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Resumen

RESUMEN

Rotavirus es un agente etiolégico importante causante de gastroenteritis severas en infantes
humanos, que provoca cerca de 400,000 muertes anualmente a nivel mundial y principalmente
en paises en desarrollo. Debido a que la infeccion por rotavirus es de rapida resolucion (8
dias aprox), se propone que el sistema inmune innato intestinal juega un papel importante en la
contencion de la infeccidon que ocurre soélo en los enterocitos maduros del intestino. Los
macréfagos y las células dendriticas (CD) podrian ser las primeras células involucradas en
sensar la presencia de patdgenos en el intestino. Sin embargo, recientemente se ha
demostrado que las células epiteliales (CE) intestinales también pueden responder
tempranamente a través de la secrecion de moléculas microbicidas y citocinas. Los receptores
tipo Toll (TLR’s) son moléculas de superficie presentes en las células de la respuesta inmune
innata que reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPSs). La interaccion de
los TLRs con los PAMP’s genera una cascada de sefalizacion intracelular que culmina con la
induccion de genes involucrados en actividades anti-microbianas y en la maduracion de las
CPA’s. El TLR3 reconoce RNA de doble cadena (RNAdc) y se expresa en CD, macrofagos y
CE. Debido al papel tan importante que tiene el rotavirus en enfermedades diarreicas infantiles,
es de relevancia entender la participacion del sistema inmune innato, en la respuesta a la

infeccion. Esto permitira contar con mas herramientas para el control de la enfermedad.

El objetivo de este trabajo consisti6 en determinar si el RNAdc de rotavirus es capaz de
estimular a células de la respuesta inmune innata en un modelo in vitro. Se empled la linea
celular de enterocitos murinos transformados MODE-K, ademas de CD y macréfagos derivados
de médula dsea de raton. Las células se cultivaron en presencia del RNAdc del rotavirus y la
activaciéon se determiné a través de la produccion de oxido nitrico (NO), aumento de la
molécula CD40 y aumento de mensaje para TNF-a, IL-12 e IL-10. Como control positivo se
utilizé RNAdc sintético (Poli 1:C), que estimula a las células a través de TLR3. Ademas se
incluyeron en los experimentos LPS que estimula células a través de TLR-4 y rotavirus de la

cepa RRYV purificado que esta constitutito por el genoma y 6 proteinas.

Se encontré que el genoma de rotavirus compuesto por RNAdc es capaz de estimular a células
de la respuesta inmune innata como CD, macrofagos y células epiteliales de raton muy
probablemente a través de TLR-3. Sin embargo, el efecto sobre los marcadores analizados fue
heterogéneo, predominando la respuesta microbicida de NO. Esto podria deberse a efectos
diferenciales en los mecanismos de traduccion de sefal generados por TLR-3, dependiendo de

la extirpe celular y los promotores involucrados. Se propone que en una infeccién in vivo por
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rotavirus, las células epiteliales intestinales podrian responder al virus entrante reconociendo
sus proteinas y su genoma a través de diferentes TLR’s, incluyendo TLR-3 iniciando la
respuesta inmune aun antes de que se haya establecido la infeccion. Los componentes de
rotavirus producidos en la infeccion como particulas virales, subparticulas virales y RNAdc
replicativo estimularian posteriormente a las CD y macrofagos intestinales, que estarian

preactivados por las citocinas proinflamatorias secretadas por las células epiteliales.
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SUMMARY

Rotavirus is a etiolégico agent important cause of severe gastroenteritis in human infants, that
cause annually near 400.000 deaths at world-wide and in countries mainly developing level.
Because the infection by rotavirus is of fast resolution (8 days approx), it sets out that the
intestinal innate immune system plays an important role in the containment of the infection that
happens only in the mature enterocitos of the intestine. The macrophages and the dendriticas
cells (CD) could be the first cells involved in sensar the presence of pathogens in the intestine.
Nevertheless, recently one has demonstrated that the epithelial cells (EC) intestinal also can
early respond through the secretion of microbicidas molecules and citocinas. The receivers Toll
type (TLR’s) are present molecules of surface in the cells of the innate immune response that
molecular patrons recognize associate pathogens (PAMPs). The interaction of the TLRs with the
PAMP’s generates a cascade of intracellular signaling that culminates with the induction of
genes involved in anti-microbial activities and the maturation of the CPA’s. The TLR3 recognizes
RNA of double chain (RNAdc) and it are expressed in CD, macrophages and EC. Due to the so
important paper that it has rotavirus in infantile diarreicas diseases, it is of relevance to
understand the participation of the innate immune system, in the answer to the infection. This will
allow to count on more tools for the control of the disease.

The obijective of this work consisted of determining if the RNAdc of rotavirus is able to stimulate
to cells of the innate immune response in a model in vitro. The cellular line of murinos
enterocitos transformed MODE-K, in addition to CD and macrophages derived from bone
marrow of mouse was used. The cells were cultivated in the presence of the RNAdc of rotavirus
and the activation was determined through the production of nitric oxide (NOT), increase of
molecule CD40 and increase of message for TNF -, IL-12 and IL-10. As positive control were
used synthetic RNAdc (Poli I:C), that stimulates to the cells through TLR3. In addition they were
included in the experiments LPS that stimulate cells through TLR-4 and rotavirus of the purified

stock RRYV that is in favor constitutito of the genome and 6 proteins.

One was that the genome of rotavirus made up of RNAdc is able to stimulate to cells of the
innate immune response like CD, macrophages and epithelial cells of mouse more likely through
TLR-3. Nevertheless, the effect on the analyzed markers was heterogenous, predominating the
microbicida answer of NO. This could be due to effects differentials in the mechanisms of
translation of signal generated by TLR-3, depending on it extirpates cellular and the involved
promoters. The immune response still sets out that in an infection in alive by rotavirus, the
intestinal epithelial cells could respond to the incoming virus recognizing their different proteins
and their genome through TLR’s, including TLR-3 initiating before the infection has settled down.

The produced components of rotavirus in the infection like virales particles, virales subparticles
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and replicativo RNAdc would later stimulate to the CD and intestinal macrophages, that would be

preactivated by the proinflammatory citocinas secretadas by the epithelial cells.
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| INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Rotavirus es el principal agente etiolégico de gastroenteritis virales severas en infantes
humanos y causa directa de aproximadamente 352,000 a 592,000 muertes al afio (Parashar et
al., 2003; Rivest et al., 2004).

Es importante hacer notar que aunque la mortalidad debida a las infecciones por rotavirus es
mucho mayor en paises en desarrollo que en paises desarrollados, la frecuencia de infeccion es
muy similar en ambos tipos de paises. Debido al papel tan importante que tienen los rotavirus
en las enfermedades diarreicas infantiles y al hecho de que aun los niveles de higiene
avanzados parecen no ser capaces de controlar significativamente las infecciones por estos
virus, existe un interés considerable en desarrollar estrategias de vacunacion que sean eficaces
para controlar la severidad de la diarrea causada por estos virus (Kapikian et al., 2001).

Los rotavirus en humanos fueron inicialmente descritos en 1973 por Ruth Bishop y
colaboradores en Australia (Bishop, et al, 1973), quienes encontraron la presencia de
particulas virales al observar al microscopio electrénico biopsias de intestino delgado de nifios
que tenian diarrea severa de origen no bacteriano. En base a la morfologia de estos virus,
cuya apariencia al microscopio electrénico era la de una rueda de carreta antigua, estos virus
fueron bautizados con el nombre de rotavirus, del latin rota, que quiere decir rueda (Flewett, et
al.,, 1974) (Figura 1). Desde entonces, estos virus han sido reconocidos como el principal
agente etiolégico de las gastroenteritis virales en las crias de un gran numero de mamiferos
(incluyendo al hombre), y de aves (Estes & Cohen, 1989). Asi mismo se ha generado una
gran cantidad de informacién sobre las propiedades bioldgicas y epidemiolégicas de estos
virus.

La infeccion por rotavirus es muy comun, se ha observado que a la edad de 5 afnos, el 95% de
los nifios ya han sido infectados. El pico de incidencia de la enfermedad es entre los 6 y 24
meses de edad, siendo esta poblacion la de alto riesgo de sufrir una diarrea severa, que
frecuentemente requiere de hospitalizacion. La infeccion en los adultos es por lo regular
asintomatica, aunque ocasionalmente se presentan los sintomas en los padres de nifios
infectados, en pacientes inmunocomprometidos y en adultos de la tercera edad. La diarrea por
rotavirus ocurre principalmente durante los meses de otofo e invierno en los paises de climas
templados; esta estacionalidad es menos marcada en los paises con clima tropical (Cook, et al.,
1990).

La sintomatologia tipica de la infeccion por rotavirus es diarrea severa (mas de 8 evacuaciones
al dia) acompafiada de vémito y puede cursar con fiebre. Esta es una enfermedad autolimitante,
con una duracion promedio de aproximadamente cinco dias. La gran mortalidad asociada a esta

enfermedad es debida a la severa deshidratacion que provoca la infeccién, por lo que la
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recomendacion principal en este padecimiento es la de rehidratar y mantener el balance
electrolitico del paciente (Kapikian et al., 2001). La principal ruta de transmision de los rotavirus
es la via fecal-oral, aunque también se ha especulado que el contacto persona a persona, el
contacto con secreciones respiratorias y el contacto con superficies contaminadas pudieran ser
fuentes de transmision, ya que los altos indices de infeccidén por este virus en los primeros tres
afnos de vida en todo el mundo son independientes de las condiciones higiénicas y sanitarias.
La infeccion es especie-especifica ya que la transmisién de rotavirus entre el hombre y animales
no ha sido documentada, a pesar de que las cepas aisladas de humanos tienen una alta

homologia genética con las cepas aisladas de animales (Nakagomi & Nakagomi, 1991).

1.2 Estructura

a) Genoma viral

El rotavirus es un virus de RNA de doble cadena (RNAdc) perteneciente a la familia Reoviridae.
Su genoma viral esta constituido por once segmentos de RNAdc cuyos tamafos varian de
aproximadamente 660 pb del gen mas pequefio, hasta aproximadamente 3300 pb para el gen
mas grande (Both, et al., 1994, Mattion, 1992). Esta diferencia de tamafios permite que estos
segmentos al ser separados electroforéticamente presenten un patron caracteristico, tipico y
unico para los rotavirus, lo que ha sido la base para desarrollar un método diagnéstico para
estos virus. En general el patron electroforético, o electroferotipo, consiste de un grupo de
cuatro segmentos de RNA (1-4) de alto peso molecular; 5 segmentos de tamafio mediano (5 a
9) que incluyen un triplete muy caracteristico formado por los segmentos 7, 8 y 9; y los dos
segmentos mas pequefios (10 y 11) (Figura 1).

El genoma viral desnudo (en ausencia de las proteinas de la capside) no es infeccioso, ya que
para transcribirse, necesita de una RNA polimerasa que pueda utilizar RNA como molde. Esta
polimerasa no se encuentra en las células, por lo que el virus debe de proveer esta actividad
para garantizar su replicacion.

Los RNA mensajeros (RNAm) de rotavirus contienen la estructura de CAP en su extremo 5,
pero a diferencia de la mayoria de los RNAm celulares, no tienen poli(A) en su extremo 3’ (Imai,
et al., 1983, McCrae & McCorquodale, 1983). En general, la secuencia nucleotidica de los
genes virales es rica en A/T (58- 67%). Cada segmento de RNA codifica para una proteina viral,
excepto el gen 11 el cual contiene dos marcos abiertos de lectura, que codifican dos proteinas
virales.

Actualmente, se conoce la secuencia nucleotidica de los once segmentos de RNA de varias
cepas de rotavirus. El analisis comparativo de estas secuencias ha revelado que existen varias
caracteristicas compartidas entre todos los segmentos. Todos los genes de rotavirus estan

flanqueados en los extremos 5 y 3’ por secuencias no traducidas; la longitud de estas
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secuencias es variable entre los diferentes genes (entre 9 y 49 nucledétidos en el extremo 5 y
entre 17 y 182 nucledtidos en el extremo 3’), pero se conserva entre los segmentos
equivalentes de cepas aisladas de diferentes especies. Estas secuencias no traducidas
flanquean un marco abierto de lectura en todos los segmentos, a excepcion del segmento 11
que contiene dos marcos abiertos de lectura. Los primeros 10 nucledtidos del extremo 5, asi
como los ultimos 8 nucledtidos del extremo 3’ estan altamente conservados entre todos los
segmentos de las diferentes cepas; las secuencias consenso de estas regiones son : 5 (GGC
A/U A/U UA/U A A/U A/U.....) y en el extremo 3: (....A/U U G/U U/G G/U A/G CC) (Estes &
Cohen, 1989, Patton, 1995). La alta homologia de estas secuencias consenso entre los
diferentes segmentos sugiere que estas regiones contienen sefiales que son importantes para
la transcripcién, transporte, replicacion y/o ensamblaje de los segmentos virales.

Recientemente se ha reportado que en las regiones no traducidas de los mensajeros de los
rotavirus existen sefales de replicacion que actuan en cis. Entre éstas se ha definido una senal
promotora minima, esencial para la sintesis de la hebra negativa de RNA (que es la hebra de
RNA complementaria al mensajero o hebra positiva) durante la replicacion del genoma, la cual
esta formada por los ultimos siete nucledtidos del extremo 3'. Se han identificado también otras
dos regiones adicionales, que funcionan como reguladores positivos, ya que en presencia de
estas secuencias se obtiene un nivel optimo de sintesis de los RNAm virales; estas secuencias
consisten de aproximadamente 25 nucledtidos, inmediatamente "rio arriba" de la region
promotora del extremo 3' y de al menos 10 nucleétidos en el extremo 5' del RNAm (Wentz, et
al., 1996).

Hasta ahora las secuencias que se han identificado representan sefales para la replicacién y la
traduccion de los RNA’s mensajeros virales, sin embargo, aun no se han encontrado las sefiales
que son necesarias para la encapsidacion de los once segmentos diferentes en una sola
particula viral. La busqueda de estas regiones es un topico de arduo estudio en el campo de
los virus cuyos genomas estan formados por RNAs segmentados.

El genoma de los rotavirus se puede rearreglar, esto sucede cuando una célula es coinfectada
por dos cepas distintas de rotavirus, la progenie viral resultante de esta co-infecciéon es una
poblacién de virus que contiene diferentes combinaciones de los diferentes genes parentales.
Este tipo de rearreglos génicos entre rotavirus de diferentes cepas es posible debido a las
secuencias consenso que comparten todos los segmentos del genoma viral y es una fuente de

variabilidad génica de esta familia de virus.



Introduccion
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Figura 1. Representacion esquematica de Rotavirus, Estes, 1996.

b) Estructura viral

Las 6 proteinas estructurales del virién son; VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7, y las 6 no
estructurales; NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6 presentes solo en la célula infectada,
las cuales juegan un papel importante en la replicacion y morfogénesis del virus (Arias & Lopez,
2000; Patton, 1995).

El viribn maduro carece de envoltura lipidica, posee estructura icosahédrica y mide
aproximadamente 75 nm de diametro, ademas se conforma por 3 capas concéntricas de
proteinas.

Capa Externa: formada por trimeros de la glicoproteina VP7 y sobre esta capa emergen 60
espiculas de dimeros de la proteina VP4 (Arias & Lépez., 2000). La glicoproteina es el principal
componente y esta agrupada en 260 trimeros triangulares que asociados entre si forman 132
canales acuosos (12 tipo I, 60 del tipo Il y 60 del tipo Ill). La capa formada por VP7 tiene un
grosor de = 35 nm. La funcidon de los canales no ha sido completamente descrita, pero es
posible que estén involucrados en la importacion de metabolitos para la transcripcion de RNA 'y
la exportacion de los transcritos nacientes para el proceso de replicacion viral.

