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1. ABREVIATURAS
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ILV
i.n.

1.p.
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Acido ribonucleico
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Células dendriticas
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V. Inoculacién intravenosa
LIE Linfocitos intraepiteliales
LP Lamina propria

MAdCAM-1 Molécula 1 de adhesion celular de direccionamiento vascular de la mucosa

MALT Tejido linfoide asociado a la mucosa
MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
NALT Tejido linfoide asociado a la nasofaronge
NSP Proteina no estructural

PP Placas de Peyer

PDI Proteina disulfuro isomerasa

PRR Receptores de reconocimiento de patrones
RE Reticulo endoplasmico

RER Reticulo endoplasmico rugoso

RIG-1 Gen | inducible por &cido retinoico

RPMI Medio Roswell Park Memorial Institute
SFB Suero fetal bovino

Tc T-citotoxicas

Th T-cooperadoras

TLP Particulas de triple capa

TLR Receptores tipo Toll

TNF Factor de necrosis tumoral

VCAM-1 Molécula 1 de adhesion celular vascular
VP Proteina viral

5-HT Serotonina



2. RESUMEN

Los rotavirus son uno de los principales agentes etiolégicos de la gastroenteritis
aguda y diarrea en la poblacién infantil menor de 5 afios y en adultos mayores en
todo el mundo. A pesar de que en la actualidad se han introducido a nivel mundial
dos vacunas contra el rotavirus, las infecciones que este virus causa siguen
provocando altas tasas de mortalidad principalmente en paises con bajos ingresos
econdémicos. El péptido sintético con secuencia 289-302 de la proteina VP6 de
rotavirus (VP62s9-302), un epitopo especifico de células Th, restringido por la
molécula de MHC clase Il IEY, es sumamente eficiente induciendo una respuesta
protectora contra la infeccion por rotavirus a nivel intestinal, inoculado
intranasalmente (i.n.).

Objetivo. Determinar el papel de las células Th en la proteccion inducida por el
péptido sintético de VP62s9-302 administrado i.n. contra la infeccidén por rotavirus.
Material y Métodos. Ratones BALB/c fueron inoculados i.n. dos veces con el
péptido sintético VP62s9-302 €n presencia de adyuvante. Se obtuvo suero pre-inmune
y 21 dias después de cada inoculacién. La presencia de anticuerpos séricos anti-
rotavirus se analizé por medio de ELISA. Veintiin dias después de la segunda
inoculacion, los ratones fueron retados oralmente con el rotavirus murino EDIM.
Durante los 8 dias posteriores se colectaron las heces para determinar la carga viral
y la presencia de anticuerpos IgA anti-rotavirus por medio de ELISA. Para
determinar el papel de las células Th en la proteccion inducida, un grupo de ratones
vacunados fue inoculado intraperitonealmente con un anticuerpo monoclonal (Acm)
anti-CD4 de raton, para eliminar esta poblacion, y retado con el RV EDIM. La carga
viral se comparé con la carga viral obtenida de los ratones vacunados o tratados
con PBS. Para determinar si la proteccion por las células Th era transferible, células
de bazo de ratones vacunados y recuperados de la infeccion fueron transferidas a
ratones BALB/c naive, 48 hrs después los ratones se infectaron con RV EDIM y se
determinaron la carga viral y la presencia de anticuerpos IgA anti-rotavirus por
medio de ELISA.



Resultados. La eliminacion in vivo de las células Th en ratones vacunados i.n. con
el péptido VP62s9-302, €limind cerca del 70% de la proteccion generada contra la
infeccion por RV. Dicha proteccion fue independiente de anticuerpos IgA anti -RV
intestinales. La transferencia i.p. o i.v. de células mononucleadas de bazo de
ratones vacunados con el péptido a ratones naive, al parecer no favorecié la
migracion hacia 6rganos linfoides secundarios o tejidos de la mucosa intestinal, por

lo tanto, no transfirié la proteccidn contra la infeccion por RV en ratones naive.

Conclusion. Las células Th de memoria inducidas por una vacunacion i.n. con el
péptido sintético VP62s9-302 en presencia de CT, juegan un papel importante en la

proteccion contra la infeccion por RV a nivel de la mucosa intestinal.



3. INTRODUCCION

1.1. Rotavirus

Los rotavirus (RV) son uno de los principales agentes etiol6gicos de gastroenteritis
aguda (GEA) infecciosa con diarrea grave y deshidratacion, en nifios menores de
cinco afios y adultos mayores en todo el mundo (Dennehy, 2015; Lestari,
Vongpunsawad, Wanlapakorn, & Poovorawan, 2020; Lucero, 2014; Olaiz-
Fernandez et al., 2020; Troeger et al., 2018). Estos virus sin envoltura ingresan a
las células usando diferentes tipos de endocitosis y, dependiendo de la cepa del
virus, ingresan a diferentes compartimentos endosomales antes de salir al espacio

citosodlico (Arias, Silva-Ayala, & Lopez, 2015; Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2009).

La infeccidn y posterior multiplicacion de RV se da como consecuencia de la ingesta
del virus. La capside externa del virion protege a la nucleocapside interna y el centro
virico del entorno, especialmente del entorno acido del tubo digestivo (Murray et al.,
2009).

A pesar de la introduccion de dos vacunas contra el RV utilizadas a nivel mundial:
la vacuna pentavalente, RotaTeq (Merck, EE. UU.) y la vacuna monovalente, Rotarix
(GlaxoSmithKline, Bélgica), las infecciones por RV siguen provocando altas tasas
de mortalidad (Crawford et al., 2017) en paises con bajos ingresos econdémicos y
son una causa importante de morbilidad en los paises desarrollados (Gomez-Rial,

Rivero-Calle, Salas, & Martindn-Torres, 2020).

1.1.1 Estructura viral

Los RV, pertenecen a la familia Reoviridae, son virus icosaédricos, de =70 nm de
didmetro, estan constituidos por particulas carentes de cubierta lipidica, las cuales
contienen un genoma de 18 kb de ARN de doble cadena (ARNdc) distribuido en 11

segmentos, que codifican para seis proteinas estructurales (VP); VP1 a VP7 y seis



proteinas no estructurales (NSP); NSP1 a NSP6 (Acosta, Calderon, Moreno, &
Guerrero, 2009; Avendafio, Ferrés, & Spencer, 2011; Lépez & Arias, 2020; Suzuki,

2019). El nombre de RV se deriva de la palabra latina rota que significa «rueda», en

referencia al aspecto del virion por microoscopia electrénica (Murray et al., 2009).
En la Tabla 1 (Angel, Franco, & Greenberg, 2007; NCBI, 2016; Suzuki, 2019), se
enlistan todas las proteinas del RV y sus funciones.

Tabla 1. Proteinas de RV.

Segmento

genoma

Proteina

codificada

Estructura viral

Funcién

VP1

Nucleo

ARN polimerasa dependiente de ARN;
forma un complejo de transcripcién del
virion con VP3; ubicado en el eje

quintuple dentro de la capside interna.

VP2

Capside interna

Proteina estructural de la capside interna;
actividad de unién de ARN; necesaria

para la actividad replicasa de VPL1.

VP3

Nucleo

Guanilil-transferasa y metil-transferasa;
forma un complejo de transcripcion del

viriéon con VP1.

VP4

Cépside externa

Antigeno de neutralizacion especifico de
tipo P; proteina de wunion celular;
infectividad mejorada por proteasa;
determinante de virulencia; define la via
endocitica utilizada; la escision por la
tripsina en VP5 y VP8 aumenta la

infectividad.

NSP1

No estructural

Proteina de uniébn a ARN; antagoniza
eficazmente la sefalizacion de IFN-a; no
esencial para la replicaciébn en algunas

cepas.

10




VP6

Capside

intermedia

Proteina principal del virion; antigeno de
subgrupo; determinante de especie;
protege el ARNdc de la neutralizacion
intracelular durante la replicacién del
virus; necesaria para la actividad de

transcripcion de la DLP.

NSP3

No estructural

Inhibe la traduccion de proteinas del
huésped; se une al extremo 3' del ARNm
de RV y al factor de elongacion EIF4G1
involucrados en la regulacion de la

traduccion.

NSP2

No estructural

NTPasa y helicasa; unién de ARNcs no
especifica; involucrado en la formacion
del viroplasma; se une a NSP5 y VP1;

esencial para la sintesis de ARNdc.

VP7

Capside exterior

Glicoproteina estructural de la capside
externa; antigeno de neutralizacion de
tipo G; proteina transportadora de calcio

transmembrana RER.

10

NSP4

No estructural

Enterotoxina viral; receptor glicoproteico
para la gemacion de las DLP a través de
la membrana del RER; viroporina; modula
los niveles de calcio intracelular y la
replicacion del ARN; papel en la
morfogénesis de las TLP; producto de

escision secretado.

11

NSP5

No estructural

Esencial para la formacion de
viroplasmas y la replicacién viral; unién a
ARNCcs; proteina cinasa; interactua con
NSP2 y NSP6; hiperfosforilada.

NSP6

No estructural

Interactiia con NSP5; se localiza en el

viroplasma.

11




RV esta compuesto por una capside de triple capa proteica que rodea el genoma
viral. La capa mas interna esta constituida por la proteina VP2 (que engloba al
genoma) y las proteinas VP1 y VP3 (asociadas al genoma). La proteina VP6, es la
mas abundante e inmunogénica y conforma la capa intermedia del virus, sobre la
cual se ensambla la capa mas externa. Las proteinas de la capside mas externa
corresponden a las proteinas de superficie VP7, que forma la superficie lisa del
virus, y por la proteina de espicula VP4, que funciona como la proteina de unién a
la célula. La tripsina escinde VP4 en dos subunidades que da como resultado dos
polipéptidos de menor peso molecular, VP8 y VP5, que forman parte de la particula
infecciosa. La escision de VP4 es necesaria para que el virus entre en la célula
(Figura 1) (Acosta et al., 2009; Arias et al., 2015; Lopez & Arias, 2020).

VP1/VP3

Figura 1. Esquema representativo de la estructura de RV. Se muestran las seis proteinas
estructurales que integran la capside icosaédrica del virus, compuesta por tres capas proteicas
conceéntricas, asi como su genoma de ARN de doble cadena, distribuido en once segmentos que

codifican para las proteinas estructurales y no estructurales del virus (Creado con BioRender.com).
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1.1.2 Clasificacién de los rotavirus

A la fecha se han descrito 10 grupos principales de RV, denominados con las letras
A-J (RVA-J), basados en la secuencia y en las caracteristicas antigénicas de la
proteina VP6 (Crawford et al., 2018; Jodo et al., 2018; Lépez & Arias, 2020), ademas
de la movilidad electroforética de los segmentos del genoma. Actualmente, se han
identificado cuatro grupos de RV patdégenos para humanos, A, B, C y H (Mousavi-
Nasab et al., 2020). El grupo A se caracteriza por ser el grupo de RV que mayor
namero de casos de gastroenteritis provoca, siendo responsable de cerca del 90%
de las infecciones por RV en humanos (Gomez-Rial et al., 2020; Mousavi-Nasab et
al., 2020).

