa. Con esto pudimos descartar la presencia LPS en el buffer que
contiene las preparaciones virales. A continuacion, las células diferenciadas fueron estimuladas
con 1 pg/ml de LPS hervido y sin hervir. Se encontrd, que en células cultivadas en presencia de
LPS hubo un incremento del 22.5% en células CD11c" que expresaban CD40 y del 22.15 % en
células cultivadas en presencia de LPS hervido (R3). Ambos resultados fueron significativos
cuando se compararon con células control no estimuladas (n = 2, P < 0.05) (Fig. 6.5 A).

Por otro lado, para probar que RV era capaz de incrementar la expresion de CD40 en CD
CD11c" las células diferenciadas fueron cultivadas en presencia de 1 pg/ml de RV purificado
(Fig. 6.5 C2). Se encontrd gue en las células diferenciadas cultivadas en presencia de RV 15.1
% de las mismas en R3 expresaban CD40, lo cual fue significativamente mayor cuando se
compar6 con células cultivadas en presencia de TNC (n = 2, P < 0.05). Para descartar la presencia
de LPS en las preparaciones virales se emple6 1 pug/ml virus hervido para estimular a las CD. Se

encontrd una disminucion del 50% en la expresion de CD40 en células CD11c" en R3 con
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respecto a las células estimuladas con RV sin hervir, el valor observado fue comparable al
obtenido con TNC. Este resultado claramente indica que RV es capaz de inducir la expresion de
CD40en CD CD11c".

Posteriormente, para saber si en el incremento observado en la expresion de CD40 participaban
las proteinas virales estructurales, las células diferenciadas fueron cultivadas en presencia de
VLP’s conformados por las proteinas VP2/VP6/VP7 como se puede observar en las Figuras 4C3
y 4D. El incremento en el porcentaje de expresion de CD40 en células diferenciadas estimuladas
con VLP’s, asi como la disminucién del mismo al emplear VLP’s hervidas nos indicaria que muy
probablemente la conformacion estructural de las proteinas virales estaba participando en el
incremento observado. Como se esperaba, de acuerdo a lo reportado por Blutt y cols. (2004%) se
encontrd que las VLP’s eran capaces de inducir un incremento en el porcentaje de expresion de
CD40 en CD CD11c" el cual fue del 12.8 % (n = 2, P < 0.05). Asi mismo, cuando se emplearon
VLP’s hervidas se observo una disminucién en la expresion de CD40 con respecto a las células

estimuladas con VLP’s sin hervir, sin embargo, este decremento no fue significativo.

Por otro lado, para probar si el genoma viral estaba participando en la activacion de las células,
células diferenciadas fueron estimuladas en presencia de RNAdc viral purificado de células
infectadas. Se sabe que esta molécula es el ligando de TLR3 presente en CD, asi que se esperaba
gue CDMO cultivadas en presencia del mismo fueran capaces de inducir un incremento en el
porcentaje de células que expresaban este marcador. Contrario a lo que se esperaba, se observd
que en las células cultivadas en presencia de RNAdc de rotavirus no hubo un incremento en el
porcentaje de expresion de CD40 en CD CD11c" , cuando se compard con células control no
estimuladas (Fig. 6.5 A). A continuacién se midio la IMF con respecto a la expresion de CD40 de
células estimuladas con RV, VLP’s 6 LPS. No se encontré diferencia significativa en la IMF de
la expresion de CD40 en CD estimuladas con RV con respecto a células cultivadas en presencia
de TNC. Sin embargo se encontrd un incremento significativo en la IMF de células estimuladas
con VLP’s 6 LPS, cuando se compararon con células cultivas en presencia de TNC 6 células
control no estimuladas (n = 2, P < 0.05) (Fig. 6.5 B).
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Con base en los resultados anteriores es claro que RV es capaz de inducir un incremento en el
porcentaje de CD que expresan CD40 y que esta expresion no correlacion6 con el incremento en
la IMF, lo que sugiere que aument6 el numero de CD que expresaban esta molécula. En este

incremento participan las proteinas pero no el genoma de rotavirus.

b) MHC 1

Para evaluar la induccion en la expresiéon de MHC Il por RV, primero analizamos los niveles
constitutivos de esta molécula en la region enriquecida en CD (R3) de cultivos de 5 dias y los
comparamos con los niveles en células de MO. Se encontré que 19 % de las células de MO
expresaban MHC I, en contraste las células diferencias en R3 expresaban el 59 %. Esto es, la
sola diferenciacion a CD indujo un incremento significativo en la expresion de MHC 1l (n = 2-3,
p < 0.05). Cuando células de MO fueron estimuladas con LPS no se encontrd un aumento
significativo de MHC clase Il con respecto a las células control no estimuladas. Por otro lado,
cuando las células diferenciadas fueron estimuladas con LPS se encontré un incremento en la
expresion de este marcador con respecto a las células control (n = 2, P < 0.05). Asi también, las

células diferenciadas fueron estimuladas con 1ug/ml de RV Sp sin que se detectaran cambios en
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el porcentaje de células que expresaban MHC |1 con respecto a las células no estimuladas (Fig.
6.6 A). Cuando se midi6 la expresion de esta molécula en células CD11c" en R3, se observo que
el porcentaje de células tratadas con RRV no cambié con respecto a las células control no
estimuladas (Fig. 5B).