Dimeros de la proteina VP4 forman 60 espiculas que traspasan la capa formada por VP7,
insertados en los canales acuosos del tipo I. Las espiculas a su vez también interactuan con la
capside intermedia formada por VPG6. Estas interacciones de VP4 podrian participar en el
mantenimiento de la geometria del viridn, asi como los dominios funcionales de las capsides. La
proteina VP4 al ser cortada por tripsina (presente en el sitio natural de la infeccion) produce
VP8* y VP5 *. Este corte de VP4 esta acompafiado de un incremento en la infectividad del
rotavirus, y con su entrada a la célula (Gray & Desselberg, 2000, Shaw et al., 1999, Clark et
al.,2000, Estes, 1996).

Capa Intermedia: La capa intermedia del virus esta formada por la proteina mas abundante del
virion, VP6, codificada por el gen 6. Esta proteina, de 397 aminoacidos, juega un papel muy

importante en la estructura del virion dado que interacciona tanto con la proteina VP2, hacia el
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interior de la particula viral, como con VP4 y VP7 en la capa externa del virién (Prasad, 1988).
VP6 forma espontaneamente trimeros y es muy estable; esta caracteristica y el hecho de que
contiene determinantes antigénicos (o epitopes) conservados entre diferentes cepas de
rotavirus, son la razén de que VP6 sea el blanco antigénico principal en los ensayos de
diagnostico inmunolégico para los rotavirus. Los epitopes de VP6 que son conservados entre
todas las cepas de rotavirus del grupo A son llamados epitopes de grupo. En esta proteina
también se han identificado otros epitopes, llamados epitopes de subgrupo, los cuales han sido
utilizados como marcadores epidemioldégicos para clasificar diferentes cepas dentro del grupo A.
Si se remueve VP6 de las particulas de doble capa (DLPs) se pierde la actividad de
transcriptasa de esta particula, aunque hasta la fecha no se ha reportado que esta proteina
tenga este tipo de actividad. Aparentemente el papel de VP6 en esta funcion es principalmente
estructural, a través de mantener la conformacién apropiada, o la organizacién del complejo
transcripcional en la nucleocapside viral (Bican et al.,1982, Sandino et al.,1986). Recientemente
se resolvio la estructura cristalografica de esta proteina. Sabemos que la unidad estructural de
VP6 es un trimero y que contiene un sitio de unioén al i6n calcio y un sitio de union al idn zinc,
aunque aun no es claro cual es la funciéon de estos iones en la particula viral (Mathieu et al.,
2001). Esta proteina es hidrofdbica y altamente antigénica e inmunogénica (Estes et al.,1996,
Gorziglia et al.,1985, Sabara et al.,1987).

Nucleocapside o core:

Las proteinas que conforman la nucleocapside son VP1, VP2 y VP3. Como ya mencionamos,
es en estas particulas donde se lleva a cabo la replicacion del RNA viral. La actividad
responsable de esta funcion, la RNA polimerasa dependiente de RNA, forma complejos con
otras proteinas virales. Las proteinas que constituyen los complejos varian, dependiendo de si
la funcion del complejo es la de sintetizar RNA de doble cadena utilizando como templado el
RNAm (particulas replicativas), o si se trata de sintetizar RNA mensajeros a partir del RNA de
doble cadena (particulas activas en transcripcion).

Recientemente se implementé un sistema libre de células para estudiar la replicacion del
genoma viral. Este sistema, consiste en nucleocapsides que han sido “abiertas” por exposicién
a bajas concentraciones de sales a las cuales se les afiade RNAm viral, para que sea
transformado en RNAdc. Con este sistema se ha caracterizado y ha permitido definir el papel de
cada una de las proteinas involucradas, asi como las regiones en los RNAmM que son necesarias
para que éstos puedan ser replicados (Chen et al.,1994). También se ha implementado un
sistema similar partiendo de la coexpresion de las proteinas virales (VP1, VP2 y VP3) en células
de insecto.

Estas tres proteinas se ensamblan de manera espontanea y tienen actividad de replicasa si se

les afiade RNAm viral. Esto ha permitido determinar de manera mas fina la importancia de cada
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una de las proteinas en la replicacion del RNA. En estos sistemas se ha observado que el
RNAm funciona eficientemente como templado para la sintesis del RNAdc, sin embargo, el
RNAdc viral no sirve como templado para la sintesis de RNAm, lo que es consistente con la
observacién de que los requerimientos estructurales, o las proteinas requeridas para la
transcripcion (sintesis del RNAm) son diferentes de los requerimientos para la replicacion
(sintesis de la cadena complementaria del RNAm). Los estudios realizados en este sistema de
replicacion han demostrado que VP2, y no VPG, es esencial para la actividad de replicasa de la
particula (Mansell et al., 1994).

Estos resultados indican también que las particulas que forman la nucleocapside, o un subgrupo
de estas proteinas, tienen la funcion tanto de replicasas, como de transcriptasas.

VP1. A pesar de que aun no existe evidencia directa para afirmar cual de las proteinas virales
de la nucleocapside es la RNA polimerasa dependiente de RNA, la proteina VP1 (de 1088
aminoacidos), producto del gen 1 es la mas probable, por las siguientes razones: i) La
secuencia de la proteina contiene regiones que tienen homologia con motivos conservados
entre la RNA polimerasas dependientes de RNA de otros virus (Cohen et al., 1989, Fukuhara et
al.,1989, Mitchell & Both, 1990); ii) VP1 esta presente en particulas virales transcripcionalmente
activas y se puede entrecruzar con el RNAm, utilizando luz ultravioleta como agente
entrecruzador (Patton et al., 1995); iii) VP1 es componente comun de las particulas virales con
actividad de RNA polimerasa (transcriptasa o replicasa) (Gallegos & Patton 1989). Ademas los
complejos de VP1-VP2 coexpresados en células de insecto tienen la propiedad de sintetizar
RNAdc in vitro a partir de RNAm viral (Zeng et al., 1996).

VP2. El producto del gen 2, VP2 (de 881 aminoacidos) es la proteina mas abundante de la
nucleocapside y constituye la capa mas interna del virus. VP2 es capaz de unirse a RNAs de
cadena sencilla o doble, aunque tiene una mayor afinidad por los RNAs de cadena sencilla,
funciéon que podria estar relacionada con el empaquetamiento de los RNAs virales dentro de la
nucleocapside (Labbe et al.,1994). En experimentos de reconstitucién utilizando proteinas
purificadas, se ha encontrado que aunque muy probablemente VP1 es la RNA polimerasa viral,
ésta requiere de VP2 para realizar su funcién (Mansell et al., 1994).

VP3. Esta proteina (de 835 aminoacidos) es codificada por el segmento de RNA 3, es una
proteina basica y al igual que VP1 existen muy pocas copias de este polipéptido por virion. A
VP3 se le ha atribuido la actividad de guanilil-transferasa del RNA viral por las siguientes
observaciones (Liu et al.,, 1992, Patton & Chen, 1999, Pizarro et al., 1991): i) Tiene una alta
afinidad por RNA de cadena sencilla y no se une al RNA de doble cadena (Patton & Chen,
1999); ii) su secuencia contiene motivos estructurales que se han encontrado en otras guanilil
transferasas (Fukuhara et al., 1989, Mitchell & Both 1990); iii) une GTP de modo covalente en
una reaccion reversible. Dado que esta actividad es necesaria para la sintesis de los RNAs

maduros, pero no para los RNAdc, VP3 debe de ser un componente esencial de los complejos
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de transcripcion y no de los complejos replicativos.

1.3 Clasificacion y Epidemiologia

En base a las caracteristicas antigénicas de la proteina VP6, se han descrito al menos 7 grupos
de rotavirus (A-G). Se ha reportado infeccibn en humanos y animales con rotavirus de los
grupos A, B y C, mientras que los rotavirus D, E, F y G sb6lo se han aislado de especies
animales. Los rotavirus del grupo A son los mas importantes por ser la principal causa de
gastroenteritis severa y dentro de este grupo se encuentran los subgrupos |, I, lll, y no-Il, no-ll,
de acuerdo a la reactividad de 2 anticuerpos monoclonales con VP6.

Debido a que VP7 y VP4 son las unicas proteinas blanco de anticuerpos neutralizantes, surgio
una clasificacién dual similar a la que se utiliza para los virus influenza. Para VP7, hay al menos
14 diferentes tipos especificos, denominados tipos G (derivado de glicoproteina). Y para VP4,
existen al menos 19 diferentes tipos especificos llamados tipos P (derivado de proteina sensible
a proteasa). Todos los tipos especificos G y P pueden ser distinguibles por la secuencia de sus
genes. Los genotipos de P se asocian con ciertos serotipos, por lo que parece haber
correspondencia entre ambas propiedades. Cada virus tiene serotipo P indicado por un numero
que lo procede y es seguido por el genotipo P indicado por un numero entre corchetes [ej. P1A
(8)]. Debido a que VP4 y VP7 estan codificados por diferentes segmentos de RNA, se pueden
observar diversas combinaciones de tipos G y P en los rotavirus humanos y animales. (Gray &
Desselberg, 2000, Shaw et al., 1999, Clark et al.,2000, Estes, 1996).

1.4 Ciclo Replicativo

Rotavirus tiene un tropismo especifico por los enterocitos maduros localizados en las
vellosidades del intestino delgado; sin embargo, el conocimiento que se tiene acerca de su ciclo
replicativo se ha derivado principalmente de estudios realizados en la linea celular derivada de
epitelio de rifidn del mono reshus, MA-104 (Ciarlet & Estes, 2001, Raming et al, 2004). Los
eventos iniciales de la infeccion viral consisten de la union del virus a la superficie celular
seguida de la penetracion a la célula. El éxito de estos eventos depende del reconocimiento de
receptores especificos en las células, los cuales son determinantes del tropismo viral.
Actualmente, se sugiere que el rotavirus interactua secuencialmente con varias moléculas de la
superficie celular antes de entrar en ella y para ello utiliza diferentes dominios de las proteinas
VP4 y VP7. Las proteinas celulares involucradas en la entrada de rotavirus a la célula son: un
receptor que contiene acido sialico, probablemente un gangliésido; las integrinas a2p1, axp1,
avB3 y la proteina hsc70 (Lopez & Arias, 2004). Después de unirse a la célula, el rotavirus se
internaliza y pierde la capa externa. Este evento activa la transcripcion viral (transcripcion

primaria). Los transcritos que se producen son utilizados para la sintesis de proteinas virales y
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RNAdc que formara el genoma de la progenie viral. Los RNAm virales pueden traducirse en
ribosomas libres (para la mayoria de las proteinas) o asociadas al RER para las proteinas NSP4
y VP7 (Estes & Cohen, 1989, Lépez, 2003).

La replicacion del virus y los primeros pasos de la morfogénesis viral se llevan a cabo en los
viroplasmas. En los viroplasmas las proteinas virales y el RNAm viral interactuan para formar
intermediarios de replicacion (RI) (Estes & Cohen, 1989, Lépez, 2003). Se ha propuesto que los
intermediarios de replicacion se forman a partir de un complejo inicial denominado precoreRI,
este complejo se compone de VP1 y VP3 y carece de actividad de replicacion. A partir del
precoreRI se ensambla el complejo coreRI que incluye las proteinas VP1, VP2, VP3, NSP2 y
NSP5, este complejo tiene actividad de replicacién. Por ultimo, la adicion de VP6 al coreRI da
origen al complejo VP6ERI, a partir del cual se originan las particulas de doble capa (DLP’s, del
inglés; double-layered particles) (Estes & Cohen, 1989, Lopez, 2003). La ultima etapa de la
morfogénesis viral se lleva a cabo en el RER, en un proceso en el que las DLP's geman de los
viroplasmas al RER, cuya membrana estd modificada con las glicoproteinas virales NSP4 y
VP7. Como resultado de la gemacion, las particulas se envuelven en la membrana del RER
formando particulas intermediarias. Luego por un mecanismo aun no completamente dilucidado,
las DLP’s pierden la envoltura de lipidos y la proteina NSP4, pero retienen a las proteinas VP4
y VP7 que se ensamblan formando la tercera capa proteica, dando lugar a los virus maduros
compuestos de tres capas (TLP’s, del inglés; triple layered particles). Experimentos donde se ha
utilizado la técnica de RNAi han mostrado que la pérdida de la membrana es un proceso
dependiente de VP7 (Lépez et al., 2005), ademas se ha observado que VP4 no se requiere para
el ensamble de VP7 durante la morfogénesis, ya que en su ausencia se forman particulas de
tres capas sin espiculas (“spikeless” TLP’s); sin embargo, esta proteina es esencial para la
infectividad del virus (Dector et al., 2002). Finalmente, los viriones se acumulan en el lumen del
RER hasta ser liberados por lisis celular, favorecida por alteraciones en la permeabilidad de la

membrana plasmatica de la célula infectada (Lopez, 2003, Lopez et al., 2005).

1.5 Patologia

Los rotavirus infectan a las células apicales(enterocitos) de las vellosidades del intestino
delgado, causando la muerte celular y su desescamacién, las lesiones resultantes varian
dependiendo de la especie y de la edad del animal infectado. Por ejemplo, los rotavirus porcinos
causan una gran cantidad de dafio tisular, mientras que en los murinos la destruccion es mas
selectiva. En la infeccion de especies jovenes se produce mayor destruccion celular que en la
infeccion en adultos. El despuntamiento de los vellos intestinales y la vacuolacion de los
enterocitos puede ser observada a pocas horas de la infeccién, antes de que sea detectable el
antigeno viral. En la mayoria de las especies la produccion del antigeno viral en el intestino

puede ser observada entre las 48 y las 72 horas postinfeccion y una vez resuelta la infeccion, la
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morfologia celular regresa a su normalidad en alrededor de 5-7 dias (Shaw et al.,1999, Osborne
et al., 1998).

La necrosis de los apices de las vellosidades intestinales reduce la digestion causando diarrea
debido a una mala absorcion de carbohidratos, provocando atrofia y diarrea osmotica
secundaria, induciendo la hiperplasia de las células cripticas y el aumento de secreciones. La
proteina NSP4 ha sido asociada a la induccion de diarrea, debido a los efectos de enterotoxina
observados al ser administrada exdgenamente (Gray & Desselberg, 2000, Shaw et al., 1999,
Clark et al.,2000, Estes, 1996).

1.6 Generalidades de la respuesta inmune

1.6.1 EIl Sistema Inmune

El sistema inmune es una red compleja de células y 6rganos especializados que defiende al
cuerpo de ataques por patdgenos. Este lo hace a través de busqueda y destruccion de
moléculas extrafias a medida que éstas invaden el cuerpo.

El sistema inmune se encuentra distribuido por todos los 6rganos y fluidos de nuestro cuerpo,
concentrandose en érganos especializados como; la médula d6sea y el timo (que son lugares
donde se producen los linfocitos B y T), los vasos linfaticos (que son la ruta de vuelta a la
sangre de los liquidos intersticiales), los ganglios linfaticos (donde se producen las interacciones
principales entre las células encargadas de iniciar una respuesta inmunitaria), el bazo (que es
también un sitio de encuentro para células y antigenos que viajan por la sangre) y el higado
(que produce proteinas importantes durante la respuesta inmune y es un o6rgano
hematopoyético al inicio de nuestra vida fetal) (Abbas et al., 2002). Las células y moléculas del
sistema inmune llegan a los tejidos por el torrente sanguineo y regresan a la circulacion por el
sistema linfatico. Esto lo logran por su capacidad de atravesar las paredes de los capilares y
dirigirse a los sitios donde se les requiere.

