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Resumen

Estudios previos en el modelo de ratdbn han demostrado que el péptido sintético
correspondiente a la secuencia 289-302 (RLSFQLMRPPNMTP) de la proteina interna de
rotavirus VP6, que es un epitopo de células Th restringido por la molécula del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) clase 11 IEY, es sumamente eficiente induciendo una
respuesta protectora contra la infeccion a nivel intestinal cuando es inoculado i.n. en
presencia de Toxina de colera (TC) como adyuvante. Esta proteccién es totalmente
dependiente de células Thl y parcialmente dependiente de CD40, sin embargo, aun no es
claro como las células Th epitopo especificas inducidas en el epitelio nasal ejercen su funcion
protectora contra la infeccion en el epitelio intestinal. Por otro lado, estudios recientes han
sugerido que existe una correlacion de la produccion de interferon (IFN)-A por parte de las
células epiteliales intestinales y la eliminacion del rotavirus en una infeccién. El objetivo de
este proyecto se centra en analizar la cinética de produccion de IFN- A tanto en las células
intraepiteliales intestinales como en las células epiteliales por RT-PCR. De manera que,
ratones BALB/c adultos fueron inoculados i.n. con 50 pg del péptido sintético 289-302 de
VP6 en presencia de 2.5 ug de TC como adyuvante. Después de 21 dias, se dio un refuerzo,
y 21 dias después los ratones fueron infectados por la via intragastrica con el rotavirus murino
EDIM. A los dias 0, 2, 5y 8 post-infeccion se obtuvo el intestino y se aislaron los linfocitos
intraepiteliales y las células epiteliales. Se aislo el RNAm y los niveles del mensaje para IFN-
A se evalud por RT-PCR usando oligos especificos. Los resultados preliminares mostraron
que tanto en los linfocitos intraepiteliales como en las células epiteliales intestinales de
ratones vacunados, se presentaron mayores niveles de mensaje para IFN- A dentro de los
primeros 4 dias post-infeccion, en comparacion con los ratones control inoculados solamente
con adyuvante. Este resultado sugiere que la vacunacion induce un estado antiviral temprano
tanto en los linfocitos intraepiteliales como en las células epiteliales, que podria estar
correlacionado con la proteccién inducida. Es importante que en trabajos futuros se corrobore

y amplie este resultado.



1. Introduccion

1.1 Rotavirus

Los rotavirus (RV) fueron reconocidos como una de las causas principales de gastroenteritis
aguda (GEA) en bebés e infantes humanos (Bishop et al., 1973; Flewett et al., 1973). Durante
las Gltimas 4 décadas, se ha generado una enorme cantidad de investigacion basica sobre la
estructura, replicacion y patogénesis del RV; asi como la naturaleza de la respuesta inmune
contra este patogeno. Como resultado de esto, han sido introducidas en muchos paises dos
vacunas contra la gastroenteritis severa, basadas en virus atenuados (Rotateq y Rotarix), lo
cual ha incidido directamente en un decremento en gastroenteritis severas a nivel mundial.
Sin embargo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha recomendado la generacion de
vacunas basadas en proteinas antigénicas del RV, que induzcan una respuesta heterotipica
(varios serotipos de RV) contra serotipos circulantes y también contra posibles nuevos
serotipos que surjan en la poblacion humana. De esta manera, es de suma importancia
continuar con los estudios de la respuesta inmune contra este virus en infeccion y en vacunas
experimentales de nueva generacion, para entender mejor los mecanismos de proteccion

inmunoldgica.

1.1.1 Estructura

Los RV son miembros del género Rotavirus de la familia Reoviridae. Por microscopia
electronica el rotavirus se asemeja a una rueda y esta singular apariencia ha dado lugar al
nombre de Rotavirus para el género. Las particulas de rotavirus o viriones tienen un didametro
aproximado de 1000 A, son virus de ARN bicatenario (dsRNA) sin envoltura lipidica y estan
constituidos por 3 capas concéntricas de proteinas que engloba un genoma de 11 segmentos
de dsRNA. Los segmentos de ARN codifican para seis proteinas virales estructurales (VP1,
VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7, del inglés “Viral Protein”) y seis proteinas no estructurales
(NSP1,NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6, del inglés “Non- structural”) (Tabla 1) (Crawford
etal., 2017)



Tabla 1. Genes y proteinas del Rotavirus ’

Segmento Proteina Localizacion Funcién
del ARN
(gen)

1 VP1 Vértices del nucleo ARN polimerasa
ARN dependiente

2 VP2 Forma capa interna del nucleo Estimula la RNA polimerasa

3 VP3 Vértices del nucleo Enzima guanilil transferasa
de ARNm

4 VP4 Protuberancias superficiales Entrada a la célula,

virulencia, sensible a
proteasa y blanco de
anticuerpos neutralizantes.

5 NSP1 No estructural Antagonista de interferén

6 VP6 Cépside intermedia Estructural y especificidad
de grupo.

7 NSP3 No estructural Aumenta actividad de ARNm

viral y finaliza la sintesis de
proteinas celulares

8 NSP2 No estructural NTPasa involucrada en el
empaquetamiento de ARN
9 VP7 Superficie Entrada a la célula y blanco

de anticuerpos
neutralizantes.

10 NSP4 No estructural Enterotoxina
11 NSP5/NSP6 = No estructural Moduladora de la unién del
ARNss y ARNds

Por su parte, las proteinas VP7 y VP4 constituyen la capa externa del virus y estan
involucradas en la entrada del virus a la célula huésped. Asimismo, son los blancos de
anticuerpos neutralizantes, que definen los diferentes serotipos. Para que RV sea infeccioso,
VP4 tiene que ser cortado con tripsina, lo que genera dos dominios en esta molécula; un
dominio globular distal a la superficie del virus llamado VP8 y un dominio tipo tallo proximal
Ilamado VP5. Por otra parte, VP6 constituye la capa intermedia y es la proteina viral mas
conservada en todas las cepas virales, asi como una de las mas inmunogénicas. VP2
constituye la capa interna que rodea al genoma de dsRNA. VP1 y VP3 estan asociadas al
genoma, VP1 es la polimerasa y viral y VP3 actia como guaniniltransferasa (Figura 1). Las
proteinas no estructurales estan involucradas en la morfogénesis viral, patogénesis y en el

control de la respuesta inmune innata (Crawford et al., 2017)
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Figura 1. Representacion esquematica del virion de Rotavirus.Tomada de Angel et al., 2007

1.1.2 Clasificacion

Los rotavirus constituyen el género Rotavirus, uno de los 15 géneros de la familia Reoviridae
que se subdivide en las subfamilias de Sedoreovirinae (géneros Cardoreovirus,
Mimoreovirus, Orbivirus, Phytoreovirus, Rotavirus, Seadornavirus) y Spinareovirinae
(géneros Aquareovirus, Coltivirus, Coltivirus Dinovernavirus, Fijivirus, ldnoreovirus,

Mycoreovirus, Orthoreovirus, Oryzavirus).

Las cepas de rotavirus poseen una alta diversidad genética y antigénica, son clasificadas en
tres diferentes categorias, grupo, subgrupo y serotipo. Los grupos de RV se clasifican de
acuerdo con la especificidad de anticuerpos para proteina estructural VP6, la mas abundante
de la estructura del virion. Actualmente, son reconocidos 10 grupos designados con las letras
A hasta J (RVA- RVJ). Los rotavirus del grupo A, B y C son responsables de la mayoria de
las infecciones tanto en seres humanos como animales, mientras que los grupos D a G solo
han sido identificados en huéspedes animales (Crawford et al., 2017). EI grupo A es el mas
comun en humanos, este a su vez se subdivide en tres diferentes genogrupos, basados en
caracteristicas comunes que comparten con tres cepas prototipo humanas Wa, DS-1y AU-1
(Parra et al., 2014)



En 1985, se propuso un sistema de clasificacion binario basado en la reactividad seroldgica
de VP7 y VP4, Los rotavirus se clasificaron en serotipos G (G para la glicoproteina VP7) y
serotipos P (P para la proteina VP4 sensible a la proteasa), seis cepas de rotavirus del grupo
A generalmente representan mas del 90% de la especie que circula a nivel mundial: G1P [8],
G2P [4], G3P [8], G4P [8], GOP [8] y G12P [8] (Crawford et al., 2017)

A partir de febrero de 2018, se describieron 36 genotipos G y 51 genotipos P en la base de
datos mantenida por el grupo de trabajo de clasificacién de rotavirus (RCWG, del inglés,
“Rotavirus Classification Working Group”). En 2008, se creo un sistema de sistema de
categorizacion del genoma completo basado en secuenciacion para rotavirus del grupo A,
mediante el cual se asignd un genotipo especifico a cada uno de los 11 segmentos del genoma
de dsRNA. Las abreviaturas Gx-P [x] -IX-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx (donde x es un
numero arabigo, a partir de 1) se utiliza para describir a VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-
NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5, respectivamente (WHO, 2020)

1.1.3 Epidemiologia

Los rotavirus son virus ubicuos y estan asociados con aproximadamente el 20% de las
enfermedades diarreicas graves que requieren hospitalizacién en nifios menores de 5 afios,
en todo el mundo. En 2003, se reportaron 114, millones de casos de infeccion por rotavirus
en nifios a nivel mundial, de los cuales 24 millones tuvieron manejo ambulatorio y 2,3
millones de casos requirieron hospitalizacion (Crawford et al.,2017). Los RV son muy
contagiosos por las siguientes razones: (1) un nimero bajo de particulas virales (nimero de
particulas virales/unidades infecciosas) es suficiente para infectar exitosamente a un
individuo susceptible; (2) las particulas de rotavirus se eliminan en grandes cantidades en las
heces (hasta 10! particulas/ml) durante la etapa aguda de la infeccién o durante periodos
maés largos por los huéspedes inmunocomprometidos infectados; y (3) las particulas de RV
son muy resistentes a las condiciones ambientales. La via de transmisidn suele ser fecal-oral,
donde el periodo de incubacién es corto (1-2 dias). La asistencia a guarderias infantiles es
un factor de riesgo para adquirir una infeccién sintomatica del RV. Sin embargo, también
han observado pequefias epidemias de RV entre los adultos mayores (en asilos, salas

geriatricas, etc.). Las infecciones nosocomiales por RV son frecuentes y dificiles de eliminar.
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Antes de la vacunacion, los RV causaron 3 millones de episodios de enfermedad por afio,
requiriendo 500,000 visitas a un médico y 60,000 hospitalizaciones (Fischer et al., 2007). Se
encontraron nameros similares en Europa, excepto que el nimero de muertes fue de
aproximadamente 200. En Africa y en algunos paises del sur de Asia, la patologia por RV
estd asociada con una alta mortalidad (Parashar et al., 2009; Tate et al., 2012). A pesar de la
gran diversidad gendmica y antigénica de los RV, globalmente solo un pequefio nimero de
tipos de RV ha prevalecido en humanos durante las ultimas 3 décadas: RV de los tipos
G1P1A [8], G2P1B [4], G3P1A [8], GAP1A [8], y mas recientemente GOP1A [8] y G12P1A
[8] han circulado en alta frecuencia, contribuyendo al 80-90% de todas las infecciones de RV
en América del Norte, Europa y Australia (Gentsch et al., 2005;Santos y Hoshino, 2005;
Iturriza-Gomara et al., 2004) (Figura 2)

No. of deaths per 100000
population

Poos [Jr0199

Posos 0499
O119  Pso99
249  [JJ100-1999
599 200500 )
Figura 2. Estimacion de la mortalidad por enfermedad causada por Rotavirus. Tomada de
Tate et al., 2012
Especificamente en laregion de América Latina y el Caribe, previo a la vacunacion, se estimo
que el rotavirus causaba alrededor de 75,000 hospitalizaciones, en esta zona, el tipo mas
comun de rotavirus era G1 (Guzman et al., 2021). En México el Instituto de Diagnostico y
Referencia Epidemioldgicos (INDRE) se han encargado de Ilevar un seguimiento tanto de los
genotipos predominantes, asi como el nimero de casos, en donde reportan que, del afio 2000

a 2014, el genotipo de rotavirus mas comudn es G1 (Gémez y Carrién, 2019)
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1.1.4 Replicacién

Una de las propiedades clave para el éxito del rotavirus como patégeno gastrointestinal, es
la capside de triple capa, lo cual le confiere estabilidad, esto le facilita la transmision fecal-
oral y la internalizacion del virus al intestino delgado donde infecta a los enterocitos maduros
de las puntas de las vellosidades. Los RV tienen un tropismo celular especifico, infectando
principalmente las células epiteliales maduras del intestino delgado (IEC, del inglés

“intestinal epithelial cells”) (Dormitzer et al., 2002).

La replicacion vial tiene como paso inicial la unién del virus a receptores especificos, que se
da por la interaccion de TLP mediante VP4 con receptores celulares de unién, que incluyen
acido sialico (SA) ubicado en las posiciones terminales o subterminales. Por accion de
digestion proteolitica por tripsina, VP4 de la capa externa sufre escision, lo que resulta en la
generacion de los fragmentos VP5* y VP8*. Posteriormente, VP8 y VP7 interaccionan con
una variedad de correceptores e integrinas (02p1, a4pl, avp y axp2) y hsc70, ubicados en
microdominios lipidicos de la membrana celular (Suzuki 2019). Se desconoce si las
interacciones tienen un orden o si ocurren secuencialmente, ademas no todas las cepas de RV
requieren integrinas, pero si es necesaria la union a hsc70 (Arias et al. 2015). La union de
RV a la superficie de las células estd mediada también por sialoglicanos, como los
gangliosidos GM1 y GM1a y los antigenos del grupo sanguineo del huésped (HBGA), esta
Gltima interaccion depende del genotipo de RV (Bohm et al., 2015; Hu et al., 2015; Huang
etal., 2012). Después de la unién de RV a los receptores de las células, los RV se internalizan
por vias endociticas dependientes o independientes de clatrina, segun la cepa del virus (Arias
et al. 2015). La mayoria de los RV, incluida las cepas humanas (Wa, DS-1, WI69, nar3) y
animales (UK, YM, SA11.4S), ingresa a la célula mediante endocitosis mediada por clatrina.
Estudios recientes mostraron que la proteina VP4 define la via endocitica utilizada (Diaz et
al., 2014)

Posterior a la endocitosis, la disminucién de calcio en los endosomas promueve la liberacion
de VP7,y se cree que VP5 sufre un reordenamiento (conformacién plegada), lo que conduce
a una interaccion de un dominio hidréfobo de esta subunidad con la membrana endosomal

ocasionando su ruptura. Las particulas de doble capa (DLP) son liberadas en el citoplasma,
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el complejo de polimerasa (VP1y VP3), se activan para transcribir ARN de sentido positivo
(11 segmentos de ARN bicatenario). Para iniciar la replicacion, la polimerasa VVP1 debe estar
unida a la proteina VP2, esta interaccion es requerida para la activacion enzimatica de VP1.
Los canales de clase | en los vértices del RV aumentan de didmetro, lo que permite la
liberacion del RNA de cadena sencilla (ARNSss). Cuando ya se ha realizado la transcripcion,
los NSP de RV llevan a cabo los pasos de replicacion del genoma y el ensamblaje viral
(Pesavento et al., 2006)