A continuacion se midio la IMF, sin embargo, no hubo diferencia significativa en la IMF
expresada en las células en R3 sin estimular y estimuladas con RV (Fig. 6.6 C). Con la finalidad
de demostrar que el anticuerpo a-MHC Il utilizado funcionaba adecuadamente, se midio la
expresion de MHC 11 en fibroblastos transfectados y sin transfectar con los genes que codifican
para MHC 11, asi como en células B que expresan esta molécula constitutivamente (células A20).
Se encontro que tanto en las células A20 como en los fibroblastos transfectados mas del 90 % de
las células expresaban MHC 11, y como se esperaba no existio expresion de esta molécula en los
fibroblastos no transfectados. Este resultado claramente nos indicé que el anticuerpo funcionaba
adecuadamente (Fig. 6.6 D, experimento representativo).

A B C
MHC I MHC I/CD11c MHC 11/CD11¢
* * 70
g w I | °
E 80 ﬁ 50 250
o @ 40 200
% jz % 20 y 190
o o 20 = 100
8 20 & 10 50
0 Mo MO +LPS BASAL RRV LPS 0 0
W Basal RRV BASAL RRV
D DIFERENCIADAS Figura 6.6. Expresién de MHC Il en CD tratadas con RRV. (A) Células de
MHC Il MO y células diferenciadas (R3) fueron estimuladas 6 no con 1 pg/ml de LPS
- y con 1 ug/ml de RRV Sp, (n = 2-3, p< 0.5). (B) Estimulacion de células
L awcr  diferenciadas con 1 pg/ml de RRV y analisis de la expresion de MHC 11 en
g 2 o células CD11c" en R3 (n = 2). (C) Intensidad media de fluorescencia (IMF)
% 0 en células diferenciadas en R3 de la expresion de MHC Il en células
w 4 estimuladas 6 no, con 1ug/ml de RRV Sp (n = 2, p < 0.05). (D) Expresion de
s - MHCII en células L-1A% que son fibroblastos transfectados con los genes que
10 codifican para MHCII y células L sin transfectar, Las células A20 son células
T e cmuet cewueii B que expresan constitutivamente MHC I1. CI: control de isotipo.
c) CD80

Para determinar la induccion en la expresion de CD80 por RV, primero analizamos los niveles
constitutivos de esta molécula en células diferenciadas de 5 dias de cultivo y los comparamos con
los niveles en células de MO. Se encontré que 1.5 % de células de MO expresaban CD80, en
contraste las células diferenciadas en R3 expresaban 86.5 %. Al igual que para MHC I, la sola
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diferenciacion a CD indujo un marcado incremento en la expresién de CD80. En seguida, cuando
células de MO fueron estimuladas con 1 pg/ml de LPS se encontrd un incremento significativo
de CD80 con respecto a las células control no estimuladas (n = 3, P < 0.05). Para conocer la
concentracion éptima de LPS con la cual se activan las CD, las células diferenciadas fueron
estimuladas con diferentes concentraciones del mismo. Se encontro un 86.5 en el porcentaje de
expresion de CD80 basal en células control no estimuladas, el cual fue aun mayor que los niveles
observados en células estimuladas con las diferentes concentraciones de LPS empleadas (Fig. 6.7
A, experimento representativo). Cuando las células diferenciadas fueron cultivadas en presencia
de TNC no se observo cambio, en la expresion de CD80 en R3 con respecto al nivel basal de la
expresion de esta molécula. Asi mismo cuando las células diferenciadas fueron estimuladas con
RV, se observo un 84.3 % de células que expresaban de CD80, lo cual no represento una
diferencia relevante en la expresion de este marcador (Fig. 6.7 B) con respecto a las células
cultivadas en presencia de TNC. Por otro lado, cuando se midid la expresion de CD80 en CD
CD11c" en R3 se observé una disminucion en la expresion de CD80 en células estimuladas con
LPS cuando se compard con células control no estimuladas. Y no se observd cambi6 en la
expresion de este marcador en células estimuladas con RV con respecto a células cultivadas en
presencia de TNC (Fig. 6C, experimento representativo). Sin embargo, hubo un incremento en la
IMF de las células estimuladas con LPS pero no con RV (Fig. 6.7 D, experimento
representativo). Con baseen los resultados anteriores, no hay duda que el nivel basal de la
expresion de CD80 fue muy elevado, que LPS induce una disminucién en el porcentaje de células
que expresan este marcador, pero un incremento en la IMF del mismo y que RV no induce

cambio en el porcentaje de expresion de esta molécula ni en la IMF en las CD.
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d) IL-12