Las células que constituyen el sistema inmune inician su diferenciacion en la médula 6sea. Este
proceso se denomina hematopoyesis y a través de éste se generan todos los componentes
celulares a partir de una célula madre pluripotencial. La diferenciacién celular consiste de dos
grandes ramas: la rama mieloide y la rama linfoide.

La rama mieloide da lugar a eritrocitos, plaquetas, basdfilos, eosindfilos, neutrofilos y monocitos.
Mientras que la rama linfoide da lugar a linfocitos B, T y células asesinas naturales (NK). La
respuesta inmune en vertebrados se divide en inmunidad innata y adquirida.

a) Respuesta Inmune Innata
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Las caracteristicas de la inmunidad innata se limitan a la capacidad de discriminar un
microorganismo de otro en base a su naturaleza estereotipica, es decir, que la respuesta del
sistema inmune solo descarta tipos de microorganismos, p. ej., entre una bacteria gram
negativa o gram positiva no distingue subtipos; y su funcidn es muy parecida frente a la mayoria
de los agentes infecciosos (Du Pasquier, 1992). Algunos de los elementos de la inmunidad
innata son : 1) Barreras fisicas y quimicas, como epitelios y sustancias microbicidas producidas
en la superficie epitelial; 2) Proteinas sanguineas que incluyen miembros del complemento y
otros mediadores de la inflamacion y 3) Células fagociticas (neutrofilos, macrofagos) y otros
leucocitos, (Abbas, et al., 2002).

Es importante notar que la inmunidad adaptativa no es independiente de la inmunidad innata.
Las células fagociticas son cruciales para efectuar una respuesta inmune adaptativa, tanto por
el contacto a través de receptores como por la secrecion de factores solubles. Debido a esto los
macrofagos responden a microorganismos como una reaccion de inmunidad innata, pero
también sirven para disparar la respuesta de linfocitos especificos frente a un microorganismo.
Por otro lado, algunos factores solubles que se producen durante la respuesta especifica, son
necesarios para incrementar la actividad de células mononucleares (Sompayrac, 2000), como

son los anticuerpos opsonizantes, el INF-y y otras citocinas.

1) Macréfagos

Dentro del sistema inmune, el sistema fagocitico mononuclear, que es el principal componente
celular de la inmunidad innata, tiene la funcién principal de fagocitar a particulas extrafias al
organismo, asi como microorganismos que pueden resultar patégenos, tanto para su
eliminacion inmediata como para generar respuestas de activacion de la inmunidad adquirida
(Fearon & Locksley, 1996).

Las células del sistema fagocitico mononuclear se originan en la médula 6sea, desde donde
migran a diferentes tejidos y organos. Los macrofagos pueden estar en tres estados
principalmente:

1. En tejidos, los macrofagos se encuentran usualmente vagando y proliferando
lentamente. En este estado de reposo, su funcién principal es de colector de desechos.
Sensando todo lo que hay a su alrededor y dejando los tejidos libres de moléculas innecesarias
(Sompayrac, 2000).

2. Después de que los macrofagos en estado de reposo reciben sefiales que lo alertan
sobre el hecho que las barreras de defensa (piel o0 mucosas) han sido penetradas y existe la
posibilidad de que se encuentren patégenos en el area, entran en una etapa a la que se conoce
como activacion. En este estado los macrofagos son capaces de ingerir grandes moléculas y

ademas expresan en la superficie de membrana moléculas de complejo principal de
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histocompatibilidad clase Il (MHC 1) (Sompayrac, 2000). El macréfago en el estado activado es
un buen presentador de antigeno y puede eliminar patégenos.

3. El ultimo estadio que sufre el macrofago es el hiperactivo, en el cual estas células
incrementan su tamafio y la velocidad de fagocitosis es mayor (Sompayrac, 2000). Cuando los
macrofagos estan hiperactivos secretan citocinas, como puede ser el factor de necrosis tumoral
TNF-a e IL-18 y ademas son capaces de producir moléculas reactivas de oxigeno (Sompayrac,
2000).

Para poder realizar su funcion como célula reguladora de la respuesta inmune, los macrofagos
muestran en su superficie antigenos que pueden ser reconocidos por linfocitos antigeno-
especifico. Esta funcion del macréfago la convierte en una célula presentadora de antigeno.

La activaciéon del macrofago es consecuencia de la transcripcion aumentada o nueva de
algunos genes. Por ejemplo, la activacién de macrofagos humanos puede consistir en el
aumento de expresion de la enzima dependiente de citocromo que cataliza la generacion de
especies reactivas de oxigeno (Sompayrac, 2000).

Se considera un macrofago activado si realiza una funcion cuantificable en un analisis
especifico, por ejemplo, la muerte de un microorganismo (Abbas et al., 2002).

Los agentes que originan la transcripcion génica y por lo tanto la activacién del macrofago, son
citocinas solubles o pueden ser productos bacterianos, como los lipopolisacaridos (LPS), y
moléculas de la matriz extracelular. En la fase efectora de algunas respuestas inmunitarias
mediadas por células, los linfocitos T estimulados por el antigeno secretan citocinas que activan
los macréfagos, en particular las células T tipo T1 (TH1) (Goldsby et al., 2001). Uno de los mas
potentes activadores de macréfagos es el INF-y secretado por las células NK y T activadas. El
INF-y, no es la unica citocina que puede activar a los macrofagos ya que también pueden ser
activados por el contacto con las células T del sistema inmune especifico (Goldsby et al., 2001).
En la mayoria de las situaciones los macrofagos activados adquieren funciones microbicidas y
secretan citocinas pro-inflamatorias. Esta respuesta culmina en una respuesta inflamatoria y la
atraccién de células del sistema inmune, con la subsecuente eliminacién del agente agresor
(Schroder et al., 2004).

Por otro lado, los macrofagos producen citocinas que estimulan la proliferacion y diferenciacion
de linfocitos T. Por ejemplo, la IL-12 es especialmente importante para el desarrollo de la
inmunidad mediada por células (Fearon & Locksley, 1996).

Para la eliminacion de los agentes extrafios y las células en apoptosis los macrofagos realizan
el proceso de fagocitosis. Ademas pueden activar la respuesta inmune adquirida (Aderem et al.,
1999). El proceso de fagocitosis consiste en 3 pasos: 1) La union, 2) la internalizacion y 3) la
destruccion (Ravinovich, 1967). La interaccidn entre receptores y ligandos detona una respuesta
fagocitica, la cual conduce a la formacion de pseuddépodos sobre la superficie de la particula

que pueden ser factores séricos como inmunoglubulinas y factores de complemento (a los que
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llaman opsoninas), 0 componentes estructurales de la superficie de la particula, para los cuales
el macrofago posee receptores (Greenberg & Silverstein, 1993). Una vez que una particula
extrafia ha sido fagocitada, los lisosomas y otras vesiculas entran en contacto con el fagosoma
y sus membranas, lo que da como resultado la formacién del fagolisosoma. En esta nueva
estructura son liberadas nuevas enzimas y sustancias bactericidas, por lo que el fagolisosoma
se transforma en una vesicula digestiva que inicia inmediatamente la digestion de la particula
fagocitada. Los macréfagos tienen enzimas proteoliticas especialmente dispuestas para digerir
bacterias y otras materias proteicas extrafias. Los macrofagos también contienen grandes
cantidades de lipasa que digieren las espesas membranas lipidicas que rodean algunas
bacterias. Ademas de la digestion lisosomica de bacterias ingeridas en los fagosomas, éstos
también contienen agentes bactericidas que detienen el crecimiento, como son lactoferrina, que
capta el fierro necesario para las bacterias o algunas proteinas que provocan la lisis de la
membrana.

Entre los principales mecanismos bactericidas que posee el macréfago se encuentra la
disminucion del pH del fagosoma y la generacion de una gran cantidad de agentes oxidantes,
principalmente derivados del oxigeno y del éxido nitrico, con efectos mortales para la mayoria
de los patégenos, aun cuando son producidos en cantidades muy pequefias (Sompayrac, 2000,
Schwarzer et al., 2004).

Los macrofagos activados son una gran fuente de citocinas proinflamatorias, radicales toxicos y
mediadores lipidicos de la inflamacion, lo cual puede conducir a estados patoldgicos. Por esta
razon, la activacién de los macrofagos debe de ser perfectamente regulada. La IL-10 y el factor
de crecimiento transformante (TGF-f), son 2 citocinas que tienen un papel crucial disminuyendo
la activacion del macréfago. Estas 2 citocinas pueden ser secretadas por el mismo macrofago o
linfocito T (Mosser, 2003).

Para que un macrofago produzca IL-10 es necesario que los receptores FcyR sean ligados por
inmunocomplejos, pero ademas se requiere de otras sefales, como son la activacién a través
de CD40 y CD44, en respuesta a estas sefales el macrofago participara activamente en una
respuesta antiinflamatoria, principalmente con la secrecién de IL-10 (Mosser, 2003). Es
interesante notar que la IL-4, posee la capacidad de activar la respuesta antiinflamatoria del
macrofago, también inhibe la secrecidén de INF-y, Io mismo que la IL-10 y el TFG-p (Schroder et
al., 2004).

2) Células Dendriticas

Paul Langerhans en 1868, fue el primero en hacer la visualizaciéon de las CD, sin embargo fue
hasta comienzos de los 70’s cuando Steinman y cols. describieron una nueva poblacion celular
en los organos linfoides periféricos de raton, siendo los primeros en denominar a estas células
como CD (Steinman & Chon, 1973).
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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 (Banchereau et al., 2000; Carbone et al., 2003). Los progenitores de las
CD en la médula 6sea dan origen a precursores circulantes que llegan a los tejidos donde
residen como CD inmaduras con elevada capacidad endocitica. Cuando ocurre dafio al tejido y
entrada de patégenos las CD inmaduras capturan el antigeno y subsecuentemente migran a los
organos linfoides, donde seleccionan a células T antigeno especificas e inician la respuesta
inmune adaptativa a través de moléculas MHC (Banchereau et al., 2000).

Las CD se localizan en los principales portales de entrada de microorganismos como la piel y
las mucosas, donde llevan a cabo la funciéon de centinelas, detectando los patégenos que
invaden al organismo, internalizan antigenos via macropinocitosis, endocitosis mediada por
receptor y fagocitosis. Entre los receptores que reconocen patdégenos 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 patégenos 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 Il 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
patégeno 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 antigénico en la superficie celular (Mellman & Steinman 2001). Ademas
presentan otras caracteristicas como mayor expresion de moléculas co-estimuladoras en la
membrana celular, liberacién 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 B7-1y 2y CD154 (CD40L) para CD40 (Mellman &
Steinman 2001; Banchereau et al., 2000). La sefial de unién de las moléculas MHC-péptido de
las CD con los TCR de las células T (sefial 1) no es suficiente para activarlas, sefales
adicionales son proveidas por las moléculas co-estimuladoras (sefial 2) y citocinas (sefial 3).
Ademas, la interaccion de las CD con células T estd mediada por algunas moléculas de
adhesién, como las integrinas iy 2 y miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas (CD2,
CD50, CD54 y CD58) (Banchereau et al., 2000).
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Los receptores tipo Toll (TLRs) presentes en los diferentes subtipos de CD, al sensar la
presencia de patdégenos, son capaces de inducir la maduracion de las CD (Reis e Sousa, 2004).
No sélo los patdgenos son capaces de inducir este proceso, si no que mediadores inflamatorios
tales como TNF-a, IL-1p u otras citocinas producidas por la sefalizacion a través de receptores
de reconocimiento de patdgenos (PRR del inglés “Pattern recognition receptor”) presentes en
otras células como las células epiteliales, son capaces de inducir la maduracién 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). Aunque las sefiales inflamatorias indirectas pueden causar la
maduracion de las CD, estas no son capaces de dirigir una funcion efectora sobre las células T.
Las unicas CD capaces de inducir esta respuesta son aquellas que han tenido contacto previo
con algun patégeno (Heath & Villadangos, 2005). Las CD maduras migran hacia areas ricas en
células T en los 6rganos linfoides atraidas por citocinas como 6Ckine y/o MIP-30] producidas
en estas zonas y captadas por el receptor CCR7 incrementado en CD maduras, donde pueden
llevar a cabo la activacion de las células T (Banchereau et al., 2000).

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 maduracion de las células B a través de las
moléculas BLyS y APRIL presentes en las CD (Litinski et al., 2002).

Las CD comprenden un gran numero de subpoblaciones, cada una con diferentes funciones.
La diversidad funcional de las subpoblaciones de CD se relacionan con su estado de
diferenciacién, su localizacion especifica y es una consecuencia de las interacciones con
antigenos y células efectoras del sistema inmune (Banchereau et al., 2000).

En el ratdbn se han descrito al menos 3 subpoblaciones de CD: CD8[I" linfoides, CD8(1
mieloides y B220" plasmocitoides. Las CD CD8" se encuentran en zonas ricas en células T de
los organos 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
nodulos linfaticos (Pulendran et al., 2001). Las CD B220" (CD tipo plasmocitoide CDp) se
localizan en todos los 6rganos linfoides y se caracterizan por ser las principales productoras de
interferones tipo | 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 caracterizan por
producir después de su activacion INFy y a dependiendo del estimulo, matar células blanco
(células tumorales ¢ 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 Il para activar células Th (Chan et al., 2006). Los
diferentes grupos de CD expresan marcadores como CD11c" (caracteristico de CD de raton) y
niveles basales de MHC II, CD80, CD86 y CD40.
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Aunque inicialmente la clasificacién como linfoide y mieloide de las CD fue hecha con base en la
expresion de la molécula CD8¢g, Weissman y colaboradores (2000) demostraron, a través de
ensayos de reconstruccién de CD, que tanto un progenitor linfoide como un progenitor mieloide
podian diferenciarse en CD CD8", CD8 y CDP (Traver et al., 2000). Asimismo, Martinez del
Hoyo (2002) demostré que un precursor comin CD11¢”, 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 maduracién mas que un
marcador de linaje linfoide (Moron et al., 2002; Rescigno, 2002). Esto sugiere la existencia de

un modelo mas plastico en la diferenciacion de las CD.
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3) TLR's

Los TLRs (receptores tipo Toll) son conocidos como receptores esenciales de la inmunidad
innata en mamiferos, plantas e insectos. Pertenecen a los receptores de reconocimiento de
patégenos (PRR, del inglés “patogen recognition receptors”) y son codificados en la linea
germinal (Akira et al., 2001, Akira, & Takeda, 2004). Reconocen patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs del inglés “Pathogen Associated Molecular Patterns”). Estos
PAMPs tienen tres caracteristicas comunes que los hacen blanco para el reconocimiento
inmune innato: 1) son producidos soélo 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).

Los TLRs son dglicoproteinas integrales de membrana tipo 1. Con base en su region
citoplasmatica estos receptores se han clasificado dentro de una gran superfamilia que incluye
al receptor para IL-1. Sin embargo, su regidén extracelular difiere, los TLRs contienen
repeticiones ricas en Leucina, mientras que la region extracelular del receptor para IL-1 contiene
tres dominios tipo Inmunoglobulina (Akira & Takeda, 2004). El 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 homoélogos de Toll en mamiferos, que
fueron 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 sélo en el humano (Finberg & Kurt-Jones,
2004, Bowie & Haga, 2005; Takeda & Akira, 2005).