La replicacion y el empaquetamiento del genoma viral en las capsides virales se lleva a cabo
en zonas especificas del citoplasma Ilamadas, viroplasmas, que se forman en una etapa
temprana de la infeccion. Son estructuras grandes, densas, no unidas a la membrana, ricas en
ARN vy proteinas virales (VP1, VP2, VP3y VP6) y proteinas no estructurales (NSP2, NSP5
y NSP6). Los ARNSs liberados sirven como plantilla para la traduccion de las proteinas de
RV o quedan retenidos en el viroplasma para ser empaquetados en nuevas particulas virales.
Se tiene poca informacion sobre las estructuras de los primeros intermediarios de ensamblaje,
una de las razones es el hecho de que en el viroplasmas donde se encuentran no pueden
resolverse mediante microscopia electronica (Long, 2017). NSP2 y NSP5 colocalizan
alrededor de la transcripcion de DLP y son necesarios para la nucleacion del viroplasmay la
replicacion del virus. NSP5 se autoasocia e interactua con ARN y NSP2. Las interacciones
de NSP5 y NSP2 sugieren que el viroplasma se forma como grandes redes disefiadas para
secuestrar ARN virales y proteinas de capside para ensamblar nuevos viriones. Los ARN (+)
de RV en viroplasma se empaquetan selectivamente en nucleos de VP2 y VP1 replica el
genoma de ARN de doble cadena (Suzuki, 2019)

El proceso mediante el cual la particula de ensamblaje penetra la membrana del reticulo
endoplasmatico (RE) para adquirir su capa externa, es de los menos comprendidos. La
superficie de unién al RE tiene una superficie lisa, mientras que la zona que no se une, es
irregular. La perforacion de la membrana del RE es causada por un mecanismo desconocido
llevado a cabo por la interaccion entre NSP4 y VP6. Observaciones por EM sugieren la
formacion de un complejo hetero-oligomérico entre NSP4, VP4 y VP7; estas dos Gltimas se

pliegan sobre las DLP y dan como resultado la TLP (Trask y Dormitzer 2006). Dado que la
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superficie de TLP se asocia al RE mediante VP7, es necesario que las particulas se
desprendan. Este mecanismo preciso no se comprende del todo (Suzuki, 2019). El ciclo de

infeccion termina cuando RV es liberado por lisis de la célula huésped (Figura 3)
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Figura 3. Ciclo de replicacion del Rotavirus. Tomada de Crawford et al. 2012

1.1.5 Patogénesis

1.1.5.1 Infeccion intestinal por RV

Después de la transmision fecal-oral del RV, la infeccion es iniciada en el intestino, la
gravedad y la localizacién de la infeccion intestinal por rotavirus varia entre las especies
animales; sin embargo, los cambios patoldgicos se limitan casi exclusivamente al intestino
delgado. La infeccion puede presentarse de manera asintomatica o sintomatica. El resultado
de la infeccion se ve afectado por factores virales y del huésped. El desarrollo de la infeccion
depende de la edad del huésped, en el caso de los recién nacidos infectados por RV rara vez
presentan una enfermedad sintomatica. La proteccidn puede estar dada por la transferencia
de anticuerpos maternos a través de la placenta. RV puede infectar adultos, sin embargo, la
enfermedad sintomatica grave es relativamente poco comun. La virulencia del RV es
multigénica y se ha asociado con genes que participan en procesos como la replicacion del

ARN viral (gen 3), replicacion de la capside externa (genes 4 y 9), antagonismo de interferén
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por NSP1 (gen 5) asi como el gen que codifica la endotoxina NSP4 (gen 10) (Greenberg y
Estes., 2009)

La manifestacion clinica principal de la infeccion por RV es la diarrea en lactantes y nifios
pequefios. Algunas de las caracteristicas de la diarrea inducida por RV y que son distintivas
de la diarrea inducida por las bacterias es que se observa poca inflamacién en el intestino, no

es sanguinolenta y ademas dura poco tiempo (Greenberg., 2009)

1.1.5.2 Fisiopatologia de diarrea por RV

Los enterocitos que recubren el intestino delgado generalmente se dividen en dos tipos:
enterocitos y células de las criptas. Los enterocitos son células maduras no proliferantes que
cubren las vellosidades y tienen funciones digestivas o de absorcion. La absorcién ocurre por
difusion pasiva de los solutos a lo largo de gradientes electroquimicos u osmoticos, como por
transporte activo. El epitelio que recubre las criptas es el progenitor de los enterocitos en las
vellosidades. Las células de la cripta carecen de microvellosidades bien definidas y de la
funcidn de absorcion y secretan activamente iones CI™ hacia la luz intestinal. La actividad
combinada de ambos tipos de células resulta en el flujo bidireccional de electrolitos y agua a

través del epitelio (Raming, 2004)

El conocimiento sobre la fisiopatologia del rotavirus deriva principalmente de modelos
animales. Los RV se replican en los enterocitos maduros que no se dividen, esto sugiere que
los enterocitos diferenciados expresan factores necesarios para una eficiente infeccion y
replicacion. En general se considera que la diarrea es malabsortiva, posterior a la destruccion
de los enterocitos. La malabsorcion da como resultado el paso de mono y disacaridos,
carbohidratos, grasas y proteinas no digeridos hacia el colon. Se ha propuesto también un
factor secretor de la diarrea, basado en niveles elevados de prostaglandina E, la secrecion de
5-hidroxitriptamina (5-HT o serotonina) mediada por la infeccion por RV puede activar vias
de sefializacion que inducen diarrea y vomitos (Hagbom et al 2011). Adicionalmente, NSP4
0 ciertos péptidos de esta, tienen actividad similar a toxina e inducen diarrea cuando se
inoculan en ratones. Por tanto, la diarrea por RV es multifactorial, resultado de efectos

directos de la infeccion, efectos indirectos y la respuesta del huésped. De tal modo que la
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diarrea inducida por rotavirus tiene dos mecanismos propuestos: diarrea osmotica, por mala
absorcién y diarrea secretora, debido a los efectos de NSP4 y activacion del sistema nervioso
entérico (SNE) (Crawford et al 2017)

1.1.5.3 Induccidn de diarrea por RV

El paso inicial que provocara la diarrea es la union del RV a los enterocitos del intestino
delgado, esta unién es mediada por diversos receptores. Una vez que el virus es internalizado
y ha perdido su céapside externa, las proteinas virales comienzan a transcribirse, por lo cual
aumenta la concentracion de estas. Los eventos intracelulares relacionados con NSP4,
provocan la liberacion de Ca?* del reticulo endoplasmatico, el aumento de la concentracion
de Ca?* desencadena alteraciones en el citoesqueleto, disminucion de la expresion de
disacéridos y otras enzimas en la superficie celular, inhibicion en los sistemas de co-
transporte de Na* y, finalmente, necrosis. NSP4 puede liberarse a través de una via secretora
no clésica (Brunet et al., 2000). NSP4 irrumpe las uniones estrechas, permitiendo el flujo de
agua y electrolitos, también se une a un receptor especifico en la célula y desencadena una
cascada de sefializacion a través de fosfolipasa (PLC) e inositol trifosfato (IPs) que da como
resultado la liberacion de Ca”* y, por tanto, un aumento de su concentracion que activan los

canales de cloruro dependientes de calcio (Hyser et al.,2010)
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Figura 4. El panel A. Representa eventos en el epitelio infectado. B) Arquitectura normal del
intestino delgado, enfatizando el SNE y sus ganglios en diferentes niveles submucosos, C) Arco
reflejo del SNE que recibe sefiales del epitelio y vellocidades y activa el epitelio de la cripta.
Tomada de Raming 2004
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La activacion de estos canales provoca secrecion excesiva de iones cloruro en la luz
intestinal, creando un gradiente osmético que facilita el transporte de agua hacia el intestino,
lo que da lugar a diarrea secretora. NSP4 puede estimular el SNE, lo que a su vez provoca
un aumento de la concentracion de Ca?* lo que induce la secrecion de Cl-(Lundgren y
Svensson., 2003). El aumento de calcio intracelular puede inducir la secrecion de 5-HT de
las células entero-endocrinas en humanos y ratones, lo que puede activar los nervios entéricos
que inervan el intestino delgado y conducir a la motilidad intestinal (Raming, 2004) (Figura
4)

1.2 Sistema inmune de mucosas

El sistema inmune de las mucosas (SIM) proporciona una interfaz de defensa al interactuar
directamente con el medio ambiente exterior, abarcando gran area de superficie, estas cubren
cavidad oral, tracto respiratorio, cavidad ocular, cavidad del oido y tracto genitourinario
(Holmgren y Czerkinsnky 2005). Brinda proteccion contra organismos patdgenos a la vez
gue mantiene un estado de tolerancia contra las bacterias comensales y los antigenos
ingeridos en alimentos, adicionalmente tienen diversas tareas como absorcion, transporte de
macromoléculas y funciones secretoras. EI SIM tiene un funcionamiento independiente como
un organo inmunitario diferente del sistema inmune sistémico, sin embargo, ambos
comparten una variedad de mecanismos de proteccion, ampliando asi la posibilidad de

mantener la homeostasis (Fujihashi y Mc Ghee 2012)

El SIM esté constituido por una red de tejidos interconectados, y a su vez compartimentado,
cuenta con células linfoides y no linfoides, moléculas efectoras como anticuerpos,
quimiocinas, citocinas, células presentadoras de antigeno (CPA) como macrofagos, células
dendriticas (CD), células dendriticas foliculares (CDF), células B y T (Brandtazae., 2009).
Todas ellas se distribuyen en varios tejidos linfoides asociados a mucosas (MALT, del inglés,
“mucosal-associated lymphoid tissues™), la red de mucosas es conformada por GALT (del
inglés, “gut-associated lymphoid tissue™), BALT (del inglés, “bronchoepithelium and lower
respiratory tract”), NALT (del inglés, “nasopharynx associated lymphoid tissue”) y LALT
(del inglés, “Larinx associated lymphoid tissue™) (Fujihashi y Mc Ghee 2012 ). Estructural

y funcionalmente los tejidos de las mucosas se dividen en sitios para la captacion y
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procesamiento de antigenos llamados “sitios inductores”, en donde los antigenos extraidos
de las superficies de las mucosas estimulan los linfocitos T y B, y “sitos efectores”, donde
las células efectoras después de la extravasacion, retencion y diferenciacion, realizan su
accion (Neurath et al., 2001)

Mucosal inductive site Mucosal effector site
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Figura 5. Sitios inductores y efectores del sistema inmune de mucosas. Tomado de
Brandtazae et al.,2007

Los sitios inductores estan constituidos por MALT, especificamente GALT, NATL y nodos
linfaticos (NL), estos sitios estan equipados con células que muestrean antigenos, un tipo de
célula que cumple con esta funcion son las llamadas “microfold” o células M, las cuales
fagocitan microorganismos y antigenos a través de la superficie epitelial para posteriormente
ser procesados por las CPA e iniciar la respuesta inmune (Neurath et al., 2001). Las células
M cuentan con microvellosidades cortas, glicocalix reducido y una membrana basolateral
profundamente invaginada, estas caracteristicas facilitan la transcitosis de los antigenos, sin
embargo, esta ruta puede ser una oportunidad de invasion para varios patogenos (Whershil y
Furuta., 2007). En cuanto a los sitios efectores, incluyen regiones de GALT, tracto
reproductor femenino y tejidos secretores (mamario, lagrimal, salival, etc.), cuentan también
con células efectoras especificas de antigeno, células B y T de memoria (Fujihashi y Mc
Ghee 2012)
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Cuando las CPA captan un antigeno migran por medio de los vasos linfaticos a los NL donde
se convierten en células activas y estimulan las células T. Las células T y B naive entran en
MALT y en ganglios linféaticos a través de vénulas del epitelio alto (HEV), después de estar
preparados para convertirse en células T y B de memoria/efectoras, migran desde MALT y
los ganglios linfaticos a través de la linfa y el torrente sanguineo para su posterior
extravasacion a los sitios efectores, como la ldmina propiay el pulmon, donde pueden inducir
respuestas inmunitarias. Este proceso es dirigido por un conjunto de moléculas de adhesion
y quimiocinas expresadas en la microvasculatura, ejerciendo asi en las células endoteliales

un direccionamiento local (Brandtazae, 2009)

1.2.1 Respuesta inmune innata en mucosas

La primera linea de defensa ante infecciones es la inmunidad innata, que cuenta con barreras
de superficie, células fagociticas (p. ej., granulocitos y macréfagos) y CD, los cuales evitan
la invasion y persistencia de agentes extrafios dentro del tejido, también consta de barreras
fisicas (revestimiento epitelial, moco), peristalsis, factores quimicos (pH, péptidos
antimicrobianos), la respuesta se caracteriza por efectuarse con rapidez y no genera memoria
ante una nueva exposicion. Ante una posible invasion por algin microorganismo, la respuesta
innata inicia con la deteccion de estructuras conservadas presentes en varios
microorganismos (lipopolisacaridos, acidos teicoicos, flagelina, ARN viral ds, y motivos
CpG no metilados en el ADN) pero que no estan presentes en las células de mamiferos; se
pueden reconocer tambien células del huésped dafiadas (Brandtazae et al.,2007). Los
productos microbianos que activan la inmunidad innata reciben el nombre de patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMP’s, del inglés, “pathogen-associated molecular
pattern”) y los receptores celulares que se unen a estas estructuras conservadas se denominan
receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del inglés, “pattern recognition receptor”).
Los PRR’s se clasifican en: receptores tipo Toll (TLR, del inglés, “Toll like receptor”),
receptores similares a RIG-1 o RLR (del inglés, “RIG-I like receptors™), receptores que
contienen el dominio de oligomerizacién de unién a nucledtidos (NOD, del inglés,

“nucleotid-binding oligomerization”) (Dwivedy y Aich 2011), los cuales pueden ser
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clasificados de acuerdo a su afinidad al ligando, funcién o ubicacion celular (Jensen y
Thomsen 2012). La activacion de los PRR puede facilitar la captacion de los patégenos por
las células o puede transmitir sefiales (como la activacion de NF-kB) para activar la
produccion de citocinas y quimiocinas, funciones antimicrobianas, proinflamatorias o
estimular a células T para inducir respuestas. Es importante remarcar la funcion de las CD
como puente entre la inmunidad innata y la adaptativa, ya que ciertos subconjuntos de estas
inducen la sintesis de IgA en las células B y funcionan como CPA para iniciar las respuestas
dependientes de células T (Tezuda y Ohteki 2019)

1.2.2 Respuesta inmune adaptativa en mucosas

Los linfocitos B se desarrollan en la médula 6sea, donde producen sus receptores, esto
proporciona la capacidad de conocimiento de antigeno. Las células B son muy importantes
en lainmunidad de mucosas, especialmente como productoras de IgA secretora, el anticuerpo
mas abundante en ratones y humanos (Lockhart et al.,2022). Las células B que migra a
lamina propria, maduran para convertirse en células plasmaticas productoras de IgA
(Whershil y Furuta., 2007). Las células plasmaticas (PC, del inglés, “plasma cells”) también
llamadas células B efectoras, son productoras de anticuerpos, secretando miles de estas
moléculas por segundo (Wang et al.,2019). Las PC producen IgA secretora (SIgA) en forma
dimérica, unidos por una cadena J, se ubican principalmente en la lamina propia,
posteriormente se transportara a través de las barreras epiteliales después de unirse al receptor
polimérico de inmunoglobulina (pIgR) ubicado en la cara basolateral de las células
epiteliales. La liberacion de IgA da lugar a IgA secretoras con especificidad para varios
antigenos que se encuentran en los sitios inductivos de la mucosa (Fujihashi y Mc Ghee
2012). La IgA secretora actla para evitar que los antigenos luminales, los microorganismos,
proteinas extrafias, toxinas y microorganismos penetren la superficie de las mucosas
(Whershil y Furuta., 2007)