La IL-12 es una citocina pro-inflamatoria secretada por macréfagos y CD. Se incrementa en
algunas infecciones por patogenos intracelulares, siendo capaz de participar en respuestas
antivirales in vivo. Con la finalidad de determinar si RV es capaz de inducir la produccién de IL-
12 en las CD derivadas de MO, éstas fueron cultivadas con rotavirus, LPS, INF-y y con mezclas
de los anteriores. La IL-12 intracelular producida por las células fue medida por citometria de
flujo. Se encontro que cuando las células diferenciadas fueron cultivadas por 24 hrs. en presencia
de 50 U/ml de INF-y y 1 pg/ml de LPS se produjo un aumento en el porcentaje de células
CD11c" que producian esta citocina, en comparacion con células control no estimuladas. Cuando
las células se cultivaron en presencia de INF-y y LPS por separado, produjeron niveles similares
de IL-12 que las células control. Cuando las células diferenciadas fueron cultivadas en presencia
de INF-y y 500 ng/ml de rotavirus no hubo incremento en el porcentaje de células que expresaban
esta citocina. Se observo lo mismo cuando las células fueron cultivadas Gnicamente con RV por
24 y 48 hrs. (Fig. 6.8, experimento representativo). Con base en los resultados anteriores,

podemos concluir que rotavirus no induce la produccién de IL-12 en CD derivadas de MO.
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Figura 6.8. Produccion de 1L-12 por células CD11c* estimuladas con rotavirus. Medicion de 1L-12 intracelular
en R3 de CD cultivadas en presencia de 500 ng/ml de RRV, 1 ug/ml de LPSy 50 U/ml de INF-y por 24y 48 hrs.

6.3. Microscopia de las CDMO en presencia de rotavirus

El efecto observado sobre las CD, segun los resultados de la figura 4A no se debe al RNAdc
viral, si no a las proteinas de rotavirus. Sin embargo, si RV era capaz de entrar a las CD, este
podria estarse replicando dentro de ellas, generar RNAdc viral en el citoplasma y activar otra
via, como PKR (Proteina cinasa R), que fuese en parte responsable de la activacion (como
sugiere Vijay-Kumar y cols. 2005). Para probar lo anterior, las CD purificadas por seleccién
positiva fueron cultivadas en presencia de rotavirus y analizadas por microscopia (con la
finalidad de observar el antigeno asociado a ellas). Se emplearon VLP’s como control, que no
serian capaces de infectar a las CD vy replicarse dentro de ellas, por lo que probablemente el
antigeno seria dificilmente detectado. Se observo la presencia del antigeno viral en el 14 % de las
células cultivadas en presencia de 1 pg/ml de RV y en el 1 % de las CD cultivadas en presencia
de VLP’s VP2/VVP6/VP7 (utilizando la deteccidon por inmunoperoxidasa) (Fig. 6.9 A). Aunque en
ambos casos fue posible observar la presencia de antigenos de RV asociado a las CD, se observé
un porcentaje menor cuando las CD fueron cultivadas en presencia de las VLP’s (Fig. 6.9 Ac).

Este resultado apoya la hipotesis de que RV pudiera estar infectando a las CD.
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Figura 6.9. Microscopia de las CDMO en presencia de rotavirus. (A) Presencia del antigeno viral
en CD purificadas positivamente a través de la integrina CD11c cultivadas por 24 hrs con b) 1 pg/ml
de RRV 06 c¢) VLP’s 2/6/7 e inmunomarcadas con el anticuerpo a-RRV detectado por el método de
peroxidasa-carbazol. En a) se muestran las células control. En d) células cultivadas por 24 hrs en
presencia de 500 ng/ml de LPS tefiidas con cristal violeta. (B) Células diferenciadas durante 8 dias
fueron cultivadas por 24 hrs en presencia 6 ausencia de 500 ng/ml de RRV. Las células fueron
inmunomarcadas con el anticuerpo monoclonal de raton
anticuerpo a-raton acoplado a Alexa 568 ¢ con el anticuerpo monoclonal a-CD11c (¢’ y g’) acoplado
a FITC. En (a’ y €’) se muestran las imagenes superpuestas. Y en (d” y h’) las imagenes de campo

claro.

