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RESUMEN

Rotavirus (RV) es el principal agente etioldgico de gastroenteritis en nifios menores de 5
afios. La proteina VVP6 de RV constituye la capa intermedia del virion y conforma al virus en
mas del 50%. Su gran conservacion entre las diferentes cepas de RV’s y su potencial para
inducir respuestas inmunes protectoras, convierte a esta proteina en un excelente candidato
para la promocion de una de una vacuna heterotipica de nueva generacion. En estudios
previos de nuestro laboratorio se demostrd que ratones vacunados subcutaneamente con VP6
direccionado a DEC-205 presente en la membrana de las células dendriticas (CD’s) inducia
una proteccién contra la infeccion intestinal por RV independiente de anticuerpos y
dependiente de células T CD4*y CD8".

En el presente estudio se determind si VP6 dirigido a otra lectina tipo C presente en la
membrana de las CD’s, como Langerina, también podia inducir una respuesta inmune
protectora a nivel intestinal contra RV. Se utilizaron dos tipos de vacunas; en una VP6
fusionado a Cohesina (VP6-Cohe) se conjugo a un anticuerpo monoclonal (Acm) Anti-
Langerina de ratdn fusionado a Dockerina (Lang-Dock) (Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6) y en
la otra el Acm Anti-Langerina fue fusionado con la secuencia peptidica 289-302 de VP6
(Anti-Lang-V62s9-302), que contiene un epitopo de células T CD4* reconocido en el contexto
de la molécula del MHC clase 1l (IEY). Para cada tipo de vacuna, se aplicaron dos dosis
separadas por 21 dias en presencia de Poli I:C, y en el caso de la fusion Anti-Langerina-VP6
289-302 S€ aplicaron hasta 3 dosis. A los 21 dias de la Gltima dosis, los ratones se retaron con
el RV murino EDIM. La vacunacion con el conjugado Anti Lang-Dock-Cohe-VP6 resulto
ser altamente inmunogeénica y ademas brindd una proteccion de casi un 60% contra la
infeccion por RV. Por el contrario, la fusion Anti-Lang-V62s9-302 N0 indujo proteccion adn
después de 3 dosis, por tal motivo todos los ensayos de células T se llevaron a partir de
ratones vacunados con el conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6.

Cuando las células T CD4* como CD8" fueron eliminadas in vivo con Acm’s especificos
en ratones vacunados antes del reto con RV, se encontr6 que ambas poblaciones eran
determinantes en la proteccion. Se intentd corroborar este resultado transfiriendo células T
de memoria especificas para VP6 a ratones naive retados con RV, sin embargo, por
problemas técnicos no fue posible obtener resultados conclusivos.

Los resultados de este trabajo nos indican que VP6 direccionada a Langerina presente en
las CD’s es una alternativa para generar una respuesta inmune protectora a nivel intestinal
con la infeccion por RV, y al igual que VP6 dirigido a DEC-205, las células T juegan un
papel importante en esta proteccion. En estudios futuros seria importante determinar los
mecanismos precisos por los cuales se induce esta respuesta.



1 INTRODUCCION
1.1 Rotavirus
1.1.1 Importancia Epidemioldgica

Rotavirus (RV) es un virus de estructura icosahedrica que ocasiona gastroenteritis en
diversos mamiferos jovenes. La entrada de RV a su hospedero es principalmente a través de
la ruta fecal-oral y tiene tropismo hacia los enterocitos del intestino delgado, en donde se
replica, ocasionando diarreas agudas que pueden conducir a una deshidratacion severa . En
el humano, RV es el principal agente etiol6gico de gastroenteritis en nifios menores de 5 afios
a nivel mundial 2. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporté 215,000 muertes
infantiles mundiales ocurridas durante el 2013 a causa de infecciones gastrointestinales
atribuibles a RV, la mayor parte ocurriendo en los paises en vias de desarrollo como India,
Nigeria y Pakistan ®. La OMS recomienda la implementacion de vacunas contra RV y ha
reportado que en el 2013 alrededor de 50 paises ya habian introducido vacunas contra los
serotipos de RV humanos méas predominantes 3. Desde 2007, México puso en marcha un
sistema de vacunacion activo contra RV, reportandose una disminucion del 41% de muertes
en el 2008 causadas por gastroenteritis en nifios menores de 1 afio 4. Hay que destacar que
aungue se esta incrementando el nimero de paises que llevan a cabo la vacunacién contra
RV, todavia los mecanismos por los cuales estas vacunas inducen proteccién no estan
completamente dilucidados °. Aunado a esto, una limitante que muestran las vacunas
actualmente aprobadas por la FDA (del inglés Food and Drug Administration) que estan
compuestas por virus vivos atenuados, es la falta de una buena proteccién inmunoldgica ya
que no previenen la infeccion. En los paises desarrollados, estas vacunas sélo protegen de
una gastroenteritis severa por RV en un 80%, mientras que en los paises en vias desarrollo
de Asia y Africa, la proteccion oscila entre 39% y 70% 6. Estos son motivos relevantes para
mejorar el conocimiento de la funcion del sistema inmunitario ante una infeccion por RV, de
tal suerte que pueda ser aplicado al disefio de nuevas vacunas contra los RV’s humanos y de
importancia veterinaria.

Aunque en la actualidad, la aplicacion de vacunas orales hechas con virus vivos atenuados
ha demostrado ser el método mas efectivo para proteger contra la gastroenteritis por RV 2, el
estudio de vacunas basadas en subunidades proteicas de los RV’s es una oportunidad para

mejorar la entrega de antigeno viral a células especificas del sistema inmune (como células
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dendriticas) y potenciar la proteccion %, ademas esta modalidad de vacunas tienen como
ventaja ser mas seguras en comparacion con las vacunas elaboradas con virus atenuados que

estan relacionadas con riesgo de invaginacion intestinal % .

1.1.2 Proteinas de los RV’s

Los RV’s son miembros de la familia Reoviridae y estructuralmente estdn conformados
por varias capas concéntricas con un diametro de aproximadamente de 600 a 1000 A 7.
Poseen por lo general un genoma de 11 segmentos de ARN de doble cadena (ARN dc), los
cuales codifican para seis proteinas virales o estructurales (VP, del inglés viral protein) y
seis proteinas no estructurales (NSP del inglés Nonstructural protein) ® (Figura 1a). Las VP’s

forman las tres capas concéntricas de una particula madura de RV o virion (Figura 1 by c).

Segmento .
Proteina

de ARN
19 = 4« VP1
2~ — VP2
3y — i VP3
4~ ~ VP4
5§—» <— NSP1
6> <— VPG

10— — — <+—NSP4

11—» —— <—NSP5,6

a b c

Figura 1: Genoma y proteinas de RV. a) Gel PAGE mostrando los 11 segmentos de ARN dc de RV
(izquierda) y su asignacion con la proteina correspondiente (derecha). Los segmentos 7, 8 y 9 que corresponden
a NSP2, NSP3 y VP7 respectivamente migran a la misma distancia por poseer segmentos de ARN de una
longitud parecida. b) Superficie de una particula madura de RV, en rojo se representan las 60 espiculas de VP4
y en amarillo se representa las 780 copias de VP7 las cuales conformar la capa externa. Las flechas que indican
I, I1'y 11 son los canales acuosos. ¢) Corte de un virus maduro para mostrar la capa media compuesta por VP6
(azul) y la capa interna constituida por VP2 (verde). El complejo de transcripcion VVP1/3 esta inmerso en VP2
(estructura roja en forma de flor) (Tomado de Pesavento, et al .2006)

La capa interna o nucleocapside rodea al genoma viral y esta compuesta por las proteinas
VP1, VP2 y VP3. Es en estas particulas donde se lleva a cabo la replicacion del ARN viral
gracias a la VP1 que es probablemente una RNA polimerasa dependiente de RNA 8y a VP3

2
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que posee actividad guanidiltransferasa y metilasa 8. La VP2 constituye la mayor parte de la
nucleocapside y esta relacionada con el empaquetamiento del ARN’s virales &°.

La capa intermedia esta compuesta por VP6, que es la proteina estructural que se
encuentra en mayor cantidad 8. VP6 forma espontaneamente trimeros y es muy estable; esta
caracteristica y el hecho de que contiene determinantes antigénicos conservados entre
diferentes cepas de RV’s, son la razén de que VP6 sea el blanco antigénico principal en los
ensayos de diagnostico inmunoldgico para los RV. Los epitopes de VP6 que son conservados
entre todas las cepas de RV del grupo A son llamados epitopes de grupo. En esta proteina
también se han identificado otros epitopes, llamados epitopes de subgrupo, los cuales han
sido utilizados como marcadores epidemioldgicos para clasificar diferentes cepas dentro del
grupo A 8,

La capa externa esta conformada por VP4 y VP7. Dentro de VVP7 se encuentran embebidas
espiculas formadas por VP4, la cual tiene que ser procesada por una proteasa del lumen
intestinal para la activacion de VP5y VP8, que a su vez interaccionan con receptores de la
célula hospedera 8.

Las proteinas no estructurales de RV’s, NSP1 a NSP6, son codificadas por los segmentos
5,7,8,10y 11, respectivamente. Como su nombre lo indica, estas proteinas no forman parte
de la estructura del virion. Son sintetizadas en el citoplasma de la célula durante la infeccion
y tienen funciones relacionadas con el control de la sintesis de proteinas celulares y virales,
con la replicacién del genoma, con el empaquetamiento de los genes virales y con la
maduracion de la particula viral en el interior de la célula, aunque aun no se define
completamente el papel de cada una de ellas en estas funciones 8.

En la Tabla 1 se resumen las funciones de las VP's y NSP’s de los RV’s.
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Tabla 1: Funciones conocidas de las proteinas de RV’s

Segmento

de RNA Proteina Funcion

1 VP1 125 ARN polimerasa dependiente de ARN, localizada en la capside mas interna. Forma el
complejo de transcripcion con VP3.

2 VP2 95 Proteina estructural que forma la cépside més interna requerida para la actividad
replicasa de VP1.

3 VP3 88 De guaniltransferasa y metiltransferasa que promueve el “capping” de los ARN
mensajeros. Forma parte del complejo de transcripcion del virion.

Se agrupa en trimeros para conformar una espicula en la capa exterior. Antigeno de

4 VP4 85 o e . . , .
neutralizacién especifico tipo P. Proteina de union a la célula. Proteina cortada por
tripsina originando VP5 (58 kDa) y VP8 (27 kDa), lo cual potencia la infectividad.

5 NSP1 53 Se asocia con el citoesqueleto, diversidad en su secuencia entre diferentes cepas, tiene
un papel en suprimir la respuesta de INF-o en la célula.

6 VP6 45 Forma la mayor parte del virion, proteina estructural de la capa intermedia, subgrupo de
antigeno, requerida para la transcripcion.

7 NSP3 34 Homodimero, se une al extremo 3’ del ARN mensajero de RV. Se une al factor de
elongacion elF4G1, involucrado en la regulacion traduccional.

8 NSP2 35 NTPasay Helicasa, involucrada en la formacion del viroplasma. Esencial para la sintesis
de RNA dc.

9 VP7 34 Glicoproteina estructural de la capa externa, antigeno de neutralizacion tipo G.

10 NSP4 20 Enterotoxina viral. Modula niveles de calcio intracelular y replicacion de ARN.

11 NSP5 26 Interactia con NSP2 and NSP6. Forma homodimeros. Se une a ARN de cadena sencilla.
Componente del viroplasma. Esencial para la replicacion viral.

11 NSP6 11 Producto del segundo marco de lectura abierto del gen del segmento I1. Interactdia con

NSP5. Localiza al viroplasma

Modificado de Angel et al,2007
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1.1.3 Clasificacion de los RV's

Los RV’s son clasificados en grupos (A-E) y subgrupos en base a la especificidad
antigénica de la proteina estructural VP6 °. RV’s del grupo A son la causa comin de
gastroenteritis en humanos. Los RV’s son clasificados méas a fondo en serotipos en base a
los epitopos neutralizantes de VVP7 (una glicoproteina) llamados serotipos G, y de VP4 (que
es sensible a proteasas) Ilamados serotipos P. Como el genoma de RV es segmentado, los
genes que codifican VP7 y VP4 se pueden segregar independientemente, generando una
nomenclatura binaria. Existen 15 serotipos G, los cuales son generalmente equivalentes a los
genotipos G (determinados por su relacion de secuencia) y comdnmente cualquiera de los
dos es reportado. Mas del 90% de las cepas de RV’s humanos son identificados globalmente
como cepas G1, G2, G3, G4 0 G9. Hay 14 serotipos P y por los menos existen 25 genotipos
P (los cuales se designan en corchetes), los cuales no siempre son equivalentes y ambos son
reportados. La mayoria de los RV’s circulantes comparten neutralizacién cruzada del

serotipo P1 °.