Por otro lado, el procesamiento de los antigenos proteinicos por las CPA genera fragmentos

por accion proteolitica, para producir péptidos que se uniran y seran presentados a las células

T por las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés “major
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histocompatibility complex™), el cual consta de un conjunto de genes dispuestos dentro de
un segmento de ADN en el cromosoma 6 en humanos y en el cromosoma 17 en ratones, estos
codifican para proteinas de membrana las cuales desempefian funciones en el reconocimiento

intercelular y la diferencia entre lo propio y extrafio (Kindt et al., 2007)

Existen dos tipos principales de moléculas de MHC

a) MHC clase I: Proteinas de membrana presentes en la mayoria de las células
nucleadas, se unen a péptidos derivados del citoplasma celular; su principal
funcion es la presentacion de antigenos peptidicos (8 a 10 aa) a células Tc
(linfocito T citotoxico) (Abbas et al., 2004), estos linfocitos expresan la molécula
CD8 vy reconocen y destruyen células anfitrionas infectadas por virus u otros

microorganismos intracelulares (Kindt et al., 2007)

b) MHC clase Il: Proteinas de membrana que se expresan principalmente en las
CPA (macrofagos, CD y células B), se unen a péptidos (14 a 25 aa) derivados de
proteinas extracelulares que se interiorizan en vesiculas fagociticas o endociticas;
presentan péptidos antigénicos a las células Th (linfocito T helper) (Abbas et al.,
2004), estos linfocitos expresan la molécula CD4 y tienen funciones efectoras que
consisten en activar los macréfagos durante respuestas inmunitarias celulares y
favorecer la produccion de anticuerpos por los linfocitos B en respuestas
humorales (Kindt et al., 2007)

1.2.3 Anatomia de GALT

El tracto gastrointestinal se enfrenta diariamente a una carga antigénica enorme, ya que la
cavidad oral es una puerta de entrada para microbios, alimentos y sustancias extrarias, las
cuales pueden alterar la homeostasis, por lo cual la participacion del sistema inmune
inherente a la mucosa es indispensable para la proteccion de este entorno (Wu et al., 2014).
El sistema inmunitario de la mucosa asociado al tracto gastrointestinal o también Ilamado

tejido linfoide asociado al intestino (GALT) es capaz de discriminar entre patogenos y

-21-



antigenos alimentarios, esta capacidad de mantener un estado de falta de respuesta es llamado
“tolerancia oral” (Whershil y Furuta., 2007). El epitelio intestinal es el eje central de la
inmunidad de las mucosas y es la segunda barrera fisica mas extensa en el cuerpo humano,

se estima que el intestino contiene aproximadamente el 70% de la poblacion de linfocitos del
cuerpo (Suarez et al., 2021)

GALT cuenta con diversos tipos de células (estructurales e inmunitarias) con varias
funciones, esto le otorga gran eficiencia como barrera fisica y quimica (Suarez et al., 2021).
Entre las células presentes en GALT se encuentran, células B, células T, células dendriticas,
celulas M, células de Paneth y linfocitos intraepiteliales (Whershil y Furuta., 2007). Al igual
que MALT, GALT se puede dividir en sitios inductores, constituidos por las placas de Peyer
(PP), ganglios linfaticos mesentéricos (GLM, del inglés, “mesenteric lymph node™), foliculos
aislados mas pequefios Yy sitios efectores, constituidos por linfocitos dispersos en el epitelio
y ldmina propria (LP) (Mowat., 2003)
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Figura 6. Estructura de la mucosa gastrointestinal. Tomado de Whershil y Futura., 2008

A continuacion, se describiran los principales componentes celulares y tejidos de GALT.

-22-



PP: Son agregados linfoides macroscopicos que se encuentran debajo de la mucosa a lo largo
del intestino delgado. Estan compuestas sobre todo por linfocitos B, son los sitios inductores
de IgA mas importantes (York y Marca, 2017) y en menor cantidad por linfocitos T (Abbas
et al., 2004) ademas de CD. Espacialmente, las PP estan separadas de la luz intestinal por
FAE y una capa de epitelio inmediatamente debajo conocida como cupula subepitelial (SED,
del inglés, “associated sub-epithelium dome”) (Mowat., 2003). Mediante un estado de
exposicion constante al antigeno, las PP exhiben una actividad de centro germinal (GC) que
contribuyen a la produccion de IgA especifica de antigeno (Reboldi et al., 2016), esto se lleva
a cabo por la influencia de sefiales intracelulares de las CD, células T y la produccién de
citocinas como TGF- e IL-10 (Whershil y Furuta 2007)

GLM: Son los ganglios linfaticos méas grandes del cuerpo, se distribuyen en la pared del
intestino delgado y grueso, en conjunto con las PP funcionan como sitos para la interaccion
y activacion de las células inmunitarias (Mowat, 2003). Las CD migran desde los tejidos
intestinales hacia los MLN, donde presentan antigenos y controlan el desarrollo, migracién

y diferenciacion funcional de las células del sistema inmune adaptativo (Houston et al., 2015)

LP: Ubicada debajo del epitelio intestinal, contiene una poblacion residente de linfocitos T
CD4 y CD8, células plasmaticas, macréfagos, CD y eosindfilos (Berin y Chehade., 2010),
participa tanto en la inmunidad innata como en la inmunidad adaptativa mediante la
realizacion de varias respuestas efectoras (secrecién de citocinas, IgA, quimicocinas,

proteasas y hormonas) (Suarez et al., 2021)

Células linfoides innatas (ILCs, del inglés, “innate lymphoid cells”): Grupo de linfocitos,
su funcion une las respuestas innata y adaptativa en la inmunidad de las mucosas, son células
de respuesta rdpida y producen citocinas a pocas horas de su activacion, regulan la
homeostasis a través de interacciones con otras células estructurales y células del estroma en
las barreras epiteliales intestinales. Son células residentes en los tejidos, sin embargo,
también se pueden encontrar en la periferia (tejido pulmonar y piel). ILC también juegan un
papel en el desarrollo prenatal de GALT, ya que después del nacimiento, estas células

responden rapidamente a bacterias intestinales comensales y patdgenas, parasitos y
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componentes alimentarios mediante la produccién de citocinas como 1L-22, IL-17 o IL-13,
contribuyendo asi a la formacién y funcion de GALT (Fan et al., 2019)

Células epiteliales intestinales: (IEC, del inglés, “intestinal epithelial cells”). Constituyen
la mayor parte de la barrera intestinal, proporcionan defensa adicional ante invasores
microbianos, este epitelio contiene células especializadas, como las células de Paneth, células
calciformes, células de globet, células M y esta protegido por una capa de moco, las IEC
también transportan activamente IgA, secretados por las células plasmaticas en la mucosa
(Fan et al., 2019). Las IEC detectan microbios mediante la expresion de receptores innatos
(Allaire et al., 2018), producen citocinas y quimiocinas, asi como hormonas que sirven como
moduladores del S.I. y del sistema nervioso en el intestino (Goto, 2019). Las IEC también
responden a factores producidos por las células inmunitarias, esto ayuda a regular la

proliferacion y diferenciacion de estas (Kong y Zhang 2018)

Células M(microfold): Estan ubicadas en el epitelio asociado al foliculo (FAE, del inglés,
“follicles associted epithelium”), se encargan de la captacion de antigenos y transportarlos a
través de su membrana basolateral por transcitosis, este proceso facilita la captacion del
antigeno por CD, macrofagos y células B para iniciar las respuestas inmunitaria, expresan

receptores TLR y son capaces de producir citocinas y quimiocinas (Kobayashi et al., 2019)

1.2.3.1 Linfocitos intraepiteliales intestinales (ilEL, del inglés, “intestinal intraepithelial
lymphocytes”)

Son un subconjunto de linfocitos de la mucosa, residen en el epitelio intestinal por encima
de la membrana basal intercalada en las IEC (Whershil y Furuta 2007). En el epitelio del
intestino delgado se estima que hay entre 25 y 50 millones de ilEL. Los ilEL conservan la
integridad de la barrera intestinal al controlar la renovacion y reparacion del epitelio,
intervienen en interacciones homeostéaticas con la microbiota, nutrientes y en la defensa del
huésped contra patogenos (Van y Olivares 2018; Cheroutre et al., 2011). Los IEL se dividen
en distintos grupos heterogéneos con diversas funciones, se han identificado dos grupos
principales de linfocitos en funcion de su modo de seleccién en el timo y la expresion del
receptor de células T (TCR, del inglés, “T-cell receptor”) off y yd (Sheridan y Lefrancois,

2010). Estos subconjuntos de IEL estan presentes tanto en humanos como en ratones
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(Mayassi 2018). Dentro de las funciones que comparten todos los linajes de IEL se encuentra
la actividad citolitica, pueden expresar citocinas como IL-12, IL-15 e IL-18 (las cuales acttan
de forma autocrina conduciendo al mantenimiento, reclutamiento y activacion de IEL) y
citocinas efectoras como IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-17 e 1L-22 (Vandereyken et al., 2020; Van
y Olivares 2018)

IEL convencionales; También llamados IEL-a, inducidos o adaptativos, expresan el receptor
de células T aff (TCR of) y los correceptores CD4 o CD8af, tienen un fenotipo efector de
memoria (CD2*, CD5*, CD28*-, CTLA4*-, CD44*, LFA*) se desarrollan a partir de
linfocitos dobles positivos (DP; CD4*CD8") y estan restringidos por el MHC clase 1 y II.
(Qui y Yang, 2013). Estos linfocitos adquieren propiedades efectoras después del
reconocimiento de antigenos extrafios (su numero es limitado en las primeras etapas de vida),
la acumulacion progresiva de IEL convencionales en el S.I de la mucosa permite el desarrollo
de un repertorio inmunitario casi personalizado (Mc. Donad et al., 2018; Cheroutre et al.,
2011). Después de la activacion en los ganglios linfaticos o la LP migran al epitelio intestinal,
una vez ahi protegeran la barrera de la mucosa, ya sea como células efectoras o como células
T residentes (Van y Olivares, 2018)

IEL no convencionales: También llamados IEL-b, naturales o innato, expresan TCRaf} o
TCR v, expresan homodimeros de CD8aa, no expresan CD4, CD8, CD2 y CDS5, varios IEL
no convencionales coinciden con la expresion de moléculas expresadas por células NK como;
CD16 y CD22, por ultimo, expresan con frecuencia un complejo de CD3. Obtienen
propiedades efectoras después de la estimulacion por antigenos propios, por lo que estan
presentes desde el nacimiento y disminuyen con la edad (Mc. Donad et al., 2018; Cheroutre
et al.,2011), se denominan de tipo innato por su capacidad de ser activados por citocinas y
ligandos-receptores del eje innato de manera independiente del TCR. Estos IEL de tipo innato
comprenden hasta el 80% de IEL murinos, en humanos representan del 5 al 30%
(Vandereyken et al.,2020). El subconjunto de IEL TCR y8 pueden producir citocinas
proinflamatorias IFN-y, TNF-a, citocinas antiinflamatorias TGF-f3 e IL-10, IL-13 y grazimas.

Varios linfocitos no convencionales expresan marcadores de activacion como CD44 y CD69,
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a pesar de ello, estos linfocitos residen en el tejido y por consiguiente no recirculan (Van 'y
Olivares, 2018)

1.2.3.2 Migracion de los IEL hacia el intestino

Las moléculas de adhesion, asi como los compuestos quimio atrayentes de leucocitos, dirigen
el trafico de las células del sistema inmune. Combinaciones especificas de receptores dirigen
a los IEL asitios anatémicos particulares, el trafico selectivo proporciona un mecanismo para
segregar la respuesta inmunitaria y el conocimiento de estos mecanismos representa un
objetivo para la manipulacion de las respuestas inmunitarias. Las CD del tejido linfoide
asociado a GALT metabolizan la vitamina A de los alimentos en acido retinoico, lo que
induce a las células T a expresar receptores de localizacion intestinales a4p7 y CCR9 y

suprime la expresion de ligandos asociados a otras regiones (Parra et al., 2014)

Para iniciar una respuesta inmune protectora contra rotavirus, los linfocitos IEL virgenes
migran a través del torrente sanguineo mediante las vénulas endoteliales altas (VEA)
asociadas a las PP, estas expresan MAdCAM-1, los IEL virgenes expresan L-selectina
(CD62L) la cual reconoce a MAJCAM-1, presentes en las vénulas, de esta manera se reclutan
los linfocitos en la PP. Luego se da el reconocimiento de CCR7 de los IEL virgenes con los
receptores CCL21/CCL19 presentes en células de VEA, esto refuerza la adhesion al endotelio
para después migrar hacia el interior de PP y GLM, donde entran en contacto con CD
activadas que presentan los antigenos en contexto MHC Il. Las células activadas por
reconocimiento del antigeno inician el proceso de activacion, proliferan, pierden la expresion
de CD262L y aumenta la expresion de a4p7 y CCR9 (Mora et al., 2008). Posteriormente, las
IEL regresan al torrente sanguineo por las vénulas eferentes, ahora estas células expresan un
patron de migracion a4p7/MAdCAM-1y CCR9/CCL25, asi como receptores para residir en
VEA (P/E selectina) (Mora et al., 2008). En el momento que los linfocitos efectores retornan
al intestino se encuentran con una poblacién de CPA conformada por macréfagos, CD y
células B. La interaccion secundaria con el antigeno desencadena una respuesta mas rapida
y potente por parte de las IEL efectoras, la cual promueve la produccion de diversas citocinas

y promueve la expansion clonal de células Ty B (Parra, 2014)
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1.2.4 Respuesta inmune en GALT

1.2.4.1 Respuesta inmune innata en GALT

El epitelio esta protegido por una capa de mucina, una glucoproteina secretada por las células
calciformes, las proteinas de union celular, como claudina, ocludina 'y ZO-1, determinan la
permeabilidad de los solutos en las IEC. Los IEC participan en la respuesta inmune intestinal
a través de la secrecion de péptidos antimicrobianos, citocinas y quimiocinas (Ruth y Field,
2013). Ocasionalmente, los antigenos pueden infiltrarse en la barrera epitelial e invadir la
mucosa, sin embargo, son detectados mediante sensores inmunoldgicos (Kinnebrew y Pamer
2012). Como se menciond anteriormente, los receptores que participan en la respuesta innata
contra patégenos son los PRR, activamente los TLR, RLR y NLR participan en la respuesta
en GALT (Lockhart et al., 2022)