Tomando como antecedente estos

resultados,

g1

h)

a-NSP3 (b’ y f7), detectado con un

se decidi6 desarrollar

la técnica de

inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo monoclonal contra la proteina no estructural de

rotavirus NSP3, la cual solo se produce cuando hay replicacion viral. Esto permitiria determinar

si las CD eran permisivas a la infeccion. Se observd que NSP3 se produjo dentro de células

CD11c” cultivadas en presencia de 500 ng/ml RV (Fig 6.9 Ba’) y como se esperaba NSP3 no

estaba presente en las células control cultivadas en ausencia del virus (Fig. 6.9Be’). Estos

resultados indican que las CD son permisivas a la infeccion por RV.
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VII. DISCUSION

Las CD son las CPA maés importantes por ser las principales células involucradas en la induccion
de la respuesta inmune primaria (Hart 1997; Banchereau and Steinman 1998). Las CD transfieren
informacidn del medio ambiente circundante (patdgenos invasores) a las células tanto del sistema
inmune innato como del adaptativo. Los progenitores de las CD en MO dan lugar a precursores
circulantes que llegan a los tejidos, donde residen como CD inmaduras con elevada capacidad
endocitica. Después de la entrada de patdgenos 6 dafio al tejido, las CD inmaduras capturan el
antigeno y subsecuentemente migran a los érganos linfoides donde activan a células T antigeno
especificas, iniciando la respuesta inmune adaptativa (Banchereau et al., 2000). Asi, las CD
participan de manera importante en la respuesta producida por los linfocitos Th y Tc. Las CD
también controlan la calidad de la respuesta de las células T, induciendo distintas respuestas
efectoras en estos linfocitos. Estas respuestas son criticas para la eliminacion de las infecciones y

de las células tumorales.

El principal objetivo de este trabajo fue estudiar la respuesta de las CD al interaccionar con RV.
Debido a que las CD se encuentran en un bajo numero en los tejidos del cuerpo y los
procedimientos para su aislamiento son complicados e inducen su activacion, el estudio de las
CD ha sido dificil. Una alternativa para su estudio sistematico, es la generaciéon de CD a partir de
precursores de MO 6 monocitos de sangre periférica en los modelos de ratén y de humano
respectivamente, cultivados en presencia de GM-CSF (e IL-4 en el caso de monocitos humanos).
Este procedimiento permite la generacion de un gran numero de CD y genera poblaciones
uniformes en cuanto al fenotipo y su estado de maduracion. Asimismo, este modelo permite
realizar ensayos de estimulacién de las CD ante una gran diversidad de antigenos (virus,
bacterias, péptidos etc.), estudiar la funcionalidad de estas células y realizar ensayos de
activacion de células T (Lutz et al 1998; Inaba et al. 1992; Sallustro et al 1994).

En el laboratorio se montd el sistema de generacién de CD a partir de precursores de MO de
raton. Para esto, nos basamos en el método reportado por Lutz et al., (1998) en el cual no se
elimina ninguna poblacion presente en las células de MO que pudiera excluir algunos

progenitores (Hart 1997). Ademas, se emplean cajas Petri bacteriologicas en vez de cajas Petri
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para cultivo celular, pues estas Ultimas favorecen el desarrollo de macrofagos e inhiben la
generacion de CD (Yamaguchi et al., 1997). La diferenciacion se llevo a cabo durante 5 dias y no
10, como se propone en el método de Lutz, pues tedricamente a este tiempo se tienen CD en un
estado de maduracion menor (Bonifaz L., CMN, Siglo XXI, comunicacion personal).

Las CD generadas durante el desarrollo de este proyecto tuvieron un fenotipo mieloide
determinado por la presencia de CD11b y la ausencia de CD8a, tal como se ha descrito (Inaba et
al., 1992; Romani et al., 1994; Rescigno 2002). Este fenotipo también es reportado en las CD que
constituyen la poblacion predominante de CD en LP (Chirdo et al., 2005); aunque la
funcionalidad de las CD esta determinada por el ambiente donde se encuentran, este podria

potencialmente representar un buen modelo de CD de LP.

Para la generaciéon de las CD se emple6 SN rico en GM-CSF producido a partir de células
transfectadas con el plasmido que contiene el gen de raton que codifica para este factor.

Lutz et al., (1998) compararon la generacién de CD en presencia de GM-CSF recombinante y de
SN rico en GM-CSF y no observaron diferencias en el rendimiento de CD (medido por la
expresion del marcador de CD CD11c).

Los rendimientos que se obtuvieron en la generacién de CD al dia 5 fueron del orden del 30 %.
Estos resultados se acercan a lo reportado por Lutz et al., (1998), en donde los cultivos de MO de
ratones de la cepa C57BL6 generaron al dia 6 un rendimiento de CD del 36 %. Esta pequefia
diferencia se pudo haber debido a lo reportado previamente en el sentido de que existe mejor
rendimiento en la generacion de CD a partir de MO en ratones C57BL/6 que de MO de ratones
BALBI/c.