1.1.4 Ciclo de replicacion de los RV's

En primera instancia, el mecanismo de entrada de RV se ha estudiado principalmente in
vitro en las células epiteliales de rifion de macaco, denominadas MA104 . El ciclo de
replicacion de RV da comienzo cuando una particula madura o particula de tres capas (TLP,
del inglés tree layered particle) (Figura 1b) através del procesamiento de la proteina externa
VP4, se une a los sialo-glicanos ** o antigenos del grupo histo- sanguineo ? sobre la
superficie celular, lo cual desencadena la interaccion con otros receptores celulares, en donde
pueden estar involucrados las integrinas (alpha2betal, alphavbeta3, y alphaxbeta2) y Hsc70
13, Seguida de estas interacciones, el virus es internalizado por endocitosis mediada por
receptores y en el endosoma, se pierde la capa externa, quedando expuesta VP6. Esto
desencadena la liberacion de una particula de doble capa (DLP, del inglés double layered
particle) al citoplasma, la cual es transcripcionalmente activa 4. Las DLP’s dan inicio a la
transcripcion de los ARN mensajeros los cuales son usados para la traduccion de las proteinas
virales y una vez que se generan las proteinas virales, el genoma de RV que es de ARN dc,
se replica y es empaqguetado en las nuevas DLP’s en unas estructuras que se llaman

viroplasmas (Vi), que requieren de los componentes denominados “cuerpos lipidicos” para
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su formacion . Las DLP’s se unen a NSP4, la cual funciona como un receptor del reticulo
endopladsmatico (RE), durante este proceso, las particulas se aprecian transitoriamente
envueltas en el RE. La remocidn de la membrana pasajera y el ensamblaje de las capas
externas VP4 y VP7 generan un virus maduro, es decir una TLP. Los viriones son liberados
através de la lisis celular **. En la Figura 2 se resumen los pasos implicados en la replicacion
de un RV en una célula MA104.

1. Unién alacélulay entrada

\l' , ; ‘, - 6. Lisis celular

Sialo-glicanos

2. Perdida de la capa
externay activacion de la
transcripcion

Transporte vesicular
a través de la via no
clésica
independiente a

O Ribosoma Golgi
( elF4G
R . y

5. Maduracion de la
¢ 3. Traduccién particula viral

Y/ \
?temas virales NSP2, 5,6

w/j‘

ARNmM para la
sintesis de proteinas

° & VP1,2,3,6
e \ Nucleo
—_—
NSP1 s
4. Replicacion, Encapsidacion y
ensamblaje de DLP’s

Antagonista de
IFN Cuerpos
lipidicos

Figura 2: Ciclo de replicacion de los RV’'s. Los pasos generales que implican la replicaciéon de RV son:
1.unién de RV a la célula a través de la interaccién las proteinas externas del RV con receptores de la superficie
celular.2. Perdida de la capa externa, exposicién de VP6 y activacion de la transcripcion de los ARN mensajeros
(ARNmM) gracias a VP1 y VP3.3. Inicio de la traduccion de las proteinas virales en polisomas o en reticulo
endoplasmético (RE). 4.La replicacion del ARN, encapsidacion del genoma viral y ensamblaje de DLP’s se
Ilevan a cabo en los viroplasmas (Vi) que contienen una alta concentracion de proteinas virales. 5. Una vez que
se ensamblan en los Vi las DLP’s, estas salen y geman con RE y adquieren una membrana transitoria en donde
se formaran las particulas TLPs. 6. Finalmente, las TLP’s salen de la célula hospedera mediante la lisis celular.
MP, membrana plasmatica (Modificado de Hu, et al., 2012).
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1.1.5 Patogenia de RV

El proceso de patogénesis de RV que conduce a diarrea es iniciado cuando este se une e
infecta los enterocitos maduros, que tienen funciones digestivas y de absorcién de nutrientes,
cerca de las puntas de las microvellocidades en el intestino delgado (Figura 3A). El
empaquetamiento de las proteinas virales producidas y la replicacion de RNA suceden en los
Vi. Se propone que la produccion intracelular de NSP4, que tiene la funcidn de tipo
enterotoxina, causa la liberacion de Ca?* del RE, incrementando la concentracion de Ca?
citosélico (Figura 3B-1) y como consecuencia se desencadenan diversos eventos celulares
como son: dafios en la red del citoesqueleto de las microvellosidades, disminucion de la
expresion de disacaridasas (y otras enzimas digestivas) en la parte apical de la célula,
inhibicion del cotransporte de soluto- Na* y necrosis 1.

Los eventos que conducen a una malabsorcién como consecuencia de la reduccién del
epitelio intestinal en la capacidad de absorber nutrientes son los siguientes: disminucion de
la actividad de los transportadores de Na*-soluto y en la expresién de enzimas digestivas en
la superficie epitelial. Por otro lado, la liberaciéon de NSP4 proveniente de una célula
infectada tiene un efecto paracrino en una célula vecina no infectada, la NSP4 se puede unir
a esta célula a través de receptores por el momento desconocidos *® estimulando la cascada
fosfolipasa C-inositol 1,3,5 —trifosfato (PLC-1P3) que culmina en la liberacion de Ca?* del
RE incrementando el Ca?* intracelular (Figura 3B-3). Si NSP4 acttia sobre los enterocitos,
destruye las uniones estrechas y se incrementa la permeabilidad paracelular (Figura 3B-2),
pero si NSP4 acttia sobre las células de las cripta el incremento de Ca?* intracelular conduce
a la secrecion en la cripta, mediado por la activacion del transportador de Cl- (Figura 3B-4).
También NSP4 puede estimular el Sistema Nervioso Enterico (SNE), incrementando Ca®

citoplasmatico que induce secrecion de CI- Y7,
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Villus

Ca?*

~* SNE

Figura 3: Patogenia de RV. A) Representacion de la arquitectura del intestino delgado. Villus es la proyeccion
intestinal en forma de dedo que esté recubierto por los enterocitos (recuadro punteado) que limitan con el lumen
intestinal. B) Amplificacion de los enterocitos y eventos de la patogénesis por RV: 1 Un RV que se encuentra
en el lumen intestinal se une a un enterocito, se internaliza y se desnuda. Se forman los viroplasmas (Vi) y se
liberan virus y proteinas del virus. NSP4 (triangulo rojo) podria ser liberado por una via no clasica de secrecion.
NSP4 intracelular induce la liberacién de Ca?* principalmente del reticulo endoplasmatico (cuadro azul)
ocasionando un incremento del Ca?* intracelular. 2 Una célula es infectada secundariamente después de la
liberacion del virus desde la célula inicial. NSP4 que se produce por la infeccion dafia las uniones estrechas,
permitiendo el flujo paracelular de agua y electrolitos. 3 NSP4 se une a receptores y desencadena la cascada de
PLC y IP3 que resulta en la liberacion de Ca®* que se encuentra en reticulo endoplasmatico ocasionando un
incremento intracelular de Ca®*. 4 La célula café representa una célula de la cripta que puede ser estimulada
directamente por NSP4 o NSP4 puede estimular el Sistema Nervioso Entérico (SNE), que se representa en el
cuadro amarillo, lo cual induce la secrecion de CI-. (Modificado de Ramig, 2004)

1.2 Respuesta inmune en la infeccion por los RV's

Los mecanismos de inmunidad contra la infeccion por RV han sido estudiados
principalmente en el modelo murino, donde se ha encontrado que tanto la respuesta inmune
innata como adaptativa de la mucosa intestinal intervienen en la contencién y eliminacion de
la infeccion. A continuacion se clasifican los tipos de respuesta inmunologicas que se han

descubierto y propuesto ante una infeccion por los RV’s.
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1.2.1 Respuesta inmune innata
Células dendriticas

Las células dendriticas (CD’s) son conocidas por el importante papel que juegan
enlazando la inmunidad innata y la adaptativa, siendo las células presentadoras de antigeno
(CPA) mas potentes que existen y con la capacidad Unica de activar linfocitos T CD4+ que
no han tenido contacto antigénico previo *. No sélo son importantes en la regulacion de
respuestas inmundgenas efectivas, sino también en la induccion de fendmenos de tolerancia
inmunoldgica, necesarios para evitar la aparicion de procesos autoinmunes. Tras la captacion
y procesamiento de los antigenos, las CDs se dirigen principalmente a los érganos linfoides,
donde se produce la presentacion de antigenos a los linfocitos T CD8+ y CD4+, proceso en
el cual es necesaria la interaccion con Complejo Mayor de Histocompatibilidad 1 o Il (MHC,
del inglés major histocompatibility complex) respectivamente y con otras moléculas
accesorias como las moléculas coestimuladoras y las moléculas de adhesion &°.

Un estudio realizado en ratones reveld que ante una infeccion por RV’s, se observé una
respuesta de CD’s de intestino in vivo %°. En este trabajo observaron la migracion a las 48
horas post-infeccion de las CD’s a la parte superior de las Placas de Peyer (PP), expresando
moléculas coestimuladoras como CD40, CD80 y CD86, también encontraron la expresion de
RNA mensajero para citocinas proinflamatorias INFp, IL-12/23p40 y TNFa, por otro lado,
observaron el aumento de citocinas anti inflamatorias como IL-10. Estos resultados sugieren
que en un tiempo corto después de una infeccion por RV’s, las CD’s que se localizan en las
PP tienen la funcion de controlar la infeccion a través de la produccion de citocinas
antivirales y de la activacién de células T. Al mismo tiempo, evitando una respuesta inmune

excesiva.

Inflamosoma

Un trabajo novedoso demuestra que un tipo de inflamosoma, llamado NIrp9b, se expresa
exclusivamente en las células epiteliales del intestino y ante una infeccion por RV, este
desencadenada una via de sefializacidn que restringe la infeccion por RV in vivo, a través del
reconocimiento del ARN dc de RV por la helicasa de RNA contenida dentro del complejo de

NIrp9b, dando como resultado final la maduracion de la 1L-18 %3, la cual previene y resuelve
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una infeccion por RV 34, Estos resultados sefialan la importancia de la participacion de las

vias de sefializacion de la inmunidad innata en el intestino ante una infeccion por RV.

Células epiteliales

Trabajos recientes demostraron en el modelo murino que en una infeccion primaria la
produccion de IFN-A por células epiteliales de intestino puede limitar el dafio en tejido
intestinal 3!, en conjunto con IL-22 producida por linfocitos intestinales es requerido para
control efectivo de la replicacion de RV, por otro lado, la expresion de los receptores para
ambas citocinas actlan en cooperacion para la activacion de STAT 1(factor esencial en la
sefializacion por los interferones) la cual es requerida para la induccion de genes estimulados
por Interferon (1SGs) que confiere un estado antiviral en células epiteliales, que puede limitar

la replicacion viral en mucosa intestinal®.

1.2.2 Respuesta inmune adaptativa
Células By células T

En el caso de la respuesta de células B, se ha encontrado que después de la infeccion por
RV, los anticuerpos (Ac’s) IgA’s intestinales juegan un papel importante tanto en la
contencion de la respuesta primaria como en la proteccion profilactica contra una reinfeccion
con el mismo serotipo #1° Se ha propuesto que existen dos posibles mecanismos de
proteccion por Ac’s IgA’s (a) por neutralizacion directa de la infeccion bloqueando las
proteinas externas del virus VP4 y VP7 y (b) por la accion de Ac’s no neutralizantes que
reconocen VP4, VP7 e inclusive la proteina intermedia VP6 2% 21Y22 En este Gltimo caso, se
ha planteado que los Ac’s 1gA’s reconocen a VVP6 a lo largo de su transcitosis en las células
epiteliales intestinales para ser vertidas en el lumen intestinal, bloqueando de esta manera la
morfogénesis viral por un mecanismo atn no establecido 23, Sin embargo, mas estudios son
necesarios para determinar si en una infeccion natural realmente este mecanismo es
importante. Por otro lado, ratones deficientes en células B no previenen la infeccion pero son
capaces de resolverla aunque en un tiempo mas prolongado (10 dias), muy probablemente
debido a la accion directa de las células T en la lamina propia destruyendo las células
infectadas. Las células Tc juegan un papel importante en la resolucion y contencién de la

infeccion primaria por RV, aunque el mecanismo exacto no ha sido entendido ya que
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empleando ratones deficientes en Perforina, Fas, INF-o/p, INF-y, IL-6 se encontrd que la
infeccion se resuelve de manera similar a los ratones silvestres?*. Las células Th ayudan a la
eficiente induccion de células B productoras de anticuerpos IgA y células Tc, asi como a la
eficiente induccion de memoria 8 Y2°, Por otro lado, no se puede descartar que las células Th
pueden tener una funcion efectora directa como lo demuestran trabajos previos en modelos
de vacunacion #Y 2", En ratones deficientes de células B y T se observé que RV generaba
una infeccion persistente pero localizada en el epitelio intestinal, que se resolvia cuando
células By T especificas a RV fueron transferidas a estos ratones 2. Esto claramente sugeria
que la respuesta inmune innata es importante en la contencién pero no en la resolucion de la
infeccion. Esto se demostrd cuando se encontrd que ratones transgénicos deficientes en
STAT-I presentaban un incremento significativo de los titulos virales en intestino comparado
con los ratones control, sin embargo, la resolucién de la infeccion se llevé a cabo de manera

normal 2.