La proteina VP6 de RV estd muy conservada y los epitopos presentes en dicha
proteina, se han utilizado también para clasificar a los RV del grupo A en subgrupos,
dependiendo de la presencia 0 ausencia de ciertos epitopos, definidos por
anticuerpos monoclonales (Acm), denominados antigenos de subgrupo (SG); por
tanto, el virus puede pertenecer a SG, I, II, I/ll o no I/1l] (Esquivel, Lopez, Guitierrez-
X, & Arias, 2000a; Estes & Cohen, 1989).

Existe también un sistema de tipificacion dual, basado en la reactividad serolégica
y la variabilidad genética. Los serotipos se distinguen fundamentalmente por la
secuencia de los genes que codifican para la glucoproteina de la capside externa
VP7 (serotipo G) y la proteina sensible a proteasa VP4 (serotipo P), siendo ambas
el blanco de la accion de anticuerpos neutralizantes (AcNeu) (Martinez-Laso et al.,
2009; Murray et al.,, 2009). De acuerdo a la base de datos del Rotavirus
Classification Working Group: RCWG, actualmente se han identificado 36 serotipos
G y 51 serotipos P de RV (RCWG, 2020) asi como 27 genotipos G y 37 genotipos
P (Mousavi-Nasab et al., 2020).
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1.1.3 Replicacion

El paso inicial en una infeccion viral es la unién del virus a receptores especificos
en la superficie celular, una interaccion que frecuentemente desencadena cascadas
de sefalizacion celular que facilitan la entrada o la replicacién del virus. La union
del RV a las células huésped est4 mediada por receptores de unién en la superficie
de la célula (Arias et al., 2015; Murray et al., 2009). Los viriones interactian a través
de la proteina de espicula VP4 con receptores celulares (receptores de unién), que
contienen &cido sialico (AS) en posiciones terminales o sub-terminales (Suzuki,
2019).

Ademas del &cido sidlico, se han reportado otras moléculas adicionales que estan
implicadas en la union de RV con la célula hospedera, tales como, la proteina de
choque térmico hsc7, la proteina disulfuro isomerasa (PDI) y las integrinas a2$1,
axPB2, avp3 y a431 que ademas estan involucradas en eventos post-union y entrada
del virus (Acosta et al., 2009; Lopez & Arias, 2006). En 2010 se report6 que algunas
de las cepas de RV también dependian de la presencia de colesterol en la superficie

celular durante la infeccion (Gutiérrez et al., 2010).

La unién de RV a la célula huésped también puede estar mediada por correceptores,
incluidos los sialoglicanos, como los gangliésidos GM1 y GM1a y los antigenos del
grupo sanguineo del huésped (HBGA) (Arias et al., 2015; Crawford et al., 2018).

Una vez que se ha llevado a cabo la union inicial con la célula huésped, la
internalizacion del virus procede a través de una via endocitica mediada por
receptores. Las proteinas del complejo de clasificacion endosomal requerido para
la maquinaria de transporte (ESCRT) son mediadores potenciales directos de la
remodelacion de la membrana y tienen un papel importante en la formacion de las
vesiculas intraluminales (ILV) (Calistri, Reale, Palu, & Parolin, 2021). Se ha sugerido

gue RV utiliza la maquinaria ESCRT durante su ciclo de vida, ya sea durante su

14



entrada en la célula hospedera o incluso durante su replicacion y ensamblaje de la

nueva progenie viral (Arias et al., 2015).

Independientemente de las moléculas celulares que las diferentes cepas de RV
utilizan para unirse a la superficie celular y de la diferente via endocitica que utilizan,
el trafico vesicular de las particulas de RV endocitados converge en endosomas
tempranos (Silva-Ayala et al., 2013). Aqui se lleva a cabo la disgregaciéon de las
proteinas de la cadpside externa debido a concentraciones bajas de Ca?* para
producir DLP (Acosta et al., 2009; Desselberger, 2014; Suzuki, 2019).

Algunas cepas de RV se trasladan desde los endosomas tempranos a los
endosomas tardios, que estan enriquecidos en GTPasa Rab7, de esta forma las
cepas que dependen de Rab7 para su infectividad pueden liberar sus DLP en el
citosol (Arias et al., 2015).

Una vez en el citoplasma las DLP y las enzimas contenidas en el mismo inician la
produccién del ARNm. EI ARNdc permanece siempre en el interior de las DLP. La
transcripcion del genoma se produce en dos fases, inicial y tardia. Cada una de las
cadenas de sentido negativo de ARN, se emplea como molde por las enzimas del
nacleo del viridn, para sintetizar ARNm. Las enzimas virales, presentes en el interior
del centro virico, anaden una cabeza de 5-metil-guanosina y una cola de 3’-
poliadenilato. A continuacion, el ARNm abandona la subparticula viral y se traduce
utilizando ribosomas de la célula huésped. Las proteinas del virién y los segmentos
de sentido positivo de ARN se unen en estructuras similares a las DLP que se
agregan para dar lugar a grandes inclusiones citoplasmicas. Los segmentos de ARN
positivo se copian para producir ARN negativo y replican el genoma de ARNdc.
Estos genomas virales, a su vez se asocian con las proteinas NSP1, NSP2, VP1,
VP2, VP3 Y VP6, generando particulas nacientes sub-virales, denominadas
particulas replicativas. La formacion de estas estructuras sub-virales ocurre en
zonas citoplasmaticas electrodensas, denominadas viroplasmas (Silva-Ayala et al.,
2013).
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En el proceso de ensamblaje, las DLP se asocian a la proteina virica NSP4 en el
exterior del reticulo endoplasmico (RE), y adquieren sus proteinas de la capside
externa VP4 y VP7 después de penetrar por gemacioén al interior del RE (Crawford
etal., 2017). La progenie viral es liberada al lumen intestinal por lisis celular (Figura
2) (Carballal & Oubifa, 2014; Murray et al., 2009).
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Figura 2. Representacion esquemaética del ciclo replicativo de RV. Después de la unién al
receptor, los RV inician su internalizacion a la célula a través de los endosomas, en donde pierden
la capa proteica externa y son liberados al citoplasma celular para iniciar su replicacién. El
ensamblado de las nuevas particulas virales inicia dentro del viroplasma y concluye en el RE.
Finalmente el virus es liberado a la luz intestinal por medio de lisis celular (Creado con

BioRender.com).
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1.1.4 Patogenia

La infeccion por RV en los humanos, produce un espectro de respuestas que
pueden variar desde asintomaéticas, leves o graves y dar lugar a una enfermedad
deshidratante letal. El periodo de incubacién es de menos de 48 horas con una
aparicion repentina de vomitos, una alta frecuencia de deshidratacién y una
duracion media de la diarrea de entre 5-6 dias (Hagbom, Sharma, Lundgren, &
Svensson, 2012).

Los RV infectan principalmente a los enterocitos maduros de las vellosidades del
intestino delgado (Lopez & Arias, 2006; Parashar, Bresee, Gentsch, & Glass, 1998),
donde se puede observar vacuolizacion y pérdida epitelial, seguidas de hiperplasia

de las criptas.

Aunque se ha reportado que la diseminacion extraintestinal de RV puede ocurrir, la
presencia del RV infeccioso en el suero y su diseminacion sistémica no se observa
con tanta frecuencia (Desselberger, 2014; Parashar et al., 1998). Sin embargo, en
los huéspedes inmunodeprimidos, se ha descrito que el RV puede replicarse en el
higado, el sistema biliar y el pancreas y asociarse con atresia biliar y pancreatitis
(Desselberger, 2014).

El estudio de las causas y el desarrollo de la enfermedad ocasionada por el RV ha
permitido dilucidar su sintomatologia. Las observaciones en torno a la infeccién,
muestran que RV puede infectar a las células enterocromafines (CE) del intestino y
estimular la produccion de serotonina (5-hidroxitriptamina (5-HT)), lo que a su vez
activa los nervios aferentes vagales y estimula las estructuras del tronco cerebral
gue controlan el vomito y la motilidad intestinal (Crawford et al., 2018; Desselberger,
2014; Hagbom et al., 2012).

La replicacion viral puede secuestrar vias celulares, ocasionando la extrusion

celular del epitelio intestinal. La pérdida de enterocitos infectados y la alteracién
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mediada por NSP4 de los importadores de solutos acoplados a sodio, reduce la
funcién de absorcion epitelial. Asi mismo, NSP4 envia sefales a través de la
fosfolipasa C para aumentar los niveles de Ca* citoplasmatico, activando los canales
de cloruro dependientes del calcio y provocando una secrecion excesiva de iones
en la luz intestinal, dando lugar a la diarrea secretora (Figura 3) (Crawford et al.,
2018).
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Figura 3. Esquema general de la patogenia de la infeccién por RV. Los RV infectan a los
enterocitos maduros de las vellosidades del intestino delgado, su replicacion favorece la secrecién
de NSP4, que conlleva a una secrecion excesiva de liquidos a la luz intestinal, provocando diarrea.
NSP4 también estimula la liberacion de serotonina por células enterocromafines, induciendo vomito

y aumentando la motilidad intestinal (Creado con BioRender.com).

La enfermedad por RV presenta una patogenia de la enfermedad multifactorial, de
la que dependen la edad del hospedador, la cepa responsable de la infeccién, y de
la capacidad de replicacion del virus (Desselberger, 2014). Aunado a esto, influye

también el estado en que se encuentre el sistema inmunolégico del hospedero.
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1.15 Epidemiologia

Los RV son ubicuos (Lucero, 2014) y causan un alto niumero de casos en
infecciones por gastroenteritis aguda en lactantes y nifios menores de 5 afos de
edad (=30% de la enfermedad por el RV es lo suficientemente grave como para
requerir tratamiento en centros de atencion primaria u hospitales) (Crawford et al.,
2017; Desselberger, 2014).

Si bien la infeccion ocurre predominantemente en niflos, los adultos pueden
infectarse también (Figura 4) (Dennehy, 2015). Un estudio realizado por Troeger et
al. 2018, reporta un total de 228 047 muertes por el RV a nivel global, de las cuales

128 515 fueron de menores de 5 afios.