Los TLR son receptores de glicoproteina transmembranales que estructuralmente cuentan
con una region extracelular N-terminal que contiene multiples repeticiones (de 20 a 27) ricas
en leucina (LRR, del inglés, “leucine-riach repeat”), formando una estructura de herradura
los cuales contienen motivos de glicanos que sirven de sitios de union para los antigenos
(Akira et al., 2006), poseen también un dominio transmembrana y un dominio intracelular
C-terminal, este ultimo muestra similitud al receptor de interleucina-1 (IL-1R, del inglés,
“intercelullar-toll intrleukina 17), el cual media la sefializacion downstream posterior a la
activacion del receptor (Akira y Takeda, 2004; Bowie y O’ Neill 2000; El et al., 2019). Los
tipos de ligando para los TLR’s varian entre &cidos nucleicos hidrofilicos, lipidos hidréfobos,
compuestos pequefios y macromoléculas (Wang et al., 2015). Se conocen 10 tipos de TLR
en humanos y 13 miembros en raton (Yamammoto y Takeda 2010). Las principales
propiedades que diferencian a los TLR, son la localizacion subcelular, el ligado que

reconocen y las vias de transduccion de sefiales (Singh et al., 2014)
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Figura 7. Ligandos que activan a los TLR’s.Tomado de El et al.,2019

Los receptores similares a RIG-1 o RLR (del inglés, “RIG-I like receptors™), son sensores
citosolicos que se expresan de manera ubicua en todos los tipos de células para reconocer
ARN viral, (Liu et al., 2017), esta familia de proteinas abarca 3 miembros: el gen I inducible
por &cido retinoico (RIG-I, del inglés, “retinoic acid-inducible gene 1”), la proteina asociada
a la diferenciacion de melanoma 5 (MDAJ, del inglés, “melanoma differentiation-associated
protein 5”) y la proteina LGP2 (del inglés, “Laboratory of Genetics and Physiology 2”)
(Rhewinkel y Gack 2020), todos los RLR cuentan con un dominio CTD (del inglés,
“carboxy-terminal”) que toma parte en el reconocimiento del ARN y un dominio helicasa
central DECH-box que intervienen en la hidrolisis de ATP. RIG y MDAGS cuentan con un
dominio de reclutamiento de caspasas (CARD, del inglés, “caspase activation and recruiment
domain”), LPG2 carece del dominio CARD. Una vez activados estos sensores, las cascadas
de sefializacién conducen a la induccién de la transcripcién de genes que codifican para IFN

| y otros genes inmunitarios (Suarez y Buelvas 2015)
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En cuanto a los receptores NOD o receptores similares a NOD (NLR, del inglés, “NOD-like
receptors”), son proteinas citosolicas que regulan las respuestas inflamatorias y apoptoticas,
tienen importancia también en la defensa antiviral. Los NLR contienen un dominio C-
terminal, LRR, que sirve como region de union al ligando, un dominio central NATCH, el
cual media la activacion y oligomerizacion, y un dominio N-terminal responsable de la
sefializacion downstream, el cual puede consistir en CARD o un dominio de pirina (PYD,

del inglés, “pyrin domain”) (Fritz et al.,2006)

Las CD expresan un repertorio diverso de TLR en la mucosa intestinal, la activacion de las
CD estimula la secrecién de citocinas y quimiocinas e induce la migracion de las CD a los
ganglios mesentéricos donde generan respuestas de IgA especificas. Los neutrofilos cumplen
la funcién temprana de defensa al fagocitar microbios y producir factores microbicidas en
respuesta a la deteccion de moléculas microbianas a traves de TRL o NOD (Kinnebrew y
Pamer 2012). Los macrofagos destruyen eficazmente los microorganismos fagocitados
mediante la generacion de superdxido y oxido nitrico, sin necesidad de la secrecion de
citocinas proinflamatorias, con lo cual se mantienen con niveles minimos de inflamacion.
Una adaptacion funcional adicional es la deficiencia de receptores RRP, por lo cual en LP

los macréfagos no responden a LPS y otros patrones moleculares (Schenk, 2007)

1.2.4.1.1 Citocinas en respuesta inmune en GALT

Las citocinas (del griego cito-, “célula”, y kinein, “moverse”) son un conjunto de proteinas
de bajo peso molecular (<40 kDa) que participan en la comunicacion celular, mediante la
unién a receptores ubicados en la membrana celular, pueden ejercer su accién autocrina,
paracrina o endocrina, las citocinas son secretadas por casi todas las células en respuesta a
diversos estimulos, para regular e influir en la respuesta inmune (Kindt et al., 2007).
Estructuralmente, las citocinas se pueden clasificar en grupos o familias, lo cual no
necesariamente describe genes comunes, si no estructuras similares, las principales familias
son; eritropoyetina, interferon, quimiocina y factor de necrosis tumoral (TNF). El término
“citocina” abarca los interferones, interleucinas, la familia de quimiocinas, factores de

crecimiento y adipocinas. También pueden dividirse en clases funcionales como factores de
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crecimiento de linfocitos, otras funcionan como moléculas proinflamatorias o
antiinflamatorias, algunas polarizan la respuesta contra el antigeno o pueden funcionar como
factores de transcripcion (Dinarello, 2007). La concentracion en la que actuan las citocinas
puede variar, por ejemplo, citocinas con accion endocrina circulan en concentraciones
picomolares, pero ante una fuerte activacion inmune pueden aumentar hasta 1000 veces

(citocinemia) (Garcia et al., 2013).

La importancia de las citocinas en el tracto gastrointestinal radica en el mantenimiento de la
homeostasis, las citocinas pueden afectar positiva o negativamente la integridad de la barrera
epitelial intestinal al influir en la proliferacion, apoptosis y permeabilidad celular. La
comunicacion entre las células epiteliales y las células inmunes de la mucosa es crucial para
coordinar las respuestas apropiadas, ya sea a través del contacto célula a célula o por la
liberacion/ reconocimiento de factores solubles (Andrews et al., 2018). Las principales

citocinas que participan en GALT se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Principales citocinas en la salud y patogenia del intestino (Tomado de Mahaparatro et al., 2021)

CITOCINA | FUENTE(S) CELULA(S) FUNCION
CELULAR (ES) BLANCO
1L-22 ILC, Th22, NK, Thi, IECs Activacion y sefializacion STAT3 y liberacion de
Th17, T CD8+, AMP
células T yo
IL-2 Células T Thi, Tregs Activacion y liberacion de STAT3/5, diferenciacion
de células T, homeostasis intestinal
INF-y ILC1, macréfagos IECs, CD, Tregs Proteccion contra patdgenos, activacion y sefializacion
de STATY, ruptura de la barrera epitelial
TGF-p IECs, CD, Treg, mast cells | Células B, Th9, Expansion de células Tregs, secrecion de IgA,
Macrofagos desarrollo de IEL, mantenimiento de uniones estrechas
IL-4 ILC2, Th2 IECs, mast cells Diferenciacion de IEC a células secretoras, proteccion
contra  parasitos intestinales, activacion de
sefializacion de STAT6
IL-10 Macrofagos, Tregs IECs Homeostasis intestinal, proliferacion de IEC
IL-17A Thi, ILC3 IECs Respuesta antimicrobiana, mantenimiento de la
homeostasis
IL-7 IECs ILC3, Tregs, Secrecion de citocinas proinflamatorias, homeostasis

células T efectoras

de IEC
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1L-18

1L-23

TNF

IL-25

GM-CSF

IL-6

IL-5

IL-9

IL-13

TSLP

IL-33

IL-11

IL-15

OMS

Areg

IL-1p

IL-12

IECs

IECs,

fibroblastos,

macro6fagos

ILC1, macréfagos

IECs

Células T, ILC3

IECs, fibroblastos,

Macréfagos

ILC2, Th2, células B

ILC2, Th9

ILC2, Th2

IECs, mast cell, CD

IECs, miofibroblastos

intestinales

Macréfagos

IECs

Células T, CD

ILC2, células T

IECs

Monocitos,
macrofagos,
CD

Th17, Tregs

IELs, ILS3, NK,
células T

IECs

ILC2, células T

Monolitos,
macrofagos,

Tregs

Thl7, IELs, IECs

IECs, células B,
eosinofilos
IECs

IECs

Th2, ILC2
ILC2, Tregs,
Th2, IEC

IECs malignos

Células T, IELs

Células estroma

IECs
Macréfagos,
Células
endoteliales
Thl

Proliferacion de IEC, regeneracion tisular, produccion
de citocinas proinflamatorias
Secrecion de citocinas proinflamatorias, contribuye a

la inflamacion cronica

Muerte de células epiteliales, migracion de células
epiteliales durante cicatrizacion y heridas, reparacion
de mucosa durante la inflamacion

Proteccion del huésped frente a helmintos intestinales,
respuesta inmunitaria tipo 11

Diferenciacion de macréfagos, secrecion de IgA por
células B, aclaramiento bacteriano, reparacion
epitelial en cicatrizacion de heridas

Proliferacion y reparacion de IEC, activacion de
STATS3, homeostasis de criptas

Diferenciacion de IECs a células secretoras, confiere
proteccidn contra infeccion por parasitos intestinales
Diferenciacion de IECs a células secretoras,
filtraciones en la barrera intestinal

Diferenciacion de IEC a células secretoras, produccion
de mucina, proteccidn contra parasitos intestinales,
activacion de sefializacion de STAT6

Respuesta inmune tipo |1, activacién de célulasBy T
Respuesta inmune tipo I, diferenciacion de IEC,
inflamacion intestinal

Activacion de sefializacion JAK/STAT, supervivencia
de células tumorales

Alteracion de la barrera epitelial, funciones
antitumorales

Secrecion de citocinas proinflamatorias, activacion de
la sefializacion JAK/STAT

Reparacion de tejido después de dafio, fibrosis

Activacion de células Ty ILC

Supervivencia y diferenciacion de células T,

proliferacion de células NK
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1.2.4.2 Respuesta inmune adaptativa en GALT

Una linea de defensa adaptativa clave es constituida por las inmunoglobulinas, debido a la
gran carga antigénica en esta region, se justifica la considerable produccion de IgA secretora.
Maés del 80% de las células plasmaticas humanas (CP) y de raton, se encuentran en el intestino
y alrededor de 80-90% de ellas producen IgA. Las CD que se han diferenciado inducen la
generacion de células plasmaticas (Schenk.,2007), estas expresan la enzima retinaldheido
deshidrogenasa que cataliza la produccion de acido retinoico, el cual induce la unién de a4p7
a su receptor de union CCR9, secretan también la proteina inductora de IgA (IGIP, del inglés,
“lgA-inducing protein”) y APRIL (del inglés, “A proliferation-inducing ligand™) que, en
conjunto con la citocina TGF-B, respaldan la recombinacion del cambio de clase de IgA,
después de la expansion clonal, la hipermutacion y la seleccion de los centros germinales en
las PP o ganglios linfaticos, los plasmoblastos regresan a la LP donde se diferencian en CP.
La IgA intestinal humana es principalmente dimérica y se compone de los subtipos IgAl e
IgA2, esta Gltima tiene una bisagra mas corta que IgAl y por o tanto, es menos susceptible a
proteasas bacterianas, lo cual justifica que las CP del intestino delgado secreten mas IgAl y

la concentracion de 1gA2 aumente desde el duodeno, ileon y colon (Spencer y Sollid 2016)

En cuanto a las células T en la mucosa del intestino, se dividen en 2 tipos, un tipo expresa
receptores de células T a:B convencionales (CD8" y CD4"), que participan en respuesta a
antigenos extrafios, el segundo tipo esta formado por células T con fenotipos inusuales TCR
v:0, las células T que expresan este receptor, son abundantes en la mucosa intestinal a
diferencia de otros tejidos, los receptores de estas células, no se unen a los ligandos peptidicos
del MHC normal, se unen a ligandos diferentes como el MHC clase IB (no polimorficas), a
contrario de las células T convencionales, varias de estas células no pasan por seleccién
negativa y positiva en el timo (Janeway et al., 2001). Algunas células T CD8" y CD4" que se
localizan en la LP, cuentan con un fenotipo de memoria dado por la expresion selectiva de la
integrina 04B7 y CCR9, las células T CD4" en LP producen citocinas como IL-4, IL-10 e
INF-y (Whershil y Futura., 2008). De igual modo, las células T CD4" participan en la
tolerancia oral, principalmente en la mucosa intestinal, las cuales se dividen en tres subtipos;
células T-helper 3 (Th3), T reguladoras 1 (Trl) y células TCD4*CD25" (Berin y Chehade.,
2010)
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1.2.5 Respuesta inmune contra Rotavirus

Diversos virus entéricos como los adenovirus, norovirus, astrovirus, sapovirus y rotavirus
causan infeccion intestinal mediante la inflamacion tisular, alterando la barrera epitelial,
provocando asi malabsorcion y diarrea (Banyai et al., 2018). La respuesta inmunoldgica ante
tales dafios ocurre principalmente dentro de la mucosa intestinal, la cual contiene una capa
de células epiteliales. Las células epiteliales intestinales son los principales objetivos de la
infeccion por rotavirus y el virus infecta solo las celulas epiteliales de las vellosidades

maduras ubicadas en el intestino delgado (Holloway y Coulson 2013)

1.2.5.1 Respuesta inmune innata contra RV

Una vez que el virus ha internalizado en el huésped, su deteccion tiene lugar a traves de
reconocimiento de patrones, ya sea intrinsecamente, por una célula infectada o por el
reconocimiento de é&cidos nucleicos citosolicos o extrinsecamente mediante el

reconocimiento de acidos nucleicos endosémicos (Lockhart et al., 2022)

Los receptores similares a RIG-1 o RLR que participan en la respuesta inmune innata contra
el rotavirus son, principalmente, RIG-1 y MDADS, RIG puede detectar RNA (ssSRNA/dsRNA)
de longitud corta a media (de 21b a 1 kb) mientras que MDAJ5 reconoce dsRNA largo (al
menos 2 kb) (Kato et al., 2008). Se reconocen ARN asociados a virus, ya que, se diferencian
de los propios (mRNA o tRNA), por tener un 5’-trifosfato expuesto (Daffis et al., 2010). Tras
la deteccion de rotavirus, se recluta a la proteina adaptadora de sefializacion antiviral
mitocondrial (MAVS, del inglés, mitochondrial antiviral) también conocida como IPS-1,
VISA o Cardif (Shet et al., 2005), la incorporacion de MAVS desencadena una cascada de
sefializacién que termina con la activacion del factor regulador de interferon (IRF, del inglés,
“interferon-regulating factor”) 3 e IRF7 y NF- «B. Estos factores de transcripcion inducen

los interferones 1 y 11, citocinas y quimiocinas de la respuesta inmune (Besch et al., 2009)
La deteccion endosomica se lleva a cabo mediante TLR, especificamente TLR3 reconoce
dsARN, TLR3 se localizan en el compartimento intracelular de macréfagos, linfocitos B, CD

maduras y se encuentran tanto intracelularmente como en la superficie de células NK, células
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epiteliales y fibroblastos, esta ausente en los neutrofilos, que disponen de otros sensores para
detectar dsSRNA (Jensen y Thomsen 2012; Vercammen et al., 2008). A diferencia de RIG-I
y MDAJ5, TLR3 difiere en la localizacién celular, especificidad con el ligando y las vias de
sefializacion downstream, lo cual dota de una via alterna para de deteccion contra rotavirus.
El dsRNA es el ligando por excelencia para TLR3, sin embargo, también puede ser activado
por ARN monocatenario (formando estructuras secundarias) del huésped o puede ser
activado por ligandos sintéticos como el &cido polirriboinosinico: polirribocitidilico
[poli(I:C)], es un analogo de dsRNA que se usa con frecuencia para imitar la infeccion viral
en estudios sobre la funcion y sefializacion de TLR3 (Dunlevy et al., 2010). Estructuralmente,
TL3 contiene, como todos los miembros de TLR, un dominio extracelular, una region
transmembranal y un dominio citoplasmatico que incluye un dominio TIR conservado
(Vercammen et al., 2008). La sefializacion downstream de TLR3 posterior al reconocimiento
de dsRNA de rotavirus, inicia con la formacion de un dimero de TLR3, ambos dominios TIR
provocan el reclutamiento del dominio TIR que contiene el adaptador que induce IFN-B
(TRIF), esto conduce a la activacion del factor regulador de interferén 3 (IRF3) e IRF7, los
cuales resultan en la activacion de IFN. TRIF activa también otros factores de transcripcion

como NF-«xB y la proteina activadora 1 (AP-1) (Holloway y Coulson 2013)