1.3 Vacunas aprobadas contra RV

Actualmente existen en el mercado dos vacunas orales que fueron sujetas a pruebas
experimentales largas en fase 11l para comprobar su eficacia y seguridad contra los RV’s
humanos: Rotarix y Rotateq 3°2¢¥8%, Rotarix es una vacuna de RV humano atenuado adaptado
a tejido de cultivo de la cepa P1A[8]G1, subgrupo 11 de VP6 y cepa B del geno-grupo NSP4
37 (Figura 4A) y después de 2 dosis produce una proteccion del 85% contra gastroenteritis
severa 2. Por otro lado, Rotateq es una vacuna que estd compuesta de cinco cepas de RV's
rearreglantes, cada una de ellas se deriva de cepa bovina parental (WC3) y cada una de ellas
contiene un gen que codifica VP4 6 VP7 de un RV de origen humano *® (Figura 4B). Después
de completar 3 dosis, brinda una eficacia del 98% contra la gastroenteritis severa .
Anteriormente se inmunizaba con la vacuna Rotashield, la cual estaba elaborada a partir de
un RV rearreglante de simio-humano y contenia cuatro componentes serotipicos de VP7 %,
Esta vacuna fue retirada del mercado debido a que se relacionaba con intususcepcion, que
consiste en un evento patologico en el cual el intestino se invagina ocasionando su
obstruccion %°. A pesar de que se esta incrementando el nimero de paises que inmunizan con
Rotarix y Rotateg, todavia los mecanismos por los cuales estas vacunas inducen proteccion

y las bases moleculares de su atenuacion no estan completamente entendidos. Una limitante

11



INTRODUCCION

que han mostrado ambas vacunas es la falta de reproducibilidad de una buena proteccién
inmunologica entre poblaciones de diferentes regiones del mundo. La seguridad y efectividad
de estas vacunas no esté en su totalidad garantizada y toda inmunizacion debe estar sujeta a

ser mejorada. Este es un motivo relevante para el desarrollo de vacunas de nueva generacion.

.OT--./: re—— P[5] (VPA‘)
Rotavirus Bovino WC3 2
5G6 (VP7)

L f o

{'-.L.h‘\

G1, P[8]Rotavirus

G2 Rotavirus G3 Rotavirus G4 Rotavirus
humano

hiimann humano Humano

PIA(B)G!
SGH
C‘\ NSP4 B
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A) 56 5)) (P[5]) (P[5))

Figura 4: Vacunas orales aprobadas actualmente contra RV: A) Rotarix, vacuna elaborada a partir de RV
humano atenuado cepa P1A[8]G1 que representa VP7 y VP4 mas comunes, subgrupo Il de VP6 y cepa B del
geno-grupo NSP4 (Modificado de Angel, 2007). B) Rotateq, vacuna elaborada de cinco RV’s rearreglantes
humano-bovino, cuatro expresan la proteina VP7 humana (G1, G2, G3, 0 G4) y la proteina VP4 bovina (P7[5]),
y el quinto rearreglante expresa la proteina VP4 humana (P1A[8]) y la capa externa G6 del RV bovino
(Modificado de Offit, 2006).
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1.4 VP6 como potencial candidato vacunal y la respuesta inmune

La proteina VP6, que determina el grupo antigénico de RV, esta altamente conservada y
posee un alto grado de homologia, de entre un 87% y 90 % en su secuencia nucleotidica
con los RV’s del grupo A * lo que la convierte en un candidato atractivo como agente
inmunizante que podria proveer una proteccion heterotipica %2. Diversos estudios realizados
en modelos murinos, han demostrado que la vacunacién con VP6, o con péptidos de VP6,
produce una respuesta protectora tras una infeccion subsecuente con RV 2743y 44,

La VP6 administrada por la via intranasal (i.n) en presencia del adyuvante toxina
termolabil de Escherichia coli induce proteccion contra RV murino en un 96% 27 45Y 46 A
pesar de que VP6 es la proteina mas inmunogénica, los Ac’s que ella estimula tras la
aplicacion nasal es no-neutralizante, por lo tanto el mecanismo de proteccidén que genera
VP6 podria ser a través de una via diferente a la clasica de neutralizacion viral. Lo anterior
se ha demostrado en modelos murinos deficientes en la produccién de células B, los cuales
tras la inmunizacion con VP6 administrada por la via i.n junto con un adyuvante son
protegidos casi en su totalidad tras una infeccion subsecuente con el RV murino EDIM .
Esta proteccion obtenida con VP6 administrada por la via i.n en compafiia de un adyuvante
demostrd fuertemente ser dependiente solamente de células T CD4+ %7,

Debido a la relevancia que posee VP6 para inducir una memoria protectora contra RV
independiente de células B, es importante conocer las regiones que sean epitopes de
linfocitos T. Las regiones de VP6 responsables de la proteccion brindada tras su aplicacion
por la via de mucosas se han determinado mediante inmunizaciones con diferentes regiones
sobrelapantes, y se ha visto que una region que comprende el carboxilo terminal de la
proteina de VP6 en los aminoacidos (aa) 289 -302 brinda una proteccion de casi el 100% 3,
cuya region también coincide con un epitope de reconocimiento de VP6 porcino (cepa YM)
por un hibridoma de células de T CD4+ presentado bajo el contexto de MHC II 1Ed %/, sin
embargo, la vacunacion con VP6 completa y aplicada por la via i.n desencadena un epitope
inmunodominante diferente en células T CD4+ que comprende la region de aa 242-259 “8,
Estos resultados sugieren que la vacunacion con la region de aa 289302 genera sus propias
T CDA4+, mientras que la vacunacion con VP6 completa aplicada por la via i.n genera

células T CD4+ de memoria dominantes contra una regién diferente.
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El mecanismo de proteccion brindado con la vacunacion de VP6 quimérica (VP6 unida
a la proteina de unién a maltosa), més adyuvante aplicada por la via nasal también ha sido
estudiado utilizando como herramientas diversos mutantes murinos con deficiencias en la
produccién de celulas B, deficiencias en el receptor de células T aff y TY9, asi como en
ratones con inmunodeficiencia combinada. Como resultado de estos andlisis, se demostrd
que tras la vacunacion con VP6 quimérica aplicada con el adyuvante de toxina termolabil
atenuada, aplicada de manera intranasal, las células T CD4+ son las principales
responsables de la proteccion en contra de RV murino EDIM 27,

Otra de las formas de inmunizacién con VP6 que se ha estudiado, es con VP6
recombinante producida en Baculovirus, aplicada de manera intramuscular. VP6 forma
diferentes estructuras oligoméricas in vitro, las cuales son altamente inmunogénicas en
raton sin la necesidad de adyuvantes externos *°. Debido a las estructuras antigénicas
repetitivas, estos oligdbmeros son capaces de ligarse a receptores de las células B
eficientemente *°, mientras que VP6 soluble generalmente requiere un adyuvante para la
induccién de respuesta inmune. Se ha demostrado que con esta vacunacién se producen
Ac’s que son capaces de reconocer diferentes RV’'s, es decir produce una reactividad
cruzada. Aunque la funcion de VP6 en la inmunidad protectora todavia no esta
completamente comprendida, VP6 puede ser suficiente para generar inmunidad protectora.
En raton y conejos ha sido lograda esta proteccion con particulas de doble capa %, dI2/6-

VLPs %2y la proteina VPG sin los antigenos de superficie VP4 y VP72,

1.5 Direccionamiento de antigeno a CD’s.

Para muchas enfermedades que ocasionan un alto indice de mortalidad y morbilidad,
como el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida y la malaria, es importante que las
vacunas induzcan una respuesta fuerte de células T, conformada por células T CD4+
secretoras de IFN- vy y células T CD8+ vy para inducir estas respuestas de células T %3¢ la
vacunacion de “direccionamiento de antigeno a las CD’s” aprovecha 3 caracteristicas
importantes de las CD’s: 1) procesan antigenos de manera eficiente, como microbios
complejos y células tumorales para posteriormente mostrarlos bajo el contexto MHC clase
| y MHC clase Il a las células TCD8 y T CD4+ respectivamente 3" Y 58 : 2) las CD’s se

convierten en estimuladores potentes de la inmunidad despues de someterse a una compleja
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diferenciacion o maduracion en respuesta a un panel de estimulos, como lo puede ser
ligandos de microbios para los receptores tipo Toll (TLR"s) *°¥®° [infocitos innatos Y62y
union de CD40 ®3; y 3) las CD’s se localizan en las areas de las células T de los 6rganos
linfoides donde ellas expanden células T especificas a antigeno y cuando maduran, inducen

células T CD4+ productoras de IFN-y y células T citotoxicas Y .

1.5.1 Receptores tipo lectina C

Las CD’s estdn equipadas con varios receptores sobre su membrana celular que
coadyuvan con la captura de patdgenos, entre ellos se encuentran los “receptores tipo
lectina C” (RTLC) ®, que son receptores dependientes de calcio y reconocen carbohidratos,
asi como glicoproteinas, manosas (presentes en virus, micobacterias y hongos) y glucanos
(presentes en micobacterias y hongos). Entre los principales componentes de estos
receptores se encuentran los siguientes dominios: de cisteina, de fibronectina, de
reconocimiento de carbohidrato, un dominio transmembranal y un dominio citoplasmatico
®7 (Figura 5). Ejemplos importantes de estos receptores son Langerina (CD207), DC-SIGN
(CD209) y DEC205 (CD205).

El uso de anticuerpos monoclonales (Acm) especificos contra alguno de estos RTLC
para direccionar antigenos a CD’s da como resultado un incremento de las respuestas
inmunes % Y . Por ejemplo experimentos en modelo murino de direccionamiento del
antigeno ovoalbumina (OVA) a DEC205 administrado por la via subcutanea (s.c)
incrementan la respuesta de células T 8. También el direccionamiento de antigenos del
VIH a DEC205 administrado por la via i.n incrementa la respuesta de células T CD4+ a
nivel gastrointestinal °2. Por otro lado también se ha observado que el direccionamiento de
antigenos de adenovirus hepatotropicos a DEC205 genera la produccion de células T
citotoxicas que destruyen los hepatocitos infectados, esta vacunacion seria el blanco de
otros virus que tienen un tropismo hacia higado .

El RTLC Langerina, que se encuentra principalmente sobre las células de Langerhans
(CL) en el epitelio estratificado, es un blanco importante para direccionar antigenos, se ha
observado que una vez que el VIH-1 es reconocido por Langerina, el virus es endocitado e
internalizado en los granulos de Birbeck, en donde el virus es degradado para

posteriormente ser presentado bajo el contexto de MHC 1y Il a células T, previniendo la
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infeccion de la célula, por el contrario, cuando se encuentra ausente Langerina sobre las
CL, el VIH-1 interacciona con sus receptores CD4 y CCR5 expresados sobre las CL para
posteriormente integrar su genoma a la célula e infectar a las células T °%. También ensayos
de direccionamiento de OVA a Langerina indican un incremento en la presentacion de
antigeno a células T CD4+ y TCD8+ especificas a OVA %,

Tipo |

DEC-205

‘ Triada de aminodacidos acidicos

carbohidrato E @ Fibronectina tino 11

(CDR) Dominio de reconocimiento de

1 Motivo Di-leucina
« Repeticiones en tandem

3 Motivo de tirosina

Figura 5. Representacién de dos tipos de receptores de lectina tipo C 6 moléculas tipo Lectina que son
producidas por células dendriticas y células de Langerhans. Dentro de las lectinas tipo | se encuentran
MMR y DEC-205 que contienen un amino terminal rico en repeticiones ricas en cisteina (S-S), una
fibronectina tipo 11 (FN) y de 8 a 10 dominios de reconocimiento a carbohidrato (CRD) que une ligando de
manera dependiente de calcio. Lectinas de tipo Il contienen solo un CDR en el dominio de su carboxilo
terminal que se encuentra extracelularmente. Los dominios citoplasmaticos de las lectinas tipo C son diversas
y contienen varios motivos conservados que son importantes para la captura de antigeno, por nombrar
algunos: motivo basado en tirosina para internalizacion, triada de aminoacidos acidicos y motivos de di-
leucina. (Modificado de Figdor, et al, 2002).
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o INTRODUCCION

1.6 VP6 direccionada a CD’s

En nuestro laboratorio, se ha propuesto el direccionamiento de VP6 a CD’s como una
plataforma de vacunacion para incrementar la respuesta de células T protectoras. Como
resultado de estos estudios, se ha observado un incremento en la proteccion (independiente
de IgA’"s) de un 45% en ratones inmunizados con la proteina VP6 direccionada a DEC-205
en compafiia de un adyuvante de RNA dc sintético (Poli I:C); siendo esta proteccidn
dependiente de células Th1l Y 0. Asimismo, recientemente, resultados preliminares en
nuestro laboratorio demostraron que ratones inmunizados con la VP6 direccionada a
Langerina, induce inclusive niveles de proteccion mayores que los dirigidos a DEC205

(hasta un 70 % de proteccion) (Comunicacién personal con Dr. Oscar Badillo).
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2 JUSTIFICACION

La VP6 es un producto del segmento 6 del genoma de RV que esta constituida por 397
aminoacidos con un peso molecular de 45 kDa y constituye mas del 50% del virion "X, Su
gran conservacion entre las diferentes cepas de RV y su potencial para inducir respuestas
inmunes protectoras, convierte a esta proteina en un excelente candidato para la generacion
de una vacuna heterotipica de nueva generacion basada en una respuesta de células T 274,
Ante la estimulacion antigénica con RV porcino, se encontrd que células Th pueden
reconocer a RV de manera homotipica y heterotipica y que VP6 es blanco importante de esta
respuesta . Sin embargo, mas estudios dirigidos a entender la funcion de las células T en

este sistema son necesarios.