Aun con la introduccién de las vacunas contra el RV en México, en el periodo
comprendido entre 2008 y 2017, se registrd un promedio de 8 489 muertes por
diarrea, 7.53 defunciones por cada 100 000 nifios menores de 5 afios (Richardson-

Lépez Collada, Bautista-Marquez, Sanchez-Uribe, & Esparza-Aguilar, 2020).
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Figura 4. Distribucion geogréfica de las poblaciones con mayor susceptibilidad de contraer

infecciones causadas por el RV infeccioso (Recuperado de view-hub.orq).

Poco mas del 90% de las infecciones mortales en nifios que viven en paises de
bajos ingresos econdmicos, son causadas por RV. Esto probablemente se deba al
acceso limitado a los servicios de atencion médica, al bajo acceso a la terapia de
hidratacion disponible y a una mayor prevalencia de condiciones comorbidas (como

la desnutricion), entre otros factores (Crawford et al., 2017).

El modo predominante de transmisién del RV es fecal-oral. También puede
transmitirse de personas a persona o al tener contacto con objetos y superficies
contaminadas, incluso se ha descrito que puede propagarse a través de secreciones
respiratorias. La transmisién de animal a humano no parece ser comun, aungque se
han identificado cepas de RV humanos que poseen un alto grado de homologia
genética con las cepas animales (Dennehy, 2015; Murray et al., 2009; Parashar et
al., 1998).

La infeccion por RV es altamente contagiosa, incluso un mismo individuo puede
infectarse en diferentes ocasiones con diferentes cepas virales, ocasionando
episodios repetidos de gastroenteritis durante sus primeros afos de vida (Gomez-
Rial et al., 2020).

A pesar de la gran diversidad gendmica y antigénica de los RV a nivel mundial, solo
un pequeiio namero de cepas de RV han prevalecido entre los seres humanos,
representando aproximadamente el 90% de las infecciones a nivel mundial: G1P[8],
G2P[4], G3P[8], G4P[8], G8P[8], G9P[8] y G12P[8] (Crawford et al., 2018;
Desselberger, 2014; Lee & Colgate, 2019; Raju, Parikh, Vetter, & Kolhapure, 2019).

Las cepas G9P[8] y G12P[8] han circulado con alta frecuencia, contribuyendo del

80 al 90% de todas las infecciones por RV en Norteameérica, Europa y Australia. Por
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el contrario, en los paises africanos, asiaticos y sudamericanos, otros genotipos

como G5, G6 y G8 son mas prevalentes (Desselberger, 2014).

Sin embargo, en México el genotipo G9, ya ha sido reportado como un genotipo de
importancia en la infecciones por RV en nifios menores de 5 afios (Felix-Valenzuela,
Cooley-Garcia, Cano-Rangel, Durazo-Arvizu, & Mata-Haro, 2017; Guzman-Holst et
al., 2021).

En China, Bangladesh y la India se han observado brotes de gastroenteritis aguda
causados por RV del grupo B (RVB). Las infecciones por RVC son en su mayoria
asintomaticas o clinicamente leves, pero pueden causar diarrea en adultos. Ya se
han descrito también infecciones por RVH en humanos (Desselberger, 2014;
Mousavi-Nasab et al., 2020).

Algunas causas de la alta taza de contagios por RV pueden deberse a que no se
necesita un nimero alto de particulas virales (menos de 100 particulas virales) para
infectar productivamente a un individuo susceptible, quien una vez infectado,
elimina particulas virales en grandes cantidades por medio de las heces (hasta 10!
particulas/mL) desde 2 dias antes del inicio de la diarrea y hasta 10 dias después
del inicio de los sintomas (Dennehy, 2015; Desselberger, 2014; Parashar et al.,
1998).

También podemos sumar a esto que las particulas de RV son muy resistentes a las
condiciones ambientales, puede vivir en manos contaminadas durante horas y en

superficies durante dias (Dennehy, 2015).
Un panorama favorable contra las infecciones ocasionadas por el RV, es la

introduccion de las vacunas contra RV en los programas nacionales de

inmunizacion (Raju et al., 2019).
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1.2. Sistema inmune de las mucosas

La mayoria de los agentes infecciosos y ambientales, ingresan al cuerpo a través
de las superficies epiteliales de nuestros tejidos mucosos. El sistema inmune
asociado con los tejidos de la mucosa, denominado tejido linfoide asociado a la
mucosa (MALT), engloba una red compleja de componentes altamente
especializados y compartimentalizados de la inmunidad innata y adaptativa (Punt,
Stranford, Jones, & Owen, 2020; Sanchez Ramon, Manzanares, & Candelas, 2020).
El MALT incluye el tejido linfoide asociado a la nasofaringe (NALT), a los bronquios
(BALT), al tracto gastrointestinal (GALT), al tracto urogenital y a las glandulas

exocrinas (Sanchez Ramon et al., 2020).

La respuesta inmune en las superficies mucosas se diferencia en sitios inductores
y efectores, fisica y funcionalmente distintos. Las placas de Peyer (PP) del intestino
delgado y las amigdalas son los sitios inductores mas comunes, donde los
antigenos estimulan las células B naive a través de mecanismos dependientes e

independientes de células T (Gesualdo, Di Leo, & Coppo, 2021).

Por otro lado, en los sitios efectores que estan presentes en toda la mucosa
(Gesualdo et al., 2021), se lleva a cabo la presentacion de moléculas antigenicas,
que han sido captadas y procesadas por las células presentadoras de antigeno

profesionales (APCp), a los linfocitos T (Punt et al., 2020).

Se ha propuesto que el sistema inmune de las mucosas esta interconectado, es
decir, a pesar de que las superficies de este tejido se encuentran anatdmicamente
separadas, lainmunidad generada en determinado tejido de la mucosa, puede llevar

a cabo una respuesta efectora en otro de los tejidos asociados a ésta.
Por ejemplo, las células T marcadas para su alojamiento en intestino delgado,

expresan en su superficie las integrinas o4p7 y el receptor de quimiocinas CCR9,

que reconocen a sus moléculas ligando MAdCAM-1 (expresada preferentemente en
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las células endoteliales asociadas al intetsino), VCAM-1, (expresada en las células
endoteliales en respuesta a citocinas) y CCL25, respectivamente (NCBI, 2016;

Wiendl et al., 2021) lo que les permite migrar hacia otros tejidos de la mucosa.

De los tejidos linfoides de la mucosa, el NALT y el GALT contienen la mayor cantidad
de linfocitos (Nagler-Anderson, 2001). El GALT, es el tejido inmunitario periférico
mas grande del cuerpo. La proporcidén de células linfoides que contiene es mayor
gue en el resto de los érganos linfoides secundarios (entre 60-70% de los linfocitos
periféricos) (Nagler-Anderson, 2001; Ohno, 2015).

1.21 GALT

El tracto gastrointestinal se divide en varias estructuras linfoides organizadas que
comprenden el GALT. Las células epiteliales intestinales, son el principal mecanismo
de barrera contra patogenos, las uniones estrechas que existen entre células, sirven

como el principal regulador de la funcién de barrera (Hagbom et al., 2020).

El epitelio también incluye una subpoblacién de células T intercaladas en la capa
epitelial denominada linfocitos intraepiteliales (LIE) (Ramiro-Puig, Pérez-Cano,
Castellote, Franch, & Castell, 2008) que vigilan la barrera epitelial y participan en la
defensa del huésped contra patdégenos, en la reparacion de dafio y en las
interacciones homeostaticas con el epitelio, la microbiota y los nutrientes
(McDonald, Jabri, & Bendelac, 2018).

Debajo de esta capa epitelial, hay un estroma de tejido conectivo laxo llamado
lamina propia (LP), que contiene una poblacion residente de células linfoides,
células plasmaticas, macrofagos, células dendriticas (CD) y eosindfilos. La LP del
intestino delgado y grueso se drenan a través de vasos linfaticos que desembocan
en los ganglios linfaticos mesentéricos (GLM), donde las CDs estimulan a las células

T y coadyuvan en la respuesta de las células. Los GLM son ganglios linfaticos
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secundarios tipicos con foliculos de células B organizados y areas de células T
paracorticales (Berin & Chehade, 2010).

Otro sitio inductor de la respuesta inmune intestinal, son las PP. Estas son
estructuras linfoides secundarias, similares a los ganglios linfaticos, que se
encuentran distribuidas a lo largo del intestino dentro de la pared de la mucosa. Esto
les permite estar en contacto directo con la luz intestinal, captando antigenos a
través de unas células epiteliales especializadas llamadas células M. Los antigenos
captados por las células M son transportados al interior de las PP donde son
procesados y presentados a las células Ty B (Berin & Chehade, 2010; Gesualdo et
al., 2021). Posteriormente, estas células también viajan al GLM, en donde se
concentran las respuestas contra antigenos captados en el epitelio intestinal o en
las PPs.

Un aspecto importante de la respuesta intestinal es que las CD del intestino, a
diferencia de las CD periféricas, producen acido retinoico a partir de la vitamina A.
El acido retinoico induce la expresion de las integrinas de direccionalidad a intestino
a4p37 y CCR9 en los linfocitos T y B. Esto es importante, ya que una vez que estas
células se concentran en los GLM, viajan por medio de la linfa e ingresan al torrente
sanguineo por la vena cava. Las células se distribuyen a nivel sistémico y a otros
sitios efectores de mucosas, pero con un tropismo preferente para la LP intestinal.
Una vez en la LP, las células B se pueden diferenciar a células plasmaticas
productoras de IgAy las células T pueden migrar al epitelio intestinal por medio de

las integrinas aER7 (Nagler-Anderson, 2001).

Ademas de las PP, el intestino contiene estructuras mas pequenas llamadas
foliculos linfoides aislados, cada uno de los cuales contiene un solo foliculo de
células B con un epitelio folicular suprayacente (Figura 5) (Berin & Chehade, 2010;
Ramiro-Puig et al., 2008). Hasta la fecha no se ha dilucidado el papel que juegan

las células B de los foliculos aislados en la respuesta inmune intestinal.
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Figura 5. Representacidon esquematica del GALT. Se muestran los sitios inmunitarios inductores:
foliculo linfoide aislado, foliculo linfoide asociado (como las PP) y GLM; asi como la parte efectora
de la respuesta inmunitaria integrada por poblaciones de linfocitos T (verde) y B (azul), células
plasmaticas (amarillo), células dendriticas (fucsia) y macréfagos (lila) que se encuentran de forma

difusa a lo largo de la ldmina propria intestinal (Creado con BioRender.com).