Posterior a la deteccion viral se activa la produccion de factores de transcripcion como
IRF3/7 responsables de la induccion de IFN. Los INF representan una familia de citocinas
que se clasifican en: tipo I (IFN-a/pB), tipo IT (IFN-y) y tipo III (IFN-X), también existen varios
subtipos que se clasifican en funcién de su estabilidad a pH bajo (Dowling y Forero, 2022).
IFN- v es producido por leucocitos y participa en respuesta ante infecciones microbianas, por
otro lado, IFN-o/f es producido en todos los tipos de células y tienen capacidad de restringir
infecciones virales (Burke et al., 2019). IFN I y 111 son de gran relevancia en la infeccion por
rotavirus, ya que sus funciones estan bien estudiadas en el tracto gastrointestinal, donde los
IFN 111 actuan casi exclusivamente en las células epiteliales e IFN | actta sobre las células
inmunes de la lamina propia (Kotenko et al., 2019). La activacion de IRF3 e IRF7 es el
responsable primordial de la induccion de IFN 1y 111, posterior a la produccién de estos por
las células infectadas, el IFN o/ ¢ IFN-A se unen a sus receptores especificos IFN-o/BR e

IFN-AR respectivamente. IFN-o/BR también conocido como IFNAR (compuesto por las
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subunidades IFNR1 e IFNAR?2), se expresa de manera ubicua, mientras que IFN-AR se
expresa principalmente en células epiteliales (Donelly y Kotenko, 2010). La unidén a sus
receptores induce una cascada de sefializacion que activa las quinasas JAK y TYK para
posteriormente fosforilar a STAT1y STAT2. Los heterodimeros de STAT1/2 se unen a IRF9
para formar un complejo transcripcional llamado ISGF3 que se transloca al nudcleo y se une
a los elementos de respuesta estimulados por interferon (ISRE’s, del inglés, “interferon-
stimulated response elements”) ubicados en los genes estimulados por interferén (ISG, del
inglés, “interferon-stimulated gene”) (Holloway y Coulson 2013; Dowling y Forero, 2022).
En respuesta a la produccion de IFN, rotavirus produce la proteina NSP1, para impedir la
respuesta del huésped y asi, asegurar su replicacion. NSP1 interfiere con la sefializacion de
IFN, mediante la degradacion de IRF3, IRF5 e IRF7 (Amimo et al., 2021). NSP1 inhibe la
via de NF-xB, mediante la degradacion de la proteina B-TrCP (del inglés, “(B-transducin
repeat containing protein”), la cual es necesaria para la degradacion del inhibidor kB (I1xB),
que mantiene inactivo a NF-«xB (Di Fiore et al., 2015; Graff et al., 2009)(Figura 8)
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Figura 8. Mecanismos de accidn que activan IFN ante la infeccidn por Rotavirus.Tomado de
Holloway y Coulson 2013
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1.2.5.1.1 Citocinas inducidas ante la infeccion por RV

Adicional a la produccion de IFN’s, la respuesta innata en las células infectadas por rotavirus
se caracteriza por la produccion de numerosas citocinas, la funcion de las citocinas es atraer
mediante quimiotaxis a las células inmunitarias y que realicen sus funciones efectoras (Bartee
et al., 2009). La expresion de esas citocinas depende en gran medida del factor de
transcripcion NF-kB, el cual se activa luego de la deteccion del virus dentro de la célula. Una
de las principales citocinas producidas ante respuesta a rotavirus es IL-8, se ha demostrado
que es un eficiente atractor de neutrdfilos. La produccion de IL-8 esta dada por NF-«B, sin
embargo, otras citocinas como RANTES, GM-CSF, GRO-a, MIP-1f e IP-10 dependen en
menor medida de NF-«kB para ser inducidas en IEC e intestino en ratones después de ser
infectados por rotavirus (Holloway y Coulson 2013). NF-xB es de gran importancia en la
induccién de multiples citocinas, también interviene en la inhibicién de la apoptosis y media
la proliferacion de las células epiteliales, mediante la activacion de NF-«xB se puede impedir
la induccién de apoptosis en las células, esto sirve como una estrategia de evasién inmune
viral, para asegurar la supervivencia de RV, también se ha reportado que en etapas iniciales
de la infeccion, RV inhibe temporalmente la activacion de NF-«xB para retrasar la activacion
de la respuesta inmune innata (Amimo et al., 2021).NF-xB también es importante para la
induccién de IFN-B e IFN-A (Graff et al., 2009). La activacion de vias como TLR3, RIG-1y
MDADS desencadena la produccion de IL-6, IL-15, IP-10, las cuales inducen reclutamiento y
activacion de macrdfagos y células NK y estimular respuestas inmunes adaptativas (Sen et
al.,2012). Se ha planteado que la accién combinada de citocinas, como IL-18 e IL-22 0 IFN

y IL-22, pueden mediar la eliminacion de rotavirus en ratones (Crawdford et al.,2012)

1.2.5.2 Respuesta inmune adaptativa contra RV

La infeccion por rotavirus induce el reclutamiento y activacion de células T CD4 "y CD8 *
y una fuerte respuesta por parte de IgA (Rollo et al.,2000). La IgA se encuentra entre los
indicadores de proteccion principales contra la infeccién viral entérica, dado que puede
neutralizarlo en la capa mucosa, antes de su llegada a las células huésped (Atmar et al.,2011).
Los anticuerpos circulantes tienen menos acceso a la mucosa y, por lo tanto, no tienen la

capacidad de actuar en las fases iniciales de la infeccion (Zeng et al.,2016). En varios casos,
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los titulos de anticuerpos se correlacionan con la proteccion contra el virus (Velazquez et al.,
2000). Las celulas plasmaéticas especificas para de rotavirus se pueden encontrar en la lamina
propia y medula 6sea de ratones 9 meses después de la infeccidn. Esto es evidencia de que,
a pesar del corto tiempo de accion de IgA, las células plasmaticas de larga duracién pueden
mantener una respuesta humoral tras la reinfeccién (Youngman et al.,2016). Estudios han
demostrado que la proteccion contra reinfeccion, también se puede dar en ausencia de IgA,
siendo modulada por 1gG o IgM (O’ Neal et al., 2000). Los mecanismos de accion contra
rotavirus en ratones, se ha logrado en estudios de ratones knockout (KO), eliminando la

produccién de células B o T y observando la dependencia de estas para resolver la infeccion.

Las células T CD4+ son esenciales para el desarrollo de mas del 90% de IgA, en estudios
realizados en ratones neonatos (Knipping et al., 2011). Por otro lado, los experimentos de
transferencia pasiva de células T CD8+ previenen de la infeccion a ratones neonatos y
elimina la infeccion en ratones adultos y KO Rag2. (Van et al., 2001). La respuesta de células
T CD8+ es de las principales defensas contra infecciones virales, esto se ha correlacionado
con la expresion de la integrina a4B7 (asi como su ligando MadCAM-1), la cual desempefian
un papel importante en el alojamiento de linfocitos activados en las PP y LP (Kuklin et al.,
2000). Ademas de diversos estudios que reportan la accion conjunta de células T CD8+,
CD4+ y linfocitos B para la resolucion de la infeccion contra rotavirus (Franco et al.,1997;
Du et al., 2016)

1.2.6 Vacunas contra Rotavirus

Estudios longitudinales demuestran que las infecciones por rotavirus adquiridas naturalmente
brindan proteccién contra la enfermedad tras la reinfeccion, la transmision transplacentaria
de anticuerpos protege al recién nacido y como se ha mencionado, el modelo de ratdn ha sido
clave para investigar los mecanismos por de proteccion (Ward et al.,2003). El objetivo para
el desarrollo de una vacuna contra rotavirus es duplicar la proteccién contra la enfermedad,
que se ofrece en la infecciobn de manera natural, asi como prevenir la mortalidad y
hospitalizaciones por gastroenteritis grave. El desarrollo de diversas vacunas ha disminuido

la cantidad de nifios ingresados al hospital y el avance de la enfermedad a grave, sin embargo,
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en los paises de escasos recursos, donde la mortalidad asociada a rotavirus aun es alta, se

requiere la implementacién de nuevas vacunas mas eficaces (Dennehy et al 2008)

La investigacion para desarrollar una vacuna segura y eficaz contra rotavirus comenzo en la
década de 1970, como los rotavirus humanos no se podian cultivar en tejidos, hasta varios
afos después, se utilizaron cepas de animales vivos atenuados para humanos, podrian imitar
la respuesta inmune natural. La primera vacuna desarrollada incluia la cepa de rotavirus
bovino NCDV (del inglés, “Nebraska Calf Diarrhea Virus™), siendo una sola dosis oral
(Vesikari 2012), sin embargo, su eficacia fue variable y los resultados no prometedores en
paises en vias de desarrollo (Hanlon et al., 1987). La inconsistencia sobre la proteccion de
vacunas animales monovalentes, provoco que estas fueran descartadas, posteriormente se
comenzaron a utilizar cepas de rotavirus humano, estas portaban genes de la proteina VP7,
con 10 genes de rotavirus animal. La proxima generacion de vacunas se formulé para afadir

mas de un serotipo y ofrecer una respuesta heterotipica como homotipica.

RotaShield: vacuna recombinante oral viva (tetravalente basada en el rotavirus de simio
RRV) administrada en tres dosis, conformada por una mezcla de cuatro cepas de virus rhesus-
humano, G1 a G4 (Dennehy et al 2008). La vacuna fue autorizada en 1998 en Estados
Unidos, sin embargo, después de la inmunizacion, en mas de 600 000 lactantes, se informaron
casos de intususcepcion asociada a la vacuna a 9 meses de iniciado el programa de aplicacion
(Kramarz et al., 2001). Como consecuencia de este efecto adverso, RotaShield fue retirada
del mercado, la vacuna no se evalud en paises de bajos recursos como Africa, ya que los

ensayos se detuvieron.

Rotarix (Glaxo Smith Kline Biologicals): Es una vacuna viva atenuada, el rotavirus presente
en Rotarix se derivo de la cepa humana Wa 89-12 P1A [8]G1 (Angel et al., 2007). La vacuna
se administra en dos dosis orales a los 2 y 4 meses de edad. Los ensayos de esta vacuna
fueron realizados en Finlandia y Estados Unidos, los primeros resultados multinacionales e
informaron en México, Brasil y Venezuela, donde la eficacia contra enfermedad grave contra
RV fue de 86 % (Grimwood et al., 2010). Durante un periodo de 31 dias después de cada

dosis, no hubo un aumento en la intususcepcion intestinal entre los receptores de la vacuna

-38 -



en comparacion con el placebo. Rotarix fue autorizada por primera vez en México y
Republica Dominicana en 2004. La administracion de la vacuna se recomienda a partir de las
6 semanas de edad (Vesikari et al., 2009)

RotaTeq (RV5, Merck Research): Esta vacuna se compone de cinco cepas de rotavirus
reagrupadas, cada una derivada de una cepa bovina WC3 parental, esta cepa se reclasificd
con las proteinas de superficie VP7 de los rotavirus humanos G1, G2, G3y G4, y del rotavirus
bovino y VP4 humana tipo P [8] (Vesikari, 2012). RotaTeq se administra en tres dosis orales
a intervalos de 1 a 2 meses a partir de las 6 a 12 semanas de edad. Ensayos realizados en
Europa y Estados Unidos, comprobaron su eficacia (Vesikari, 2006), se analizé el riesgo de
intususcepcion dentro de los 42 dias después de la primera dosis dentro de la fase Ill, los
resultados sugirieron un riesgo menor. Su repuesta ante anticuerpos neutralizantes
especificos es baja, por lo tanto, no se consideran responsables de la eficacia de esta vacuna
(Block et al., 2007). En cambio, varios serotipos desarrollan proteccion cruzada. RotaTeq se
autorizo en 2006 por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, del inglés,
“Food and Drug Administration™) (Dennehy et al., 2008)

A pesar del éxito de las actuales vacunas contra rotavirus, ain es necesario entender mas a
fondo la inmunidad protectora natural y la inmunidad inducida por las vacunas, esto ayudara
con el desarrollo de futuras vacunas, mejorando la eficacia e inmunogenicidad. Es necesario
también implementar sistemas de vigilancia para identificar la carga de enfermedad por

regiones, temporadas y la diversidad de las cepas (Grimwood et al., 2012)

1.2.6.1 Introduccion de vacunas contra RV en México

En la actualidad en México, la enfermedad diarreica aguda (EDA) de origen viral es mas
comun que la de origen bacteriano o parasitario (Esparza et al., 2009). Las infecciones
gastrointestinales siguen siendo la segunda causa de morbilidad y es la quinta causa de
muerte en nifios de uno a cuatro afios (INEGI, 2017). En paises con mortalidad infantil
elevada, rotavirus es la principal causa de muertes relacionadas con la diarrea en nifios
menores de cinco afios (Xochihua et al., 2019). En América Latina se registraron 1,259

muertes en nifios menores de cinco afos debido al rotavirus, ademas de 21,138,621 millones
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de casos de diarrea, lo que representa una incidencia de 447, por 100,000 habitantes y una
tasa de mortalidad de 2.5 por 100,000 habitantes (Troeger et al.,2018). Durante el afio 2016
en México, la tasa de mortalidad por rotavirus se calcul6 entre el 2 y 4.9 por 100,000
habitantes. De acuerdo con el Boletin Epidemioldgico de la Direccion General de
Epidemiologia de la Secretaria de Salud, para la semana 30 del 2019 se presentaron 802 casos
(Boletin epidemiolégico-DGE, 2019)

La incidencia méxima de los episodios graves ocurre de forma méas temprana en los paises
de mortalidad alta que en los de mortalidad baja. En un estudio realizado en México, 42% de
nifios que fueron seguidos desde su nacimiento, tuvieron tres 0 mas infecciones a la edad de
dos afios. Sin embargo, la inmunidad aumenta progresivamente con cada infeccion posterior
y la sintomatologia es mas leve o puede presentarse una infeccion asintomaética. Los adultos
pueden infectarse con rotavirus y generalmente experimentan una forma subclinica o leve de
la enfermedad. En los paises templados, las infecciones muestran un patrén estacional,
alcanzando su punto maximo durante el invierno. Por otro lado, en los paises tropicales, las

infecciones ocurren durante todo el afio (Xochichua et al., 2019)