El direccionamiento de VP6 a CD’s, mediante el uso de anticuerpos monoclonales
(Acm’s) que reconocen receptores tipo lectina C que se expresan sobre las CD’s, tales como
Langerina o DEC 205 que inducen una internalizacién eficiente de sus ligandos para después
presentarlos principalmente a células T, mejora la respuesta inmune protectora contra RV, y
se ha propuesto en nuestro grupo de trabajo que esta respuesta es T dependiente,
principalmente de células T CD4+ 4. También se ha observado que cuando se eliminan las
células T CD4+ la proteccion inducida contra la infeccion en los ratones vacunados con el
Acm DEC-205 unido a VP6 (conjugado Acm DEC-205:VP6) se anulé por completo vy al
eliminar la poblacion T CD8+ se obtuvo un 50% de la reduccion de la proteccion. Estos
resultados sugieren que la vacunacion con VP6 direccionado a CD’s esté involucrada con la
generacion de células T que ayudan a la proteccion contra RV "°. Resultados preliminares
del laboratorio indican que VP6 dirigido a otro receptor tipo lectina C, como Langerina,
también induce proteccion contra la infeccion. De esta manera, en este trabajo se planteo6
investigar el posible papel de las células T especificas a VP6, generados en ratones vacunados
con esta proteina dirigida a Langerina presente en las CD’s, en la proteccion contra la

infeccion por RV.
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3 HIPOTESIS

Las células Thy Tc especificas para VP6, generadas en ratones inmunizados parenteralmente
con VP6 direccionado a Langerina presente en las CD’s, tienen un papel importante en la

proteccion contra la infeccion por RV en un modelo murino.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar el papel de las células Th y Tc especificas para VP6, generadas en ratones
inmunizados parenteralmente con VP6 direccionado a CD’s, en la proteccion contra la

infeccion por RV en un modelo murino.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Montar el modelo murino de vacunacion parenteral de VVP6 dirigido a Langerina para

inducir proteccion contra la infeccion por RV a través de la actividad de las CD’s.

e Determinar si la eliminacion de las células Thy Tc in vivo en ratones vacunados,

abroga la proteccién inducida contra la infeccién por rotavirus.

e Evaluar la capacidad de las células Th y Tc, generadas por la vacunacién, para

transferir inmunidad protectora contra la infeccién por RV en ratones no vacunados.
e Generar lineas celulares in vitro de células T anti-VP6 provenientes de ratones

vacunados y determinar si son capaces de transferir inmunidad protectora contra la

infeccion por RV en ratones no vacunados.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Lineas celulares y medios de cultivo

A continuacion se enlistan en la Tabla 2 las lineas celulares que se utilizaron en este

proyecto y se describen los medios para su crecimiento. Todos los medios y suplementos

usados fueron adquiridos de GIBCO.

Tabla 2: Lineas celulares utilizadas en este proyecto y sus condiciones de cultivo

Caracteristicas de la linea celular

Medio de cultivo para su

crecimiento

MA104
ATCC® CRL-2378

Células epiteliales de rifion de macaco

DMEM con 10% de suero fetal
bovino, 2mM de Glutamina,
100U/mL de penicilina'y 100 pg/mL
de estreptomicina.

GK 15
ATCC® TIB-207™ | -Productora del Isotipo Rata IgG2b,
(hibridoma) -El anticuerpo que produce reconoce CD4 de | RPMI 1640+ (RPMI+) suplementado
ratén con 10% de suero fetal bovino, 5x10-°
M 2- mercaptoetanol, 2mM de
glutamina, 10 mM Hepes y 10 pg/mL
53-6.72 de gentamicina
ATCC®TIB-705™ | -Productora del Isotipo Rata 1gG2a, k
(hibridoma) -El anticuerpo que produce reconoce CD8 de
ratén
5.2 Ratones

Se utilizaron ratones hembras BALB/c (H-2%) de 6-8 semanas de nacidos, libres de

patdgenos, del Bioterio del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP). Se mantuvieron en

un ambiente estéril en cajas con filtro bajo condiciones de 12 horas de luz/ 12 horas de
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oscuridad y se proporciond agua y alimento ad libitum. Se sacrificaron por dislocacion
cervical.

Por otro lado se ocuparon ratones desnudos “nude” (nu/nu) hembras de 6-8 semanas de
edad que fueron proporcionados por el Bioterio la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos. El desarrollo de los experimentos con estos ratones se

realizaron dentro de la zona controlada del Bioterio “Area blanca” bajo condiciones estériles.

5.3 Virus
5.3.1 RV murino EDIMut

Los ratones BALB/c se infectaron con el RV murino EDIMw: (del inglés epizootic diarrea
of infant mice), del tipo G3[P16] el cual fue proporcionado por el Dr. Richard Ward del
Children”s Medical Center en Cincinnati Ohio. En nuestro laboratorio, EDIM se amplifico
en ratones neonatos de 3 dias de nacidos, los cuales se infectaron con 1X10* unidades
formadoras de focos (uff), y 5 dias post infeccion (p.i) se colectaron los intestinos delgados
y se homogenizaron en TNC (10mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl, 1mM CaCly). Enseguida
se alicuotaron y congelaron a -80°C hasta su uso. Para la titulacién de los homogenizados, se
infectaron grupos de ratones BALB/c de 6 -8 semanas de edad con diferentes concentraciones
del homogenizado y se evalud la carga de EDIM en heces mediante un ELISA de captura.
De esta manera, por cada preparacion se determind la dosis infecciosa 50 (DI150), la cual

indica la dosis a la cual 50 % de los ratones se infectaron usando la formula de Red-Muech
72

5.3.2 RV de Simio Rhesus
Las células MA104 se infectaron con el RV de Simio Rhesus (RRV) del tipo P5B[3], G3,

con la finalidad de amplificar este RV vy utilizar este lisado como control positivo de antigeno
en las ELISAS de carga viral y como antigeno en las ELISAS de deteccion de
inmunoglubulinas (1g°s ) especificas para RV. El titulo viral de estos lisados se determind
mediante el ensayo de inmunoperoxidasa en células MA104, el cual permite contar focos

infecciosos 2.
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5.4 Produccion de los antigenos

En colaboracion con los Drs. Gerardo Espino, Sandra Zurawsky y Gerard Zurawsky,
Instituto Baylor para la Investigacién en Inmunologia, se generaron conjugados entre el
anticuerpo monoclonal (Acm) anti-Langerina (4C7) de raton y VVP6 de la cepa de rotavirus
murino Ew (VP6 ew). Usando una plataforma bastante novedosa que se basa en la interaccion
con alta afinidad de las moléculas Cohesina- Dockerina que de manera natural conforman el
celulosoma bacteriano 7. De manera independiente, el Acm Anti-Langerina fue expresado
in vitro en células HEK-293 fusionado a Dockerina (Acm-Lang-Dock) y VP6 fusionado a
Cohesina (Cohe-VP6). Las proteinas de fusion se purificaron por una columna de proteina G
y en nuestro laboratorio se conjugaron. Para esto, ambas construcciones se mezclaron en PBS
por 10 min a temperatura ambiente (T.A), lo que result6 en el conjugado Anti- Lang-Dock-
Cohe-VP6. Teodricamente el conjugado contiene un 70% de masa de Lang-Dock y 30 % de
Cohe-VP6 (Figura 6). Como control, se produjo un Acm de inespecifico del mismo isotipo
del Acm Anti-Langerina (Isotipo-Dock) y se conjug6 de la misma manera a Cohe-VP6
(Isotipo-Dock-Cohe-VP6).

Anti- Langerina Anti- Langerina

Cohesina

Acm Lang-Dock Coh-VP6 5 3 Anti- Lang-Dock-Cohe-VP6
A) B) C)

Figura 6: Generacion del conjugado Anti- Lang-Dock-Cohe-VP6. A) Se muestra la construccion del
anticuerpo monoclonal Anti-Langerina fusionado con dockerina (Acm Lang-Dock) y B) la construccion
Cohesina fusionado con VVP6 (Coh-VP6), ambas realizadas por Dres. Zurawsky y Espino. C) La mezcla de
ambas construcciones generan el conjugado Anti- Lang-Dock-Cohe-VP6 por la alta afinidad que existe entre
la cohesina y dockerina. (Tomado de Esquivel, 2017)
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Por otro lado, el grupo de Baylor también produjo el Acm Anti-Langerina fusionado al
carboxilo terminal de la cadena pesada con la secuencia de 14 aminoacidos (aa)
RLSFQLMRPPNMTP de VP6 ew (Anti-Lang-VP62g9-302) correspondientes a un epitopo

reconocido por células Th en el contexto de la molécula del MHC 11 (IEY) 7 (Figura 7).

Anti- Langerina

4

N\

Figura 7: Representacion del antigeno vacunal Anti-Lang-VP62ss-302: Acm Anti-Langerina, unido en la
cadena pesada, con péptido de VP6 de Ew que corresponde los aa 289-302 (VP6 2s9-302). (Tomado de Esquivel)

Las proteinas de fusion y los conjugados generados fueron analizados rutinariamente por
mediante geles SDS-PAGE.

5.5 Electroforesis SDS-PAGE

Para el andlisis de los conjugados de Anti-Lang-Dock -cohe-VP6, o de Anti-Lang-VP62so-
302, Se prepararon geles SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sodico). Se prepararon geles separadores al 12% de acrilamida en un volumen
de 5 mL, para ello se mezclaron 2.248 mL de H>O destilada, 2 mL de acrilamida al 30%
(Biorad), 650 pL de Tris 3M pH 8.8, 50 pL de SDS al 10%, 50 pL de persulfato de amonio
al 10% y 2uL de TEMED. La solucidn se verti6 entre los cristales cubriendo las % partes del
area e inmediatamente se terminaron de llenar los vidrios con agua destilada para nivelar la
superficie del gel. Se dejo polimerizar el gel por 20 minutos a T.A, se retird el H2O. Para los
geles al 11% de acrilamida se mantienen las mismas concentraciones de los componentes,
excepto que se agregaron 1.83 mL de acrilamida al 30%. A continuacién se prepar6 el gel

concentrador al 5% de acrilamida en un volumen de 2 mL con 1.37 mL de H»O destilada,
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340 pL de acrilamida al 30% (Biorad), 250 uL de Tris 1M pH 6.80, 20 uL de SDS al 10%,
20 pL de persulfato de amonio al 10% y 2L de TEMED, enseguida se vertio y se coloco un
peine y se dejo polimerizar por 30 minutos a T.A. Posteriormente, las placas de vidrio fueron
insertadas en la camara electroforética y se agregaron 500 mL de buffer de corrida (25 mM
Tris-base, 250 mM, 0.1% SDS).

Las muestras de proteinas se mezclaron con buffer de carga 5x (35 mM Tris pH 6.8, 2%
SDS, 5% v/v glicerol y 0.1% de azul de bromofenol) en un volumen final de 20 pL, se
hirvieron por 5 minutos, se enfriaron en hielo y se cargaron en las diferentes muescas del gel.
Las muestras fueron cargadas con el agente reductor 2- mercapto etanol (2-ME) o con
ditiotreitol (DTT) al 1%. Como control de corrida se utilizaron 4 pL de una mezcla de
marcador de peso molecular con un rango de 250-10 KDa (Fermentas). Las proteinas se
corrieron auna corriente inicial de 5 mAmp (mili Amperes) por 5 minutos y posteriormente

a 20 mAmp por 60 minutos.