Hasta el momento se han descrito 13 TLRs en mamiferos que reconocen diferentes PAMPs,
entre ellos TLR2 reconoce componentes de bacterias Gram positivas como peptidoglicanos y
lipopéptidos, TLR4 reconoce al lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram negativas, TLR5 que
reconoce a la flagelina derivada de bacterias Gram-negativas (Akira, 2003). Estos receptores
estan presentes en la superficie celular de monocitos, células polimorfonucleres, CD y células B
(Muzio, 2000). TLR9 es esencial para reconocer al DNA bacteriano conteniendo dinucleétidos
CpG no metilados, TLR7 reconoce algunos tipos de imidazoquinolinas y TLR3 que reconoce
RNAdc (Alexopoulou et al., 2001) y se expresa principalmente en los endosomas de células
epiteliales, macréfagos y CD. Cuando los TLR enlazan su ligando se genera una cascada de
sefalizacion que termina en la activacion de los factores NF-kB y AP1, que inducen la expresion

de genes para la sintesis de citocinas proinflamatorias como IL-12, e IL-6, y en CD y
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macrofagos incremento de las moléculas del MHC clase | y Il, y de las moléculas co-
estimuladoras CD80 y CD86. (Akira, 2001).

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 los segmentos
geénicos.

La respuesta de la inmunidad especifica tiene cuatro caracteristicas importantes:

. Especificidad antigénica alta

. Diversidad

. Memoria inmunolégica

. Reconocimiento de lo propio y lo no propio

La especificidad antigénica del sistema inmune permite distinguir pequefias diferencias entre
antigenos, por ejemplo, los anticuerpos son capaces de distinguir entre dos proteinas que sélo
difieren en un aminoacido (Du Pasquier, 1992). El sistema inmune adaptativo, tiene una
diversidad mayor que el innato, ya que sélo puede restablecer una respuesta contra un antigeno
especifico, no solamente con un tipo de célula, sino que cuenta con diferentes tipos celulares,
ademas de proteinas como las inmunoglobulinas (Fearon & Locksley, 1996). Cuando el sistema
inmune ha tenido contacto con un antigeno que es reconocido como extrafio y ha tenido una
respuesta contra éste, las células B y T, generan memoria hacia ese antigeno, ante al que, en
una segunda exposicion, el organismo reaccionara con mayor eficacia y rapidez (Sompayrac,

2000), caracteristica conocida como memoria inmunoldgica.

Las células B se dividen en células B1 y B2. Las células B1 contribuyen fuertemente a algunas
respuestas innatas, principalmente hacia 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 interaccion conlleva a su activacién y
diferenciacién 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 unidas entre si por puentes disulfuro,

insertadas en la membrana celular con un dominio citoplasmatico muy corto que se asocia a un
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complejo proteinico denominado CD3. El complejo CD3 estd conformado por tres proteinas
homologas insertadas en la membrana celular (y,d y €) y a un homodimero de cadenas €. CD3 y
T contienen dominios citoplasmaticos que dan inicio a la transduccién de sefiales hacia el
nucleo. EI TCR so6lo reconoce antigenos que estén combinados tanto con moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | 6 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 degradacion de proteinas exdgenas por CPA) unidos a MHC Il en
la membrana celular (Trombetta & Mellman, 2005). La activacion de las células Th es esencial
para la proliferacién y diferenciacion de las células Tc y células B a través de la secrecién de
citocinas e interacciones celulares. Las células Tc expresan la molécula CD8 y a través de su
TCR reconocen péptidos de 8 a 10 aminoacidos producidos por la degradacion de proteinas
antigénicas en el citosol de CPA, asociados a las moléculas MHC |. La principal funcion de
estas células es el reconocimiento y eliminacién de células tumorales o células infectadas por
patégenos 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 induccién 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 interferon gama

(INFy) y el factor de necrosis tumoral (TNF).

Las citocinas juegan un papel importante en la respuesta inmune, por lo que una vez que las
células T han sido activadas, secretan citocinas. Las citocinas son factores solubles que
modulan la actividad celular de proliferacion, diferenciacion y comunicacion con otras células.
Las citocinas estan estrictamente reguladas, y se producen en pequefas cantidades en

respuesta a un estimulo determinado.

La primer citocina producida por las células T es la interleucina—2 (IL-2) la cual hace que las
células salgan de la fase Gy, entren y progresen en el ciclo celular. Posteriormente, en funcion
de las interacciones especificas entre moléculas coestimuladoras entre linfocitos T, APC y de
las citocinas presentes en el medio, secretadas por las APC, los linfocitos empiezan su
diferenciacién celular que se puede seguir por la sintesis de patrones de citocinas especificas,
que modifican la accién de las células que van a eliminar el antigeno. Por esta razén se les
denomina citocinas efectoras. Se han descrito tres principales patrones de citocinas, las cuales

se clasifican en Tipo Uno, Tipo Dos y Tipo Tres.
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Las poblaciones de células Tipo Uno (T1): se caracterizan por la produccion INF-y, el cual tiene
un efecto inductor sobre los fagocitos mononucleares activados que producen IL-12, que es la
prncipal citocina inductora T1 y son responsables de la inmunidad mediada por células. Este
tipo de respuesta permite la erradicacion de patdgenos intracelulares tales como virus, bacterias
y protozoarios, a través de la activacidon de macrofagos y células T citotdéxicas. Se han visto

involucradas en enfermedades autoinmunes y en casos de inflamacién croénica.

Las subpoblaciénes Tipo Dos (T2): secretan las citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, que
promueven la inmunidad humoral, a través de la maduracion de las células B y la
desgranulacion de células cebadas y eosindfilos. Estas células estan implicadas en la
patogénesis del asma y las alergias. Son responsables de la defensa frente a infecciones por

helmintos, artrépodos, bacterias extracelulares y alergenos ambientales.

La subpoblacion Tipo Tres (T3): tiene como citocina caracteristica TGF-, aunque en ocasiones
se ha visto que también es capaz de producir IL-10, IL-4, o ambas. TGF-p es secretado por
plaquetas, macréfagos y los linfocitos. TGF-p e IL-4 pueden inhibir las respuestas inmunitarias,
y las células que secretan grandes cantidades de estas citocinas pueden actuar como células

supresoras (Abbas et al., 2002).

1.8 Respuesta Inmune en la infeccion por rotavirus

a) Respuesta Inmune Innata en la infeccidon por rotavirus:

Rotavirus provoca una infeccién aguda y de rapida resolucion, por lo que muy probablemente el
sistema inmune innato intestinal estd jugando un papel importante en la contencion de la
infeccion y en la generacion de una respuesta inmune adquirida eficiente. Los macrofagos y las
CD son las principales Células Presentadoras de Antigeno (CPA), por lo que podrian ser las
primeras células involucradas en sensar la presencia de patdgenos en el intestino. Sin embargo
la participacion de los componentes de la respuesta innata ha sido poco estudiada en la
infeccion por rotavirus en el modelo de ratén. Aunque se sabe que éste es el mejor modelo de
estudio en la infeccion por rotavirus. Debido a que tanto el ratén adulto como el neonato son
susceptibles a la infeccion por rotavirus murinos o de otras especies (heterdélogos). Sin
embargo, (al igual que en el humano) s6lo en neonatos se observa diarrea. En ratones adultos
la infeccion es asintomatica, por lo que el parametro principal de infeccidén es la cantidad de
virus excretado en las heces (Ward et al .,1990; Burns et al., 1995).

Recientemente se ha demostrado que ratones deficientes en STAT-1, (un componente
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indispensable para las respuestas inducidas por IFN tipo | y Il), presentan titulos virales 100
veces mas elevados que a los ratones control (Vancott el al.,, 2003). En estos ratones se
observo replicacion viral extraintestinal, lo que sugiere que los IFN podrian estar participando en
la contencidon de la infeccion al intestino. Las fuentes de esta citocina podrian ser los
macrofagos, las CD o bien los linfocitos intraepiteliales, favoreciendo el inicio de la respuesta

inmune y el bloqueo de la produccion de particulas virales.

b) Respuesta inmune adaptativa contra rotavirus

En la respuesta adaptativa contra la infeccion 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 aparicidén de anticuerpos IgA’s intestinales anti-rotavirus correlaciona con
la resolucion de la infeccidn primaria. Sin embargo los anticuerpos neutralizantes séricos e
intestinales dirigidos contra las proteinas VP4 y VP7, aunque participan en la resolucion de la
infeccion primaria, no protegen 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 resolucién de la infeccidon primaria contra
rotavirus (como se explicara mas adelante) la resistencia completa a la reinfeccion es
absolutamente dependiente de anticuerpos (Franco & Greenberg, 1996). Por otro parte, Blutt y
colaboradores (2002) demostraron que existe un incremento en el nimero de células B en PP y
en GLM en ratones infectados con rotavirus entre 1 y 6 dias después de la infeccién, y que la
activacién 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).

También se demostro que ratones knockout del TCRaf 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
desarrollo de anticuerpos IgA especificos contra rotavirus (Franco & Greenberg 1997). Cuando
los ratones knockout del TCR aff (-/-) fueron desafiados 8 semanas después de la infeccion
primaria, éstos 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
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murino. En ratones normales esta respuesta corresponde aproximadamente al 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 infeccién primaria, aunque no
desarrollaron anticuerpos IgM, 1gG o IgA rotavirus especificos en suero o en intestino. Esto
sugiriere que los mecanismos innatos pueden mediar la inmunidad parcial contra rotavirus
(Franco & Greenberg, 1997).

La participacion de las células Th en el proceso de la resolucién de la infeccion por rotavirus ha
sido muy poco estudiada. Se ha descrito que en la infeccidn por rotavirus estas células juegan
un papel importante en la completa resolucion de la infeccién y en la produccion de anticuerpos
IgA e IgM intestinales, IgG e IgA séricos especificos contra el rotavirus (Franco & Greenberg,
1997, McNeal et al., 1997). Asimismo, 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, Banos y colaboradores (1997) demostraron que la secuencia 289-302 de VP6
que estd conservada en las diferentes cepas de rotavirus, es capaz de generar un
reconocimiento heterotipico por 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 induccion 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 produccién 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 el modelo de ratén, los linfocitos Tc 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 induccién de proteccién a una

respuesta secundaria (Franco & Greenberg, 1997, Franco & 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 proteinas recombinantes producidas en
baculovirus VP7, VP6, VP4 y VP1 de rotavirus. Ademas, cuando las células Tc fueron
cotransferidas con células Th especificas contra rotavirus, la resolucion de la enfermedad se
llevé a acabo de manera mas eficiente (McNeal et al., 1997). Asi también, se demostré que las
células Th especificas contra rotavirus pueden ejercer una funcion protectora directa cuando

son transferidas en ratones SCID con infeccion cronica. Mas aun, se demostro que los linfocitos
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Tc generados por ratones inoculados oralmente con rotavirus presentan una mejor reactividad
cruzada con células blanco infectadas con vaccinia recombinante que expresa la proteina de
capside externa VP7 que aquellas que expresan las proteinas VP4 o VP6 (Offit et al., 1994).
Asimismo, se ha demostrado la existencia de epitopes especificos para linfocitos Tc en la
proteina VP7 que sobrelapan con las secuencias sefal H1 y H2 para la traslocacién al RER
(Franco et al., 1993, Buesa et al, 1999).

Podemos concluir que la infeccidon por rotavirus induce una respuesta multifactorial y compleja
en la que participan mecanismos de la respuesta inmune innata en la contencidon y en la
limpieza de la infeccion primaria y mecanismos de la respuesta inmune adaptativa dada por la
produccién de anticuerpos y la actividad de las células Tc y Th. Estos mecanismos parecen
actuar de manera coordinada, por lo que la participacion de todos ellos es necesaria para la
resolucién rapida y eficaz de la enfermedad, asi como para la generacion de la inmunidad

protectora.
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Il. ANTECEDENTES

Como se menciond anteriormente, el sistema inmune innato reconoce PAMP’s los
cuales son esenciales para el reconocimiento de componentes microbianos y la
activacion del sistema inmune (Luster, 2002). En mamiferos los TLR’s son ahora
reconocidos como receptores primordiales del sistema inmune innato mediante la
induccion de genes involucrados en la actividad antimicrobiana y en la maduracion de
las CPA’s (Banchereau & Steinman, 1998). Hasta el momento se han identificado 13
TLR’s en mamiferos, expresandose 11 TLR’s en humano y 12 en ratén con funciones
muy similares; sin embargo, su localizacién y los PAMPs que reconocen difieren; por
ejemplo, TLR2 y TLR4 localizados en la superficie celular pueden reconocer
lipopolisacaridos bacterianos y glicoproteinas virales, mientras que TLR9, TLR8, TLR7 y
TLR3 se encuentran intracelularmente (en endosomas) y pueden detectar material
genético bacteriano ¢ viral libre, con lo cual inducen la expresion de genes

antimicrobianos (Bowie & Haga, 2005).

En respuesta a patdgenos y sefales de peligro, representadas por PAMPs, los TLRs
inician una cascada de sefalizacién intracelular que culmina con la maduracion de las
CPA'’s; por ejemplo, TLR3 y TLR4 culmina en la sintesis de INFa citocina importante en
la induccion de maduracion de CD (Bancherau & Steinmam, 1998) y con la induccién de
genes involucrados en actividades anti-microbianas, como es la produccion de NO en
macrofagos, CD, epiteliales, nerviosas, endoteliales e inflamatorias. Sin embargo, en los
macréfagos es donde mas se ha estudiado. Los macréfagos adquieren diferentes
receptores y capacidades que les permite fagocitar, secretar citocinas y presentan Ag,

pero son mas eficientes cuando se encuentran activados.

La produccion de NO es una caracteristica de las células del sistema inmune y se
genera en respuesta a estimulos infecciosos y es llevada a cabo por la enzima sintasa
de oxido nitrico inducible (iINOS) (Nathan & Xie, 1994), la cual genera NO a partir del
aminoacido L-arginina. La expresion de esta enzima es modulada por citocinas
proinflamatorias como IL-1p, IL-6 e INFy (Natthan, 1992, Nathan & Xie, 1994 ). Existen
tres formas de NOS, 2 denominadas constitutivas y dependientes del calcio (cNOS),
que son la endotelial y la neuronal, las cuales sintetizan NO en condiciones normales, y

una inducible e independiente del calcio (iINOS), que no se expresa o lo hace muy

29



Antecedentes

débilmente en condiciones fisiolégicas. En muchos casos la expresién de esta isoforma
iINOS es inducida por estimulos inmunolégicos o inflamatorios por lo que es
dependiente de lipopolisacaridos (endotoxinas) y citocinas proinflamatorias (Salter et al,
1991). La isoforma iINOS ha sido detectada en hepatocitos, células tumorales,
neutréfilos, células plasmaticas, linfocitos, células mensagiales, células endoteliales,
dendriticas y células musculares lisas de la pared vascular (Wright, et al., 1989,
Moncada, et al., 1991). También ha sido localizada en el citosol de los macréfagos
purificados y activados de ratén, mostrando una conformacion dimérica y una masa
molecular de 135 kDa. En el mecanismo del NO en la inflamacion, la NOS en los
macrofagos no es constitutiva, sino inducida cuando estas células son activadas por
citocinas; por ejemplo INFy u otros agentes, y no requiere el incremento en la
concentracion intracelular del Ca++ (Lowenstein, et al., 1993).