En México se suelen identificar con frecuencia los serotipos G1, G3, G2, G4y G9,y Ply
P2, en orden de frecuencia (Padilla et al., 1998). Se ha confirmado que en este pais la
infeccion por rotavirus ocurre durante todo el afio, aungue con mayor incidencia en invierno,
especialmente en niflos menores de 24 meses de edad, mientras la mortalidad infantil por
diarrea ha disminuido en verano, persisten picos de mortalidad por esta causa en invierno
(Parashar et al., 2006)

En enero de 2004 en México se autorizo el uso de la vacuna monovalente de rotavirus
humano atenuado (VRH) (Rotarix, GlaxoSmithKline), su venta inicio en enero de 2005
(Braine., 2005). Posteriormente, en febrero de 2006, la Secretaria de Salud incorpor6 en una
primera fase la vacuna contra el rotavirus al programa nacional de inmunizacion para
prevenir 1 000 muertes anuales; en esta fase se inmunizo, con 157 000 dosis (primera y
segunda dosis), a los menores de seis meses en 20 503 localidades de 489 municipios con
poblacién indigena mayoritaria de los estados de Chiapas, Campeche, Durango, Chihuahua,

Hidalgo, Guerrero, Nayarit, Jalisco, Puebla, Oaxaca, Quintana Roo, San Luis Potosi,
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Veracruz y Yucatan, y en mayo de 2007 se universalizd su aplicacion en todo el pais. Al
finalizar el primer afio de vacunacion universal, en abril de 2008, se habian administrado un
total de 723 663 dosis de la vacuna. Se estima que, en México, antes de la introduccion de la
vacuna contra el rotavirus, la incidencia de infeccidn por rotavirus era de un episodio por
lactante por afio y la de diarrea vinculada con rotavirus de 0.3 episodios por lactante por afio
(Esparza et al., 2009)
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2. Antecedentes

2.1 VP6 como candidato a vacuna contra rotavirus

Dada la baja eficacia de las vacunas Rotarix y RotaTeq en paises de bajos ingresos (40-60%)
(Jiang et al. al., 2010), aunado a la posibilidad del surgimiento de nuevas cepas con nuevos
serotipos que no cubran las vacunas actuales, es importante desarrollar nuevas vacunas que
induzcan una eficiente inmunidad heterotipica. En este sentido, VP6 es un excelente
candidato de vacuna de nueva generacidn, ya que esta proteina es la mas abundante y
conservada de rotavirus, ademas de tener la propiedad de generar estructuras nanométricas
autoensambladas como trimeros, tubos, esferas y particulas similares a virus (VLP, del
inglés, “virus-like particles”), cuando se expresa en condiciones apropiadas. Todas estas
caracteristicas contribuyen a que VP6 sea una proteina altamente inmunogénica tanto para
células T como células B (Ward y McNeal, 2010)

De esta manera, estudios previos han demostrado que VVP6 puede inducir proteccion frente a
la infeccion por RV administrada por via parenteral como vacuna de ADN (Lopez et al.,
2018), proteina purificada (Pastor et al., 2014; Tamminen et al., 2013) o dirigida a células
dendriticas mediante mAb (Badillo et al., 2015), en presencia 0 ausencia de adyuvante.
Ademas, cuando se inocularon ratones por via intranasal (i.n.) con VP6 en presencia de un
adyuvante, se indujo una proteccion superior al 90% contra la infeccion (Choi et al., 2000).

Todos los estudios apuntan a las células T como las principales células efectoras protectoras.

Interesantemente, un estudio realizado por Choi et al.,2000, demostr6 que péptidos sintéticos
yuxtapuestos, que cubrian a la secuencia completa de VP6, inoculados intranasalmente en
presencia de toxina de colera o la toxina LT de E. coli como adyuvantes, indujeron niveles
de proteccion contra la infeccidn por rotavirus a nivel intestinal de hasta un 98%. El péptido
sintético 289-302 (RLSFQLVRPPNMTP), derivado de VP6, fue una de las mejores
secuencias induciendo proteccion. Esta secuencia representa un epitopo de células Th
restringido por la molécula del MHC clase 1l 1-E9, reportado por primera vez en nuestro
laboratorio (Bafios et al., 1997). Aunque la proteccion inducida fue dependiente de células

Th, los mecanismos especificos no han sido dilucidados. Es posible que las células Th puedan
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potenciar la respuesta de las células Tc primarias especificas para VP6 y/o que las células Th
actien como células efectoras directas a través de citotoxicidad mediada por perforina o a
través de citocinas citotoxicas como TNF o linfotoxina. Independientemente de los
mecanismos protectores, este modelo ofrece una excelente oportunidad para el estudio de la
induccion de una respuesta protectora de células T generadas en el NALT y que actla en a

nivel del GALT, ya que es un modelo de induccion de células Th monoclonal.

2.2 INF- & como regulador de infeccion por Rotavirus

La familia de citocinas IFN-A pertenece a los IFN de tipo III, que en humanos estan
conformados por IFN-A1, IFN-A2 ¢ IFN-A3, tambien llamados IL-29, IL-28A e IL-28B,
respectivamente. Recientemente un cuarto tipo IFN-A4 se ha descubierto, mientras que en
ratones sdlo se expresa IFN-A2 e IFN-A3 (Pott et al., 2011). El receptor de superficie celular
de IFN 111 es heterodimérico y esta compuesto por dos cadenas, una cadena es IFNLRL1, solo
la familia de IFN-A contiene esta cadena, la segunda cadena es IL10Rp, esta cadena también
se encuentra en receptores de citocinas relacionadas con IL-10. La unién a este receptor
activa la via de transduccién de sefiales JAK-STAT que culmina en la activacion de cientos

de genes ISG, como se menciond anteriormente (Hermant y Michiels 2014)

La especificidad de la respuesta de IFN-A esta determinada por la distribucion de su receptor,
el cual a comparacion de IFN tipo I, estda mucho més acotada. Los estudios sugieren que las
células epiteliales, queratinocitos y células de melanoma son algunos de los principales
productores de IFN 111, de este modo IFN-A ofrece proteccion en zonas importantes de MALT
como el pulmon, piel o tracto gastrointestinal. También se ha informado la expresion del
receptor en células dendriticas convencionales (cDC), plasmocitoides (pDC) y eosinofilos
intestinales (Yin et al.,2012)

En el intestino IFNLR1 se expresa preferentemente en IEC, estos producen la mayoria de
IFN-A ante infeccion por rotavirus en el intestino delgado (Lee y Baldridge 2017). De esta
manera, IFN-A se activa en respuesta a infecciones de la mucosa que amenazan su integridad.

IFN-A acttia sobre los neutrofilos para modular las respuestas que dafian los tejidos, como la
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liberacion de especies reactivas de oxigeno (Broggi et al.,2020), reduce la migracién de
neutrdfilos a tejidos inflamados y promueve la inmunidad adaptativa humoral al estimular
las IEC e influye en la funcion de las CD para promover las células T de memoria (Ye et
al.,2019), asi IFN-A mantiene un estado antiinflamatorio que salvaguarda la funcion de la
barrera epitelial intestinal. La respuesta compartimentalizada de IFN-A, se debe a que es
expresado por las IEC de manera preferente ante infecciones virales in vivo, asi como la
expresion de su receptor (Bhushal et al., 2017), IFN-A responde preferentemente ante virus
que infectan las células epiteliales, mientras que IFN tipo | son fundamentales ante
infecciones que eluden la capa epitelial y se propagan sistémicamente. Reportes demuestran
la accion conjunta de IFN I e IFN 111 en el control de infeccion por rotavirus (Lin et al.,2016;
Ingle et al., 2018; Feng et al., 2008), aunque IFN-A es mas estudiado por su accion directa
sobre las IEC, estudios recientes también destacan la importancia de las citocinas para frenar

la inflamacion de modelos intestinales (Rauch et al 2015; Broggi et al., 2020)
2.3 Vacunacion intranasal ante infeccion por Rotavirus

Para varios de los patdgenos la mucosa nasal es la primera barrera con la que tienen contacto
y como se menciond anteriormente, NALT representa un importante sitio de induccién, la
administracion de vacunas intranasales (i.n) ofrece proteccion en otras regiones de la mucosa
(tracto respiratorio, gastrointestinal y genital) asi como sistémica (Anggraeni et al., 2022;
Birkhoff et al., 2009). Dentro de las ventajas que ofrece la vacunacion intranasal se
encuentran; su facilidad de autoadministracion, asi como facil administracion por personal
menos capacitado (lo cual representa menor coste en vacunaciones masivas), no es invasiva,
lo cual resulta ventajoso para ciertas poblaciones como nifios, pacientes de edad avanzada y
pacientes con VIH, se pueden utilizar formulaciones liquidas y de polvo seco, esta Gltima
opcién representa beneficios claros en los problemas de transporte (conservaciéon de la
cadena de frio), lo cual prolonga su vida util (Birkhoff et al., 2009). La presencia de
microvellocidades en el epitelio nasal aumenta la captacion de antigeno, sin embargo, las
barreras fisicas como cilios, moco y el epitelio escamoso queratinizado, bloquean la entrada
de sustancias extrafas, lo cual puede retrasar la absorcion de la vacuna (Anggraeni et al.,
2022)
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La via intranasal ha resultado 6ptima para el disefio de vacunas contra rotavirus, en 1998,
Choi y col. realizaron estudios con 2/6 VLP (del inglés, “virus like particles), compuestos
por las proteinas VP2 y VP6 de rotavirus, con enterotoxina labil (LT) como adyuvante, fue
administrado de manera intranasal a ratones e indujo proteccion mayor al 90 % ante infeccién
con rotavirus. Mc Neal et al. 1999, realiz6 estudios utilizando particulas purificadas de
rotavirus de doble o triple capa, con LT como adyuvante, fueron inoculados de manera i.n
ratones BALB/c, observaron proteccion completa al administrar dos dosis de particulas de
rotavirus de triple capa. Cabe mencionar que en ninguno de los estudios anteriores esta claro
el mecanismo de proteccion. Cubriendo este aspecto, en 2002 Mc Neal y col. investigaron
los mecanismos de proteccion de una vacuna i.n, basada en la proteina VP6, administrada
con LT como adyuvante, en el estudio se identificé a linfocitos T af CD4 como participantes
indispensables en la proteccion contra rotavirus, se reportd proteccion independiente de

células T CD8y células B.
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3. Justificacion

Los antigenos peptidicos son de gran interés como posibles medios de estudio porque no
requieren organismos Vvivos para la sintesis y se pueden adaptar a determinantes antigénicos

especificos que median la proteccion contra enfermedades o infecciones.

Varios estudios reportan el uso de epitopos especificos de células T CD8+*y CD4 +,
restringidos por el MHC, de proteinas como VP6 de RV, para analizar la distribucion y
cinética de la respuesta de células T después de la infeccion por rotavirus. Dado que en
humanos es dificil estudiar células T especificas de antigeno intestinal in situ, los estudios
dirigidos a caracterizar estas células se han limitado principalmente a la identificacion de
células T circulantes que han sido inducidas después de la infeccion intestinal (Jaimes et
al.,2002)

Usando el modelo de vacunacion i.n. con el péptido de VP6 259-302, €n este trabajo se propone
estudiar como células Th epitopo especificas inducidas en la mucosa nasal (NALT), ejercen
su funcion protectora contra la infeccion por rotavirus en la mucosa intestinal. Los resultados
de este trabajo aportaran conocimiento sobre la respuesta inmune de mucosas, en la posible
implementacion de vacunas de nueva generacion contra rotavirus y en el disefio de vacunas

e inmunoterapias para patologias intestinales, como cancer y procesos inflamatorios.
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4. Hipotesis

H1: La vacunacion intranasal con el péptido sintético de VVP6 2g9.302, provocara la induccion
de un perfil de citocinas pro-inflamatorias y un aumento en la expresion de INF-A por parte
de células epiteliales intestinales.

H2: La produccién de estas citocinas correlacionara con el nivel de proteccion contra la

infeccion por rotavirus.

5. Objetivos

- Objetivo general
Evaluar la respuesta contra la infeccion por rotavirus de las células epiteliales y Th

intraepiteliales intestinales en ratones vacunados i.n con el péptido sintético 289-302 de VP6.

- Objetivos particulares

1.- Determinar los niveles de mensaje para INF-A en células epiteliales intestinales dentro de
una cinética de infeccion por RV en un modelo de vacunacion intranasal.

2.- Determinar el perfil de citocinas pro y antinflamatorias producidas por las células Th
intraepiteliales, dentro de una cinética de infeccion por rotavirus en un modelo de vacunacion

i.n.
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6. Metodologia

Animales. - Se emplearon ratones hembra BALB/c (H-2 ¢) de 5 a 6 semanas de nacidos libres
de patdgenos del Instituto de Biotecnologia, UNAM, los cuales se alojaron en el biotero de
la Facultad de Medicina, UAEM en contenedores de policarbonato (5 por caja) con un lecho
de aserrin estéril, a temperatura ambiente (20-27 °C), bajo condiciones estandar de luz (12 h

luz-oscuridad) con agua y alimento ad libitum.

Péptido sintético. - La secuencia del péptido sintético utilizado corresponde a NH2-
RLSFQLVRPPNMTP-COOH, de la region 289-302 de la proteina estructural VP6 del
rotavirus murino EDIM. Este fue sintetizado por EZBiollab, (Carmel, IN, EUA).

Disefio experimental. - Grupos de 8 a 12 ratones fueron inoculados i.n. con 50 pg del péptido
sintético VP6 2g9-302 en presencia de 2.5ug de toxina de colera (TC) (Sigma) como adyuvante.
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 rotavirus murino EDIM. Como controles,
se incluyeron grupos de ratones inoculados con PBS+ TC sola. De esta manera, cada
experimento incluird 2 grupos diferentes. A los dias 0, 2, 4, 6 y 8 post-infeccion se
sacrificaron 2 ratones por grupo y se obtuvieron las IEC asi como los IEL (Figura 10).
Asimismo, se evalud la carga viral en las heces para determinar el nivel de proteccion contra
la infeccidn, la cual se calcul6 al comparar la media del antigeno viral por dia de ambos

grupos (inmunizado y control)

Infeccidn 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 rotavirus. Enseguida se administraron 100 pl de DMEM sin suero
con 1x10* uff del rotavirus murino silvestre EDIM (100DI1-50). Estudios previos hechos por
Ward, McNeal y Sheridan (1992) han encontrado en este modelo de infeccion de raton adulto
que los virus murinos se excretan en las heces desde el dia 2 y hasta los dias 5-6, para después
a los dias 7 y 8 desaparecer por completo de las heces. De esta manera, se colectaron las
heces, 8 dias consecutivos post-infeccion, para determinar los niveles de virus excretados,
como parametro de replicacién viral. La proteccion se midié como carga viral en heces de

ratones inmunizados/carga viral en heces de raton inoculado con PBS.
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Figura 10. Esquema de inoculacién intranasal, reto con rotavirus y obtencion de células
intestinales.

Ensayo de ELISA para deteccion de Rotavirus. — Se colectaron las heces de ambos grupos
de ratones (Inmunizado péptido y control), durante 8 dias a partir del reto con EDIM y se
almacenaron a -20 °C hasta su uso. Las heces se disgregaron en solucion diluyente (TNC,
5% FBS, 0.05% Tween-20, 10mM NaNs3) a una concentracion de 5 (w/v), posteriormente se

dejo reposar toda la noche a 4 °C.