5.6 Western-Blot

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Perkin EImer) en una cdmara de transferencia (BioRad). El gel y la membrana
se cubrieron con el buffer de transferencia (34 Mm Tris, 276 mM Glicinay 162 mL de etanol
absoluto por cada 700 mL de buffer) y se llevé a cabo la transferencia a una corriente de 200
mAmp por 1 hora. Enseguida la membrana de nitrocelulosa se bloque6é con PBS-tween al
0.05% con 10% de leche por 20 minutos a T.A. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada
uno con PBS-tween 0.05% y se agregd el anticuerpo policlonal anti RV hecho en conejo
diluido 1:15,000 en solucion de blogueo y se dejé en agitacion por 16 horas a 4°C. Se lavo
por 6 veces con PBS-tween 0.05% y se agreg0 el anticuerpo secundario hecho en cabra anti-
Conejo-HRP (Dako) diluido 1:15,000 diluido en solucion de blogueo. Se lavé por 6 veces
con PBS-tween 0.05% y se revelo con 300 pL de luminol mas 300 pL de solucién oxidativa
(Kit Western Lightning Plus, Perkin Elmer). Enseguida la membrana se expuso en el scanner
Odyssey.
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5.7 Inmunizaciones

Para evaluar la capacidad de los conjugados de Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 para inducir
una respuesta inmune anti-RV, grupos de 4-5 ratones BALB/c fueron inoculados
subcutaneamente (s.c.) con conjugados equivalentes a 3.5 pg de VP6 en presencia de 50 pg
de Poli I:.C como adyuvante. Como controles, dependiendo del experimento, grupos de
ratones fueron inoculados con el Acm Anti-Lang-Dock, Isotipo-Dock-Coh-VP6, 5 ug de VP6
solo o PBS en presencia de adyuvante. La segunda inmunizacion se realizo el dia 21 bajo las
mismas condiciones. Al dia 42 del inicio del experimento los ratones se retaron oralmente
con el RV murino EDIMw: para evaluar la carga viral en heces en los diferentes grupos. A
los dias 0, 21 y 42 se tomaron muestras de suero para evaluar los Ac’s anti-VP6.

Por otro lado, grupos de 2-3 ratones se inocularon s.c con Anti-Lang-VP62s9-302 a Una
concentracion equivalente a 500 ng del péptido en compafiia de 50 pg Poly IC por 2 6 3 dosis
separadas por 21 dias. Como controles negativos se inocul6 1 pg de péptido VP6 289302 0
PBS en presencia de adyuvante. Veintian dias después de la ultima dosis se infectaron los

ratones oralmente con EDIMw para evaluar la carga viral.

5.8 Infeccion de ratones con el RV murino EDIMwt

Previo a la infeccién se administraron a los ratones 100 pL de bicarbonato al 1.33% por
via oral con el fin de neutralizar el pH estomacal, por medio de una canula gastroesofagica.
Diez minutos después, los ratones se inocularon oralmente con 100 pL de DMEM sin suero
de una dilucién de homogenizado intestinal con EDIM 1:500 *. Cabe destacar que
inmediatamente antes de infectar con EDIM y cada 24 horas durante los siguientes 8 dias se
colectaron heces de los ratones en tubos eppendorf, los cuales se almacenaron a -20 °C hasta

Su uso.

5.9 ELISA para determinar carga viral

Las muestras de heces se descongelaron y resuspendieron al 5% (peso/volumen) en una
solucion amortiguadora disolvente (10 mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl, 1mM CaCl», 5% de
suero fetal bovino, 0.05% Tween-20, 10 mM azida de sodio) y se incubaron a 4°C de 14 a

16 horas. Posteriormente, las muestras se agitaron vigorosamente en un vortex para disgregar
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las heces y se centrifugaron a 13,000 rpm por 5 min. El sobrenadante (SN) obtenido se utilizé
para el analisis por ELISA como un parametro de replicacion viral.

A placas de 96 pozos de fondo redondo de alta adherencia (Corning) se les agregaron 50
puL/pozo de un Ac policlonal de cabra contra varias cepas de RV’'s (hecho en nuestro
laboratorio) diluido 1:5000 en PBS y se incubaron a 4 °C de 14 a 16. Después, la placa se
lavo dos veces con TNC (10 mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM CaCl,) con 0.05% de
Tween-20 (TNC-Tw) y se bloque6 con 50 pL de 5% de leche descremada en polvo disuelta
en TNC-Tw por 2 horas a T.A. Al término de este tiempo las placas se lavaron con 150 uL
de TNC-Tw por 2 veces, se agregaron 50 pL de los SN de las heces por duplicado y se incubo
a 37°C por 2 horas. En este paso, para el control positivo se agregd a un par de pozos lisado
de células MA104 infectadas con RV RRV y como control negativo un par de pozos se
agrego solucién amortiguadora disolvente. Las placas se lavaron por 4 veces con TNC-Tw,
se agregaron 50 pL un anticuerpo policlonal hiperinmune contra RV RRV producido en
conejo (hecho en nuestro laboratorio) diluido 1:2000 en TNC-Tw con 5% de leche
descremada y se incubd por una hora a 37°C. Las placas se lavaron 4 veces con TNC-Tw,
se afiadieron 50 uL de un anticuerpo policlonal de cabra anti-lgG de conejo marcado con
fosfatasa alcalina (Zymed) diluido 1:2000 en TNC-Tw con 5% de leche y se incubd por 1
hora a 37°C. Después de lavar 4 veces con TNC-Tw, se afiadieron 50 pL de sustrato p-
nitrofenil fosfato disodio disuelto en 1:50 en dietanolamina (0.1% de dietanolamina, 1mM
MgCl, 0.029% Azida de sodio) y se incubd de 30 a 60 min 37°C y se midio6 la absorbancia

a 405 nm en un espectrofotometro Multi Skan (Labsystems).

5.10 ELISA para la deteccion de 1g°s anti-RV en suero

Los ratones fueron sangrados de la cola en los dias que se indican para cada experimento.
Para obtener el suero, los ratones se metieron en un caja limpia y se calentaron en presencia
de un foco por 5 min con la finalidad de dilatar las venas de la cola. Enseguida se froto la
cola con etanol y se seco con papel limpio. Con un bisturi se hizo un corte transversal en una
vena dilatada y se colectd la sangre en un tuvo eppendorf. Los tubos con sangre se
mantuvieron en hielo por 2 horas para después ser centrifugados a 4500 rpm a T.A por 5

minutos. La fase acuosa se recuperé en otro tubo y se almacend a -20°C hasta su analisis
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Para el ELISA se cargd una placa de 96 pozos (Corning 3366) con 50 uL/pozo de un
anticuerpo policlonal de cabra contra varias cepas de RV diluido 1: 5000 en PBS 0.02% de
Azida de Sodio y se dejo incubando de 14-16 horas a 4°C. Se lavé con 150 pL/pozo por 2
veces con PBS Tween 0.05% (PBS-Tw) y se bloque6 con 150 uL de PBS Tw-leche 5% y
0.02% Azida de Sodio por 2 horas a T.A. Se lavo por 4 veces con PBS-Tw y se incubo la
placa con 50 pL/pozo de lisado de RRV por 2 horas a 37°C. Se lavd por 4 veces con PBS -
Tw y se colocaron 50 pL de los sueros diluidos 1:50 en PBS -Tw leche 5% y 0.02% Azida
de Sodio por 1 hora a 37°C. Como control positivo se cargo un suero de un raton infectado
con EDIMw: de 21 dias post infeccion y como control negativo PBS-Tw leche 5% y 0.02%
Azida de Sodio. Se lavo por 4 veces con PBS-Tw y se agregaron 50 pL de anticuerpo anti
Ig’s de raton peroxidasa diluido 1:1500 en PBS-Tw por 1 hora a 37°C. Se lavo 4 veces con
PBS-Tw y se agregaron 50 plL/pozo de la preparacion de 2 mg sustrato ortofenil-
Fenilendiamina;Sigma disuelto en 5 ml de buffer citratos-fosfatos ( acido citrico 51.4 mMy
Fosfato de sodio 24.3 mM més 10 pL de H202) y se incubo por 10 minutos a T.A y la reaccion

se detuvo con 50 pL de &cido sulfurico 2M. Finalmente se leyo la absorbancia a 492 nm.

5.11 Obtencidn de células de bazo

Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical y las células de bazo fueron
obtenidas como se indica a continuacion:
El bazo fue extraido con material de diseccion estéril en presencia de dos mecheros. El bazo
inmediatamente se colocé en un tubo con 10 ml de solucién de sal balanceada de HANK
esterilizada por filtracion (NaCl 8000 mg/L, KCI 400 mg/L, KH2PO4 60 mg/L, Glucosa
1000 mg/L, NaoHPO4 48 mg/L, MgSO4 98 mg/L, CaCl> 140 mg/L, NaHCO3 350 mg/L y
EDTA 2mM). El bazo se macer6 con una malla de acero inoxidable usando el émbolo de una
jeringa de 10 ml. La suspension celular se pasé a través de una malla de 100 um (CORNING
431752) y se centrifugo 1200 rpm a T.A por 5 min. El boton celular se resuspendio en 8 mL
de solucion de lisis de eritrocitos (NH4Cl 155 mM, NaHCO3 12 mM y EDTA 0.1 mM) y se
incubd por 5 min a temperatura ambiente. Enseguida, se afiadieron 7 mL de solucion HANK
y se centrifugd a 1500 rpm por 5 min. El botdn celular se lavo 2 veces con 10 ml de HANK
centrifugando a 1200 rpm por 5 min. Finalmente, las células se resuspendieron en 5 ml de

RPMI" y se contaron las células viables usando azul de tripano y una cdmara de Neuabauer.
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5.12 Purificacion de células T CD4* de bazo.

Las células T CD4" de bazo fueron purificadas por el método de adherencia (“panning”),
una placa Petri bacteriolédgica de poliestireno se 100 X 15 mm de didmetro se cubri6 con 10
mL de Tris 0.05 M pH 9.5 conteniendo 5 pg/mL del Acm de rata anti CD4 de raton GK1.5.
Después de incubar por 40 min a TA, la placa se lavo suavemente 4 veces con 10 mL de
PBS, seguido de un quinto lavado con 5 mL de PBS 1% SFB. Una placa se carg6 con 37x10°
células provenientes de bazo de ratdn Anti Langerina-Dock-Cohe-VP6 y otra con 17x10°
células provenientes de bazo de raton Isotipo-Dock-Cohe-VP6, resuspendido cada grupo en
3 mL de PBS 5% SFB y se incub6 por 40 min a 4°C, se distribuyeron las células
homogéneamente por inclinacién leve y se dejo incubando por 30 min mas a la misma
temperatura. Al término de la incubacion se colectaron las células no adheridas, se
centrifugaron y contaron para usarlas en ensayos de transferencia celular y citofluorometria.
Para recuperar las células adheridas se adicionaron 25 ml de PBS 1 % de SFB y se pipeted
vigorosamente y estas serian células enriquecidas con T CD4". Se centrifugaron y contaron

para usarlas en ensayos de transferencia celular y citofluorometria.

5.13 Transferencia de células a ratones no inmunizados

Para evaluar la capacidad de las células de bazo o las células T CD4* especificas para \VP6
para inducir proteccion contra la infeccion por rotavirus, grupos de ratones fueron inoculados
intraperitonealmente (i.p.) con diferentes cantidades de células (dependiendo del
experimento) en 100 uL de PBS. Se utiliz6 una jeringa de insulina con aguja 32 G. Enseguida
se infectaron los ratones con el rotavirus murino EDIM (en el caso de células aisladas
TCD4+aisladas por “panning”) o a las 2 hr post-transferencia para el resto de los
experimentos y se evalud la replicacion viral a lo largo de 8 dias como se indica en Apartado
5.9.

5.14 Produccion de anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales (Acm’s) de rata anti-CD4 y anti-CD8, fueron producidos
en ratones desnudos (nu/nu) de 6 a 8 semanas de nacidos. Para esto, se inocularon 150 pL de
adyuvante incompleto de Freund o Pristane (2,4,6,19,14 tetrametilpentadecano, Sigma) i.p.

Dos semanas después, se inocularon 2x10° a 4x10° células de los hibridomas anti-CD4
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GK1.50anti-CD8 53.67.2 en 100 pL de PBS. Después de 1 a 2 semanas se colecto el ascites
por medio de una puncion i.p. con una aguja de calibre grueso 27 G. El ascites se colect6 en
un tubo de 15 mL y se centrifugd a 2000 rpm a 4 °C. Se tomo el SN tratando de evitar la
grasa y se almaceno a -80 °C hasta su uso. Se cuantificd la concentracion de proteina

mediante el micrométodo de BCA (acido bicinconinico) (Pierce).