Como se mencion6 anteriormente existe una amplia gama de procesos biolégicos en
los que el NO puede estar implicado. Estos procesos incluyen diferentes mecanismos
de activacion de los factores de transcripcion, la translocacion de los RNAm, el
metabolismo del hierro, la mutagénesis, la apoptosis, la glicdlisis y el transporte de
electrones mitocondriales, la fusion de mioblastos, la adhesién de las plaquetas y los
neutroéfilos. La produccion incontrolada de NO por parte del macrofago en el caso de
shock séptico puede producir vasodilatacion periférica extrema con la consiguiente
hipotension que lleva al shock, a su vez el NO también ha sido involucrado en diversas
enfermedades inflamatorias (Moncada et al .,1991).

Se sabe que la inhibicién de la INOS en los ratones los hace susceptibles a infecciones
y muestran una pobre funcion defensiva de los macrofagos contra los parasitos y las
células tumorales (Griscavage et al., 1993, Stuehr et al., 1991). El NO, por lo tanto,

puede actuar como protector o dafino en funcioén de las diferentes circunstancias.

Debido a que la infeccion 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. En el
modelo de ratén la participacion de los componentes de la respuesta innata ha sido
poco estudiada. Se ha demostrado que los ratones deficientes en STAT-1, (un
componente indispensable para las respuestas inducidas por IFN tipo | y Il), presentan
titulos virales muy superiores a los ratones control (Vancott el al., 2003). En estos

ratones se observo replicacion viral extraintestinal, lo que sugiere que los IFN podrian
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estar participando en la contencion de la infeccidon 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 bloqueo de la produccion de
particulas virales. Otros experimentos han demostrado que la activacion de células B se
debe a la glicoproteina viral VP7, por lo que se propuso que esta activacion podria ser a
través del TLR4 como ocurre con otras proteinas virales (Blutt et al 2004%; Blutt et al.,
2004°). Experimentos realizados por Matsumoto y Cols (Matsumoto et al., 2003)
demostraron que el genoma de rotavirus (RNAdc) activaba fibroblastos y CD humanas a
través del TLR-3, lo cual sugeria que el TLR-3 podria estar involucrado en la respuesta
inmune innata contra rotavirus.

Se ha reportado que el TLR-3 se expresa en varias extirpes celulares como las CD,
macrofagos, fibroblastos y células epiteliales intestinales. TLR3 en los macréfagos
reconoce RNAdc y traduce sefiales para activar NF-kb y el promotor del IFN-{.
(Alexopoulou et al., 2001). En humanos, los fibroblastos expresan TLR3 en la superficie
celular y las CDi expresaron TLR3 intracelularmente, produciendo INF-a/ff y IL-12p70
en respuesta a Poli I:C (Matsumoto et al., 2003). En el caso de las células epiteliales de
intestino recientemente se demostré que responden a Poli |:C activando la expresion de

genes que promueven el reclutamiento de celulas y su activacion (Kumar et al., 2005).
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ll. JUSTIFICACION

En la resolucion de la infeccidn por el rotavirus en el intestino, la respuesta inmune innata puede
estar jugando un papel preponderante, por lo que un mejor entendimiento de la participacion de
la inmunidad innata, en particular de las células de la respuesta inmune innata como CD,
macrofagos y células epiteliales permitirda contar con mas herramientas que permitan favorecer

el control de la enfermedad.

Como se expuso anteriormente, los TLR’s son fundamentales en el inicio de las respuesta
inmune contra patogenos. El descubrimiento de que el TLR3 reconoce RNAdc, lo hace un
blanco de analisis obvio en la respuesta inmune contra el rotavirus, ya que el rotavirus es un
virus con un genoma segmentado de RNAdc. Por lo que, en este trabajo nos propusimos
determinar si el RNAdc de rotavirus activa CPA’s, como las CD, los macrofagos, y una linea
celular de enterocitos en un modelo in vitro, para en un futuro definir si esta activacién depende
de TLR-3.
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IV. HIPOTESIS

El RNAdc de rotavirus participa en la activacion inicial de células de la respuesta inmune innata

muy probablemente a través del TLR3 en un modelo in vitro.
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V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Determinar si el genoma del rotavirus, compuesto por 11 segmentos de RNAdc, contribuye a la

estimulacion de células de la respuesta inmune innata en un modelo de ratén in vitro.

5.2 Objetivos particulares

1. Analizar la secrecién de Oxido Nitrico como parametro de la activacién de los
macrofagos, las células dendriticas derivadas de médula ésea y la linea celular epitelial MODE-
k.

2. Evaluar la activacion de las CD, los macrofagos y las células epiteliales inducida por el
RNAdc del rotavirus a través del aumento de los niveles de superficie de CD40, asi como la
cuantificacion del RNAm de las citocinas TNF-a, IL-12 e IL-10.

3. Determinar la presencia de RNAmM de TLR-3 en las CD derivadas de médula 6sea y
macrofagos de ratones BALB/c.

Materiales y Métodos
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ratones

Se emplearon ratones hembras de la cepa BALB/c (H-2°) de 5-10 semanas de edad,
mantenidas en condiciones libres de patdgenos (Bioterio, IBT-UNAM e INSP de Cuernavaca,
Morelos).

6.2 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 NaHCO3 5x10™° M de 2-
mercaptoetanol, 10 mM de Hepes, 40 ug/ml de gentamicina por litro.

RPMI+: RPMI 1640 suplementado con 2 mM de L-glutamina, 2 gr/lt de NaHCOs, 5x10° M de 2-
mercaptoetanol, 10 mM de Hepes, 40 ug/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 NaHCO3 por litro. 100 U/ml de penicilina y 100 ug/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 NaHCO3; 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 con una membrana de 0.22 um.

6.3 Lineas celulares

MA-104: Células epiteliales de rifion fetal de mono Rhesus (Macaco mulatta)(Suceptibles a la
infecccion por rotavirus) . Se cultivaron en medio de cultivo DMEM™ .

Mode-k: Células epiteliales transformadas de intestino de ratén neonato C3H/He(H-2*) de 15
dias de nacidos (Vidal, et al, 1993). Se cultivaron en medio RPMI" .

CHO: Células de ovario de hamster chino (Cricetulus griseus). CHO transfectadas con el
plasmido 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 del Dpto. de

enfermedades autoinmunes del Hospital Siglo XXI, IMSS) (Zal, et al., 1994). Se cultivaron en

medio RPMI ™ .

6.4 Virus
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Se usoé la cepa de rotavirus de mono Rhesus RRV ( Sa/G3P11, SGill). Se propago in vitro en la
linea celular MA-104 en confluencia en frascos 162 cm?. Las células se lavaron 2 veces con 6 ml
de PBS (NaCl 137 Mm, KCI 2.7 mM, Na;HPO4 10.1 Mm, KH,PO4 1.8Mm) posteriormente se
infectaron con 3 ml de un lisado de células MA-104 infectadas con RRV conteniendo 1x10’
unidades formadoras de focos por militro (UFF) del virus, previamente tratado con 10 mg/ml de
tripsina durante 30 minutos a 37 °C. Se agrego el virus activado al cultivo y se incubé a 37°C

por 1hr 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 hasta observar efecto

citopatico. Después se colectd el lisado de las células infectadas. La suspension se congeld a —
20°C y posteriormente se descongeld, repitiendo este procedimiento una vez mas para romper
las células y liberar las particulas virales. El lisado se alicuoté y se mantuvo a —20°C hasta su

uso.

6.4.1 Determinacion del rendimiento viral

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 con
tripsina, comenzando con una dilucion 1:8 (en un volumen de 50 pl). Se dejaron absorber los
virus durante 1 hr. Posteriormente se retiré el medio rico en virus, las células se lavaron con 110
ul de PBS y se afiadié 200 ul de DMEM- a cada pozo. Las células se cultivaron por 14 hrs a
37°C y se revelaron por la técnica de inmunoperoxidasa. Todos los lavados subsecuentes se
hicieron con 110 uyl de PBS. Después de ese tiempo se retiré el medio y se lavaron las células 2
veces. A continuacion, se agrego a cada pozo 110 ul de la solucién PBS:acetona 1:4 dejando
reposar la placa durante 20 minutos a temperatura ambiente (TA) para fijar las células. En
seguida se lavaron las células una vez y posteriormente se agregd a cada pozo 50 ul de una
solucion conteniendo el primer anticuerpo policlonal anti-RRV de conejo a una dilucion 1:1500
en PBS. Se dej6 reposar la placa por 1 hr a 37°C. En seguida las células se lavaron dos veces.
Posteriormente se agrego 50 pyl a cada pozo de una solucién conteniendo proteina-A acoplada a
peroxidasa (Amersham) a una dilucion 1:2500 en PBS. Se incubd la placa por 2 hrs a 37°C y en
seguida las células fueron nuevamente lavadas dos veces. A continuacién se agregdé 50 ul de
buffer de revelado: (2 de carbazol: [4 mg/ml de dimetil formamida (SIGMA)], 8 ml de buffer de
acetatos: [0.68 gr de acetato de sodio (SIGMA) en 100 ml de agua llevado a pH 5 con acido
acético (J.T. Backer)], 20 ul de peréxido de hidrégeno al 30 %) a cada pozo dejando reposar la
placa por 10 minutos protegida de la luz. Posteriormente se retird la solucion de revelado y la
placa se lavé una vez con agua bidestilada. Finalmente se contaron las UFF/ml (unidades
formadoras de focos por mililitro) que son células 6 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
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5.5 (superficie de conteo) X 20(es la dilucién que nos dara por ml), obteniendo la media del

titulo viral de al menos tres diluciones.

6.4.2 Semipurificacion de rotavirus por colchén de sacarosa

Lisado virales de células MA-104 infectadas con rotavirus fueron ultracentrifugados en tubos
“ultra-claros” de 1 x 3.5 pulgadas (Beckman) a 25,000 rpm en un rotor SW 28 por 2 hrs/4 °C. El
botén obtenido fue resuspendido en 6 ml de buffer TSC (Tris 10 mM, NaCl 100 mM, CaCl2 10
mM, pH 7.4) para evitar perdida de la capa externa (VP7, VP4). Posteriormente, se adiciond un
volumen igual de Fredén y se agité por 10 minutos manteniendo fria la solucion. Luego se
centrifugd a 6,000 rpm a 4 °C por 10 minutos, se separo la parte acuosa y a la parte organica
se le afadi6 6 ml de TSC repitiendo el procedimiento anterior dos veces mas, cada vez
recuperando la parte acuosa. El sobrenadante obtenido se ultracentrifugd en tubos “ultra-
claros”, (Beckman) de 5ml a 40,000 rpm en el rotor SW50, durante 2 h a 4°C. El botdén obtenido
rico en virus fue resuspendido en 3.5 ml de TSC. En un nuevo tubo de 5 ml se agregé 1.5 mi
sacarosa al 30% en TSC al cual fue anadidé 3.5 ml de la solucion rica en virus. Se centrifugo
por 2 h a 40,000 rpm en un rotor SW50 a 4°C. Finalmente el botdn fue resuspendido en 1 ml de

TSC y se preparé alicotas de 50 ul que se almacenaron a —=70 C® hasta su uso.

6.4.3 Purificacion de rotavirus por Cloruro de Cesio

Lisado de células MA-104 infectadas con RRV fueron ultracentrifugados a 20,000 rpm en un
rotor SW28 a 4°C por 2 hrs. El botén obtenido se resuspendié en 2 ml TNC (Tris 10mM, NaCl
100mM, CaCl2 1mM, pH 7.4) y se agregd un volumen igual de 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 colectd la fase acuosa repitiéndose este
procedimiento 2 veces mas. En seguida se preparé el gradiente de cesio, con 1.459482 gr de
cloruro de cesio (Research organics) disueltos en 5 ml de TNC junto con la fase acuosa del
virus y colocados en tubos ultra-claros (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 esta 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 procedidé 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 ul o bien

los virus fueron concentrados empleando filtros tipos centricon para proteinas mayores de 10
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KDa (Millipore). Finalmente se hicieron alicuotas de 50ul y se almacenaron a —70°C hasta su

uso.
6.4.4 Obtencion de RNAdc de rotavirus

Lisados de células MA-104 infectadas con RRYV, fueron ultracentrifugados a 20,000 rpm en un
rotor SW28 a 4°C por 1 h. El botén que se obtuvo se resuspendié en 200ul de DMEM" que se

mezclé con 40ul de amortiguador disruptor 5X (Tris Base 2.6 M, EDTA 750 mM, SDS 450 Mm,
NaCl 6.8 M, p-mercaptoetanol 1.8M). Se agregé 200ul de fenol saturado y se agitd en vortex
durante 2 minutos. Pasado ese tiempo se adicioné 200ul de cloroformo, y se agitd nuevamente
2 minutos. Esta mezcla se centrifugé 5 minutos a 12,000 rpm en una microcentrifuga con un
rotor Nr.12024H (Beckman); se recupero el sobrenadante y se agrego 2.5 volumenes de etanol
absoluto y 50 ul de acetato de sodio y se dejo precipitar toda la noche. Finalmente, se agitd con
un vortex y se centrifugd 15 minutos a 12,000 rpm, se decanté el sobrenadante y la pastilla se
resuspendié en 30 ul de solucion salina libre de endotoxinas (0.9% NaCl) (PiSA). Las muestras
se analizaron en geles nativos de acrilamida al 11%. La electroforesis se realiza durante 10 h a
200V. Al termino de la corrida, el gel se colocd 30 minutos en solucién fijadora (28.7% etanol,
0.3% acido acético), posteriormente se colocé 30 minutos en una solucién de nitrato de plata
11mM y se lavo 2 veces con agua destilada. Las bandas se observaron después de agregar la
solucion reveladora (NaOH 700mM, 0.8% formaldehido). Una vez que se hizo visible el patrén

de bandas se retir6 la solucion reveladora y se detuvo la reaccidn con acido acético al 10%.

6.5 Obtencion de sobrenadante (SBN) rico en GM-CSF

La linea de células CHO transfectadas con el gen que codifica para GM-CSF fueron mantenidas
con 0.5 mg/ml de Geneticina. Para esto las células inicialmente fueron descongeladas en un
Frasco de cultivo de 25 cm? (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 agrego 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 dilucidon 1:30 en 5 ml de medio con geneticina (0.5mg/ml).
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 antibiético. Cuando las células
alcanzaron el 80 % de confluencia se subcultivaron en 8 F175 a una dilucién 1:8 en 40 ml de
medio suplementado con geneticina. Al llegar al 80 % de confluencia, se retir6 el medio de las
células, se lavo la monocapa con 5 ml de RPMI" y se adicion6 50 ml de RPMI" (sin suero) a cada

frasco. Se cultivaron por 72 hrs y se colecté el medio de cada frasco. El SBN colectado fue
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centrifugado vy filtrado a través de una membrana de 0.22um (Millipore). Finalmente se hicieron

alicuotas del SBN y se almacenaron a -20 C.

6.6 Obtenciéon de médula 6sea de ratéon

Ratones BALB/c fueron sacrificados por dislocacién cervical. Posteriormente, con ayuda de
pinzas vy tijeras estériles se obtuvieron tibias y fémures de cada extremidad cuidando no cortar
los huesos, eliminando los restos del tejido con una gasa humedecida con PBS. 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 al 70 % y dos veces en 5 ml de RPMI" para eliminar
los restos de etanol. Después, empleando pinzas y tijeras estériles, 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
procedioé a pasar 10ml de RPMI" a través de la luz de los huesos para colectar la médula ésea
en una caja petri de 100mm. En seguida las células fueron disgregadas por pipeteo vigoroso y
lavadas una vez con RPMI". Posteriormente, el botén celular fue resuspendido con Cloruro de
Amonio 0.15M en medio de cultivo para eliminar los eritrocitos. La suspension se dejé reposar
por cinco minutos a TA, finalmente de esta se tomd una alicuota que fue mezclada con Azul de
tripano 1:1 y se procedié a contar las células en una camara de Neubauer multiplicando el

numero de células obtenidas por la diluciéon correspondiente.