Se sensibilizd la placa con CABRAX 1:5000 con PBS con 50 ul por pozo. Se selld la placa
con plastico wrap, se incubd toda la noche a 4 °C o 2 hrs a T.A. Posteriormente, se lavo la
placa con TNC+ 0.05% Tween (150 pl por pozo). Se bloqueo la placa con TNC + 0.05%
Tween + 5% de leche descremada (150 ul por pozo) y se incub6 a 37 °C por una hora. Se
lavo 2 veces con TNC+ 0.05% Tween (150 pl por pozo). Se cargd la muestra por duplicado
(150 pl por pozo) y se incub6 por una hora a 37 °C por una hora. Se lavd 4 veces con TNC
(150 ul por pozo). Se coloco anticuerpo de captura (conejo anti-rotavirus) 1:2000 en TNC+
Tween (150 pl por pozo) y se incubo a 37 °C por una hora. Se lavd 4 veces con TNC (150 pl
por pozo). Se coloco anticuerpo anti-conejo 1:2000 con TNC (150 pl por pozo) y se incubo
a 37 °C por una hora Se lavo 4 veces con TNC (150 ul por pozo). Se coloco el substrato
PNPP 1 pl en 1000 de dietanolamina al 0.1%, (150 pl por pozo) se cubri6 de la Luz y fue
incubada a 37 °C. Se ley6 la placa a 405 nm a los 30, 45 y 60 minutos.
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Obtencion de células epiteliales intestinales. — Los linfocitos intraepiteliales intestinales
(IEL) y celulas epiteliales intestinales (IEC) fueron extraidos de acuerdo con el protocolo
previamente descrito en nuestro laboratorio. Se retird el intestino delgado, se mantuvo a 4 °C
en PBS para remover la grasa, tejido conectivo, heces y PP. Posteriormente, se cortd
longitudinalmente y después transversalmente en piezas de 5 a 10 mm de largo y se lavaron
de 3 a 4 veces con PBS para remover las heces restantes. Los IEL y las IEC se disociaron del
tejido intestinal mediante agitacion constante 100 r.p.m./40 min/37 °C en 30 ml de medio
RPMI 1640 con 2 mM DTT y 5 mM EDTA. El sobrenadante se filtr6 a través de un colador
celular de 70 um y el boton celular se re-suspendié en percoll (Pharmacia) isotonico al
36% (100% percoll= 4 partes [4 ml] + 6 partes PBS 10X). El gradiente de percoll se monto;
36% sobre percoll al 67%, posteriormente se centrifugd a 500xg durante 30 min a T.A. Las
IEC se recuperaron del sobrenadante de la fase 36, mientras que los IEL se recuperaron de la
interfase 36/67. Posteriormente, se resuspendieron en PBS y se centrifugaron 10 min a 2000
g/4 °C. El botdn celular (5x10° de células) se re-suspendié completamente en 500 pl de
TRizol® (Invitrogen) y las células se lisaron por 5 min a temperatura ambiente. Se

almacenaron las muestras a -80 °C hasta su uso.

Extraccion de RNA. - Las células conservadas en Trizol, fueron descongeladas a T.A,
enseguida, se afiadio 200 pl de cloroformo, se agité por inmersion, seguido de 10 min en
hielo, posteriormente se centrifugd por 15 min a 15,000 rpm a 4 °C. Se extrajo la fase superior
(que contiene el RNA) y se transfirio a tubos nuevos libres de RNAsas. Al extracto se afiadid
500 pl de Isopropanol (para precipitar el RNA), se mezcl6é por inmersién y se centrifugd
durante 10 min a 15,000 rpm; 4 °C. La fase acuosa fue decantada y a la pastilla obtenida se
colocd 1 ml de etanol 75% y se centrifug6é durante 5 min, se decantd el sobrenadante y la
pastilla obtenida se sec6 a T.A por 15 min y, finalmente, se disolvié en 20 pl de agua DEPC.
Para solubilizar completamente el RNA se calentaron los tubos en bafio maria a 65 °C durante
5 min. Para cuantificar y determinar la pureza del RNA se midi6 la absorbancia en un

espectrofotometro a 260 nm.
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Transcripcion Reversa (RT). - Se realizaron reacciones de 12 pul, las cuales contenian; 1 pl
de oligo DT, 1 pl de agua DEPC y el equivalente a 2000 ng de muestra de RNA;
desnaturalizado 5 min 65 °C, posteriormente se afiadio 2.4 pl de Buffer de reaccion, 1 ul de
dNTP’s, 0.125 ul de RT (Thermo Scientific) incubando 60 minutos a 42 °C. Al término de

la incubacién las muestras de cDNA fueron almacenadas a -20 °C hasta su uso.

Primers para citocinas. - Las secuencias de primers (forward y revers) para cada una de las
IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-4, IL-10, TGF-B
(antiinflamatorias), han sido reportadas (Autenrieth et.al 1997; Schnepf et.al 2021). La

citocinas IL-22 (proinflamatorias),
sintesis de los primers se realiz6 en la Unidad de sintesis del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM, la secuencia de los primers y tamafio esperado del amplicon se describen en la

siguiente tabla.

Citocina Primer forward Primer reverse Amplifica
B- actina ATG GAT GAC GAT ATC GCT ATGAGGTAGTCT GTCAGG T 569 pb
IFN-y TGA ACG CTA CAC ACT GCA | CGA CTC CTT TTC CGC TCC 250pb

TCT TGG CTG AG
TNF- a GGC AGG TCT ACT TTG GAG | ACA TTC GAG GCT CCA GTG 300 pb
TCATTGC AAT TCG G
1L-17 GCTCCAGAAGGCCCTCAGA |CTTTCCCTCCGCATTGACA 140 pb
1L-22 CAT GCAGGA GGTGGTACCTT | CAG ACG CAA GCA TTT CTC 198 pb
AG
1L-4 TAGTTGTCATCCTGCTCTT CTA CGA GTAATCCATTTGC 404 pb
1L-10 AAC TGG TAG AAG TGA TGC | CTA TGC AGT TGA TGA AGA 237 pb
CCC AGG CA TGT CAA A
TGF-p CCTCCCCCATGCCGCCCTCG | CCA GGA ATT GTT GCT ATA 545 pb
TTT CTG

Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR). - Para cada uno de los cDNA obtenidos en la
reaccion de RT se tomo 1 pul, para mezclar con 0.5 ul de enzima Tag DNA polimerasa, 2 pl
de Buffer de reaccion de PCR, 2 pl dNTP’s (2 mM), 2 pl de MgCI? y 11 pl de agua DEPC

(volumen total por reaccion de 20 pl). Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
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Condiciones de PCR ‘

30 ciclos
Desnaturalizacion | Desnaturalizacion | Alineamiento Extencién Exencidn
inicial final
94°C -1 min 92°C-45 seg 65°C-1 min 62°C- 1 min | 72°C- 10 min

Los productos fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 2.5%, en Buffer TAE
(Tris base, &cido acético, EDTA 0.5 M; pH 8) y tefiidos con 10 ul de Bromuro de Etidio, las
bandas obtenidas fueron visualizadas y fotografiadas mediante la exposicién a través de luz
uVv.

Evaluacion de los niveles de RNAm para IFN-A en células epiteliales. - Ratones dos veces
inoculados con el péptido se retaron con el rotavirus murino EDIM y se obtuvieron las células
epiteliales intestinales a los 0, 2, 4, 6 y 8 dias post-infeccidn. Se obtuvo el RNA total por el
método de Trizol y el RNAm especifico para IFN-A se convertira a CONA por medio de RT.
La cantidad relativa del mensaje para IFN-A, se evalué por medio de PCR punto final, la
secuencia de los oligos utilizados, asi como el tamarfio del amplion se muestran en la siguiente

tabla. La expresion del RNAm se normaliz6 con respecto a la expresion del RNAm para p-

actina.
IFN Primer forward Primer reverse Amplifica
IFN-L AGCTGCAGGTCCAAGAGCCCC | GGTGGTCAGGGCTGAGTCATT 96 pb

Cuantificacion de las bandas obtenidas en el ensayo de PCR. - Las fotografias de los geles
obtenidas en el PCR, fueron analizadas en el programa Image J, donde se obtuvieron las
densidades (pixel/cm?) de la amplificacion de los mensajeros de cada una de las citocinas,

fueron normalizadas y graficadas en relacion con el gen constitutivo -actina.

Anélisis estadistico. - Los experimentos seran realizados al menos en 3 ocasiones de manera

independiente. Los datos que se obtengan se procesaran en el programa Excel y se expresaran
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como la media +/- desviacion estandar. La significancia de la diferencia entre los grupos
experimentales se determinaré a través de la prueba t-student para datos pareados con ayuda
del software Prism 5.0 (GraphPad Software Inc). A los resultados se les aplicara la prueba de

Tukey como prueba post-Hoc, con un nivel de significancia de p< 0.05
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7. Resultados

7.1. Montaje del modelo de vacunacion i.n. con el péptido de VP62g9.302

Grupos de 4 ratones BALB/c fueron inoculados i.n. dos veces con 50 pg del péptido sintético
de VP62g9-302 en presencia de 2.5 pg de TC como adyuvante, o TC sola como control, con
una separacion de 21 dias. Veintiun dias después, los ratones fueron retados oralmente con
1x10* uff del rotavirus murino silvestre EDIM (100_Dlso) y las heces fueron colectadas
diariamente por 8 dias. La carga viral en las heces se determind por un ensayo de ELISA tipo
sdndwich como se describe en Materiales y Métodos. Como se esperaba, el grupo control
mostré una curva de replicacion clasica, que inicia el dia 2 y termina los dias 7/8 post-
infeccion (Figura 1). Por el contrario, el grupo de ratones vacunados con el péptido tuvo un
ligero aumento de la replicacion viral a los dias 2, 3 y 4 para posteriormente bajar a niveles
de fondo. Comparando el area bajo la curva de la replicacién viral de los dos tratamientos,
se encontrd que los ratones vacunados con el péptido mas toxina de colera tuvieron una
reduccion del 75% (proteccidn) con respecto a los ratones inoculados solamente con la toxina

de cOlera.

Determinacién de carga viral por Ensayo de ELISA

39 * * B

-&- Grupo Vacunado (P+TC)
-a Grupo Control (PBS+TC)

Absorbancia (405 nm)

Dias post infeccion

Figura 1. El péptido de VP62s9.302 inoculado i.n. induce proteccion contra la infeccion por
rotavirus. Ratones BALB/c fueron inoculados i.n. con el péptido de VP62g9-302 (P) mas TC, o
con TC sola, dos veces y retados con el rotavirus murino EDIM. Las barras representan la DS
de la absorbancia promedio dentro del grupo. Analisis estadistico, prueba t de student datos no
pareados; * p < 0.05, ns; no significativo.
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La cinética de replicacion viral en los ratones BALB/c vacunados con el péptido sintético e
infectados con EDIM en este estudio y el nivel de proteccion, coinciden con estudios
reportados anteriormente en este laboratorio (Alvarez, 2018) y con modelos murinos de

infeccion con rotavirus reportados (Du et al. 2017; McNeal y Sheridan, 1900)

7.2 Efecto de la vacunacion sobre la produccion de citocinas por las células epiteliales
intestinales y linfocitos intraepiteliales en respuesta a la infeccién por rotavirus

El objetivo original del proyecto fue analizar el nivel de mensajero para IFN-X en las IEC por
RT-PCR y la expresion de citocinas intracelulares pro y antiinflamatorias en los EIL por
citometria de flujo. Sin embargo, se decidio que, en vez de analizar las citocinas intracelulares
por citometria de flujo en los IEL, también se evaluaran los niveles RNAm por RT-PCR,

dada la poca disponibilidad de citometro de flujo durante la pandemia.

De esta manera, una vez montado el modelo de vacunacion, se procedio a realizar un primer
experimento en el cual se inmunizaron 12 ratones i.n con el péptido sintético VP62s9-302 Mas
TC y 12 ratones con T.C solamente, como controles. Veintiln dias después, se re-
inmunizaron ambos grupos. Veintiun dias después de la segunda inoculacion, los ratones
fueron retados con el virus EDIM vy a los dias 0, 2, 4, 6 y 8 post-infeccion se obtuvieron las
IEC y los IEL intestinales de dos ratones, se purificaron mediante un gradiente de percoll
(Figura 2) y se almacenaron a -80 °C en Trizol, para el posterior analisis del RNAm de IFN-
LenlasIECy los IEL.
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Figura 2. Separacion de células por gradiente de Percoll

Para validar el experimento, se determinaron la carga vial y los niveles de los anticuerpos
IgA anti-rotavirus en las heces de los ratones vacunados. Se encontrd, como se esperaba, que
la vacunacién con el péptido sintético mas TC indujera una reduccion de los niveles de virus

excretados del 73% con respecto a los ratones inoculados solamente con la TC (Figura 3)
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Determinacion de carga viral por Ensayo de ELISA

34
-&- Grupo Vacunado (P+TC)

-8 Grupo Control (PBS+ TC)

Absorbancia (405 nm)

S TIPSR

Dias post infeccion

Figura 3. El péptido VP62s9.302 inoculado i.n. induce proteccién contra la infeccion por
rotavirus. Ratones BALB/c fueron inoculados i.n. con el péptido de VP62s9.302 (P) méas TC. o con
TC sola. dos veces y retados con el rotavirus murino EDIM. La carga viral en las heces fue
determinada por un ensayo de ELISA tipo sandwhich. Las barras representan la DS de la
absorbancia promedio dentro del grupo. Analisis estadistico, prueba t de student datos no pareados;
*p < 0.05, ns; no significativo.

Se detectd la presencia de IgA anti-rotavirus en heces de los ratones inmunizados mediante
un ensayo de ELISA de captura. En este modelo, la secrecion de IgA anti-rotavirus en los
ratones inicia entre los dias 4-6 post-infecciéon (Du et al., 2017) (Figura 4). Se encontrd que
en ambos grupos, las IgAs anti-rotavirus se incrementaron claramente desde el dia 6 y hasta

el dia 8 post-infeccion (Figura 4).

Estos resultados indican que los ratones vacunados con el péptido VP62s9-302 S€ protegian
contra la infeccion y secretaban niveles de IgA anti-rotavirus similares al control, por lo cual
resultaba pertinente la evaluacion de los niveles del mensaje de IFN-A. Sin embargo, en este
primer experimento no fue posible amplificar el mensaje para el gen constitutivo de p-actina
a partir de cDNA en ninguna de las muestras obtenidas. Esto se debié al bajo numero de
células que se obtuvieron y, muy probablemente, a la degradacion del RNA (resultados no
mostrados).
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Produccion de IgA especificos de RV
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Figura 4. Presencia de IgA intestinal anti-rotavirus en heces de ratones inmunizados e
infectados con el virus EDIM. La produccion de IgA fue determinada mediante un ensayo de ELISA
de captura. La cuantificacion se realizé durante los 8 dias posteriores a la infeccion con EDIM. Como
primer anticuerpo se utilizo un anticuerpo policlonal hiper-inmune de cabra contra rotavirus y como
anticuerpo de deteccion se emple6 un anticuerpo policlonal contra rotavirus producido en conejo. El
ensayo se reveld con un anticuerpo policlonal contra IgG de conejo marcado con fosfatasa alcalina y
se ley6 en un lector de placas de ELISA a 492nm.