1.2.2 NALT

EINALT es el primer tejido inmunitario expuesto a antigenos y patdgenos inhalados.
Se encuentra en el lado de la cavidad nasal del paladar superior en roedores, el
equivalente al anillo de Waldeyer y las amigdalas adenoides, tubéricas, palatinas y
linguales en humanos. A diferencia de otros sitios de la mucosa, el NALT se
desarrolla después del nacimiento y su formacion esta limitada a la presencia o

ausencia de patégenos (Takaki, Ichimiya, Matsumoto, & Seya, 2018).

Los linfocitos B y las células mieloides son las células inmunitarias que se expresan

con mayor frecuencia en las amigdalas (Gesualdo et al., 2021).
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La superficie del NALT esta compuesta por un epitelio que se extiende alrededor de
los foliculos y se prolonga profundamente en las amigdalas para formar criptas, en
donde se crea una asociacion linfoepitelial entre el epitelio y el parénquima
amigdalar. Aqui, hay una sobreexpresion de células presentadoras de antigeno
(APC), como las CD o las células M, ubicadas en el epitelio que recubre el NALT
(Gesualdo et al., 2021), las cuales procesan los antigenos inhalados, lo que resulta

en su presentacion alas célulasBy T.

Después de la activacion de las células T, se forma un entorno rico en citocinas que
promueve el cambio de clase a inmunoglobulina A (IgA) en las células B y la
maduracion por afinidad en los centros germinales. De esta forma las células T
activadas y las células B plasmaticas llevan a cabo su accion efectora especifica de
antigeno. Por lo tanto, se considera que el NALT es el sitio inductor de la respuesta

inmune de la mucosa en el tracto respiratorio superior (Takaki et al., 2018).

Interesantemente, la presentacion de antigeno por las CD a las células T en el
NALT, al igual que en GALT, puede inducir la expresion de las integrinas a437 y de
CCR9 por lo que la estimulacion de estas células en NALT pueden inducir

respuestas en GALT y viceversa (Ciabattini et al., 2011).

1.3. Respuesta inmune contra la infeccidén por Rotavirus

1.3.1 Respuestainmune innata

La susceptibilidad a la infeccion por RV esta modulada tanto por factores no
inmunoldgicos (como la presencia de acido gastrico y la expresion diferencial de
receptores de RV, como HBGA, en el intestino) como por factores inmunoldgicos.
Los RV son inicialmente reconocidos por receptores de reconocimiento de patrones
(PRR) en enterocitos o células del sistema inmunolégico incluidos macrofagos,

células dendriticas o células B y células T adaptativas (Crawford et al., 2017).

26



Los PRR mejor caracterizados que tienen un papel en el reconocimiento de RV,
probablemente son RIG-I (gen | inducible por &cido retinoico, DDX58), la enzima
helicasa de ARNdc y MDA5 codificada por el gen IFIH1 (Interferén inducido con
helicasa C dominio 1), los cuales inician respuestas de IFN tipo | y tipo 11l (Crawford
etal., 2017).

Otros PRR incluyen los receptores tipo Toll (TLR) implicados en el reconocimiento
de RV. El ARNdc de RV puede ser reconocido por TLR3 y los dominios NACHT,
LRRy PYD que contienen la proteina 9B (un componente del inflamasoma). Se cree
gue estos PRR desempeiian un papel en la resistencia dependiente de la edad a la
enfermedad por RV en ratones, ya que ambas proteinas se expresan en niveles

mas altos en animales adultos (Crawford et al., 2017).

A pesar de los mecanismos de respuesta inmunitaria innata, los RV han
desarrollado multiples mecanismos para evadir la inmunidad innata mediada por
interferén (Angel, Franco, & Greenberg, 2012), por ejemplo, la degradacion de IRF3
y el bloqueo de la traslocacién de NF-kB por NSP1, o la inhibicién de la funcion de
las proteinas STAT1 y STAT2. También, se ha demostrado que RV estimula la
secrecion de TGF-B, lo que inhibe la capacidad de las DC’s para activar células T
(Angel et al., 2012; Franco-Cortés, 2016; Holloway, Truong, & Coulson, 2009).

1.3.2 Respuesta de células B

La IgA es el isotipo de anticuerpo més abundante que se encuentra en el cuerpo y
tiene un papel importante en las respuestas inmunitarias en las superficies mucosas
del tracto gastrointestinal, respiratorio y urogenital. Interviene en su funcién efectora
a través de multiples mecanismos, al impedir la adhesion de particulas virales a
células epiteliales de la mucosa, por la unién a un receptor o unién a antigenos de

alta 'y baja afinidad (Blutt, Miller, Salmon, Metzger, & Conner, 2012).

27



Con base en estudios realizados en ratones, se han observado respuestas tanto a
nivel sistémico (células B que expresan inmunoglobulina A y G, presentes en el
bazo y la médula 6sea) como en la mucosa intestinal (muy probablemente células
B productoras de IgA polimérica en las PP y la LP), contra la infeccion por RV
(Franco, Angel, & Greenberg, 2006).

Anteriormente se ha descrito que la IgA intestinal especifica de RV es sefial de
proteccion contra la infeccion (Blutt et al., 2012). La administracion oral de RV, en
dosis mudltiples de las vacunas actualmente disponibles, puede activar
selectivamente la produccién de IgA en el intestino, donde ocurre la infeccién, sin
embargo no queda claro el papel de la IgA en la proteccion contra la infeccion, ya
gue no se ha demostrado que la proteccidbn conferida por la vacunacion,
corresponda a un nivel dado de AcNeu (Skansberg, Sauer, Tan, Santosham, &
Jennings, 2021).

1.3.3 Respuestadecélulas T

Los recién nacidos tienen una alta susceptibilidad a infecciones que conduce a altas
tasas de morbilidad y mortalidad. Esto se debe en parte a una respuesta deficiente
de las células T CD4* neonatales, lo que conduce a una produccién deficiente de
anticuerpos y una produccion baja de IFN-y, lo que resulta en una eliminacion

deficiente de patdgenos intracelulares (Labastida-Conde et al., 2018).

Las células T son importantes para la inmunidad antiviral. En modelos de estudio
en ratones, se ha observado que las células T CD4* son esenciales para el
desarrollo de mas del 90% de la IgA intestinal especifica de RV y, por lo tanto, su
presencia parece critica para el establecimiento de respuestas protectoras de
memoria a largo plazo (Crawford et al., 2017; Franco et al., 2006; Laban et al., 2022).
Las células T CD8" especificas de RV murino estan implicadas en la resolucion
oportuna de la infeccion primaria por RV y pueden mediar la proteccién parcial a
corto plazo contra la reinfeccion (Franco et al., 2006).
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En el afio 2018, se reportd que la vacunacion con una cepa inactiva de RV, en ratén,
es capaz de inducir la proliferacion de células T que expresan el receptor de
alojamiento en el intestino LPAM-1 (o integrina oa4f7), y que estas células
inmunitarias, tienen un papel importante en la eliminacion de infecciones intestinales
(Resch et al., 2018).

1.4. Vacunas

Uno de los principales desafios en el desarrollo de una vacuna eficaz contra la
infeccion por RV es la variabilidad de las proteinas de la capside externa del virus.
En los seres humanos existen diferentes serotipos G y P de RV, de importancia
epidemioldgica, por lo que es necesario el desarrollo de una vacuna, que tenga el
potencial para inducir una respuesta inmunitaria protectora heterotipica (Esquivel et
al., 2000a).

Actualmente ademds de las vacunas Rotarix (GlaxoSmithKline) y RotaTeq (Merck),
disponibles en el mercado global desde hace mas de una década (Lappalainen et
al., 2015; Skansberg et al., 2021), han obtenido autorizaciéon nacional las vacunas
Rotavac (Baharat Biotech) y Rotasiil (Serum Institute of India) en India (Raju et al.,
2019; Skansberg et al., 2021) y ha sido precalificada por la OMS la vacuna Rotavin-
M1 (PolyVac), autorizada y fabricada en Vietnam (Skansberg et al., 2021). Sin
embargo, las infecciones por RV siguen teniendo altas tasas de mortalidad de nifios
menores en todo el mundo cada afio, con una carga desproporcionadamente alta
en paises de ingresos bajos y medio bajos, donde el acceso a la atencion médica

es limitado (Figura 6) (Varghese, Kang, & Steele, 2022).
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Figura 6. Cobertura oficial de las vacunas contra el RV. Cada color muestra el porcentaje (%)

aproximado de la cobertura reportada por los paises con acceso a las vacunas.

En 2011, una revision de seguridad de las vacunas Rotarix y RotaTeq por parte del
Comité Asesor Global sobre Seguridad de las Vacunas (GACVS), concluy6 que
ambas vacunas tenian un buen perfil de seguridad, sin embargo, datos obtenidos
en Australiay EE. UU., dieron a conocer que estas vacunas pueden estar asociadas
con un aumento de hasta 6 veces el riesgo de invaginacion intestinal después de la
primera dosis de vacuna en algunas poblaciones. Esto podria reflejar las
limitaciones de los sistemas de vigilancia que conducen a algunos sesgos no
controlados (por ejemplo, diferencias en las pruebas de diagndstico y definiciones

de casos en diferentes entornos) (World Health Organisation, 2014).

En general, los hallazgos siguen siendo tranquilizadores ya que el riesgo de
invaginacion intestinal por las vacunas actuales contra el RV, sigue siendo pequefio
en comparacion con los beneficios de prevenir el impacto de la diarrea grave (World

Health Organisation, 2014). Ante todo, es importante que la introduccion de vacunas
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contra RV se acompafie de estudios de vigilancia de modo que los beneficios y

riesgos se puedan determinar con evidencia relevante.

La proteina viral VP6, es una proteina altamente conservada entre las diferentes
cepas secuenciadas de RV, con una identidad global que va del 87 al 99%. Esta
proteina es un antigeno diana de las células T-cooperadoras (Th) heterotipicas y
las células T-citotdxicas (Tc). Ademas, las células Th inducidas in vivo después de
inmunizar con VP6, puede ayudar en la produccién de AcNeu. Por lo tanto, VP6
pareceria ser un buen candidato para usarse como vacuna o incluirse en una

formulacion de vacuna (Esquivel et al., 2000a).
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4. ANTECEDENTES

Como se menciond anteriormente, la proteina VP6 de RV, que conforma la capa
intermedia del virién, es la mas conservada entre las diferentes cepas virales y es
altamente inmunogénica, induciendo tanto células T como B (Ward & McNeal,
2010).

Esto claramente indica que VP6 es un excelente candidato para el disefio de una
vacuna heterotipica. De esta manera, estudios previos mostraron que cuando los
ratones fueron inoculados i.n. con VP6 en presencia de un adyuvante, se indujo una
proteccion contra la infeccion mayor al 90% (Choi et al., 2002). Esta proteccion fue
independiente de IgA y totalmente dependiente de células Th (Choi et al., 2002;
McNeal et al., 2006).