El LPS es un activador potente de las células del sistema inmune, sin embargo se ha descrito una
insensibilidad temporal de células de la inmunidad innata a retos continuos con esta molécula.
Este fendmeno es conocido como tolerancia al LPS y se asocia con alteraciones funcionales en
CD y macrofagos (Wysocka et al., 2001). Para determinar la presencia de LPS como
contaminante en los cultivos, generalmente se emplea el ensayo de Lisado de amebocitos de

Limulus (LAL), el cual se fundamenta en el empleo de una mezcla de enzimas obtenidas de
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amebocitos del cangrejo herradura americano (Limulus polyphemus) que son capaces de formar
un coagulo en presencia de LPS a partir del cual se han desarrollado Kits para cuantificar la
endotoxina (Levin 1987). Alternativamente, se descarta la presencia de LPS por la ausencia de
TNF-a en el sobrenadante de los cultivos, ya que la estimulacion con LPS induce la produccion
de esta citocina por las CD. Debido a que en el laboratorio no se contaba con el material para
Ilevar a cabo cualquiera de estos dos ensayos, se decidio realizar los cultivos de diferenciacion en
presencia de 5 ng/ml de LPS. La diferenciacién de precursores (monocitos) de CD en presencia
de LPS bloquea la diferenciacion de los mismos in vitro (Palucha et al., 1999) e in vivo (Rotta et
al., 2003). Se observé que las células de MO cultivadas en presencia de GM-CSF y LPS fueron
incapaces de diferenciarse a CD, lo cual comprobamos por la ausencia de la expresion de la
integrina CD11c en las células. De esta manera, descartamos la presencia de al menos 5 ng/ml de

LPS en los cultivos, pues su presencia hubiese inhibido la generacion de CD.

Con base en lo anterior, es posible concluir que se generaron CD a partir de precursores de MO
de raton con un fenotipo mieloide y una eficiencia de generacion similar a lo reportados en otros

trabajos.

Algunas moléculas tales como LPS, TNF-a, la proteina de envoltura de MMTV (virus mamario
tumoral de raton), entre otras, tienen la capacidad de activar a las CD e inducir su transicion de
CD inmaduras a CD maduras. El proceso de maduraciéon esta asociado a algunos eventos
coordinados tales como (a) perdida de la capacidad endocitica/fagocitica, (b) incremento en la
expresion de moléculas co-estimuladoras tales como CD40, CD80 y CD86, (c) cambio en la
morfologia de las células al extender largas prolongaciones citoplasmaticas y (d) cambio en los
compartimentos de MHC 11, incrementando su expresion en la superficie celular; de tal forma que
las CD maduras adquieren la capacidad para activar a las células T (Banchereau et al., 2000;
Burzyn et al., 2004).

Utilizando el procedimiento anteriormente mencionado, en este trabajo se estudio el efecto de la
interaccion de RV sobre la maduracion de las CD derivadas de MO, lo cual se llevo a cabo
midiendo la expresion de los marcadores de activacion CD40, CD80 y MHC 1l sobre la

superficie de las CD, asi como la produccion de IL-12. Asimismo, se determiné la contribucién
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tanto de las proteinas estructurales como del genoma de RV (RNAdC) en esta activacion. Como

control positivo de la activacion de las CD, éstas fueron estimuladas con LPS.

CD40 es un receptor de superficie que pertenece a la familia de receptores de TNF-a. Se expresa
en células B, CD, monocitos y células epiteliales. Su ligando CD154 es expresado principalmente
en células T CD4" (Banchereau et al., 1994; Van Kooten et al., 2000). La unién de CD40 con su
ligando tiene importantes consecuencias en las CD como incremento en la sobrevivencia de las
células, secrecion de citocinas (IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a) y la produccion de enzimas tales
como matriz metaloproteinasa (MMP). Ademaés, esta union altera el fenotipo de las CD al
aumentar la expresion de moléculas co-estimuladoras sobre la superficie de las células, tales
como CD80 y CD86. De tal manera que la activacion de CD40 es una de las sefiales criticas que
permiten la completa maduracién de las CD vy, por lo tanto, da lugar a una CPA mas potente,
capaz de inducir la activacion y proliferacion de células T virgenes (Banchereau and Steinman
1998; Van Kooten et al., 2000).

En nuestro modelo, el porcentaje de expresion de CD40 en las CD estimuladas con RV
incremento significativamente con respecto a las células control. Inesperadamente, no se observo
cambio en la IMF del mismo, lo que sugiere que el aumento en CD40 se debi¢ a la contribucién
de la mayoria de las células en la poblacion, es decir que aumentd el nimero de células que
expresan este marcador y no el nimero de moléculas sobre la superficie de las células que ya lo

expresaban de manera basal.