6.6.1 Generacion de CD a partir de células de médula 6sea

Células de médula 6sea fueron sembradas a una densidad de 0.5 x 10° células/ml en cajas petri
de 100mm con 10 ml de RPMI* suplementado con 15-20 % de sobrenadante rico en GM-CSF.
Las células fueron cultivadas a 37° C en una atmésfera de 5 % de CO, y 95 % de humedad; el
dia de la siembra se tom6 como dia cero, al dia 3 se alimento el cultivo con 10 ml de RPMI*
suplementado con 15 -20 % de sobrenadante rico en GM-CS. Al dia 6 las células en suspension
enriquecidas con CD inmaduras (CDi) fueron colectadas y utilizadas en los ensayos de
estimulacion. Para obtener un mayor enriquecimiento de CD en el cultivo las células fueron
cultivadas hasta el dia 10 alimentando el cultivo al dia 6 y 8 para esto, la mitad del
sobrenadante se colecté y centrifugd a 1,700 rpm en un rotor Nr.11133 (Beckman) por 7
minutos y el pellet celular colectado fue resuspendido en nuevo RPMI* suplementado con 15 -20

% de sobrenadante rico en GM-CSF.

6.7 Purificacién positiva de células CD 11¢c” por columna magnética

Las ceélulas de MO diferenciadas fueron colectadas al dia 6 6 10 de cultivo y las CD 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
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ul de Buffer Macs (BM; 1 % de BSA , 2 mM EDTA en PBS) por cada 1x10’ células.
Posteriormente, las células fueron incubadas por quince minutos con el anticuerpo de ratén anti-
CD11c biotinilado (HL3) (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, las células se
pasaron a través de una columna magnética pegada a una placa de metal. Se lavé y las células
retenidas fueron despegadas retirando el magneto. La porcién correspondiente a CD se obtuvo

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

6.8 Estimulacion de las CD de médula ésea (CDMO)

CD de 6 dias de diferenciacion o purificadas positivamente fueron sembradas a una densidad
de 0.5 x 10° células/ml en cajas para cultivo en suspensién de 35 mm, La estimulacion se
realizé durante 24 hrs empleando diferentes concentraciones de RNAdc de rotavirus, RRV
purificado, LPS de la cepa de E. coli 055:B5 (SIGMA), como control positivo se empled Poli I:.C
[(polimero sintético de RNAdc)(Amersham Bioscenses)]. Las preparaciones fueron tratadas o

no con el antibiético Polimixina B (PMX-B)(SIGMA) en una proporcion 1:100 (peso/peso).

6.9 Obtencion de macréfagos de médula 6sea

Los macréfagos fueron obtenidos de los cultivos de 6 dias con GM-CSF que se describieron
anteriormente para generar CD. En este caso se emplearon las células adherentes. Para esto
se lavo 2 veces las células con PBS y fueron despegadas con tripsina/ EDTA (SIGMA) (0.025%
de tripsina y 1Mm de EDTA en PBS). Se centrifugé a 1,700 rpm en un rotor Nr.11133
(Beckman) por 8 minutos, el botdn celular colectado es resuspendido en nuevo RPMI-. Los
macréfagos fueron sembrados a una densidad de 0.5 x 10° células/ml en cajas para cultivo de

96 pozos (Corning) con medio RPMI+.

6.10 Obtencién de Sobrenadante de Intestino(SNB)

Se obtuvo el intestino delgado de un raton BALB/c, se retird la grasa con unas tijeras y se
colocé en 5 ml de RPMI- frid. Posteriormente, ya en condiciones estériles, el intestino se lavo 2
veces, por lo que se procedié a pasar 10 ml de RPMI- a través él. Luego se corté en 5 pedazos
y se colocd en una caja petri de 100mm con 20 ml de RPMI+ incubandose por 24 hrs a 37°C.
Al cabo de las 24hrs, se colectd el SBN rico en TGF-f (Smythies et al., 2005) y se centrifugé a
1800rpm con un rotor Nr. 11133 (Beckman) por 10" a 4 °C. Finalmente, se filtr6 el SBN por

0.22um y se guardaron en tubos a —20°C hasta su uso.
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6.11 Ensayo de Medicion del Oxido Nitrico

CD, macréfagos obtenidos de médula 6sea , asi como la linea celular MODE-k fueron cultivados
en medio de cultivo RPMI”, y activados o no con 100 U/ml de INFy(ratén recombinante) por 24
hrs. Posteriormente se estimularon con diferentes concentraciones de; RNAdc de rotavirus,
RRYV purificado, LPS de la cepa E. Coli 055:B5 (SIGMA), Lisado de células MA-104 infectadas
con rotavirus, como control positivo se empled Poli I:C (polimero sintético de RNAdc) y como
control negativo células sin estimular y células MA-104 sin infectar. Posteriormente, las células
se incubaron por 72 hrs, al cabo de ese tiempo de incubacion, se recolectaron los
sobrenadantes de los cultivos y se midieron los niveles de oxido nitrico por el método de Griess.
Para esto, se agregd a los sobrenadantes 100ul de la reaccion de Griess [sulfanilamida
(Sigma) al 1% y naftielamina al 0.1% (Sigma) disueltos en 2.5% de H3;PO4], se incubo por 10
min a temperatura ambiente y se midio la absorbancia a 570nm. En paralelo se realizé una
curva control de nitrito. Todos los ensayos se realizaron en presencia o no de polimixina B
(SIGMA) en una proporcion 1:100(peso/peso), para poder descartar posible contaminacion de

las preparaciones con LPS.

6.12 Citofluorometria

Las CD y los macréfagos de médula 6sea fueron sometidos a los diversos tratamientos
descritos anteriormente, fueron colectados, centrifugados 10 minutos a 1700 rpm, lavadas una
vez con RPMI" y resuspendidas en 500 ul de Buffer de Enlace para ser contadas (BE, 0.01 %
de Azida de sodio, 2mM de EDTA y 2 % de SFB en PBS) . Posteriormente, las células fueron
repartidas en pozos de fondo V de placas no tratadas(Costar), similar al numero de tinciones
requeridas. Las células fueron centrifugadas y el BE fue retirado para ser resuspendidas en 50ul
de BE-suero de conejo (SC) al 1% o BE 1% de SC-anti-CD16/CD32 (2.4G2) (1:400) a 4° C
durante 30 minutos para bloquear los receptores Fc. Posteriormente, las células fueron lavadas
con 150 pl de BE y en seguida fueron incubadas por 20 minutos en oscuridad con los segundos
o terceros anticuerpos para marcadores externos en un volumen de 50 ul, haciendo dos lavados
con 100 ul de BE entre la adicidon de cada anticuerpo. Finalmente, las células se resuspendieron
en 300 ul BE , se fijaron con 100 ul de p-formaldehido al 4 % y fueron analizadas en el
citofluorémetro. Todos los anticuerpos fueron obtenidos de BD a menos que se indique otra
cosa empleandose a diferentes diluciones en BB-1 % de suero de conejo: Fab-FITC (Jackson
Immunoresearch)(1:20), anti-CD11c-Biotina (HL3)(1:400), anti-CD40-PE (3/23)(1:200) y anti-
CD11b-PE 6 FITC (M1/70)(1:400), anti-lgG11-PE (R3-34)(1:400), anti-lgGax-FITC
(M1/70)(1:400), Streptavidina-FITC(1:300) y Streptavidina-PE(1:300).
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6.13. Determinaciéon y Cuantificacion del RNAm para citocinas (TNF-a, IL-12 e IL-10) y
TLR-3

CD y macrofagos derivados de meédula 6sea estimulados o no con: RNAdc viral, RRV
purificado, RNAdc sintético y LPS, en presencia de Polimixina B por 24 hrs., fueron recolectadas
al término de ese tiempo las células y se lisaron con Trizol (Gibco BRL), posteriormente se aislo
el RNAm y se sintetizé cDNA y en el caso de TLR3 se amplificé por PCR la secuencia de TLR-
3 de ratén usando primers especificos. EI RNAm de las citocinas se cuantifico por PCR tiempo
real usando oligonucleétidos de TNF-a, IL-12 e IL-10 (AB).

6.13.1 Purificaciéon del RNA total de Macréfagos, CD

Para el aislamiento del RNA total, se us6 el reactivo Trizol (Gibco BRL), el cual contiene una
solucion de fenol e isotiacianato de guanidina que rompe las células y precipita las proteinas,
manteniendo la integridad del RNA.

Una vez colectadas las células, se lavaron con PBS y al pellet celular se le agrego Trizol (1 ml)
(Gibco BRL). Se incub6é durante 5 minutos a temperatura ambiente, para permitir una
disociacion completa del complejo nucleo-proteina. Se agregdé 200 ul de cloroformo, se agito
manualmente y se centrifugé a 12000 rpm en frio a 4°C por 15 min. Se tomé el sobrenadante y
se pasO a un tubo nuevo, al cual se le adicioné 0.5 ml de alcohol isopropilico y se incubo
durante 10 min., para precipitar el RNA. Se centrifugo y tomé el sobrenadante lavandolo con
etanol al 75%. Se centrifugé por ultima vez, se desechd el sobrenadante, se secd y se
disolvieron las muestras en 30 ul de agua tratada con DEPC.

La densidad optica de las muestras se ley6 en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de

260 nm (5 ul de RNA en 495 ul de agua ultrapura) para determinar la concentracion del RNA.

6.13.2 Obtencion de cDNA

Para obtener el cDNA se utilizaron 1.5 ug de RNA, ajustando a un volumen de 15 ul con agua
destilada, al cual se le agregd 1.5 ul de oligo dT 25uM. Se incubé a 72°C por 10 minutos y se
dejo enfriar lentamente (hasta que bajé la Temperatura 37°) para permitir la hibridacion del
primer dT con los segmentos de polyA del mRNA. Posteriormente, se agregé una mezcla de
reaccién con los siguientes reactivos: RNaseout (40 U/ul) (GIBCO BRL), Buffer (56X) (GIBCO
BRL), DTT (0,1M) (GIBCO BRL), dNTPs (10mM), Reversa transcriptasa (RT 200U/ul) (GIBCO
BRL). La reaccién se llevé a cabo en un volumen de 30ul y se realizé durante 1 hr. a 37°C. En
esta reaccion e obtiene un cDNA uUnicamente del RNA mensajero, ya que los segmentos de

polyA a los que hibridiza el primer solo estan presentes en este tipo de RNA.
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6.13.3 Reaccion en cadena de la polimerasa — Tiempo real (PCR-TR)

Se basa en ciclos de amplificacion exponencial de un fragmento especifico. Para llevar a cabo
esta reaccion se tomaron 2 ul de la reaccion de cDNA, y se agregaron los siguientes reactivos
de un kit Tag Man de amplificacion para PCR en tiempo real: Taq Man Master mix (12.5 ul)
(AB), Primer Mix de; TNF-a, IL-12p40 e 1IL-10 (1 ul) (AB) y agua mili Q (9.5 ul), ajustandose a
un volumen final de 25 ul. La modalidad de PCR se basa en ciclos de amplificacion exponencial
de un fragmento especifico. Para que el PCR se lleve a cabo es necesario tener los siguientes
reactivos: primers, deoxinucleotidos (A, G, C, T), DNA polimerasa, DNA de estudio. La reaccion
comienza con la separacion de las 2 cadenas de DNA mientras que la enzima DNA polimerasa
(Tag-polymerasa) va copiando el DNA usando cada cadena como templado. En la primera parte
del proceso se separan las 2 cadenas del DNA, posteriormente una baja de temperatura
permite la union de los primers y la extension de la cadena complementaria o extension del
DNA, copiandose el templado y completandose de ésta manera el ciclo. Al finalizar cada ciclo
se obtiene una duplicacién de cada segmento de DNA. Este ciclo se repite mas de 30 veces,
cada segmento de DNA que ha sido sintetizado actua como templado de modo que después de

30 ciclos se produciran aproximadamente 1 billén de copias a partir de un segmento de DNA.

El PCR en tiempo real es una técnica cuantitativa que nos permite detectar la amplificacion de
nuestro gen de interés conforme va ocurriendo, de modo que en lugar de comparar cantidades
discretas de una muestra, se comparan las curvas de amplificacién. Esta técnica se basa en la
emision de una sefal fluorescente dependiente de cada ciclo de amplificacion, que es detectada
por un equipo especial, que envia los datos a una computadora, Existen varios métodos en esta
investigacion, se utilizé el método TagMan en el cual la sonda fluorescente es un tercer
fragmento de DNA complementario a una parte intermedia del DNA que queremos amplificar.
Esta primer lleva adherida una molécula fluorescente y otra molécula que inhibe esta
fluorescencia ("quencher"), de tal forma que soélo cuando la sonda es desplazada de su sitio por
accion de la DNA polimerasa la molécula fluorescente se libera de la accidén del "quencher" y
emite fluorescencia al ser iluminada con un laser. La cuantificacion de la fluorescencia emitida
durante cada ciclo de la PCR sera proporcional a la cantidad de DNA que se esta amplificando.
Para cuantificar el mensajero de la citocinas en las muestras, se compararon las curvas de las

amplificaciones de las mismas con respecto a un gen interno, en este caso el 18s.
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6.14 Prueba Estadistica

Los resultados reportados se realizaron con un numero minimo de 3 experimentos
independientes, con 3 repeticiones, estos resultados fueron analizados con la prueba
estadistica t de Student y fue realizado con el Software STATISTICA versién 6.0 (Tulsa, OK
USA). Las diferencias entre los resultados fueron determinados a través de la prueba Kruscal-

Wallis, con una probabilidad de 0.05 (P <0.05) considerados como significativos.
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VII. RESULTADOS

7.1 Generacion de células dendriticas y macréfagos a partir de médula 6sea

CD y macrofagos fueron derivados a partir de precursores de MO de ratones BALB/c cultivadas
durante seis dias en presencia de 15 — 20% de medio de cultivo condicionado rico en GM-CSF
de ratén (Del inglés “Granulocyte-macrophage colony stimulating factor) (Lutz et al., 1999). Las
CD fueron obtenidas a partir de las células no adherentes en suspensién, inmunomarcadas
para CD11c+ (marcador de CD) y analizadas por citofluorometria usando como control células
de MO frescas (para cada muestra se capturaron 10,000 eventos). Se encontré6 que en las
células en suspension se generd una poblacion de células mas grandes y granulosas (2B), en
comparacion con células de médula 6sea sin diferenciar (2A). Al analizar la poblacién total de
las células en suspension para la presencia de CD11c, se encontré que aproximadamente un
30 % de células expresaban este marcador (2C), en comparacién con un 2 % en células de MO
sin diferenciar. Estos resultados claramente nos indican que las células en suspension
derivadas de MO en presencia de GM-CSF por 6 dias, contienen un alto porcentaje de CD.
Como se menciono6 anteriormente, la grafica de tamafio y granulocidad presentd 2 poblaciones
bien definidas (2B), por lo que éstas fueron analizadas para la expresion de CD11c de manera
individual. Se defini6 como RO a la regiéon con menor tamafio y granulocidad y como R1 a la
nueva poblacién con mayor tamano y granulocidad. Se encontré que en R1 aproximadamente
el 30-40 % de las células expresaban CD11c (2D), en comparacion con un 8 % presente en la
RO. Esto indica claramente que la region R1 es donde se localizan predominantemente las CD
generadas. De esta manera, todos los resultados reportados en este trabajo sobre las CD se

referiran a la R1.