5.15 Eliminacion in vivo de células T CD4* y CD8*

Para la eliminacion de células T in vivo los ratones fueron inoculados i.p. con 500 pL de
PBS conteniendo cantidades apropiadas de ascites de los anticuerpos monoclonales de rata
anti-CD4 GK1.5 o anti-CD8 53-6.72. Se realizaron 3 inoculaciones separadas por 3 dias. La
eliminacion de las células T CD4* o CD8" se confirmo por citofluorometria de flujo con

anticuerpos especificos usando células de bazo.

5.16 Generacion de lineas celulares in vitro de células T CD4* especificas para VP6 de
RV

Para la generacién de una linea celular in vitro de células T CD4" especificas para \VP6
de RV, se realizaron ciclos de estimulacién antigénica y expansion con células de bazo de
ratones vacunados con Lang-Dock-Cohe-VP6. Asi, se estimularon 2x10° células /mL de
RPMI* con 1a5 ug de VVP6 purificado (producido in vitro en el laboratorio de la Dra. Lourdes
Gutiérrez, CISEI, INSP) previamente sometido a luz ultravioleta para prevenir
contaminacion de los cultivos. Al tercer dia de cultivo se adicionaron 10 % v/v de
sobrenadante condicionado de células XG310 mlL-2 (que contiene altos niveles de IL-2 de
ratén), para expandir las células T CD4" activadas (especificas para VP6) y se continud la
incubacion por 4 dias mas. Al término de este tiempo, las células se colectaron y se
resembraron a 2x10° células/ mL en presencia de 2x10° células/ mL de células de bazo
normal tratadas con Mitomicina C (células presentadoras) para prevenir su replicacion y de
1 a5 ug de VP6. Para el tratamiento con mitomicina, 2x107 células de bazo/ mL se incubaron
por 20 min a 37 °C con 25 pg de Mitomicina C (Sigma) y posteriormente se lavaron dos
veces con medio sin suero y se adicionaron al cultivo. Después de 3 dias de incubacion se

adicionaron 10 % v/v de sobrenadante condicionado de células XG310 mIL-2 y se continu6
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el cultivo por 4 dias. Este tltimo ciclo de estimulacion- expansion se repitio hasta un maximo

de 5 veces para tratar de obtener una linea celular pura.

5.17 Citofluorometria

Las células previamente colectadas se resuspendieron en 500uL de Buffer de enlace (BE)
+ 2 % de suero de conejo y se incubaron durante 15 minutos a 4°C. Después, las células se
distribuyeron a una placa de 96 pozos de fondo en “v” (Costar) y se centrifugaron durante
5 minutos a 2000 rpm. EIl sobrenadante de los pozos se decant6 y se agregaron 50 pL del
anticuerpo monoclonal de rata anti-CD4-FITC (clona RMA-5; eBioscience), anti-
CD8a_APC (clona 53-6.7; BioLegend) o anti-TCRB-FITC (clona H57-597; BiolLegend),
diluidos 1;200 en BE, se incubd a 4°C durante 20 minutos protegido de la luz. Después, se
agregaron 100 puL de BE y se centrifugo durante 5 minutos a 2000 rpm. EI SN de los pozos
se descarto, se agregaron 100uL de paraformaldehido al 2 % en PBS y se incub6 por 20 min
a TA. Finalmente, las células de cada pozo se pasaron a tubos de plastico para su analisis por
citofluorometria, usando el clitometro BD-FACS CANTO Il (laboratorio de la Dra. Yvonne
Jane Rosenstein Azoulay, IBT-UNAM) o el citometro AMNIS IMAGESTREAM MARK

(IBT). Los datos obtenidos fueron analizados con el programa Flow-Jo.

5.18 Analisis estadistico

La significancia estadistica (valor-p) fue calculada usando la prueba ANOVA de una via
y de dos vias. Las pruebas fueron calculadas por el software Prisma 5.0 (GraphPad Software
In. LA Jolla, CA).
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6 RESULTADOS
6.1 Caracterizaciéon de las vacunas usadas
6.1.1 Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6

Como se mencion6 previamente, el Acm Anti-Lang-Dock y la proteina de fusion
Cohe-VP6 fueron producidas in vitro por células HEK-293 transfectadas. Para generar
la vacuna, ambas proteinas fueron mezcladas en PBS para producir el conjugado Anti-
Lang-Dock-Cohe-VP6. EI Acm Anti-Lang-Dock, la proteina de fusion Cohe-VP6 y el
conjugado fueron analizados por electroforesis en un gel de acrilamida y por Western
Blot usando un Ac policlonal anti-RV, ambas electroforesis se realizaron en condiciones
reducidas. En el gel de acrilamida se puede apreciar que el Acm Anti-Lang-Dock generé
dos bandas, una de aproximadamente 55 kDa, tamafio cercano al peso esperado de 57
kDa de la cadena pesada fusionada a Dockerina, y otra de 25 kDa correspondiente a la
cadena ligera (Figura 8 A). Por otro lado, Cohe-VP6 present6 un peso de
aproximadamente 100 kDa cuando el peso esperado era de 70 kDa, esto se pudo deber a
modificaciones postraduccionales no contempladas en el célculo del peso molecular.
Cuando el conjugado se analiz0, se encontraron las tres bandas correspondientes a la
cadena ligera, la cadena pesada fusionada a Dockerina y Cohe-VP6 . Como se esperaba,
en el Western Blot solamente Cohe-VP6 vy el conjugado dieron una sefial en el peso
molecular de 100 kDa que corresponde a Cohe-VP6 (Figura 8 B). El conjugado Anti-
Lang-Dock-Cohe-VP6 también se analizd en condiciones no reducidas, sin embargo, su
alto peso molecular (tedricamente 450 kDa) impidid su resolucion en el gel (resultado
no mostrado). Estos resultados nos confirman la identidad de las proteinas
recombinantes y que estas pueden formar eficientemente el conjugado anti-Lang-Dock-
Cohe-VP6.
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Figura 8: Caracterizacion del conjugado Anti Lang-DockCohe-VP6. A) Gel SDS-PAGE al 12%
tefiido con azul de Coomassie. Todas las muestras se trataron con el agente reductor DTT. Se observa la
cadena pesada de aproximadamente 57 kDa y la cadena ligera de 25 kDa (flechas) tanto en el conjugado Anti
Lang —Dock-Cohe-VP6 como en Anti Lang-dock. Por otro lado, también se observa una banda de aprox. 100
kDa (flecha) en el conjugado, indicando la presencia de cohe-VP6 B) Western Blot (gel SDS-PAGE al
10%) revelado con el anticuerpo policlonal primario anti RV y usando como secundario un anti conejo-
Peroxidasa hecho en cabra, para evaluar la conjugacion de Cohe-VP6 a Anti- Langerina-dock. En la
muestra de Anti- Lang-Dock-Cohe-VP6 y en el control positivo cohesina: VP6 se observa una banda de
100 kDa indicando la presencia de VP6. Anti Lang-dock como control negativo.

6.1.2 Anti-Lang-VP62s9-302

Una estrategia alternativa de vacunacion fue fusionar la cadena pesada del Acm Anti-
Langerina con un péptido de VP6 que corresponde a los aa 289-302, que representa un
epitopo de células T CD4+ presentado en el contexto de la molécula de clase 11 IEY. EI Acm
Anti-Lang-VP62s9-302 se analizé por medio de un gel de acrilamida en condiciones tanto
reducidas como no reducidas. Aungue el peso molecular esperado en condiciones no
reducidas era de 154 kDa, se encontro un barrido de proteina entre 141.25 kDa y 230 kDa.
Esto se pudo deber a las diferentes conformaciones que pueden adquirir una macromolécula
que resulta en un rango de pesos moleculares aparentes. Por otro lado, como se esperaba, se
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encontraron dos bandas, una de aproximadamente 50 kDa, tamafio cercano al peso
esperado de 52 kDa de la cadena pesada fusionada a VP62g9-302, y otra de 25 kDa
correspondiente a la cadena ligera (Figura 9). De esta manera, se corrobor6 la identidad
del Acm Anti-Lang-VP62g9-302.

Anti-Lang-VP6

kDa S/R 2-ME
m—

200 .

150

50 - 50.11 kDa

25 en—— 25.11 kDa

Figura 9. Evaluacidn de la integridad de la vacuna Anti-Lang-VP62s9-302. Se determind en un gel SDS-
PAGE al 11% tanto en condiciones sin reducir (S/R) y reducidas (2-ME) la integridad de la vacuna Acm
Anti-Lang-VP6 2s9-302, la cual contiene un epitope de VP6 que es reconocido por células T CD4+ en el
contexto de la molécula de clase 11 IEY. Bajo condiciones sin reducir, se observa que la construccion adopta
diferentes conformaciones lo cual se refleja en un bandeo, mientras que en condiciones reductoras, se obtienen
las cadenas pesadas Yy ligeras, con los pesos de 50.11 y 25.11 kDa respectivamente.

6.2 Inmunogenicidad del conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6

Estos experimentos se llevaron a cabo con la colaboracion del Dr. Oscar Badillo del
CISEI, INSP. Se realiz6 un primer experimento para determinar si el conjugado anti-Lang-
Dock-Cohe-VP6 era inmunogénico a través de la evaluacion de anticuerpos séricos. Grupos
de 5 ratones fueron inoculados s.c. con conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 equivalente a

3.5 ug de VP, en presencia de 50 pg de Poly I:C como adyuvante. Como control, un grupo
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de ratones fue inoculado con el Isotipo-Dock-Cohe-VP6 equivalente a 5 g de VP6. Después
de 21 dias los ratones fueron re-inoculados de la misma manera. Se obtuvo suero de los
ratones a los dias 0, 21 y 37 y se determinaron los niveles de anticuerpos totales contra VP6.
Se encontr6 que en el grupo vacunado con Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 hubo un pequefio
incremento de anticuerpos anti-VP6 al dia 21 (Figura 10), aumentandose drasticamente para
el dia 37. El grupo control inoculado con el Isotipo-Dock-Cohe-VP6, solamente presento
bajos niveles de anticuerpos al dia 37. Este resultado demostro que el conjugado Anti-Lang-
Dock-Cohe-VP6 es inmunogénico ya que puede inducir anticuerpos séricos contra VP6 y la

conjugacion de VP6 con el Acm Anti-Langerina es indispensable para este efecto.

** (p<0.05)
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G 04 |
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]
(2]
s}
<02

0.1

0
Isotipo Dock-Cohe- VVP6 Anti Lang-Dock-Cohe-VP6

ODia0 ODia21 mDia37

Figura 10: Induccién de anticuerpos séricos contra RV por la vacunacién con diferentes conjugados con
VP6. Se vacunaron ratones de manera s.c con 2 dosis de los conjugados Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 o
Isotipo-Dock-Cohe-VP6 y a los 0, 21 y 37 después de la lera dosis, se sangraron a los ratones de la cola
para obtener suero. Se midieron los anticuerpos totales mediante un ELISA, para ello, se diluyeron los
sueros 1:50 y se us6 como antigeno lisado de células MA 104 infectadas con RRV. Las comparaciones
de la produccidn anticuerpos entre los diferentes conjugados y del aumento de anticuerpos a través del
tiempo dentro del grupo experimental se realizaron mediante ANOVA. Las diferencias con significancia
estadistica se indican con asteriscos. Las desviaciones estandar + son la media de 5 cinco ratones.
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Con la finalidad de determinar si el conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 podia inducir
una respuesta inmune contra la infeccion por rotavirus a nivel intestinal, se realiz6 un
segundo experimento en el cual 4 ratones fueron inoculados s.c. con el conjugado Anti-Lang-
Dock-Cohe-VP6 equivalente a 1.5 pg de VP6, en presencia de adyuvante. Como controles
se inocularon ratones con 3 pg de VP6 purificado o Anti-Lang-Dock, también en presencia
de adyuvante. Después de 21 dia se dio un refuerzo bajo las mismas condiciones y 21 dias
después los ratones fueron retados oralmente con el rotavirus murino EDIMwt. L0S niveles
de RV excretado en las heces durante 8 dias post-reto, fueron evaluados por ensayos de
ELISA de captura. Se encontré que el grupo control inoculado con Anti-Lang-Dock presentd
una curva clésica de excrecion viral en las heces, esto es, se presentd una fuerte sefial de
antigeno al dia 2 que se mantuvo hasta el dia 5 y que comenz6 a descender al dia 6, para
desaparecer por completo al dia 8 (Figura 11). Los ratones vacunados con VVP6 purificado,
solamente presentaron una disminucién de la sefial con respecto al control al dia 6. En
contraste, los ratones inoculados con el conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 presentaron
una clara reduccion en la carga viral en las heces al dia para desaparecer por completo al dia
6. Para poder obtener el porcentaje de proteccion por la vacunacion con el conjugado Anti-
Lang-Dock-Cohe-VP6 o con VP6 en comparacion con el control Anti-Langerina-Dock, se
obtuvo el &rea bajo la curva obtenida en el ELISA de carga viral de cada grupo, considerando
como referencia el 100% de infeccion por la vacunacion con el control Anti-Langerina-Dock.
De esta manera, los resultados de la reduccién de la infeccion por las diferentes vacunas
indican que los ratones inoculados con VVP6 purificado presentaron una proteccion contra la
infeccion de un 10% vy los ratones inoculados con el conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6
de un 60 %. Este resultado indica, como se esperaba, que VVP6 administrado parenteralmente
induce una respuesta inmune protectora contra rotavirus a nivel intestinal muy pobre, sin
embargo, cuando es direccionado a Langerina, presente en las CD’s, esta proteccion se
potencia significativamente. Por experimentos previos del laboratorio, sabemos que esta
proteccion no es dependiente de anticuerpos IgA’s intestinales, por lo que muy

probablemente depende de células T %4,
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ABSORBANCIA 405 nm

Dias post-infeccion

—e—\/P6 —&— Anti-Lang-Dock ~ —&— Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6

Figura 11. Carga viral en heces de ratones vacunados con los conjugados con VP6. Se vacunaron
ratones con Anti- Lang-Dock-Cohe-VP6 con dos dosis y a los 21 dias de la ultima dosis se retaron con
EDIMw: y se colectaron las heces por los siguientes 8 dias para ser evaluadas en su carga de EDIM
mediante un ELISA de carga viral usando como anticuerpo primario un anti-RV de conejo. Como control
se vacund un grupo de ratones con Anti-Lang-Dock. Las desviaciones estandar + son la media de grupos
de 5 ratones.