Se realiz6 un segundo experimento en el cual se inmunizaron 8 ratones i.n con el péptido
sintético VP62gg-30 m&s TC y 8 ratones con TC como control. Se realizo el protocolo de
extraccion de celulas de acuerdo con lo descrito en la metodologia, aislandose las IEC y los

IEL para almacenarse a -80 °C en TRizol, para su posterior analisis.

Al igual que el primer experimento, se determind la carga viral, asi como la produccion de
anticuerpos IgA especificos contra rotavirus. Se obtuvo un resultado similar observando una
reduccion de carga viral del 80% comparando el grupo vacunado contra el grupo control
(Figura 5). Asi también se observo la induccion de IgA anti-rotavirus en heces a partir del

dia 4 y hasta el dia 8 (Figura 6). Lo cual validaba el experimento.
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Determinacion de carga viral por Ensayo de ELISA
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Figura 5. ELISA carga viral para la segunda repeticién del modelo de vacunacién. Ratones
BALB/c fueron inoculados i.n. con el péptido VP62s9-302 (P) mas TC, o con TC sola dos veces, y
retados con el rotavirus murino EDIM. La carga viral en las heces fue determinada por un ensayo
de ELISA tipo sandwhich. Las barras representan la DS de la absorbancia promedio dentro del
grupo. Andlisis estadistico, prueba t de student datos no pareados; * p < 0.05, ns; no significativo.

Produccion de IgA especificos de RV
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Figura 6. Presencia de IgA intestinal anti-rotavirus en heces de ratones inmunizados e
infectados con el virus EDIM. La produccion de IgA fue determinada mediante un ensayo de
ELISA de captura. La cuantificacién se realiz6 durante los 8 dias posteriores a la infeccién con EDIM.
Como primer anticuerpo se utilizé un anticuerpo policlonal hiper-inmune de cabra contra rotavirus y
como anticuerpo de deteccion se empled un anticuerpo policlonal contra rotavirus producido en conejo.
El ensayo se reveld con un anticuerpo policlonal contra 1gG de conejo marcado con fosfatasa alcalina y
se ley6 en un lector de placas de ELISA a 492nm.
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Partiendo de las IEC y IEL aislados del grupo control y vacunado, se realizo la extraccién de
RNA, sin embargo, durante el procedimiento se presentd degradacion de muestras tanto en

IEC como en IEL en ambos grupos (control y vacunado). Esto se concluyo después de revisar
las lecturas de concentracion de RNA < 1 ng/ pg y la ausencia de amplicon para el gen

constitutivo de p-actina (Para las muestras indicadas en rojo en las Tablas 3 y 4 no se tienen

los analisis posteriores).

Tabla 3. Datos de extraccion RNA de celulas epiteliales intestinales

Grupo Control (PBS+TC) Grupo Vacunado (P+TC)

Dia # Células Concentracion | A260/ | A260/ # Células Concentracion | A260/ = A260/

RNA (ng/ pg) = A230 = A280 RNA (ng/ pg) = A230 = A280
DO 2.9x108 7.285 0.646 1.491 1.3x10° 9.22 1.622 15
D2 1x108 1.400 0.131 2.224 3.8x108 12.3 2.07 1.77
D4 2.7x108 18 1 1.8 4.1x10°8 10.12 2.08 1.6
D6 1.6x108 10.98 1.15 1.59 0.6x10° 1.612 0.328 1.2
D8 4.1x108 19.77 1.928 1.79 0.4x10° 1.981 2.029 1.71

Tabla 4. Datos de extraccion de RNA de linfocitos intraepiteliales

Grupo Control (PBS+TC) Grupo Vacunado (P+TC)

Dia # Células Concentracion =~ A260/ = A260/ # Células Concentracién =~ A260/ = A260/

RNA (ng/ ng) = A230 = A280 RNA (ng/ ug) = A230 = A280
DO 2.0x108 4.073 2.0 1.744 2.0x10° 4.207 1.467  2.38
D2 0.5x10° 0.425 0238 | 2,70 2.0x10° 5.3 2.07 1.77
D4 1.1x10° 2.051 1.127 4.19 1x10° 1.239 0.137 2.8
D6 2.5x108 2.262 1.035 1.48 0.3x10° 0.977 0.265 1.87
D8 3.5x108 3.12 1.08 2.34 1.5x10° 5.527 153 1.76

Las densidades Opticas (O.D) a 260/230 y 260/280 nm son utilizadas para medir la
concentracion de ARN o ADN usando la ley de Beer-Lambert, la cual predice una correlacion
lineal entre absorbancia y concentracion. Asi, se establece que el ARN puro tendra un valor
Aosoi230 de 2.1 (valores menores a este pueden indicar contaminacion de la muestra por
isopropanol o etanol) y un valor Azeorzg0 ente 1.8-2.1 (valores fuera de este rango indican

contaminacion por proteinas)
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Como se muestra en las Tablas 3y 4 los valores de Axeor280 Y A260/230 0btenidos en este ensayo

no se cumplen en su mayoria. Sin embargo, se realizé el paso a cDNA como se describe en

la metodologia de cada una de las muestras y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

El cDNA obtenido de las células epiteliales intestinales fue amplificado en reacciones de

PCR punto final para determinar los niveles de mensaje para p-actina e IFN-A a lo largo de

la infeccion con rotavirus EDIM.

PB MPM B D0 D4 D6 DS

< 250 <
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- 96 - 96
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i 4 500
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Figura 6. Nivel de mensaje de IFN-A en IEC de ratones infectados con el virus EDIM. Las
densidades de banda para IFN-A fueron comparadas y graficadas con respecto a las bandas
obtenidas de la amplificacion de B-actina. (N. R; No realizado), (C+; Células dendriticas +

LPS.utilizadas como controles positivos)

El tamafio esperado del amplicon para IFN-A es de 96 pb y de la B-actina de 750 pb, lo cual

concuerda con los resultados obtenidos.
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En relacion a los niveles relativos del ARNm para IFN-A, en el grupo control (PBS+T.C) se
observé aumento solamente al dia 8 post-infeccién. Para el grupo vacunado, se observé un

aumento del dia 0 al dia 2, disminuyendo a niveles casi basales para el dia 4.

El procedimiento anterior también se realiz6 con el cDNA de los linfocitos intraepiteliales
intestinales (IEL) (Figura 7). Dada la poca muestra obtenida, se decidié solamente evaluar el
RNAm de IFN-A y no incluir el de las citocinas. En el grupo control se observo un aumento
de los niveles relativos de ARNm para IFN-L del dia 0 al dia 4, posteriormente, disminuyeron
los niveles de mMRNA para el dia 6 y teniendo un aumento de nuevo para el dia 8. En cuanto
al grupo vacunado, se observo que solamente al dia 2 hay un ligero aumento con respecto al

dia O se tienen niveles de mensaje para IFN-A bastante altos. En comparacion con los ratones

PB MPM B C+ DO D4 D6 D8 PB MPM B C+ DO D2 D8

< < 250

Z Z

< e
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2 2
| | . |
DO D2 D4 D6 D8 DO D2 D4 D6 D8
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Figura 7. Nivel de mensaje de IFN-A en IEL de ratones infectados con el virus EDIM. Las
densidades de banda para IFN-A fueron comparadas y graficadas con respecto a las bandas
obtenidas de la amplificacion de B-actina. (N.R= No realizado),(C+; Células dendriticas +
LPS.utilizadas como controles positivos)
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control hay un aumento aproximadamente 6 veces. Al dia 2 se ve una disminucion de

aproximadamente 30% del mensaje, llegando a niveles basales al dia 8.
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8.- Discusion

El modelo de infeccion y vacunacion utilizado en el laboratorio se replicé de acuerdo con lo
establecido en la literatura (Burns et al., 1995; Du et al., 2017). Como se menciono
anteriormente, posterior a la infeccion con rotavirus diariamente se colectaron las heces de
ambos grupos control y vacunado para determinar la carga viral. La excrecion viral refleja la
capacidad del huesped para erradicar el virus mediante la administracion del tratamiento, los
resultados obtenidos, muestran efectividad del modelo de vacunacion. En el montaje del
modelo de vacunacion, para el grupo vacunado se observa aumento de la carga viral desde el
dia 2 hasta decaer en el dia 7, resultados similares se han observado anteriormente en trabajos
realizados en este laboratorio, administrando el péptido VVP62s7-304 (Alvarez., 2018). En este
primer experimento se obtuvo 75% de proteccion en el grupo vacunado con el péptido

sintético de VVP62s9-302 mas T.C.

Una vez replicado el modelo de vacunacion, en el primer experimento realizado, también se
realizé un ELISA para evaluar la produccién de IgA especificas para rotavirus. En ratones,
los niveles de IgA especifica de rotavirus intestinal o sérica y el nivel de proteccion estan
correlacionados (Desselberger y Huppertz., 2011; Blutt y Conner, 2013). Estudios previos
han demostrado que la carencia de células B en ratones, resulta en deficiencia de la
eliminacion viral (Blutt et al.,2012). En ratones BALB/c, la produccion natural de IgA anti-
rotavirus, se da en los dias 6-7 (Du et al., 2017), lo cual concuerda con nuestro modelo, tanto
en el grupo control como en el vacunado, ademas de no observar diferencia significativa en
la produccion de IgA entre grupos, esto valida los estudios que han observado proteccion
independiente de IgA tras la inmunizacién con la proteina VP6 quimérica (Mc. Neal et al.,
2006) de la cual deriva el péptido utilizado en este estudio. Sin embargo, para observar mejor
la importancia de IgA especifica contra RV, en los mecanismos de proteccion en este modelo
de vacunacidn, seria necesario realizar estudios en ratones knockout a distintos niveles tanto

de produccion como de transporte de IgA.

La produccién de IFN-A en IEC como respuesta ante infeccion por rotavirus esta
documentada en diversos estudios en modelos in vivo (Lee y Baldridge., 2017; Doldan et al.,
2022; Lin et al, 2016; Hernandez et al., 2015; Pott et al., 2011; Zhou et al., 2018; Alvarez,
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2018), ademas se ha reportado su funcionamiento en conjunto con IL-22 e IFN-I (Hernandez
et al., 2015; Ingle et al., 2018). A pesar de que IFN-I e IFN-A cuentan con diferentes
receptores, activan la misma via de transduccién de sefial Jak-STAT, dada la semejanza de
las vias se espera que INF-A influya tanto en la produccion como en la respuesta de IFN-a/
y viceversa (Herman y Michiels., 2014). En estudios realizados en ratones knockout de IL-
28R (receptor IFN-AR1) (Donelly y Kotenko, 2010), se observo mayor susceptibilidad a la
infeccion oral por RV que en ratones knockout de IFNAR (receptor de IFN-I), ademas se ha
observado que la administracion exdgena de manera subcutanea de IFN-A2 en ratones,
mejoro el control de la infeccion por rotavirus, lo cual no se observo con la administracion
de IFN-a (Pott et al., 2011). En este sentido, en un estudio previo realizado por Ding et al.,
2018, muestra resultados similares en células HT-29 humanas. En un estudio realizado por
Lin et al., 2016, se reporta una cepa de RV, EW-RV (cepa deriva de EDIM-RV), la cual es
mayormente insensible a IFN-L. En este mismo estudio, se mostro que una cepa heterdloga
de RV de simio, fue sensible tanto a IFN-o/ como a IFN-A, la razon de esta diferencia entre

cepas aun no es clara.

La produccion de mRNA de IFN-A en IEC e IEL de intestino, ante infeccion por RV tiene
una tendencia a aumentar en el dia 2 de la infeccion, esto se observé en el trabajo de Alvarez.,
2018, realizado en este laboratorio. Cabe resaltar que anterior al trabajo de Alvarez, no se
habia reportado la produccion de IFN-X por IEL ante infeccién por RV. Las IEC producen
IFN tipo Il ante infeccidn viral (Hernandez et al., 2015), los leucocitos generan IFN-X in
vitro, mientras que los eosindfilos intestinales y pDC producen IFN-A in vivo, esto sugiere la

posibilidad de contribuyentes adicionales para su induccion (Lee y Baldridge., 2017)

Como se ha mencionado, IFN-A es producido en respuesta a infeccion por virus entéricos,
sin embargo, no se han reportado las vias de induccién para IFN-A en IEC/IEL ante infeccidn
por RV (Lee y Baldridge., 2017). Para la induccién de IFN tipo | durante infeccion por RV,
se requieren RIG-1 y MDADb, estos también inducen IFN Il a través de la sefializacion de
MAVS e IRF3/7 (Osterlund et al., 2007). Se sabe que IRF1 tiene un rol en la induccién de
IFN tipo 11, siendo estimulado por MAVS asociado a peroxisomas, mientras que MAVS

asociado a mitocondrias induce IFN tipo I, la reserva numerosa de peroxisomas en las IEC
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podria explicar la induccion preferencial de IFN-A (Odendall et al., 2014). Estudios
realizados por Bender et al., 2015 y Ding., 2018, indican que la activacion de MAVS es
independiente de su ubicacion subcelular. Para este modelo de vacunacién podria ser una
posibilidad el estudio especifico de esta ruta, dado que, RV también cuenta con una via de
inhibicion de MAVS.

El péptido VVP62s7-304 €5 especifico de células Th, el objetivo de este trabajo fue aislar IEC e
IEL y observar su perfil de citocinas, asi como la correlacion con la proteccion ofrecida ante
infeccion por RV, sin embargo, no se logro aislar con éxito un nimero considerable de
IEC/IEL para llevar a cabo el andlisis. Estd reportado que asi como las células T
convencionales, las IEL CD4" TCRaf" tienen caracteristicas de células Th y las CD8ouf*
TCRof" muestran citotoxicidad en respuesta a patégenos de la mucosa, sin embargo, algunos
IEL CD4* TCRap* que expresan CD8ao. muestran citotoxicidad con expresion de granzimas,
esto nos muestra que las funciones de los IEL alun no se comprenden completamente.
Adicionalmente se considera como un grupo de células con gran plasticidad, las variaciones
en el ambiente intestinal como los microorganismos, influyen en sus caracteristicas

inmunitarias (Ma et al.,2020)

A pesar de que los resultados de este estudio no respaldan la hipotesis, el entendimiento de
los mecanismos moleculares de proteccion mediante el analisis del perfil de citocinas es un
punto clave en la comprension de la regulacion de la inmunidad innata, para futuros estudios
se deben tener en cuenta varios aspectos, se debe considerar que durante la infeccion otras
células como macrofagos o células dendriticas pueden producir citocinas, también tomar en
cuenta otras citocinas y sus controles, otro punto a considerar es la edad de los ratones, en
funcidn de la vida media de las citocinas. Adicionalmente, los estudios de direccionamiento
de células Th de NALT a MALT dado por la expresion de a4p7/CCR9, son ejemplos de
futuros estudios que se podrian realizar, asi como la caracterizaciéon de ilEL y linfocitos
intraepiteliales nasales (nlEL), también con modelos knockout de los receptores de las
integrinas, para un mejor entendimiento sobre la migracion de células para poder ejercer

accion protectora en el intestino.
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CONCLUSION
La vacunacion i.n. con el péptido 289-302 de VVP6 induce un estado antiviral temprano tanto

en los linfocitos intraepiteliales como en las células epiteliales, que podria estar

correlacionado con la proteccion inducida contra la infeccidn intestinal por rotavirus.
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