Ademas, se demostrd que la proteccion correlacionaba con la produccion de IFN-y
e IL-17 por células Th intestinales. Sin embargo, cuando se vacunaron ratones
deficientes en los receptores para una u otra citocina, no se abrogé la proteccion
(Smiley et al., 2007). Estos datos sugieren que las citocinas necesitan funcionar en
conjunto para generar la proteccion o existe otro factor involucrado que no ha sido

descrito.

Asimismo, se ha demostrado que VP6 también puede inducir proteccion contra la
infeccion por RV administrado parenteralmente como vacuna de ADN (Lopez-
Guerrero et al., 2018), proteina purificada (Pastor et al.,, 2014; Tamminen,
Lappalainen, Huhti, Vesikari, & Blazevic, 2013) o dirigida a células dendriticas por
medio de Acm (Badillo-Godinez et al., 2015), en presencia o en ausencia de
adyuvante. Aunque en estos casos no se determinaron los mecanismos de

proteccion, es muy probable que fueran por células T.

Por otro lado, Esquivel et al., 2000, estudiaron si la proteina interna VP6 de RV

podria usarse para mejorar la produccion de AcNeu contra las proteinas externas,
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de la capside de RV (VP7 y VP4). Concluyendo que la VP6 puede generar una
respuesta mejorada de AcNeu contra RV de forma homotipica y heterotipica, a
través del mecanismo de ayuda intermolecular por parte de las células Th hacia las

células B.

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio, se demostrd, usando un
hibridoma de células Th, que el péptido de VP6 289 a 302 (VP62s9-302)
(RLSFQLVRPPNMTP), que es reconocido en el contexto de la molécula IEY del
MHC de clase Il (Bafos, Lopez, Arias, & Esquivel, 1997), es un epitopo de células
Th. Esté péptido esta altamente conservado en la mayoria de las cepas de RV

reportadas.

Trabajos posteriores, demostraron que la protecciéon inducida por VP6 podria ser
emulada vacunando ratones i.n. con el péptido sintético, en presencia de toxina de
célera como adyuvante (Choi et al., 2000, 2003), induciendo una proteccion contra
la infeccidbn por RV arriba del 90%. Como se esperaba, esta proteccion fue
dependiente de células Th y probablemente independiente de anticuerpos, sin
embargo, hasta el momento no se han definido claramente los mecanismos por los

cuales los linfocitos Th inducen esta inmunidad.

Este modelo es una excelente herramienta para estudiar los mecanismos celulares
y moleculares involucrados en la induccion de una respuesta inmune protectora en
el NALT que actla a nivel de epitelio intestinal, ya que se genera una respuesta
inmune de linfocitos Th RV especificos (dirigidos exclusivamente hacia el péptido

VP62s9-302), facilitando de esta manera el analisis de la respuesta.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La inmunizacion es una historia de éxito mundial en materia de salud y desarrollo.
Las vacunas reducen los riesgos de contraer enfermedades al inducir una respuesta
inmunitaria que permite al organismo generar memoria inmunolégica contra

patdégenos.

Por ello, se considera a la inmunizacién como un componente clave de la atencién
primaria de salud y un derecho humano indiscutible. Sin embargo, a pesar del
enorme progreso, es necesario comprender mejor los mecanismos que inducen la

respuesta inmune protectora contra los antigenos.

Esto con la finalidad de generar, vacunas o formulaciones de vacunas, que
mimeticen la accién de un patogeno y permitan al organismo generar una respuesta

inmune sin causar un dafio mayor.

Con el modelo de vacunacion i.n. con el péptido sintético VP6289-302 de RV, nos
proponemos estudiar cdmo las células Th péptido especificas inducidas en NALT

ejercen su accion efectora para eliminar la infeccion intestinal ocasionada por RV.

Los resultados de este trabajo coadyuvaran en el entendimiento de la respuesta
inmune de mucosas, en la posible implementacion de vacunas de nueva generacion
contra RV y en el disefio de vacunas e inmunoterapias para patologias intestinales,

como cancer y procesos inflamatorios.
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6. OBJETIVOS

5.1. General

Determinar el papel de las células Th en la proteccion inducida por el péptido

sintético de VP62s9-302 administrado i.n. contra la infeccion por rotavirus.

5.2. Particulares

e Analizar el efecto de la eliminacién de las células Th in vivo en ratones

vacunados con el péptido sobre la proteccion contra la infeccion por rotavirus.
e Determinar si las células Th de memoria de ratones vacunados con el péptido

son capaces de transferir la proteccion contra la infeccibn a ratones no

vacunados.

7. HIPOTESIS

La inoculacion i.n. con el péptido VP62s9-302, inducird una respuesta de células Th

de memoria capaz de proteger contra la infeccidén por rotavirus a nivel intestinal.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Disefo experimental

Grupos de 3-4 ratones hembras BALB/c (H-29 de 5 a 6 semanas de nacidos libres

de patégenos del bioterio del Instituto de Biotecnologia, UNAM (Bioterio de la

Facultad de Medicina, UAEM), fueron inoculados i.n. con 50 pg del péptido sintético
VP6289-302 (RLSFQLVRPPNMTP) en presencia de 2.5 ug de CT (toxina de célera)

(Sigma) como adyuvante o con CT sola como control, y mantenidos en el bioterio

de la Facultad de Medicina de la UAEM.

Después de 21 dias, los ratones se re-inocularon de la misma manera y 21 dias

después de la segunda inoculacion se retaron oralmente con el RV EDIM. Se

elimino la poblacion de las células Th con un Acm especifico o usando un Acm

control de isotipo, para determinar el papel de estas células en la proteccion

inducida (Figura 7a).

a. i.p.2.5mg
Acm anti-CD4

Dias -3, 0, 3 respecto al reto
IRR]

Dia 0 Dia 21 Dia 42 Colecta de heces Andlisis
il il il o 000 o |
Preinmune 1 Inmunizacién 2 Inmunizaciones
| acion i | acion i Ensayos ELISA
nmunizacion i.n. nmunizacién i.n. I9's séri
. . Reto oral con g's sericas
VPB649.30, + Toxina de VP62g0.302 + Toxina de RV EDIM Carga viral
colera colera IgA Intestinal
b.
P Dia 21 post-reto L ¢ 48 hrs Analisis
Inmunizado y Obtencion y Reto oral con Ensayos ELISA
recuperado transferencia de células RV EDIM + Carga viral
IgA intestinal

Figura 7. Esquema grafico del disefio experimental general.
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Por otro lado, en un nuevo grupo de experimentos, veintiun dias posteriores al reto
con el RV EDIM, se obtuvieron las células mononucleares de bazo de los ratones
inoculados con el Acm control de isotipo (del experimento antes descrito) y se
transfirieron a ratones naive para determinar si estas células podian transferir

proteccion contra la infeccion por el mismo patégeno (Figura 7b).

8.2. Infeccién de ratones

Los ratones fueron inoculados oralmente con 100 ul de bicarbonato de sodio al
1.33% para neutralizar los acidos estomacales, que en ratones adultos pueden
reducir la infeccion por RV. Enseguida se administraron 100 ul de DMEM sin suero
con 1 x 10* uff del RV silvestre EDIM (100Dlso).

Estudios previos hechos por Ward, McNeal y Sheridan (1992) han encontrado en
este modelo de infeccién de ratén adulto que los virus murinos se excretan en las
heces desde el dia 2 y hasta los dias 5-6, para después alos dias 7 y 8 desaparecer
por completo de las heces. De esta manera, se colectaron heces los dias 0 al 8
post-infeccion para determinar los niveles de virus excretados, como parametro de

replicacion viral. La proteccion se midio utilizando la siguiente formula:

carga viral de ratones vacunados
X={1 - (S )} x 100
carga viral de ratones no vacunados

8.3. Deteccién de rotavirus en las heces

Las muestras de heces de cada raton fueron almacenadas a -20 °C del dia 0 hasta
el término del experimento, el dia 8 post-infeccion. Posteriormente, estas fueron
resuspendidas al 5 % (peso/volumen) en el siguiente buffer: 10 mM Tris, 100 mM
NaCl, 1 mM CacClz (PH 7.4), 5 % suero fetal bovino (SFB), 0.05 % Tween-20, 10 mM
azida de sodio. Las muestras resuspendidas en este buffer se almacenaron a 4 °C

toda la noche, para permitir su disgregacion.
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La carga de las particulas virales presentes en el sobrenadante de la suspension de
las heces se evalu6 por un ensayo de ELISA de captura (Esquivel et al., 2000a).
Como anticuerpo de captura se utilizé un anticuerpo policlonal (Acp) hiperinmune
de cabra contra varias cepas de RV producido en este laboratorio y como anticuerpo

de deteccion un Acp hiperinmune contra el RV de simio RRV producido en conejo.

El ensayo se revel6 con un Acp contra inmunoglobulina G (IgG) de conejo marcado
con fosfatasa alcalina (Zymed, San Francisco) y se ley6 en un lector de ELISA a
405 nm.

8.4. Deteccion de IgA especifica para rotavirus en las heces

Las mismas muestras de heces que se utilizaron para la deteccion de la carga viral,
fueron usadas para determinar las IgA especificas para RV.

Asi, la presencia de IgA intestinal especifica de RV presente en el sobrenadante de
la suspension de las heces se evalud por un ensayo de ELISA de captura (Esquivel
et al., 2000a). Como anticuerpo de captura se utilizé el Acp hiperinmune de cabra
contra RV, seguido de un lisado de células MA-104 infectadas con RV RRV.
Posteriormente, se adicionaron los sobrenadantes de las heces y el ensayo se
reveld con un Acp contra IgA de raton marcado con peroxidasa de rabano (Abcam).

La absorbancia se ley6 en un lector de ELISA a 450 nm.

8.5. Produccion de anticuerpos monoclonales (Acm)

Los hibridomas de rata GK 1.5 anti-CD4 de raton (IgG2a) y el control de isotipo IlI-
10 anti-hapteno NP (IgG2a) se inocularon intraperitonelamente (i.p.) en ratones
desnudos (nu/nu) de 6 a 8 semanas de nacidos (Bioterio de la Facultad de Medicina)

para producir liquido ascitico rico en estos anticuerpos.
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Primeramente, se inocularon i.p. 150 L de Pristane (2,4,6,19,14
tetrametilpentadecano) (Sigma) para acondicionar la cavidad peritoneal de los
ratones. Dos semanas después se inocularon i.p. de 2 a 5 x 10° células de los
hibridomas en PBS y después de 3 semanas se colecto el liquido ascitico por medio

de una puncion i.p. con una aguja de calibre 18G.