Cuando las células fueron estimuladas con LPS, se observo un incremento en la expresion de este
marcador tanto en el nimero de células como en la IMF, lo que nos indica que las células pueden
incrementar el nimero de moléculas CD40 dependiendo del estimulo antigénico que reciban.
Este incremento de CD40 en las CD podria deberse a las proteinas estructurales de RV, como
reportd Blutt, et al 2004, donde la proteina de la capside externa VP7 indujo la activacion de las
células B al incrementar la expresion del marcador de activacion temprana CD69 sobre la
superficie de las células, como producto de la interaccion de esta proteina viral con TLR4. Sin
embargo, no se podia descartar la participacion del genoma viral de RV en la activacion

observada, pues se ha demostrado que el RNAdc es el ligando de TLR3 presente en células de
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sistema inmune innato incluyendo a las CD a través del cual se puede inducir la maduracion de
las mismas (Alexopoulou et al., 2001; Muzio et al., 2000). Asi, para demostrar lo anterior las CD
fueron estimuladas con pseudoparticulas virales compuestas por las proteinas VP2/VVP6/VP7 de
rotavirus y con RNAdc viral purificado. Encontramos que de las CD estimuladas con las VLP’s
incrementaron el porcentaje de células que expresaban CD40 asi como la IMF de la expresion del
mismo con respecto a las células control. Para lo anterior, fue necesario emplear una
concentracion elevada de VLP’s (30 pug/ml) en comparacion con la concentracion empleada de
RV (1 pg/ml). Una posible explicacion a ésto podria ser lo reportado por Mena et al 2005,
quienes demostraron que de la concentracion de proteina de las VLP’s conformadas por
VP2/VVP6 de rotavirus (generadas empleando una MDI similar a la que nosotros usamos para
estos baculovirus), Unicamente el 2.3 % correspondié a particulas ensambladas, por lo que
probablemente para las VLP's conformados por VP2/VP6/VVP7 el porcentaje de particulas haya
sido menor. Es posible que la proteina no ensamblada provenga de la muestra original 6 se haya
generada durante el proceso de purificacion o desalado. Es claro que las preparaciones de VLP’s
no son homogeneas, pudiendo estar presentes proteinas solubles, particulas de dos capas
(VP2/VP6) y particulas conformadas por VP2/VP6/VP7. VP2 es capaz de autoensamblarse.
VP6, necesita que VP2 ya esté conformada para su correcto ensamblaje, debido a que esta
proteina presenta polimorfismos, formando estructuras como trimeros, esferas, cumulos y
agregados pequefios. En el caso de VP7 su correcta conformacion es dependiente de calcio
(Gilbert et al., 2001; Mathieu et al., 2001). Probablemente la activacion observada se deba a la
conformacién estructural de las proteinas, que solo esté presente en las particulas ensambladas y
por eso se requiera emplear una elevada concentracion de VLP’s para observar algun efecto. Esta
idea se vid reforzada por el hecho de que cuando los ensayos de estimulacién se realizaron
empleando preparaciones virales hervidas (RV y VLP’s), se observd una disminucion en la
expresion de CD40 lo cual indica que al menos en parte se requiere la conformacion original de
las proteinas. Lo mismo fue reportado por Blutt y cols (2004%) para células B. Por otro lado, seria
importante en futuros trabajos determinar la contribucion de VP2, VP6 y VP7 en la estimulacion
de las CD, asi como el probable TLR que podria estar participando en esta respuesta. Asimismo,
ya que las VLP’s empleadas carecian de VP4 no se puede descartar que esta proteina pudiese
estar participando en la activacion de las CD por RV. Existe evidencia de que VP8 (producto de

la protedlisis de VP4) y VP4 activan NF-kB, a través de la interaccion de estas proteinas, con
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TRAFs celulares en la linea HEK-293 (LaMonica et al., 2001). Debido a lo anterior seria
importante generar VLPs completas compuestas por VP2/\VVP6/VP7/\VVP4 para llevar a cabo
ensayos de estimulacion de CD.

En cuanto al genoma viral de RV, no se observé cambio en la expresion de CD40 ni en la IMF en
las CD estimuladas en comparacion con las células control. Matsumoto y cols. (2003)
demostraron que el RNAdc viral tiene un efecto sobre CD derivadas de monocitos humanos
incrementando la IMF de la expresién de otros marcadores de activacion CD86 y HLA-DR en la
superficie de las células. Estos datos nos sugieren que el estudio de la activacion de las CD en
nuestro modelo requiere el analisis de otros marcadores de activacion como CD86 donde los

cambios bajo las mismas condiciones sean mas evidentes.

En las CD de nuestro modelo, TLR3 se expresa de una manera suficiente para responder a Poly
I:C, que es un polimero sintético analogo al RNAdc capaz de inducir activacion a través del
mismo receptor. Esta activacion fue observada como un incremento en el porcentaje de CD que
expresaban CD40 (13%) con respecto al nivel basal (4 %). Asimismo, cuando macrofagos
derivados de MO de raton fueron estimulados con el mismo stock de RNAdc se observo un
marcado incremento en el porcentaje de células que expresaban este marcador (69 %) con
respecto a las células sin estimular (12.6 %), asi como la produccion de 6xido nitrico. (Resultados
de este laboratorio, Denisse Rosales Martinez). Es probable que en el caso particular de las CD
derivadas de MO, la expresion de TLR3 sea suficiente para responder a Poly 1:C pero no al
RNAdCc viral. Es posible que en los macrofagos la expresion de este receptor sea mayor, lo que
los haria més reactivos al genoma viral. Se propone en futuros experimentos determinar el nivel
de expresion de TLR3 en cada poblacion celular. Asi también seria interesante determinar si en
CD aisladas de placas de Peyer y LP intestinales se puede inducir activacion por el RNAdc viral.