6.3 Inmunogenicidad de la fusion anti-Lang-VP62s9-302.

Mediante ELISA se analizd tanto la capacidad de la fusion Anti-Lang-VP62ge-302 para
inducir la produccion de anticuerpos contra RV, como la capacidad de proteger contra la
infeccion por rotavirus a nivel intestinal. Como se menciond anteriormente, en este caso el
Acm Anti-Langerina se fusiond con un epitopo de células T CD4+ de la proteina VVP6, por
lo que la posible proteccion seria dependiente de células T CD4+. Grupos de 5 ratones fueron
inmunizados s.c. con la fusion Anti-Lang-VP62s9-302 equivalente a 500 ng de VP62g9-302 €n
presencia de 50 pg de Poly I:C como adyuvante. Como controles se inocularon 5 ratones con
PBS o con 1 ug del péptido VP62s9-302, €n presencia de adyuvante. A 3 ratones se les dio un
solo refuerzo y a los otros 2 se les dio dos refuerzos, separados por 21 dias entre ellos.
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Veintiun dias después del ultimo refuerzo los ratones fueron infectados oralmente con el
rotavirus murino EDIMw y la carga viral en las heces evaluadas por un ensayo de ELISA de
captura como se describié arriba (Figura 12 A 'y B). Cabe mencionar que los ratones que
recibieron tres dosis de vacunacion solo pudieron ser evaluarlos en su carga viral en heces
hasta el dia 4to post-infeccion (Figura 12 B) debido a cuestiones de seguridad derivadas tras
el sismo.

Se encontr6 que después de 2 o 3 inoculaciones no hubo claras diferencias entre la
replicacion viral de los ratones inoculados con Anti-Lang-VP62g9-302 €n comparacion con los
controles. Este resultado nos indica, que bajo nuestras condiciones experimentales la
secuencia peptidica VP62s9-302 fusionada a la cadena pesada del Acm Anti-Langerina no

induce una respuesta inmune protectora contra la infeccion a nivel intestinal.
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Figura 12: Carga viral en heces de ratones vacunados con fusiones de péptido de VP6. Se vacunaron
ratones con Anti- Lang-VP6 2g9.302 con dos dosis (A) o con 3 dosis (B) y a los 21 dias de la Gltima dosis
se retaron con EDIMy, y se colectaron las heces por los siguientes 8 o 4 dias para ser evaluadas en su
carga viral mediante un ELISA usando como anticuerpo primario un anti-RV de conejo. Como controles
se vacunaron ratones con péptido VP6 2s9.302 Y con PBS. Las desviaciones estandar + son la media de
grupos de 3 (A) o de 2 ratones (B).
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6.4 Papel de las células T en la proteccion contra la infeccion por rotavirus inducida
por el conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 .

Se procedio a analizar el papel de las células T en proteccion solamente en el modelo
de vacunacion con el conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6, ya que la fusion Anti-Lang-
VP62s9-302 NO indujo niveles significativos de proteccion. Esto se abordd por dos tipos de
metodologias (1) eliminacion in vivo de las poblaciones de células T y (2) transferencia de

células T especificas para VP6 a ratones sin inmunizar y retados con rotavirus.

6.4.1 Eliminacion de células T CD4* y CD8* in vivo usando Acm especificos.

Se generaron ascites en ratones desnudos de los hibridomas que producen los Acm anti-
CD4 GK1.5 y anti-CD8 53.67.2. Las cantidades oOptimas de ascites para eliminar las
poblaciones se determinaron inoculando 1, 2.5 0 5 mg de ascites en PBS de anti-CD4 o anti-
CD8 i.p. tres veces con una separacion de 3 dias. Como control se inocularon ratones con
PBS solo. Después de 24 horas de la ultima inoculacion se obtuvo el bazo y el porcentaje de
células CD4+ y de CD8+ se evaluo por citometria de flujo. Para ello, las células se tifieron
con un Acm anti-CD4-APC clona RM4-5 para evaluar la poblacién de células CD4+ o con
anti-TCRB-FITC clona H57-597 y anti-CD8a-APC clona 53-6.7 para evaluar la poblacion
de células CD8+. Se encontr6 que los ratones tratados con 2.5 y 5 mg de ascites anti-CD4
eliminaron un 99 % de las células T CD4* y el tratamiento con 1 mg solamente elimin6 el

76 % de estas celulas (Figura 13).
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Por otro lado, para la eliminacion de las células T CD8", solamente se evaluaron 2.5y 5 mg
de esta poblacion (Figura 14). De esta manera, para los ensayos subsecuentes se utilizaron

de ascites anti-CD8, encontrandose que ambas cantidades de Acm eliminaban hasta un 90 %
2.5 mg de ascites de anti-CD4 o anti-CD8.
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Para determinar el papel de las células T CD4* y CD8" en la proteccion inducida por el
conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 se realizaron dos ensayos. En el primero, 7 ratones
se vacunaron con el conjugado como se describe en las secciones previas. A los 21 dias de la
segunda inmunizacion, 5 ratones fueron retados con el rotavirus murino EDIMw y dos fueron
tratados con ascites anti-CD4 a los dias -3,0 y 3 con respecto al reto con rotavirus. Como
control se inocularon dos ratones con PBS y se retaron con rotavirus. Los ratones vacunados
y retados con el rotavirus presentaron un 50 % de proteccion con respecto al control de PBS
(Figura 15 A), pero los ratones vacunados, tratados con anti-CD4 y retados con rotavirus
perdieron la proteccion inducida por la vacuna. Al término de la colecta de heces (8 dias) se
analizaron las células de bazo por citometria de flujo para determinar los niveles de células
T CD4+ y, como se esperaba, los ratones control presentaron un 18% de células TCD4+ y
los ratones tratados con Anti-CD4 un 0.1% de células positivas, corroborando la eliminacion
de esta poblacion (Figura 15 B). Este resultado claramente indica que la poblacion de células

T CD4" juega un papel determinante en la proteccién contra la infeccién por rotavirus.
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RESULTADOS

En un segundo experimento 12 ratones fueron vacunados con el conjugado Anti-Lang-
Dock-Cohe-VP6. Después de 21 dias de la segunda inmunizacion, grupos de 3 ratones fueron
inoculados i.p. con PBS, anti-CD4, anti-CD8 o anti-CD4/CD8 en los dias -3,0 y 3 con
respecto al reto con rotavirus. Como control, 3 ratones se habian inoculado con PBS para
retarse con RV, desafortunadamente, por problemas en el bioterio, estos ratones fallecieron
antes de ser retados, por lo que no se tuvo una referencia para calcular el porcentaje de
proteccion. De esta manera, los resultados se reportaron como el promedio de las
absorbancias (cantidad de virus excretado en las heces) en el ensayo de ELISA a lo largo de
los 8 dias post-reto (Figura 16). Se encontrd que el tratamiento con anti-CD4, anti-CD8 y
anti-CD4/CD8 indujeron un aumento entre 100 a 120 % en la carga viral con respecto a los
ratones vacunados pero no tratados con anticuerpo. Este resultado indica que al igual que las
células T CD4", las T CD8" juegan un papel importante en la proteccién contra la infeccion

inducida por el conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6.
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Figura 16. Carga viral en ratones vacunados con Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 y tratados con Anti-CD8 y Anti-CD4.
Ratones inmunizados con Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 fueron tratados con anticuerpos para eliminar células CD4+ y/o
CD8+ e infectados con EDIM. Enseguida se colectaron las heces por 8 dias consecutivos y se evaluo la excrecion de carga
viral mediante un ELISA. Las absorbancias obtenidas por cada dia se sumaron por cada grupo experimental y se compararon
con el grupo vacunados sin anticuerpo. Las desviaciones estandar + son la media de 2 ratones para el grupo sin
anticuerpo y de 3 ratones para los grupos tratados con anticuerpos.
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RESULTADOS

6.4.2 Transferencia adoptiva de células T de memoria especificas para VP6 de rotavirus
Un método alternativo para determinar el papel de las células T en la proteccion contra la
infeccion en ratones vacunados con el conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 es la
purificacion de las células T de memoria y transferirlas a ratones no inmunizados para
posteriormente retarlos con el RV. De esta manera, se inocularon dos ratones con el
conjugado anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 s.c. dos veces como se describe en las secciones
previas. Como controles se inocularon ratones con el conjugado Isotipo-Dock-Cohe-VP6,
que no induce proteccion, o con PBS. Tres meses después de la Gltima inoculacién se
obtuvieron los bazos de los ratones y se purificaron las células T CD4" por el método de
“panning”, usando el Acm anti-CD4 GK1.5. De esta manera, se obtendrian células T CD4"
enriquecidas y células de bazo deficientes en esta poblacion (bazo T CD4"). Se inocularon
3.5x10° células T CD4%o células de bazo T CD4  i.p. en PBS en dos ratones sin inmunizar y
se retaron con el rotavirus murino EDIMw. Se colectaron las heces por 8 dias y se determino
la carga viral por un ensayo de ELISA de captura. Como se puede observar en la Figura 17,
los resultados obtenidos tuvieron una gran variacion en cada dia analizado. Debido al nimero
de ratones por cada grupo experimental (n=2), no se lograron calcular las diferencias
mediante pruebas estadisticas y solo se obtuvieron los errores estandar, sin embargo,
solamente en los ratones transferidos con células de bazo T CD4 provenientes de ratones
vacunados con el conjugado anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 se vio una clara tendencia a reducir
la carga viral en comparacidn con los controles. Una posible explicacion para este resultado
es que las células T CD4+ de memoria solas no pueden transferir proteccion sino que se
requiere también de las células TCD8+ de memoria. De esta manera, es muy probable que
en las células de bazo T CD4- todavia exista un nimero residual de células T CD4+. Esto se
tendria que determinar en futuros experimentos. Sin embargo, este ultimo resultado apoya la
idea de que la proteccidén contra la infeccién inducida por el conjugado depende tanto de las
células T CD4* como CD8*, como lo sugiere el resultado anterior de eliminacién de estas

poblaciones in vivo.
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Figura 17: Carga viral en heces de ratones con transferencia de células T CD4+ y CD4- de bazo
provenientes de ratones vacunados con diferentes conjugados de VP6. Se aislaron células CD4+y CD4-
de bazo de ratones vacunados con Anti-Lang-Cohe-VP6 y de Isotipo-Dock-Cohe-VP6 y se transfirieron 3.5x10°
células por la via i.p a ratones normales. Enseguida estos ratones con transferencia fueron retados con EDIM y
se cosecharon las heces para evaluar por ELISA la excrecidn de antigeno viral. Los errores estandar + son la

media de grupos de 2 ratones.
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6.5 Transferencia adoptiva de lineas de células T especificas para VP6

Aunque por medio de la transferencia adoptiva de células T de la seccion anterior se
sugiere que tanto células T CD4" como CD8" pueden estar jugando un papel importante en
la proteccion inducida por el conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6, los resultados
experimentales no fueron muy claros. Esto se pudo haber debido a la baja frecuencia de las
células T de memoria contra VP6. Una manera de aumentar la poblacion de las células T
especificas es generando lineas celulares por ciclos de amplificacion con antigeno vy
expansion con IL-2 in vitro. De esta manera, se inmunizaron ratones dos veces con el
conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6, como se describe anteriormente, y 15 dias despueés
de la ultima inoculacién se obtuvieron las células de bazo y se re-estimularon in vitro con
VP6 purificado por 3 dias, seguido por una expansion celular en presencia de IL-2 por 4 dias.
El ciclo estimulacion-expansion se realizo hasta 5 veces. Dado que las células se estimularon
con antigeno exdgeno no infeccioso, se indujo el enriquecimiento de células T CD4".