El ascites se colectd en un tubo de 15 mL y se centrifugé a 2000 rpm a 4 °C. Se
colecto el sobrenadante, tratando de evitar la capa superior de grasa, y se almacenoé
a -20 °C hasta su uso. La concentracion de proteina se realiz6 por el micrométodo
de BCA (Pierce).

8.6. Eliminacién in vivo de las células Th

Ratones vacunados fueron retados oralmente con el RV EDIM y se les inoculd i.p.
entre 1-5 mg de ascites del anticuerpo GK1.5 anti-CD4 a los dias -3, 0 y 3 respecto
al reto con ayuda de una jeringa de insulina con aguja 32 G. Como control, otro
grupo de ratones fue inoculado con 30-150 pg de del anticuerpo control de isotipo

[11-10 purificado.

La carga viral fue evaluada como previamente se describié para determinar si la
eliminaciéon de la poblacion de células Th modifica la proteccion inducida. La
eliminacion de las células T CD4* se confirmd por citofluorometria de flujo con

anticuerpos especificos usando células de bazo y LIE.

8.7. Obtencién de células mononucleares de bazo y GLM

Para obtener las células del bazo y los GLM, los 6rganos fueron extirpados y
colocados por separado en placas de Petri de 100 mm de diametro con 10 mL de
medio de cultivo RPMI (GIBCO) suplementado (glutamina 2 mM, 2-B-
mercaptoetanol 5 x 10° M, gentamicina 10 ug/mL y SFB al 10%).
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Los organos se disgregaron con ayuda de un émbolo de jeringa y una laminilla
metdlica y las células se colectaron en tubos de 15 mL respectivamente. Después
de centrifugar a 1500 rpm/5 min/4° C, el pellet se resuspendié en 2 mL de cloruro
de amonio 150 mM, después de 2 min se paroé lareaccion de lisis con 5 mL de medio
RPMI, las células se centrifugaron bajo las mismas condiciones, se resuspendieron
en 2 mL de medio RPMI y se contaron usando azul de tripano y una camara de

Neubauer.

8.8. Obtencién de linfocitos intraepiteliales

El intestino de ratones inoculados i.p. con 2.5 mg de ascites del anticuerpo GK1.5
anti-CD4 a los dias 0, 3 y 6, fue extirpado y depositado en una caja Petri

bacteriol6gica de 100 mm de diametro con PBS frio.

Posterior a una serie de lavados se removieron las placas de Peyer y se realizé un
corte longitudinal y después varios transversales para obtener piezas de 5a 10 mm
de largo. Los trozos de intestino se incubaron en 30 mL de medio RPMI (GIBCO)
suplementado (SFB 5%, EDTA 0.5 M, DTT 1M, glutamina 2 mM y gentamicina 10
pug/mL) por 40 min/ 37° C en agitacion. A continuacion, el intestino se filtré en tubos
de 50 mL con ayuda de una rejilla de 75 micras, la solucién obtenida se centrifugo
a 2000 rpm/5 min/4° C, las células se resuspendieron en 8 mL de percoll al 36%. Se
hicieron gradientes con percoll al 67% y al 36%, que contenian las células, y se

centrifugaron a 50 G/30 min.

La banda de linfocitos intraepiteliales se colecto cuidadosamente en un tubo de 50
mL, las células se aforaron con PBS y se centrifugaron a 3000 rpm/10 min/ 4° C. El
pellet se re-suspendié en 5 mL de PBS y se contaron usando azul de tripano y una

camara de Neubauer.
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8.9. Tincion de células para citometria de flujo

Se transfirié un volumen equivalente a 1x10° células a un tubo eppendorf de 1.5 mL,
las células se centrifugaron a 1500 rpm/5 min/4° C, se resuspendieron con la
dilucion correspondiente de anticuerpo (Cuadro 1) y se dejaron incubar por 20
min/4° C; posteriormente, las células se centrifugaron a 1500 rpm/5 min/4° C y se
lavaron con 200 pl de buffer FACS (Azida de sodio 0.05%, EDTA 0.2 mM, SFB 2%,
PBS).

Finalmente, las células se resuspendieron en 100 ul de buffer FACS y 100 pl de
paraformaldehido al 4% 20 min/4° C. Las células se almacenaron a 4° C protegidas

de la luz hasta su anélisis.

Cuadro 1. Plan de tincion
Anticuerpo Clona Concentracion Dilucion utilizada
Anti-CD4-FITC RM4-4 0.5 mg/mL 1:100
Anti-CD3-APC 145-2C11 0.2 mg/mL 1:300
Isotipo-FITC eBRG1 0.5 mg/mL 1:200
Isotipo-APC eBR2a 0.2 mg/mL 1:200
8.10. Transferencia de células de bazo a ratones no inmunizados

Para evaluar la capacidad que tienen las células Th péptido especificas de transferir
la proteccion contra la infeccion por RV, 2 ratones fueron inoculados via i.p., uno
con 2 x 107 células de bazo en un volumen final de 500 L y otro con PBS solo como

control.

Dos dias posteriores a la transferencia, los ratones se infectaron con el RV EDIM y
se evalué la replicacion viral a lo largo de 8 dias post-infeccion, como se indico
previamente, con intervalos de 2 dias por colecta. Asimismo, se determiné la

presencia de IgA anti-RV en las heces.
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8.11. Marcaje de células linfoides con CFSE

Un volumen equivalente a 2 x 107 células de bazo y GLM fue transferido a un tubo
de centrifuga de 15 mL y se adiciono CFSE (éster de succinimidil-
carboxifluoresceina) a una concentracion de 10 pM/20 min/37° C, las celulas se

lavaron dos veces y se resuspendieron en RPMI.

8.12. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron al menos en 2 o 3 ocasiones de manera
independiente. Los datos obtenidos se procesaron en el programa Microsoft Excel
y se expresaron como la media + desviacién estandar. La significancia de la
diferencia entre los grupos experimentales se determiné a través de un analisis de

varianza (ANOVA), con un nivel de significancia de p<0.05.
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9. RESULTADOS

7.1. Los niveles de inmunoglobulinas séricas especificas para

rotavirus, no se incrementan con la inmunizacion i.n. con el péptido VP62s9-302

Una manera indirecta y rapida para determinar la inmunogenicidad del péptido
VP62s9-302 administrado i.n. es a través de la presencia de inmunoglobulinas (lg’s)
en sangre periférica. De esta manera, los niveles de Ig’s anti-VP6 fueron evaluados
en sueros de ratones pre-inmunizados e inmunizados con una y dos dosis i.n. del

péptido VP62s9-302 €n presencia de CT como adyuvante.

Los resultados no mostraron diferencia entre los sueros pre- y post-inmunizacién en
comparacién con el control (Figura 8). Este resultado podria explicarse por el hecho
qgue el péptido VP62s9-302 €S un epitopo de células Th (Bafios et al., 1997) y por lo

tanto no es reconocido por las células B.
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Figura 8. Determinacion de Ig’s séricas anti-VP6 en ratones vacunados con el péptido VP6:2so.

302. a. Esquema representativo de los dias en que se tomaron las muestras de sangre. Un dia antes
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de la primera dosis (Preinmune), 21 dias después de la primera dosis (1 inmunizacion); 21 dias
después de la segunda dosis (2 inmunizaciones). b. Nivel de Ig sérica de ratones preinmunizados y
con una sola inmunizacién. c. Nivel de Ig sérica de ratones con una o dos inmunizaciones. Como
control positivo se usé un suero proveniente de ratones infectados con el RV EDIM. La presencia de
anticuerpos contra VP6 fue analizada con un ensayo de ELISA de captura, usando un lisado de
células MA-104 infectadas con el RV RRV como antigeno. El ensayo se revelo con un Acp de cabra
anti-lg’s de raton marcado con fosfatasa alcalina. La absorbancia se midié a 405 nm. Se muestran

el promedio y la s.d. de cada grupo de tratamiento. **** p<0.0001 vs control.

7.2. El Acm de rata GK1.5 especifico para células T CD4* de raton
elimina eficientemente a la poblacion de células T CD4* in vivo

Una manera de determinar el papel de las células Th en la proteccion inducida por
la vacunacion con el péptido sintético, es eliminando a esta poblacion in vivo por
medio de un Acm especifico para la molécula CD4. De esta manera, se montaron
las condiciones de este experimento usando liquido ascitico rico en el Acm de rata
anti-CD4 de raton. Tres ratones BALB/c fueron inoculados i.p. con 1, 2.5 0 5 mg de
ascites a los dias 0, 3y 6; como control, se inoculé un ratén i.p. con 500 pl de PBS.
Dos dias después de la ultima inoculacion con el Acm, se extrajo el bazo de cada
raton para poder obtener las células mononucleares, mismas que fueron tefidas
con Acm’s especificos para las moléculas CD3 y CD4 de raton marcados con

fluorocromos y se analizaron por citometria de flujo.
Como se observa en la figura 9 todos los ratones inoculados con el Acm, mostraron

una reduccion de la poblacion de células Th en bazo de mas del 99% en

comparacién con el control.
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Figura 9. El Acm de rata anti-CD4 de ratén elimina mas del 99% de la poblacion de células Th
de bazo. a. Los recuadros superiores muestran la poblacién de células linfoides analizadas, los
recuadros inferiores muestran el porcentaje de los linfocitos Th (n=1). b. Namero total de células Th
en bazo. Se utilizé el software FlowJo para generar los gréaficos de la citometria. **** p<0.0001 vs

control.

Con base en el experimento previo, se determiné el uso de 2.5 mg de ascites para
realizar experimentos posteriores de eliminacion de células Th. De esta forma, dado
gue la proteccién contra la infeccién se lleva a cabo en el epitelio intestinal, se
decidi6 analizar si esta dosis también elimina a las células T CD4* en el
compartimiento intraepitelial. Por lo tanto, un raton fue tratado con 2.5 mg del Acm

(como se describié antes) y como control se inoculd un raton con PBS. Dos dias
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después de la ultima inoculacion se obtuvieron las células de bazo y los LIE, que

posteriormente se tifieron con Acm especificos para las moléculas CD3 y CD4 de

raton.

Los resultados de dos experimentos independientes mostraron una disminucién de

entre 58 y 98% de la poblacién de células Th de LIE (Figura 10a), en comparacion

con una reducciéon de mas del 99% de la poblacion de células Th de bazo (Figura

10b), que para este experimento se consider6 como control positivo de eliminacion.