Con lo que respecta a la expresion de C80 y de MHC 11, en nuestro modelo los niveles basales de
estas moléculas en las CD fueron muy elevados y un estimulo posterior dado por RV 6 inclusive
LPS no indujo un marcado incremento en el porcentaje ni en la IMF de las células que

expresaban estas moléculas.
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Se ha demostrado que las CD obtenidas en cultivos in vitro en presencia de SFB (Suero fetal
bovino) podrian capturar las proteinas del suero (antigenos xenogénicos), lo cual induciria su
maduracion incrementando moléculas como CD80, CD86 CD40 y MHC Il y su capacidad para
capturar, procesar y presentar antigenos a células T disminuiria. Asimismo, Wells et al., (2005)
demostraron que al generar CD de MO empleando medio definido X-vivo libre de suero se
obtienen CD con niveles marcadamente menores de moléculas coestimuladoras y MHC 1I. Es
interesante notar que en nuestro modelo, aunque las CD no son totalmente inmaduras, su estado
de maduracion no es final como podemos ver por los niveles basales de CD40 que son
considerablemente bajos.

En el caso de CD80, en otros modelos virales se ha reportado que CD de ratones BALB/c
originadas a partir MO a través del método de Lutz cultivadas en presencia de MMTV,
incrementaron la IMF de la expresion de esta molécula (Burzyn et al 2004). Por otro lado, aunque
en este trabajo no se analizé la expresion de CD86, se ha demostrado que RV (RRV) es capaz de
inducir un ligero incremento del porcentaje de CD de humano derivadas de monocitos que
expresan este marcador, asi como la IMF del mismo (Narvéez et al., 2005). Lo mismo fue
observado para CD83 que es un marcador de maduracion presente en CD humanas, lo cual
confirma nuestras observaciones, concluyendo que RV induce la maduracion de las CD derivadas
MO de raton.

Por otro lado, con base en resultados obtenidos en nuestro laboratorio, donde se observé que CD
CD11c" de PP incrementaban ligeramente la expresion de 1L-12 intracelular, medida a través de
citofluorometria (estas células fueron aisladas de PP de ratones infectados con RV de cepa la
EDIM a los dos dias post-infeccién) (Tesis de Licenciatura; Mayte Cervantes Badillo, 2003), se
analizo si RV era capaz de inducir la produccion de esta citocina en las CD derivadas de MO. La
importancia del estudio de esta citocina radica en que es representativa de respuestas generadas
contra patogenos intracelulares (Trinchieri et al., 2003). Se encontrd que las células estimuladas
con RV no indujeron el incremento de IL-12. No obstante, las CD de nuestro modelo tuvieron la
capacidad de producirla cuando fueron estimuladas con LPS en presencia de INF-y. La ausencia
de produccion de IL-12 por RV se podria deber a que, como se menciond anteriormente, el

estimulo de maduracion producido por el mismo no es muy potente. Resultados similares fueron
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reportados por Narvaez et al., 2005, pues observaron que las CD de humano inmaduras (no
sometidas a algun estimulo) no fueron capaces de producir I1L-12. Sin embargo CD maduras
(estimuladas previamente con Poly I:C) estimuladas con RV (RRV) fueron capaces de producir
pequerias cantidades de esta citocina.

Como hemos mencionado con anterioridad, es evidente que RV tiene un efecto en la activacion
de las CD, y que en esta activacion estan participando en parte las proteinas virales sin embargo,
no podiamos descartar que, al menos en parte, el efecto observado se debia a que RV se estuviera
replicando en las CD. La infeccion viral implicaria que el RNAdc viral generado en el citoplasma
de las CD podria activar a la molécula PKR e inducir efectos antivirales en las CD (Clemens
1996). La presencia del antigeno viral en un porcentaje mayor CD cultivadas en presencia de RV
con respecto a las células cultivadas en presencia de VLP’s, sugeria que RV podria haberse
replicado en las células. Para determinar si RV se replicaba dentro de las CD, estas fueron
incubadas en presencia del virus, inmunomarcadas con un anticuerpo monoclonal (acoplado a un
fluoréforo) especifico para la proteina NSP3, que sélo esta presente en células infectadas, y las
células fueron analizadas en el microscopio de epifluorescencia. Sélo en un pequefio nimero de
CD se detectd NSP3y por lo tanto esas células se encontraban infectadas. Esto nos confirmé que
RV era capaz de infectar a las CD, aunque de manera muy limitada. No es claro hasta que grado
la infeccion encontrada pueda contribuir a la activacion inducida por RV en CD. Esto se podria
dilucidar utilizando RV inactivado con luz ultravioleta para bloquear su replicacion sin alterar la

estructura de sus proteinas.