Grupos de dos ratones se inocularon i.p. entre 2 y 3x10° células T CD4" especificas para
VP6 después de 1, 4 o 5 ciclos de estimulacion. Por cada experimento se incluyeron dos
ratones controles inoculados solamente con PBS. Dos horas después, los ratones se retaron
con el RV murino EDIMw:. Se colectaron las heces por 8 dias y se determind la carga viral
por un ensayo de ELISA de captura. Como se puede ver en la Figura 18, los ratones
inoculados con células provenientes de 4 y 5 ciclos presentaron curvas de replicacion viral
similares al control, solamente los ratones inoculados con células provenientes de 1 ciclo
presentaron un incremento en la curva de replicacion en comparacion con el control. Estos
resultados indican, que al menos en nuestras condiciones, las lineas celulares T CD4" para

VVP6 no transfirieron la proteccion contra la infeccion a ratones no inmunizados.
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Figura 18: Efecto de la transferencia adoptiva de células de bazo Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6
estimuladas “in vitro” por varios ciclos. ELISA de carga viral en heces de ratones que recibieron la
transferencia de 2.5x10° a 3x10° células de bazo provenientes de ratones vacunados con Anti-Lang-Dock-Cohe-
VP6 estimuladas previamente in vitro por uno , cuatro y cinco ciclos. Las desviaciones estandar + son la media
de grupos de 2 ratones.
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7 DISCUSION

En los ultimos afos el direccionamiento de antigeno a CD’s para la induccién de
respuestas inmunes mas eficientes ha tenido un gran auge. La molécula DEC-205, presente
principalmente en la membrana plasmatica de las CD’s, se ha usado como blanco para dirigir
antigenos entrecruzados o fusionados por medio de Acm’s y de esta manera inducir
respuestas potentes de células T in vivo #8Y 7> Esta propiedad se debe principalmente a que
la molécula blanco en las CD’s es capaz de enviar el antigeno capturado a endosomas para
su procesamiento y posterior asociacion a moléculas del MHC clase 1y 11 ®Y77. En un trabajo
previo del laboratorio #4, se encontrd que ratones inoculados s.c. con dos dosis de 1.5 pg de
VP6 entrecruzado bioquimicamente a un anticuerpo de rata anti-DEC-205 de raton, en
presencia de Poly I:C como adyuvante, indujo hasta un 45 % de proteccion contra la infeccion
por rotavirus. Esta proteccion fue independiente de anticuerpos intestinales anti-rotavirus y
correlaciond con una respuesta Thl a nivel sistémico e intestinal. Posteriormente, se

demostrd que la proteccion inducida era dependiente tanto de células T CD4* como CD8" 7©,

Con la finalidad de profundizar en los mecanismos de proteccion contra la infeccion por
RV generados por el direccionamiento de VP6 a CD’s, en este trabajo se implementd, en
colaboracion con el Dr. Zurawsky (Baylor Institute of Immunology, Dallas, Texas) una
plataforma de vacunacion basada en el direccionamiento de VP6 a CD’s a través de un Acm
contra Langerina presente en la superficie de las CD’s y con propiedades de internalizacion
de antigeno similares a DEC-205. Esta plataforma se basa en la interaccion con alta afinidad
de las moléculas Cohesina- Dockerina que de manera natural conforman el celulosoma
bacteriano 7. De esta manera, y con una simple incubacién en PBS, se generaron los
conjugados Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6. Este sistema es mucho mas eficiente que la
conjugacion de antigeno al Acm por medios bioguimicos, como el que se us6 en la
conjugacion de DEC-206 y VP6 previamente, que tiene poca eficiencia, ya que en promedio
solamente un 20-40 % del Acm se enlaza a una molécula de VP6. Esta baja eficiencia de
conjugacion limitaba de manera importante la disponibilidad de material suficiente para
realizar el nimero de experimentos requeridos para determinar el papel de las células T en la

proteccion inducida.
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o DISCUSION

Se encontrd que el conjugado Anti- Lang-Dock-Cohe-VP6, con VP6 equivalente a 1.5-
5ug de VPG, inoculado s.c. en presencia de Poly I:C como adyuvante indujo Ac’s séricos
contra la proteina muy superiores a los inducidos con el control de Isotipo-Dock-Cohe-VP6.
Esta respuesta fue analizada simplemente para determinar la inmunogenicidad del conjugado
Anti- Lang-Dock-Cohe-VP6, ya gque es sabido que los Ac’s sericos no estan involucrados en
la proteccion contra RV. Para determinar la capacidad del conjugado para inducir proteccion,
éste fue inoculado dos veces s.c. con VP6 equivalente a 1.5 g en presencia de adyuvante,
encontrandose que este protocolo de vacunacion pudo inducir hasta un 60% de proteccion
contra la infeccidn intestinal por RV. Ratones vacunados con VP6 purificado no presentaron
proteccion contra la infeccion, por lo que el direccionamiento hacia las CD’s a través de
Langerina fue determinante para esta proteccion. De esta manera, el direccionamiento de
VP6 a Langerina presente en las CD’s mostro ser mas eficiente en la induccion de proteccion
que el reportado con DEC-205, ya que cantidades de VP6 equivalentes generaron mayor
proteccion cuando se dirigieron a Langerina que a DEC-205 (60 % vs 45 %). Asimismo, al
igual que la proteccion inducida por VP6 direccionado a DEC-205, la proteccion por el

direccionamiento a Langerina sugeria una dependencia de células T.

Se explord una segunda estrategia para inducir proteccion contra la infeccién, también en
colaboracidn con el grupo del Dr. Zurawsky, que consistio en generar el Ac Anti-Langerina
fusionado al péptido de 14 aa correspondiente a la secuencia 289-302 de VP6 del RV murino
Ew. Esta secuencia fue reportada por nuestro grupo como un epitopo de células T CD4*
reconocido en el contexto de la molécula del MHC 11 IEY#. Estudios posteriores demostraron
que ratones inoculados i.n. con el péptido sintético en presencia de un potente adyuvante
como toxina de colera presentaban un 97 % de proteccidn contra la infeccién por RV y que
esta proteccion dependia totalmente de las células T CD4*43Y 48, Desafortunadamente, 2 0 3
inoculaciones s.c. de Anti-Lang-VP62g9-302 equivalentes a 500 ng del péptido no indujeron
proteccion alguna contra la infeccion. Una posibilidad para explicar este resultado negativo,
es que la cantidad de péptido inoculado sea muy baja, ya que en los trabajos previos
mencionados se inocularon hasta 50 pg de péptido i.n. Por otro lado, es posible que el
procesamiento del Acm fusionado al péptido en el endosoma de las CD’s, genere fragmentos
que no correspondan a los 14 aa que constituyen el epitopo de las células T CD4". Mas

experimentos son necesarios para establecer cual de estas posibilidades es la correcta.
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o DISCUSION

Para determinar el papel de las célula T en la proteccion inducida por el conjugado Anti-
Lang-Dock-Cohe-VP6 se emplearon dos tipos de estrategias: (1) eliminacion in vivo de
células T CD4" y CD8" con Acm y (2) transferencia de células T especificas provenientes de
ratones inmunizados en ratones no inmunizados y retados con RV. Para la primera estrategia,
se realizaron dos experimentos; en la primera se demostré que la eliminacion de células T
CD4" en ratones vacunados con el conjugado abrogaban por completo la proteccién inducida.
En la segunda estrategia, aunque no se determind el porcentaje de la proteccion inducida por
el conjugado, si se encontrd que tanto la eliminacion de células T CD4* como CD8" aument6
los titulos virales en comparacion con el control vacunado. Estos resultados sugieren que la
proteccion inducida por el conjugado Anti-Lang-Dock-Cohe-VP6 depende totalmente de
células T, al igual que la proteccion inducida en trabajos previos por VP6 direccionado a
DEC-205 7°.

La transferencia de células T CD4" de memoria o lineas celulares de esta poblacion
especificas para VP6 a ratones no inmunizados y retados con RV no indujeron proteccion.
Interesantemente, solamente la transferencia de células de bazo teéricamente deficientes de
T CD4" indujeron una reduccién de los titulos virales en ratones retados con RV. Una
posibilidad es que, como se vio en los experimentos de eliminacién de células T in vivo con
Acm, las células de bazo tuvieran un nimero residual de T CD4" de memoria que en conjunto
con las células CD8" estuvieran induciendo la proteccion, sin embargo, mas experimentos

son necesarios para corroborar esta idea.

Un problema al que nos enfrentamos con la transferencia celular, es que esta fue realizada
por la via i.p y no se demostrd que las células estuvieran llegando a los érganos linfoides de
la mucosa intestinal donde tendrian que ejercer su funcion protectora. Sin embargo, se utilizé
esta via por reportes previos de transferencia de células T CD4" de memoria especificas para
VP6 que indujeron proteccion contra la infeccion 2’. En experimentos futuros seria
importante transferir las células por la via intravenosa '8, ya que esta via facilitaria la
distribucion sistémica de las células. Las células se podrian marcar con CSFE para poder
seguir su migracion a los organos linfoides intestinales y correlacionar esta migracion con la

proteccion obtenida.
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o DISCUSION

Por lo anterior, basado principalmente en la eliminacion de las células T in vivo con Acm,
se puede afirmar que la protecciéon inducida por VP6 direccionado a Langerina esta
determinada por la accion conjunta de las células T CD4" y CD8". Una posibilidad es que las
células CD4" coadyuven en la proliferacion y diferenciacion de las células CD8* para que
estas acten como células efectoras que eliminan la infeccion, como se ha demostrado
previamente en otros modelos "°. Por otro lado, las células T CD4* también podrian estar
participando en parte como células efectoras a través de la produccidn de citocinas antivirales
como IFN-Y, TNF-a y/IL-17 &, o inclusive como efectoras directas actuando en las células

epiteliales infectadas que pudieran estar expresando MHC clase 1181 Y82,

Un aspecto interesante de este modelo, es que cantidades muy bajas de VP6 a Langerina
por una via parenteral como la s.c inducen altos niveles de proteccion contra la infeccion a
nivel intestinal, ya que es bien sabido que aln en presencia de adyuvante, el antigeno solo no
genera una respuesta inmune a nivel intestinal ®. Esto se vio claramente en nuestros
experimentos donde 3 pg de VP6 en presencia de Poli I:C no indujo proteccién intestinal
contra la infeccion. Esta compartimentalizacion de la respuesta inmune se debe
principalmente a que las CD’s de la mucosa intestinal secretan acido retinoico, que a su vez
induce la expresiéon de las moléculas de direccionalidad a intestino 04p7 y CCR9 en las
células Ty B ¥. Las CD’s periféricas no inducen &cido retinoico, por lo tanto las células T y
B activadas parenteralmente no migran a los organos linfoides intestinales para poder
combatir la infeccion por RV. Sin embargo, el direccionamiento de VVP6 a Langerina al igual
que a DEC-205 rompe esta restriccién, muy probablemente debido a que los conjugados
alcanzan los 6rganos linfoides de la mucosa intestinal, como PP y ganglio linfatico
mesentérico (GLM), donde estimulan a las células T. Esto ha sido demostrado por
previamente con OVA, como antigeno modelo, direccionada a DEC-205 . En apoyo a esta
idea, se ha demostrado que Langerina no esta expresada exclusivamente en las CL de la piel,
sino que se distribuye ampliamente, incluyendo a las CD’s de los 6rganos linfoides asociados

a la mucosa intestinal .

Finalmente, estos resultados no solamente podrian ser importantes para el desarrollo de
una vacuna contra RV basada solamente en VVP6, sino para el posible tratamiento de procesos

tumorales y enfermedades crénicas inflamatorias del intestino.
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8 CONCLUSION

La proteccién contra la infeccion por rotavirus en ratones vacunados parenteralmente con
VP6 direccionado a CD’s por medio de un Acm contra Langerina, depende de la accion dual

de las células Thy Tc especificas para VP6.
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9 PERSPECTIVAS

1.-Evaluar directamente el papel protector efector de las células T CD4+ y/o T CD8+ de
ganglio linfatico mesentérico provenientes de ratones vacunados mediante su transferencia
a ratones sin vacunar por la via intravenosa

2.- Evaluar principalmente en ganglio linfatico mesentérico y en otros 6rganos linfaticos la
proliferacion de las células T CD4+ y CD8+ especificas a VP6 generadas por la vacunacion
de direccionamiento a celulas dendriticas y su correlacion con la proteccion contra la
infeccion de EDIM, mediante un modelo mejorado de marcaje con CFSE.

3.- Determinar los epitopes de VP6 responsables de la proteccion cuando se direcciona a
Langerina, mediante fusiones de diferentes péptidos de VP6 al Acm anti-Langerina.
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