Este resultado indica que el Acm GK.1 especifico para CD4 de raton puede

emplearse de manera eficiente para la eliminacion de méas del 50 % de la poblacién

de células Th de LIE y casi el 100% de la poblacién de linfocitos Th de bazo.
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Figura 10. El Acm de rata anti-CD4 de ratén elimina méas del 50% de la poblaciéon de células
Th en LIE. Porcentaje y numero total de células Th en ratones tratados con el Acm anti-CD4 de raton
0 con PBS como control. a. LIE intestinales de raton. b. Células mononucleares de bazo de raton.
Los resultados corresponden a dos experimentos independientes (n=1). Se utilizé el software FlowJo

para analizar las lecturas de la prueba y generar los gréaficos presentados.

7.3. Laeliminacion de las células Th in vivo en ratones vacunados con
el péptido VP62s9-302 elimina parcialmente la proteccion generada contra la

infeccion por rotavirus

Debido a que se ha reportado que la proteccion inducida por la proteina VP6 es
independiente de IgA intestinal (Choi et al., 2002; McNeal et al., 2006) y a que el
péptido VP62s9-302 €S un epitopo de células Th (Bafios et al., 1997), era muy probable
gue las células Th tuvieran un papel importante en la proteccion inducida por el
péptido en este modelo. De esta manera, se analizo el efecto de la eliminacion de
células T CD4* en ratones inmunizados i.n. con el péptido VP62s9-302 €n presencia
de CT como adyuvante (Choi et al., 2000, 2003).

Asi, grupos de ratones fueron inoculados i.n. dos veces con el péptido mas CT.
Como control, un grupo de ratones fue inoculado solamente con CT. Veintitn dias
después de la segunda inoculacion, los ratones fueron retados oralmente con el RV
EDIM. En el caso de los ratones vacunados con péptido, se inocularon i.p. con PBS,
con 2.5 mg de ascites rico en el anticuerpo de rata anti-CD4 de ratéon GK 1.5 o con
30 ug de anticuerpo de rata control de isotipo, a los dias -3, 0 y 3, respecto al reto

con el RV.

Se realizaron 4 experimentos independientes (Figura 11a) y, como se esperaba, los
ratones vacunados e inoculados i.p. con PBS o con el Acm anti-isotipo de rata,
mostraron una proteccion contra la infeccion del 93.9% y 91.3% respectivamente
(Figurallb) con respecto a los ratones no vacunados. Sin embargo, los ratones

vacunados e inoculados i.p. con el Acm anti-CD4 de raton, mostraron una gran
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variacion entre los 4 experimentos realizados ya que se obtuvieron 46.5, 0, 44.1,y

4% de proteccion.

Los valores de la segunda repeticion, no se incluyeron en el promedio de los
experimentos porque claramente hubo un problema experimental ya que la
proteccion se mantuvo muy similar a los ratones no tratados. De esta manera, el
promedio de proteccion del resto de experimentos fue del 31.5% (Figurallb), es
decir, la proteccion disminuyo en mas del 50% respecto al grupo control no
vacunado. Este resultado indica que las células T CD4* tienen un papel importante
en la proteccion contra la infeccion por RV en nuestro modelo de vacunacion i.n.

con el péptido VP62s9-302.
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Figura 11. Las células Th juegan un papel importante en la proteccién inducida por el péptido
VP62s9-302. a. Cinética de la carga viral de ratones infectados con el RV EDIM. b. Promedio del
porcentaje de proteccion de ratones inmunizados, **** p<0.0001 vs control. Los resultados
corresponden a cuatro experimentos independientes. Como control positivo se usé un lisado de
células MA-104 infectadas con el RV RRV.

7.4. Los anticuerpos IgA no son determinantes en la proteccion

contra la infeccion inducida en ratones vacunados

Para verificar que los niveles de anticuerpos IgA anti-RV intestinales no
correlacionan con la proteccién observada en los ratones vacunados con el péptido
VP62s9-302, Se determind por medio un ensayo de ELISA de captura, la IgA anti-RV
presente en las heces de los ratones con los tratamientos descritos en los

experimentos anteriores.

Como se puede observar en la figura 12, tanto los ratones inmunizados con péptido
+ CT como los inoculados solo con CT, y posteriormente retados con el RV EDIM,
tuvieron una cinética similar de produccion de IgA anti-RV a partir del dia 6, dia en
gue empieza a decrecer la carga viral en los ratones control, o practicamente se ha
eliminado el virus en el caso de los ratones vacunados (Figura 12). La misma
cinética se observé en los ratones vacunados y tratados i.p. con el Acm anti-CD4 o
anti-isotipo. Este resultado corrobora que no hay una relacion entre los niveles de
anticuerpos IgA anti-RV intestinales y la proteccion contra la infeccion inducida por
la inoculacion i.n. del péptido VP63s9-302.
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Figura 12. Los anticuerpos IgA intestinales especificos de RV, pueden detectarse a partir del
dia 6 post-infeccién, cuando el virus se ha eliminado casi por completo. Cinética de la
produccion de IgA intestinal especifica de RV en ratones infectados con el RV EDIM. Los resultados
corresponden a cuatro experimentos independientes. Como control positivo se usé suero de ratén
del dia 21 post-infeccion. Para el primer ensayo se utilizd el sustrato OPD (o-diclorhidrato de
fenilendiamina) detectable a 492 nm y para el resto se utiliz6 el sustrato TMB (tetrametilbencidina)
detectable a 450 nm.

7.5. Lainoculaciéni.p.de células de bazo de ratones inmunizados con

VP62s9-302, N0 protege a ratones naive contra la infeccion por rotavirus

Para evaluar si la inmunidad generada por la inmunizacion i.n. con VP62s9-302 €n
ratones podia ser transferida a ratones naive, extrajimos las células de bazo de
ratones BALB/c inmunizados y recuperados del reto contra RV. Inoculamos i.p.
ratones BALB/c con 2 x 107 células de bazo con medio RPMI. El grupo control fue
inoculado solamente con RPMI. Cuarenta y ocho horas después de la inoculacién
de las células, los ratones fueron retados con el RV EDIM y se colectaron las heces

del dia O al 8 post-infeccion, con intervalos de dos dias por colecta.

Los resultados no mostraron una proteccion contra la infeccibn por RV en los
ratones que recibieron la transferencia celular (Figura 13a). Asimismo, la cinética de
produccion de IgAs anti-RV fue similar entre los ratones transferidos y no
transferidos (Figura 13b). Estos resultados siguieren que las células de bazo

transferidas no tuvieron efecto sobre la respuesta inmune anti-RV.
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Figura 13. No se observd proteccidn contra la infeccion por RV en ratones que recibieron
transferencia celular. a. Cinética de la carga viral en heces de ratones infectados con el RV EDIM.
b. Cinética de la produccién de IgA intestinal especifica de RV en ratones infectados con el RV EDIM.
Los resultados corresponden a dos experimentos independientes. La carga viral y la produccién de

IgA se determin6é mediante un ensayo de ELISA de captura utilizando los Ac antes descritos.

Para tratar de dilucidar porqué las células de bazo de ratones vacunados y retados
con RV (que contienen células Th de memoria) no transfirieron proteccion contra la
infeccion por RV en ratones naive, se montaron las condiciones experimentales
para evaluar qué porcentaje de células del raton donante (RD) llegan al bazo y los
GLM de los ratones receptores (RR). De esta forma, dos ratones naive fueron
inoculados via i.p. o0 via intravenosa (i.v.) respectivamente, con ceélulas
mononucleares de bazo de ratones vacunados y retados con RV tefiidas con CFSE.
Cuarenta y ocho horas después de la inoculacion se extrajeron las células del bazo

y los GLM de los RR para su analisis por citometria de flujo.
Los resultados del ensayo mostraron un porcentaje casi nulo de células CFSE

positivas en el bazo y los GLM de los RR (Figura 14). Estos resultados muestran

gue la transferencia, ya sea via i.p. 0 via i.v. de las células de bazo (incluyendo
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células Th de memoria), podria no favorecer su migracion a los sitios efectores de

la mucosa y por tanto no hay una transferencia de proteccién contra la infeccion.
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Figura 14. La transferencia viai.p. o viai.v. de células T de memoria, no favorece su llegada a
los sitios efectores. Se muestran los resultados del ensayo de citometria para el andlisis de
transferencia de células Th. Para diferenciar las células del RD de las células del RR, se tifieron
células mononucleares de bazo del RD con CFSE previo a la inoculaculaciéon i.p o i.v. (segun fuera

el caso). Para corroborar la obtencién de celulas T CD4* de bazo y GLM de los RR, las celulas fueron
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tefiidas con el mAb anti-CD4-FITC. a. Muestras celulares control utilizadas para el ensayo de
citometria. Los dos paneles izquierdos muestran células de bazo del RD (primer panel, células sin
tefiir (S/T); segundo panel, células tefiidas con CFSE) y los dos paneles derechos muestran células
de un RR tefiidas con un mAb anti-CD4-FITC (tercer panel, células de bazo; cuarto panel, células de
GLM). b. Muestras celulares de RR. Los dos paneles izquierdos muestran células CFSE* del raton
inoculado por via i.p (primer panel, células de bazo; segundo panel, células de GLM) y los dos
paneles derechos muestran células CFSE™* del ratén inoculado por via i.v. (tercer panel, células de
bazo; cuarto panel, células de GLM). Se utilizé el software FlowJo para analizar las lecturas de la

prueba y generar los graficos presentados.
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10.DISCUSION

La erradicacion de las enfermedades infecciosas no es el Unico objetivo de la
investigacion en el area de la inmunologia. Conforme ha ido evolucionando la
investigacion, el descubrimiento cientifico ha permitido mejorar el desarrollo de la
tecnologia biomédica, brindando asi una comprension mas clara de los sistemas
gue componen el cuerpo humano y la interrelacién entre estos, como es el caso del
estudio de la respuesta inmune a nivel de la mucosa intestinal y su relacion con la
respuesta que se da en el resto de los tejidos linfoides asociados a la mucosa.
Incluso también en la relacidbn que puede tener o no con la respuesta inmune

producida contra algun agente extrafio a nivel sistémico.

La proteina VP6 de RV, se ha propuesto como candidato para el desarrollo de una
vacuna de nueva generacion contra la infeccion por RV. Esta proteina es la mas
conservada entre las diferentes cepas virales con una identidad global que va del
87 al 99% y es altamente inmunogénica (Esquivel, Lopez, Guitierrez-X, & Arias,
2000b; Ward & McNeal, 2010). Debido a dicho potencial, la busqueda de epitopos
protectores dentro de la proteina (Bafios et al., 1997; Choi et al., 2000, 2003; Newell
et al.,, 2013) ha sido una estrategia que se ha implementado para permitirnos
estudiar los mecanismos efectores inmunitarios que inducen una respuesta contra
la infeccion que causa RV en el intestino. De esta manera, en este trabajo, usando
un modelo de vacunacion i.n. con el péptido sintético VP62s9-302 (en presencia de
TC como adyuvante), el cual es un epitopo de células Th reconocido en el contexto
de la molécula del MHC clase Il de ratén IEY, se plante6 analizar el papel de las
células Th en la proteccion inducida contra la infeccion por RV a nivel de la mucosa

intestinal.