Previamente se ha reportado que las células adherentes de los cultivos de MO diferenciados
con GM-CSF, son predominantemente macrofagos (Inaba et al.,, 1992;Lutz et al., 1999).
Cuando esta poblacion adherente en nuestros cultivos de MO de 6 dias fue analizada por
citofluorometria para el marcador CD14 (caracteristico de macrofagos), se encontré que un 40
% de las ceélulas presentaban este marcador (datos no mostrados). Por lo que definimos a esta

poblacién enriquecida como macrofagos de médula 6sea.
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Figura 2. Generacion de CD derivadas de MO. A) Grafico de granulocidad y tamario de células
no diferenciadas. B) Grafico de granulocidad y tamafio de las células CD11c en region R1. C) Expresién
de CD11c en células de médula ésea y células diferenciadas. D) Analisis de la expresion de CD11c en
células diferenciadas en 2 diferentes regiones; RO indica que ninguna region fue elegida y R1
corresponde a la mayor expresion de CD11c.
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7.2 Produccién de NO por células estimuladas con rotavirus

CD y macréfagos derivadas de médula 6sea, asi como las células epiteliales de intestino de
raton transformadas Mode-K recibieron in vitro diferentes estimulos y 72 hr después de la
activacion evaluaron a través de los niveles de NO excretado al medio de cultivo. Las células
fueron activadas o no previamente (24 hr) con INF-y, sin embargo, solamente las células Mode-
K requirieron de la activacion previa para responder adecuadamente a los estimulos (datos no
mostrados). Se usaron diluciones seriadas (0.001 a 100 ug/ml) de virus purificado RRV y
RNAdc viral. Como controles positivos de activacion se emplearon diluciones seriadas de Poli
I:C y LPS. Poli I:C es un RNAdc sintético que estimula a las células a través de TLR-3 y LPS es

un producto bacteriano que estimula a través de TLR4.

En las figuras 3 a,b y ¢, se muestran los niveles maximos de produccion de NO por las
diferentes células en el rango de concentraciones utilizadas para los diferentes estimulos.
Todas las células respondieron positivamente a los estimulos por el virus purificado RRV, el
RNAdc viral, Poli I:C y LPS, sin embargo, las células epiteliales tuvieron una respuesta inferior
a la encontrada con los macréfagos y las CD. Por otro lado, el estimulo por Poli I:C requirié en
todos los casos de 100 veces mas concentracion que RNAdc y RRV para generar la respuesta
maxima (100 ug/ml vs 1 ug/ml respectivamente), Para descartar que la estimulacion observada
con RRV, RNAdc viral y Poli I:C no fuera debida a un contaminacién por LPS residual, el
mismo ensayo fue realizado en presencia de Polimixina B, el cual es un antibiético que se une
al lipido A del LPS y bloquea su actividad. Como se puede observar en las figuras 3a,b y c, la
activacion inducida por RRV, RNAdc viral y Poli I:C se redujo ligeramente con respecto a los
niveles encontrados sin el antibidtico, sin embargo, en todos los casos se mantuvo la tendencia
descrita previamente. Es posible que la reduccion encontrada se haya debido a una leve
contaminacién con LPS que claramente no modifica el hecho que RRV y RNAdc viral son
capaces de estimular a las células para la produccion de NO. La actividad neutralizante de
Polimixina B (SIGMA) se demostré por el hecho que redujo substancialmente, aunque no
totalmente, la estimulacion inducida por LPS.

En una infeccion natural es de esperarse que las CD, macréfagos y células epiteliales reciban
el estimulo no sélo de los componentes del rotavirus (proteinas, genoma etc.) sino también de
proteinas celulares como HSP y citocinas (INF’s,quimiocinas, etc.). Tratando de simular este
evento in vitro incubamos a las células con diluciones seriadas de lisados de células epiteliales
de rindn de mono MA-104 infectadas con RRV (debido a que estas células son susceptibles a
la infeccidon por rotavirus) en presencia o en ausencia de Polimixina B. Como control negativo
se utilizaron diluciones seriadas de lisado de células MA-104 sin infectar. Estos ensayos se

realizaron dentro de la serie de experimentos mencionados anteriormente. Como se observa
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en las graficas 3 a,b y c, el lisado de células MA-104 infectadas con RRYV indujo la produccion

de NO en los 3 tipos de células, sin embargo, los niveles de NO en CD y células epiteliales

fueron mas altos que en macrdéfagos. El control negativo dio niveles de NO basales. Al igual

que lo mostrado anteriormente, la presencia de Polimixina B solo redujo ligeramente la

produccién de NO.
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Figura 3. Produccién de Oxido Nitrico (NO) en células de la respuesta inmune innata. A)
Produccién de NO por Macréfagos derivados de Médula Osea, B) Produccion de NO por CD
CD11c+, C) Produccion de NO por Células Epiteliales MODE-k. Se muestran los niveles maximos de
NO producidos por las diferentes células estimuladas con RNAdc (1ug/ml) de rotavirus, Poli I:C
(100ug/ml), RRV (1pg/ml), LPS (1ug/ml), lisado de MA-104 infectadas con RRV y lisado de Ma-104 sin
infectar durante 72 horas in vitro. Los niveles de NO fueron determinados por el método de Griess. Las
CD vy las células epiteliales Mode-k fueron preactivados por 24 hrs con 100U/ml de INF-y. En todos los
experimentos se utilizé Polimixina B a una concentracion de 100U/ml mas el estimulo empleado. Todos
nuestros resultados son estadisticamente significativos (n=3) con una * p<0.05, cuando se compararon
con el control.

7.2.1 Produccion de NO por CD, macréfagos y células epiteliales con sobrenadante
(SBN) de intestino de ratéon

En el intestino existe un ambiente inmunoldgico anti-inflamatorio, o que garantiza que no
existan respuestas inmunes dafinas contra bacterias comensales y proteinas exdgenas
alimentarias Los principales elementos anti-inflamatorios son las citocinas TGF-p e IL-10
secretadas entre otras células por linfocitos T, neutréfilos, macrofagos, CD y células del
estroma intestinal (Smythies et al., 2005). Por lo que decidimos determinar si la respuesta de
NO encontrada en CD, macrofagos y células epiteliales era afectada por sobrenadantes de
cultivos intestinales ricos en TGF-p e IL10. De esta manera, intentamos simular el ambiente en

el que las células inmunes intestinales reaccionarian contra el genoma de rotavirus.
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Figura 4. Produccion de NO en células de la respuesta inmune innata en presencia de
sobrenadante condicionado de intestino. A) Produccién de NO por macréfagos
derivados de MO. B) Produccion de NO por CDMO, C) Producciéon de NO por Células
Epiteliales MODE-k. Se muestran los niveles de reduccion de NO producidos por las diferentes
células, a las cuales se les agregdé SBN condicionado de intestino por 2hr antes del estimulo con RNAdc
(1pg/ml) de rotavirus, Poli I:C (100ug/ml), RRV (1ug/ml), LPS (1ug/ml), Lisado de MA104 infectadas con
RRV y Ma104 durante 72 horas in vitro. Los niveles de NO fueron determinados por el método de
Griess. Las células epiteliales Mode-k fueron preactivados por 24 hrs con INF-y. En todos los
experimentos se utilizé Polimixina B a una concentracion de 100U/ml mas respecto al estimulo
empleado. Todos nuestros resultados son estadisticamente significativos (n=3) con una * p<0.05, cuando
se compararon con el control.

A CD, macréfagos y células epiteliales Mode K, sembradas en cajas para cultivo de 96 pozos,
se les agregd o no sobrenadante de intestino de raton (intestinos cultivados in vitro por 24 hr;
ver metodologia) a una concentracion final de 50 % y se incubaron por 2 hrs. Posteriormente,
las células se estimularon con diluciones seriadas (0.001 a 100 ug/ml) de RNAdc de rotavirus,
RRYV purificado, Poli I:C, y LPS. Asimismo, las células se estimularon con diluciones seriadas
(1:8 a 1:64) de lisados de células Ma-104 infectadas o no con RRV. Las células se incubaron
durante 72 horas y los niveles de NO en el sobrenadante fueron determinados por el método
de Griess. Todos los ensayos se realizaron en presencia de Polimixina B a una concentracién
de 100U/ml y solamente las células epiteliales Mode-K fueron preactivadas por 24 hrs con 100
U/ml de INF-y.
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Se encontré que efectivamente la presencia del sobrenadante de intestinos en los cultivos de
los 3 tipos celulares analizados redujo significativamente los niveles de producciéon de NO en
comparacion con los cultivos control sin sobrenadante de intestinos. De manera general, se
puede decir que el sobrenadante indujo una reduccién que varié de un 20 a un 50% en los
diferentes estimulos utilizados (Figuras 4 a, b y ¢), lo cual dependié del tipo celular analizado.
Sin embargo, es claro que tanto RNAdc, Poli I:.C y LPS fueron los estimulos que mas se vieron
afectados. Estos resultados sugieren que en un ambiente intestinal las CD, macrofagos vy
células epiteliales, aunque reducida, podrian tener una respuesta microbicida a través de NO

en un encuentro con antigenos de rotavirus, en particular el RNAdc viral.

7.3 Expresion de CD40 en CD y macroéfagos derivados de médula ésea estimuladas con
rotavirus

Se realizd el analisis por citofluorometria de los niveles de expresiéon de CD40 en CD y
macrofagos en respuesta a la estimulacién con diferentes componentes del rotavirus, para
evaluar su activacion. Las CD y los macrofagos fueron cultivados por 24 hr en presencia de 10
pg/ml de rotavirus RRV purificado y 1 yg/ml RNAdc de rotavirus. Como controles positivos se
usaron 100 ug de Poli I:C y 1 yg de LPS y como control negativo células con medio. Todos los
ensayos se realizaron en presencia de Polimixina B. Se encontré que en CD RRV indujo un
marcado incremento en la expresion de CD40, similar al encontrado con LPS (Tabla 1). Sin
embargo, tanto el RNAdc viral como el sintético indujeron un reducido incremento del
marcador. En el caso de los macréfagos, tanto el virus purificado como el RNAdc viral indujeron
un aumento significativo en la expresién de CD40, similar al encontrado con Poli I:C (Tabla 1).
Por otro lado, LPS indujo el mayor incremento de CD40 en el ensayo. Estos datos nos indican
que rotavirus es capaz de inducir la expresion de CD40 en ambos tipos celulares, sin embargo,

el RNAdc viral induce la expresion de este marcador predominantemente en macréfagos.

Tabla 1. Rotavirus induce la expresion de CD40 en la superficie de Macréfagos y CD de
MO.

Estimulo [CD de MO * Macréfagos de
MO. +

Control 5 18

Poli I:C 14 32

RNAdc 8 24

RRV 40 27

LPS 50 38

*Las CD y + los macréfagos y se obtuvieron in vitro a partir de médula 6sea de ratones BALB/c tratados
con GM-CSF durante 6 dias, se estimularon por 24 horas con 1ug/ml de RNAdc de rotavirus, 100ug/ml
de Poli I:C, 10ug/ml de RRV y 1ug/ml de LPS, al cabo de las 24 hrs se tifieron y analizaron por
citometria de flujo.
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7.4 Cuantificacion de RNAm de citocinas TNF-o,IL-12, 1L-10

TNF-a e IL-12 son citocinas pro-inflamatorias secretadas por los macréfagos y las CD, que se
incrementan en algunas infecciones por patégenos intracelulares, siendo capaces de participar
en respuestas antivirales in vivo (Abbas et al., 2000). En cambio la citocina IL-10 funciona
como inhibidor o regulador de macréfagos y CD activados en las respuestas inmunitarias.
(Lalani et al., 1997). Con la finalidad de determinar si el genoma de rotavirus es capaz de
inducir la produccion de TNF-a, IL-12 e IL-10 en los macrofagos y las CD derivadas de MO,
cultivos de estas células fueron estimuladas con 1ug/ml de RNAdc viral, 100 ug/ml de Poli I:C,
10 ug de RRYV purificado y ug/ml de LPS por 24 hr en presencia de Polimixina B. Como control
negativo las células se cultivaron solamente con medio de cultivo. Al término de este tiempo las
células fueron recolectadas y el RNA total fue obtenido por el método de Trizol. A partir de este
RNA se sintetiz6 cDNA y los mensajeros para TNF-a, IL-12 e IL-10 fueron cuantificados por
PCR de tiempo real con primers especificos.

En las CD solamente el virus RRV purificado estimulé de manera importante la induccion del
mensaje para las 3 citocinas con respecto a su control (Figura 5 y Tabla 2). Sin embargo, es
importante mencionar que en el caso de IL-12 e IL-10 los niveles de mensajero son sumamente
bajos comparados con TNF-a, por lo que el incremento mencionado se refiere al indice de
estimulacion con respecto al control para cada citocina (Tabla 2). Por otro lado, en los
macrofagos el mensaje para TNF-a fue inducido fuertemente por Poli I:C y a niveles bajos pero
detectables por RNAdc viral y LPS. El mensaje de IL-12 fue inducido a niveles altos solamente
por LPS. En el caso del mensaje para IL-10 RRV purificado y LPS generaron niveles altos de
estimulacion y RNAdc indujo una respuesta intermedia (Figura 6 y Tabla 3). Estos resultados
muestran claramente que las CD y los macrofagos responden de manera diferencial a la
induccion de los mensajeros de las citocinas analizadas .con los diferentes estimulos utilizados.
Las CD no responden al genoma de rotavirus, pero si lo hacen a las proteinas del virus
purificado. Por otro lado, los macréfagos mostraron una respuesta baja pero detectable para
TNF-a e IL-10 cuando fueron estimuladas con el genoma viral y positiva para el virus purificado

solamente en el caso de IL-10.
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Expresion del RNAm para diferentes citocinas en
CDMO estimuladas con rotavirus

Niveles de RNAm (Unidades relativas)
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Figura 5. Expresion de Citocinas TNF-a, IL-10, IL-12p40 en CDMO estimuladas. CD
fueron estimulados por 24 horas con 1ug/ml de RNAdc de rotavirus, 10 ug/ml RRV purificado
(P) 1 pg/ml de LPS de la cepa de E. coli 055:B5 (SIGMA), como control positivo se empled 50
pg/ml de Poli I:C (polimero sintético de RNAdc)(Amersham Bioscenses). Las preparaciones
fueron tratadas con el antibiotico Polimixina B (PMX-B)(SIGMA) en una proporcién 1:100
(peso/peso). Al cabo de las 24 horas, se recolectaron las células y se obtuvo el RNA total, por
el método de trizol, posteriormente realizo una RT para obtener el cDNA de las células y
proseguimos a realizar el PCR-RT.

Tabla 2. Niveles de expresion del RNAm para TNF-a, IL12p40 e IL-10 en CD* estimuladas

con rotavirus.