Nuestras observaciones confirman lo reportado por Narvaez et al., (2005) quienes detectaron la
presencia de la proteina de replicacion viral NSP4 dentro de CD inmaduras, pero solo en un bajo
porcentaje de ellas. Interesantemente, RV parece infectar preferencialmente a las CD maduras, es
decir, sometidas a un estimulo que induzca maduracién. Sin embargo, en contraste con las lineas
celulares que se emplean para estudiar y cultivar a RV, éste no induce apoptosis 6 muerte de las
CD (Narvéez et al., 2005). De las integrinas que estan involucradas en la entrada del virus a las
lineas celulares empleadas para estudiar a RV (Lopez and Arias 2004) solo o4 parece estar
preferencidlmente expresada en las CD maduras en comparaciéon con las CD inmaduras (Puig-
Kroger et al., 2000, Graham et al., 2005).
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Debido a que RV infecta a las CD, el RNAdc generado en el citoplasma, podria estar activando
la via de respuestas antivirales de PKR (Vijay-Kumar et al., 2005). A través de esta via, se
inhibiria la sintesis de proteinas tanto celulares como virales y se induciria la activacion de NF-
kB, que podria estar participando junto con las proteinas virales en la activacion de las CD. No
obstante, existen reportes de que la proteina NSP3 de RV del grupo C, inhibe la activacién de
PKR en células epiteliales, lo cual podria favorecer la replicacion viral (Langland et al., 1994).

Asi que, seria interesante determinar si esta via participa en la activacion de las CD.

RV a través de sus proteinas es capaz de activar CD in vitro incrementando el porcentaje de
expresion solo de CDA40, en esta activacion, en nuestro modelo no particip6 el genoma viral, sin
embargo, probablemente podria estar participando la infeccién de las CD por RV. In vivo las CD
de LP probablemente serian de las primeras células que tendrian contacto con RV. El ambiente
intestinal tolerogénico dado por los niveles elevados de TGF-p e IL-10, modularia la funcion de
las CD y debido a que RV no representa un estimulo potente, probablemente la activacién de las
CD por RV podria verse favorecida por las citocinas liberadas por los entericitos infectados y con
ello se lograria una mejor capacidad para activar a las células T e inducir una respuesta adaptativa

eficiente.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se implemento el sistema de generacion de CD derivadas de MO de ratdn para estudiar la
interaccion de RV con estas células.

RV induce la activacion de las CD de MO, lo cual fue determinado por el incremento en
el nimero de células que expresan CD40 sobre su superficie.

RV no incremento la expresion de la molécula MHC |1 ni del co-estimulador CD80 sobre
la superficie de las CD de MO.

En la activacion observada participan las proteinas estructurales de rotavirus, pero no el
genoma viral.

Las CD estimuladas con RV no produjeron I1L-12.

Un bajo nimero de CD inmaduras (no sometidas a un fuerte estimulo previo) son
permisivas a la infeccién por RV. Probablemente este evento contribuya en parte en la

activacion de las CD.
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IX. PERSPECTIVAS

Generar CD de precursores de MO empleando medio definido X-vivo libre de suero con
la finalidad de obtener CD con niveles de moléculas coestimuladoras y MHC |1 bajos.
Medir la expresion de moléculas co-estimuladoras CD80, CD86 y MHC Il en CD asi
generadas, estimuladas con RV y VLP’s compuestos por las proteinas VP2/VP6/VP7 y
VP2/\VP6/VPT/\VPA4.

Analizar si en la activacion de las CD participa la interaccion de VP7 con TLR4 como se
propone sucede en células B.

Medir la expresion de las moléculas co-estimuladoras CD40, CD80, CD86 y MHC 11 en
CD estimuladas con RV inactivado con luz UV.

Medir la expresion de moléculas co-estimuladoras CD40, CD80, CD86 y MHC Il en CD
cultivadas en presencia de SN obtenido de cultivos de segmentos de intestino de raton
infectado 6 no con RV. Para de esta manera simular las condiciones del intestino.
Determinar el porcentaje de CD inmaduras susceptibles a la infeccion por RV.

Analizar si las CD maduras de raton son preferencialmente susceptibles a la infeccion por
RV como sucede con CD de humano derivadas de monocitos.

Llevar a cabo ensayos de activacion de células T antigeno especificas con las CD
estimuladas con RV y determinar que citocinas producen.

Realizar ensayos de transferencia de CD estimuladas con RV a ratones sanos y retarlos

con RV para determinar si el estimulo dado por las CD es capaz de inducir proteccion.
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