La estrategia que se eligio para determinar el papel de las células Th en la
proteccion inducida contra la infeccion por RV por el péptido sintético VP62gs9-302, fue
la eliminacion in vivo de las células Th usando el anticuerpo monoclonal GK 1.5
especifico para la molécula CD4 de raton presente en todas las células Th. Se ha

reportado que la inoculacion de cantidades altas de este anticuerpo elimina mas del
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90% de esta poblacién celular, muy probablemente a través del sistema de
complemento (Jung, Suprunenko, Ashhurst, King, & Hofer, 2018). De esta manera,
en experimentos piloto se encontr6 que 3 dosis de 1, 2.5 0 5 mg de ascites del
hibridoma GK 1.5 inoculados i.p. podian eliminar mas del 90% de las células CD4*
presentes en el bazo de los ratones. Esta eliminacion no fue tan eficiente en el
compartimiento intraepitelial del intestino delgado, ya que la inoculacion de 2.5 mg
de ascites elimin6 de 58 a un 98% de las células CD4* en los LIE. Esto se puede
deber a que probablemente el anticuerpo no puede llegar tan facilmente a la mucosa

intestinal comparativamente a lo que ocurre para un érgano periférico como el bazo.

Cuando las células T CD4* fueron eliminadas de los ratones vacunados y retados
con el RV murino EDIM, la proteccion inducida por la vacunacion se redujo
significativamente, sin embargo, esta eliminacion de la proteccion fue variable entre
los 4 experimentos independientes que se realizaron. ElI hecho que no se haya
obtenido el 100% de eliminacion de la proteccion en todos los experimentos pudo
deberse a una ineficaz eliminacion de las células CD4* en el compartimiento epitelial
intestinal donde se lleva a cabo la funcién efectora contra la infeccién por RV, como

se mostro en los experimentos piloto.

La funcidn efectora directa por parte de las células Th ha sido reportada previamente
en modelos de infeccion por el virus influenza. En nuestro modelo, esto podria
llevarse a cabo a través de la secrecién, por parte de las células Th, de citocinas
citotéxicas como TNFa o linfotoxina (Alejo et al., 2018; Koroleva, Fu, & Tumanov,
2018), o inclusive por citotoxicidad directa mediada por perforina sobre las células
epiteliales intestinales que expresen moléculas de clase Il en su superficie inducida
tanto por IFNs tipo Il como por IFNy producidos en respuesta a la infeccion

(Marshall et al., 2017; Teijaro, Verhoeven, Page, Turner, & Farber, 2010).
Otra posibilidad es que, aunque el péptido sintético es un epitopo de células Th, las

células Tc (CD8") y/o los anticuerpos también participen en la proteccion. En el caso

de las células Tc, se ha demostrado que juegan un papel importante en la
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eliminacién de la infeccidn por rotavirus (Laban et al., 2022; Rott et al., 1997). De
esta manera, es posible que las células Th de memoria especificas para el péptido
sintético en el compartimiento epitelial intestinal potencien la respuesta de las
células Tc naive contra la infeccion y coadyuven a la protecciéon. Sin embargo, para
poder determinar si esto es el caso, seria necesario realizar ensayos de eliminacion
de células CD8* in vivo en los ratones vacunados y retados con el virus, de manera

similar a lo que se realiz6 en este estudio con las células Th.

La participacion de los anticuerpos en la proteccion inducida por el péptido sintético
es improbable ya que el péptido inoculado i.n. no indujo ni anticuerpos séricos ni
anticuerpos intestinales IgA anti-RV previo al reto con el virus. En este ultimo caso
los anticuerpos IgA intestinales se indujeron a partir del dia 5 de la infeccion de
manera similar a lo mostrado en ratones infectados, pero no vacunados
previamente. Esto claramente indica que el péptido sintético no es reconocido por
las células B, o si es reconocido, este actia como un hapteno que es antigénico,
pero no inmunogénico, ya que no es una estructura oligomérica que pueda

entrecruzar eficientemente el BCR.

Si bien existen varios estudios en los que se reportan respuestas de células B
especificas del RV tanto intestinales como sistémicas (Angel et al., 2007; Franco et
al., 2006), otros estudios han demostrado que la IgA fecal o la IgA sistémica no son
esenciales para la proteccidén contra la infeccion por RV (Kuklin et al.,, 2001) e
incluso se ha reportado que individuos deficientes en IgA, logran contender la
enfermedad contra el RV (Istrate, Hinkula, Hammarstrom, & Svensson, 2008), lo
gue refuerza nuestra conclusion de que los anticuerpos IgA no son esenciales para
la proteccidn contra la infeccion inducida por el péptido sintético en nuestro modelo

de estudio.
Los resultados obtenidos de estos experimentos concuerdan con lo reportado en un

modelo donde la proteina VP6 es inoculada i.n. en presencia de adyuvante, en

donde dicha inmunizacién confiri6 una proteccion de mas del 90% contra la
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infeccion (Choi et al., 2002) y fue totalmente dependiente de células Th (Choi et al.,
2002; McNeal et al., 2006). De manera similar Ward et al., 2010, inocularon i.n. la
proteina VP6 expresada como una quimera con la proteina de unién a maltosa
(MBP::VP6) en ratones y concluyeron que las células T CD4* son los unicos

linfocitos necesarios para la proteccion.

Una manera de corroborar el papel de las células Th en la proteccién inducida contra
la infeccion por RV en nuestro modelo, era transferir las células Th de memoria
especificas contra el péptido sintético a ratones singénicos naive y retarlos con RV,
para determinar si las células Th de memoria podrian transferir la proteccion. Para
esto, se realizaron dos experimentos piloto de transferencia, donde células
mononucleadas totales de bazo de ratones inmunizados con el péptido y retados
con RV fueron transferidas i.p. a ratones naive que posteriormente se retaron con
RV. La intencion de estos experimentos fue “asegurar’ la transferencia de
proteccion, ya que tedricamente las células de bazo contendrian células Th de
memoria inducidas por la vacunacion y células B y Tc de memoria inducidas por la
infeccion por RV, y de esta manera establecer las condiciones de transferencia para

experimentos posteriores con células Th de memoria especificas para el péptido.

Sin embargo, dos experimentos mostraron que la transferencia que las células de
bazo de ratones vacunados y retados con RV no confieren proteccion alguna contra
la infeccion en ratones naive. Para determinar si las células de bazo se distribuian
a nivel sistémico y de la mucosa intestinal, las células fueron marcadas con CFSE,
transferidas i.p. y 48 hrs después se obtuvieron las células de bazo y de GLM y se
analizaron por citometria de flujo. En el andlisis no se encontraron células
transferidas marcadas con CFSE ni en bazo ni en GLM. La inoculacion i.p. de las
células posiblemente impedia que las células migraran adecuadamente a los
organos linfoides examinados, por lo que se realizé una transferencia bajo las
mismas condiciones, pero por la via i.v., obteniéndose resultados similares. Esto
siguiere que las células transferidas pudieron haber muerto por apoptosis o estar

retenidas en algun organo linfoide no analizado. Sin embargo, no se puede
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descartar un problema metodoldgico. En estudios futuros, es necesario dilucidar si
se requiere modificar el método usado para la obtencién y transferencia de las
células, antes de purificar y transferir las células Th de memoria generadas por la

vacunacion con el péptido.

Finalmente, con base en los resultados obtenidos en este estudio, se puede concluir
gue la vacunacion i.n. del péptido sintético VP62s9-302 €n presencia de un potente
adyuvante de mucosas como la CT, induce células Th de memoria que son capaces
de migrar al epitelio intestinal y participar en la proteccion contra una infeccion por
RV. Las moléculas de direccionalidad a4p7* y CCR9, juegan un papel importante
en la migracion de los linfocitos a la mucosa intestinal, por lo que es posible que
estas moléculas sean inducidas en las células Th péptido especificas estimuladas
en el NALT, ya que estudios previos han demostrado que estas moléculas pueden
ser inducidas en esta mucosa (Ciabattini et al., 2011). Sin embargo, no se puede
descartar que el péptido y el adyuvante puedan viajar sisttmicamente y estimular a
las células Th en el GLM o en la LP intestinal. Estudios futuros son necesarios para
determinar con precision los mecanismos involucrados en la proteccion mediada

por las células Th en este modelo.

11.CONCLUSION

Las células Th de memoria inducidas por una vacunacion i.n. con el péptido sintético
VP62s9-302 €n presencia de CT, son esenciales para una proteccion eficiente contra

la infeccion por RV a nivel de la mucosa intestinal.
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12.MODELO PROPUESTO

Respuesta de Th especificas de RV
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13.PERSPECTIVAS

* Purificar células Th CD4*a437* de memoria, de bazo y GLM previo a la

transferencia celular en ratones naive.
* Analizar el perfil de citocinas pro y anti-inflamatorias de las células Th

intraepiteliales.
* Analizar el efecto de la eliminacién de células T CD8* en respuesta a la

infeccién por rotavirus.
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Cuernavaca, Mor., 03 de noviembre de 2022.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Analisis de la respuesta de células Th en un modelo
murino de vacunacion intranasal contra rotavirus"”, que para obtener el grado de
Maestra en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Yael Hernandez Guadarrama.
Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo
75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Fernando Roger Esquivel Guadarrama

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
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Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Analisis de la respuesta de células Th en un modelo
murino de vacunacion intranasal contra rotavirus"”, que para obtener el grado de
Maestra en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Yael Hernandez Guadarrama.
Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo
75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Ivan Martinez Duncker Ramirez

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
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Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Analisis de la respuesta de células Th en un modelo
murino de vacunacion intranasal contra rotavirus"”, que para obtener el grado de
Maestra en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Yael Hernandez Guadarrama.
Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo
75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.
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Atentamente

Dra. Gabriela Rosas Salgado
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Cuernavaca, Mor., 03 de noviembre de 2022.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Analisis de la respuesta de células Th en un modelo
murino de vacunacion intranasal contra rotavirus"”, que para obtener el grado de
Maestra en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Yael Hernandez Guadarrama.
Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo
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Atentamente

Dra. Maria Angélica Santana Calderon
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