ESTIMULO TNF-a IL-12 IL-10
RNAdc 25 0.8 1
RRYV purificado 9 8.6 70
Poli I:C 1.1 0.6 0.6
LPS 1.5 4 33.3

*CD de MO enriquecidas con GMS-CF durante 6 dias, se estimularon por 24 hrs con 1ug/ml de RNAdc
de rotavirus, 10 ug/ml RRV purificado (P), como control positivo se empled 50 ug/ml de Poli I:C (polimero
sintético de RNAdc)(Amersham Bioscenses). Las preparaciones fueron tratadas con el antibiotico
Polimixina B (PMX-B)(SIGMA) en una proporcién 1:100 (peso/peso).
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Expresion del RNAm para diferentes citocinas en
Macréfagos de MO estimulados con rotavirus
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Figura 6. Expresion de Citocinas TNF-a, IL-10, IL-12p40 en células estimuladas.
Macrofagos de médula ésea , fueron estimulados por 24 horas con 1ug/ml de RNAdc de
rotavirus, 10 ug/ml RRV purificado (P) 1 ug/ml de LPS de la cepa de E. coli 055:B5 (SIGMA),
como control positivo se empled 50 ug/ml de Poli I:C (polimero sintético de RNAdc)(Amersham
Bioscenses). Las preparaciones fueron tratadas con el antibiético Polimixina B (PMX-
B)(SIGMA) en una proporcion 1:100 (peso/peso). Al cabo de las 24 horas, se recolectaron las
células y se obtuvo el RNA total, por el método de trizol, posteriormente realizo una RT para
obtener el cDNA de las células y proseguimos a realizar el PCR-RT.

Tabla 3. Niveles de expresion del RNAm para TNF-a, IL12p40 e IL-10 en Macréfagos*™
estimulados con rotavirus.

ESTIMULO TNF-a IL-12 IL-10
RNAdc 4 0.43 11
RRV 0.08 0.14 25
Poli I:C 9 0.21 0.11
LPS 2 125 12.5

*Macréfagos de MO enriquecidos con GMS-CF durante 6 dias, se estimularon por 24 hrs con 1ug/ml de
RNAdc de rotavirus, 10 ug/ml RRV purificado (P), 1 ug/ml de LPS de la cepa de E. coli 055:B5
(SIGMA)como control positivo se empled 50 pg/ml de Poli I:C (polimero sintético de RNAdc)(Amersham
Bioscenses). Las preparaciones fueron tratadas con el antibiético Polimixina B (PMX-B)(SIGMA) en una
proporcion 1:100 (peso/peso). Estos aumentos son comparados con respecto a su control por cada
citosina.
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7.5 Amplificaciéon del mensajero para TLR3

Por los resultados anteriores es claro que las células empleadas en los ensayos
responden al RNAdc, y es muy probable que esta estimulacion se realice a través de
TLR-3. Aunque se ha demostrado que tanto las CD y los macréfagos expresan esta
molécula en los endosomas (Matsumoto et al., 2003), se quiso verificar si en realidad
las CD y los macrofagos derivados de médula 6sea que se utilizaron en los ensayos de
estimulacion expresaban el mensajero para TLR-3. De esta manera, se obtuvo el RNA
total de CD y macrofagos y a partir del cDNA se amplificé el mensajero para TLR-3
usando primers especificos. Como control de expresion constitutiva se amplificé el
mensaje para f-actina. Como se puede ver en la figura 7 tanto las CD como los

macrofagos expresan mensaje para TLR-3.

A) RNA

1) Macrofagos de MO.
16s  2) CD de MO.

24s

1) Marcador

2) P-actina de CD(550pb)

3) P.actina macrdofagos (550pb)
4) TLR3 de CD(252pb)

5) TLR3 de macrofagos(252pb)

600
500
200

Figura 7. Mensajero de TLR3. A) Gel de agarosa muestra las bandas de RNA de CD y
macrofagos de MO. B) Mensajero de p- actinay TLR3 en CD y macréfagos de MO.
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VIIl. DISCUSION

La principal funcidn fisioldgica del sistema inmune es proteger al hospedero contra patégenos,
tradicionalmente ha sido dividido en inmunidad innata e inmunidad adquirida (Fleisher T, &
Bleesing J., 2000). Las principales diferencias entre ambas respuestas son los mecanismos y
los tipos de receptores usados para el reconocimiento antigénico. En la inmunidad innata, los
receptores reconocen estructuras altamente conservadas presentes en un gran grupo de
microorganismos (Medzhitov R, & Janeway C, 2000). Estas estructuras son designadas
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y dentro de los receptores involucrados

en identificarlas se encuentran los TLR’s (Medzhitov R, & Janeway C, 2000).

En respuesta a procesos infecciosos las CD, los macrofagos y las células epiteliales generan
una serie de eventos dirigidos a eliminar al agente patégeno, como es la produccion de NO, un
potente antimicrobiano, aumento de los correceptores de membrana como es el CD40 y la
producciéon de citocinas, participando asi en la primera linea de defensa de la respuesta
inmune (Abbas et al., 2002). Se sabe que estas células expresan TLRs, por lo que un amplio
rango de patégenos y sus constituyentes pueden ser reconocidos. En este trabajo, se investigd
si estas células de la respuesta inmune innata podrian responder a un estimulo con el genoma
de rotavirus que esta constituido por 11 segmentos de RNAdc, a través de la produccion de

NO, aumentando la expresién de CD40 e induciendo la expresion de citocinas.

Se encontré que tanto los macrofagos, como las CD vy las células epiteliales produjeron NO en
respuesta a la estimulacion con el RNAdc del rotavirus y Poli I:C., muy probablemente a través
del TLR-3, ya que ha sido reportado que esta molécula reconoce a ambos tipos de RNAdc
(Alexopoulou et al., 2001;Matsumoto et al., 2003). Como evidencia indirecta, en este trabajo
demostramos que tanto las CD y macrofagos derivados de médula 6sea expresaban el
mensajero para TLR-3, sin embargo, para demostrar esta interaccion necesitariamos (a)
bloquear la respuesta con anticuerpos anti TLR-3 6 (b) generar CD y macréfagos de médula
6sea de ratones Knockout en TLR-3 los cuales no deberian responder a estos estimulos. De
cualquier forma estos resultados claramente indican que el genoma de rotavirus puede
estimular a células de la respuesta inmune innata para la producciéon de un producto

microbicida como NO.
Un resultado interesante fue que, en términos de concentracion para dar una estimulacion

maxima, el RNAdc fue aproximadamente 100 veces mas potente para inducir la produccion de

NO en las células que el Poli I:C. Poli I:C ha sido empleado como adyuvante en diferentes
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modelos de respuesta inmune (Salem et al., 2005). Esto abre la posibilidad de emplear RNAdc

de rotavirus como adyuvante.

Por otro lado, el rotavirus RRV purificado, el lisado de células MA-104 infectadas con RRV y
LPS también indujeron la produccién de NO en las células. Sin embargo, la respuesta inducida
por los dos primeros fue en general menor a la encontrada con los RNAdc. Los viriones del
rotavirus estan compuestos por 6 proteinas no estructurales y el genoma de 11 segmentos de
RNAdc, los cuales constituyen un 80% y un 20 % respectivamente de la masa total, por lo que
en 1 pg/ml (estimulacién maxima encontrada) de masa viral se tendrian aproximadamente 200
ng/ml contenidos en los viriones. Esto en parte podria explicar la menor estimulacion inducida
por los virus purificados, sin embargo, es claro que por lo menos la proteina externa VP7
podria ser capaz de estimular a las células a través del TLR-4 como lo mostré Blutt et al en
células B (Blutt et al, 2004b) y como los sugieren resultados previos de nuestro laboratorio con
CD (Vazquez T., 2005). De hecho la estimulacién a través de TLR-4 en estas células se
demostrd con la estimulacion encontrada con el LPS. En nuestros experimentos es posible que
la interaccion de VP7 con TLR-4 en la membrana celular y el genoma del viribn con TLR-3 en
los endosomas pudo haber contribuido a la estimulacién. Sin embargo, para determinar la
contribucion de los componentes del virién para la induccién de NO se deberan realizar en el
futuro experimentos mas controlados bloqueando TLR-4 y TLR-3 6 usando células derivadas
de ratones Knockout. EI mismo argumento puede manejarse para la induccién encontrada con
los lisados celulares infectados que no solamente contienen viriones sino también
subparticulas virales, subparticulas virales incompletas, RNAdc de replicacion, proteinas

célulares y muy probablemente citocinas proinflamatorias.

El incremento de la expresién de la molécula de membrana CD40 en CD y macréfagos
derivados de médula d6sea estimulados es otro parametro de activacion de estas células, por
eso realizamos el analisis por citofluorometria de la expresion CD40 en CD y en macréfagos
estimulados con componentes del rotavirus. CD40 es un receptor de superficie que pertenece a
la familia de receptores de TNF-a. Se expresa en células B, CD, monocitos, macréfagos y
células epiteliales. Su ligando CD154 es expresado principalmente en células T CD4"
(Banchereau et al., 1994; Van Kooten et al., 2000). La union 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)). Ademas, esta union altera el fenotipo de
las CD al aumentar la expresiéon de moléculas co-estimuladoras sobre la superficie de las
células, tales como CD80 y CD86. De tal manera que la activacién de CD40 es una de las

sefales criticas que permiten la completa maduracion de las CD y por lo tanto, da lugar a una
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CPA mas potente, capaz de inducir la activacion y proliferacién de células T virgenes
(Banchereau & Steinman 1998; Van Kooten et al., 2000).

En nuestro modelo el RNAdc del virus y el Poli I:.C indujeron niveles bajos de expresion de
CD40 en las CD, sin embargo, RRV purificado y LPS indujeron niveles altos. Esto sugiere que
aunque las CD responden al RNAdc viral y sintético, la induccion de CD40 se da
principalmente por las proteinas virales, como se mencion6 anteriormente, muy probablemente
a través de TLR-4. En el caso de los macrofagos, el incremento en la expresion de CD40 fue
bajo cuando se estimulé con el RNAdc viral y el virién purificado y ligeramente mayor con poli
I:C y LPS. Estos resultados nos sugieren que los niveles de TLR-3 y TLR-4 en las CD y
macrofagos pudieran ser diferentes, sin embargo, no se puede descartar que exista una

diferencia en la traduccion de sefial dependiente de TLR-3 y 4 en las dos extirpes celulares.

La comunicacion entre células inmunes es mediada principalmente por citocinas, que
promueven crecimiento, diferenciacion y activacion celular. Estas moléculas efectoras son
producidas transitoriamente y controlan localmente la amplitud y la duracion de la respuesta.
Como se mencion6 anteriormente TNF-a, IL-12 son citocinas pro-inflamatorias secretadas por
los macrofagos y las CD, que se incrementan en algunas infecciones por patdégenos
intracelulares y por la estimulacion a través del TLR-3 y 4, siendo capaces de participar en
respuestas antivirales in vivo. En cambio la citocina IL-10 funciona como regulador de
macréfagos y CD activados en las respuestas inmunitarias. Con la finalidad de determinar si los
componentes del rotavirus son capaces de inducir la produccion de TNF-q, IL-12 e IL-10 en
macrofagos y CD derivadas de MO, el RNAm para estas citocinas se cuantific6 por PCR
tiempo real. En las CD los RNAdc viral y sintético casi no indujeron ninguna de las citocinas
analizadas, sin embargo, el RRV purificado indujo una respuesta potente de las 3 citocinas, por
lo que muy probablemente en estas células las proteinas virales y no el genoma del rotavirus
son las principales estimuladoras. En los macréfagos las respuestas fueron mas heterogéneas
ya que el RNAdc viral indujo tanto TNF-a como IL-10, Poli I:C TNF-o solamente y el virién
indujo solamente una respuesta potente de IL-10. Esto sugiere que en el caso de los
macrofagos el RNAdc viral podria estar generando una respuesta un poco diferente que el
RNAdc sintético probablemente por sus caracteristicas fisicoquimicas particulares y que el
virion pudiera estimular predominantemente una respuesta inhibitoria principalmente a través

de alguna(s) de sus proteinas.

En conclusion, podemos decir que el genoma de rotavirus compuestos por RNAdc es capaz de
estimular a células de la respuesta inmune innata como CD, macrofagos y células epiteliales de

ratbn muy probablemente a través de TLR-3. Sin embargo, el efecto sobre los marcadores
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analizados fue heterogéneo, predominando la respuesta microbicida del NO. Esto podria
deberse a efectos diferenciales en los mecanismos de traduccion de sefal generados por TLR-
3, dependiendo de la extirpe celular y los promotores involucrados. De esta manera, seria
sumamente interesante en un futuro analizar en detalle la traduccién de sefal de estas células
en respuesta a un estimulo con RNAdc. Finalmente, estos resultados confirman y amplian

observaciones previas por Matsumo (2003) y Alexopoulou (2001).

En base a lo anterior, se podria proponer que en una infeccion in vivo las células epiteliales
intestinales podrian responder al virus entrante reconociendo sus proteinas y su genoma a
través de diferentes TLR's, iniciando la respuesta inmune aun antes de que se haya
establecido la infeccién. En ese momento las células epiteliales podrian secretar INF’s del tipo |
y quimiocinas que activarian a los macréfagos y CD de la Iamina propria intestinal y placas de
Peyer. Una vez que la infeccion se haya establecido los viriones, las subparticulas virales y el
RNAdc en formacién podrian generarse en gran cantidad y al morir las células estos productos
entrarian en contacto en forma masiva con los compartimientos mencionados y activarian aun
mas a los macrofagos y CD, conduciendo a un estado antimicrobiano en el intestino y a una
eficiente respuesta inmune adquirida. Aunque el ambiente intestinal es un ambiente regulador
por la gran cantidad de TGF-f e IL-10 presente, es muy probable que in vivo las CD,
macrofagos y ceélulas epiteliales puedan responder hacia los componentes del rotavirus a
través de los TLRs como sugieren los resultados de las células incubadas en presencia de

SBN de intestinos mostrados en este trabajo.
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IX. CONCLUSIONES

1.- El genoma de rotavirus, compuesto por 11 segmentos de RNAdc, es capaz de estimular a
células de la respuesta inmune innata como las CD, los macréfagos y las células epiteliales, muy

probablemente a través de TLR-3.

2.- La estimulacion por RNAdc en las CD y los macrofagos resulta en la induccion diferencial de
NO, CD40 y citocinas. La respuesta mas marcada es con la produccion de NO. Esto pudiera ser
probablemente resultado de diferentes niveles de expresién de TLR-3 y de la traduccion de sefal

regulada por el tipo celular y el umbral de activacion de los promotores especificos.

3.- En base a estos resultados, es muy probable que tanto los enterocitos como las CD y los
macrofagos intestinales, entre otras células de la respuesta inmune innata, juegan un papel
importante en el inicio de la respuesta inmune contra la infeccién por el rotavirus al ser

estimuladas por sus proteinas y su genoma a través de diferentes TLR's.
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X. PERSPECTIVAS

1. Medir la expresion de las moléculas co-estimuladoras CD40, CD80, CD86 y MHCII en CD,
macréfagos y epiteliales cultivadas en presencia de SBN de intestino de raton infectado o
no con rotavirus.

2. Medicion de otras citocinas implicadas en la infeccidn por rotavirus en células dendriticas y
macrofagos.

3. Realizar ensayos de transferencia de CD, macrofagos estimulados con RNAdc y virus
purificado RRV para determinar si el estimulo dado por las CD y macr6fagos es capaz de
dar proteccion.

4. Realizar ensayos de transfeccion de células que no expresen TLR-3 con el gen de esa
proteina y evaluacion del RNAm por RT-PCR en células transfectadas y presencia de
proteina.

5. Identificacion de TLR3 a nivel de proteina con Ac especificos por citofluorémetria en
células dendriticas, macréfagos y epiteliales estimuladas con RNAdc de rotavirus.

6. Bloquear la respuesta con anticuerpos anti TLR-3 6 generar CD y macréfagos de médula

6sea de ratones Knockout en TLR-3 los cuales no deberian responder a estos estimulos.
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