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Resumen

Los neonatos son muy susceptibles a infecciones por patogenos intracelulares. Esto se
debe a que presentan una escasa produccion de citocinas Thl (IL-12, IFN-y), responsables
de la eliminacion de células infectadas por patdgenos intracelulares. La respuesta
prevalente de los neonatos estd sesgada hacia Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) o inmunidad de
barrera. Cabe recordar que las respuestas Thl y Th2 son antagonistas entre si. Se
considera que la respuesta eficiente de los linfocitos T neonatales puede lograrse, pero

con un umbral de activacién mucho mas alto que el de las células de adulto.

La respuesta inmune depende del reconocimiento de un antigeno extrafio y de sefiales de
alarma inmunologica. Los linfocitos T CD4" coordinan la respuesta inmune adaptativa y
se activan por el contacto con las células dendriticas activadas, que les presentan el
antigeno y sefiales co-estimulatorias. Estas ultimas se expresan durante la activacion de
las células dendriticas, por la deteccion de moléculas firma de patdgenos o de dafio celular
(PAMPs y DAMPs por sus siglas en inglés). Los linfocitos T también expresan algunos
receptores de PAMPs, como los TLRs. En este trabajo evaluamos el papel de la flagelina,
monomero del flagelo de las bacterias, en la respuesta inmune de los linfocitos T CD4*

de neonatos y adultos in vitro y en un modelo de vacunacidon neonatal de rotavirus in vivo.

Encontramos que la flagelina indujo la expresion de IFN-vy , IL-1 3 e IL-12 en células
mononucleares de neonatos y adultos humanos. Cuando las células T CD4" virgenes
humanas se activaron en presencia de flagelina, hubo un alto nivel de expresion de IFN-
vy 'y su receptor, tanto en neonatos como en adultos. Ademads, la flagelina indujo una

activacion Thl en células de memoria en adultos.

Para probar la capacidad adyuvante de la flagelina in vivo, utilizamos un modelo de
vacunacion neonatal murino para la infeccion con rotavirus, un patégeno responsable de
la diarrea severa en los bebés. Hicimos la evaluacion usando al antigeno VP6, que esta
conservado entre distintas cepas de rotavirus, y a la flagelina como adyuvante. Para
favorecer la presentacion del antigeno y una baja dosis de antigeno, utilizamos como
plataforma de vacunas a las nanoparticulas de oro (AuNPs) acopladas a VP6 (Proteina de
la capa intermedia de rotavirus) y/o flagelina, ya que se ha demostrado que las AuNPs
potencian la repuesta inmunoldgica y favorecen el direccionamiento del antigeno.

También hicimos la evaluacion con VP6 y flagelina libres.



Encontramos que VP6 y flagelina libres indujeron una proteccion del 80% contra la
infeccidn por rotavirus, pero solo en aquellos ratones previamente sensibilizados en el
periodo neonatal. Al acoplar a la VP6 y la flagelina a nanoparticulas de oro, se obtuvo
una proteccion del 30% sobre los niveles de proteccion de la VP6 o la flagelina por
separado, pero no sobre ambos estimulos juntos. Nuestros datos sugieren que la flagelina
podria ser un adyuvante atractivo para lograr una respuesta Th1 en los neonatos y también
pudiera evaluarse su capacidad para disminuir patologias debidas a un exceso de

respuesta Th2, como el asma y las alergias.



Abreviaturas

APC: Célula presentadora de antigenos

AP-1: Factor transcripcional de la proteina activadora 1

Ca: Calcio

Cadena C: Proteina que forma parte del TCR

CD3: Proteina heterodimérica que forma parte del TCR

CD4: Molécula co-receptora que distingue a los linfocitos T cooperadores (Th)
CDS8: Molécula co-receptora que distingue a los linfocitos T citotdxicos (Tc)
DAG: Diacilglicerol

DAMPS: Patrones moleculares asociados a dafio

ERM: Proteinas de la familia Ezrin-Radixina-Moesina

FADD: proteinas con dominio asociado a muerte por Fas

GATA3: Factor transcripcion gata3

G-CSF: Factor estimulador de colonias de granulocitos

GDP: Difosfato guanosina

GTP: Trifosfato guanosina

HSA: Albumina de suero humano

IFN-y: Interferon gamma

IFN-yR: Receptor de Interferon gamma

Ig: Inmunoglobulina

IL: Interleucina

ITAM: Secuencias peptidicas conservadas que contienen tirosinas fosforilables
IRAK: Cinasa asociada al receptor de la interleucina 1

IRF3: Factor regulador del Interferon

KDa: Kilo-daltones

LBP: Proteina soluble de union al LPS

LPS: Lipopolisacaridos

LRR: Repeticiones ricas en leucina

MDAS: Gen 5 asociado a la diferenciacion del melanoma

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad

NALP: Proteinas que contienen dominios NATCH, LRR y de pirina
NFAT: Factor nuclear de activacion de linfocito T

NF-«B: Factor nuclear kB



NK: Natural killer, células asesinas naturales

Nm: NanOmetros

Nod: Dominio de oligomerizacion para la union a nucleotidos
PAMPs: Patrones Moleculares Asociados a Patogenos

RIG-I: Gen inducible para acido retinoico

STAT: Factor de transcripcion STAT

T-bet: Factor de transcripcion

TCR: Receptor de los linfocitos T

TGFB: Factor de crecimiento transformante beta

Thl: células T helper 1

Th2: células T helper 2

TIR: dominio de homologia al receptor Toll/IL-1

TLRs: Receptores tipo toll

TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa

TRAF: Factor asociado al receptor de TNF

TRADD: Proteina con dominio de muerte asociado el factor de necrosis tumoral tipo 1
TRAM: Molécula adaptadora relacionada con TRIF

TRIF: Adaptador que contiene el dominio TIR inductor de Interferon



1.- Introduccion

1.1 Sistema inmune

El sistema inmune se encarga de controlar la homeostasis, proteccion contra patdogenos y
las respuesta contra dafio tisular y estrés [1]. A la respuesta colectiva y coordinada del
sistema inmune ante la introduccion de una sustancia extrafia se le conoce como respuesta
inmunologica y al estado de proteccidon contra agentes extrafios se le conoce como
inmunidad. El sistema inmune se ha dividido en dos tipos de inmunidad: la inmunidad
innata y la inmunidad adaptativa. La Inmunidad innata o natural se refiere a las reacciones
inmediatas ante la presencia de un antigeno extrafio. Estd constituida por barreras
epiteliales, células y moléculas que de manera constitutiva mantienen un ambiente
aséptico en los tejidos y erradican o controlan infecciones hasta que se desarrolla la
respuesta inmune adaptativa [2]. En este sistema no existe la generacion de memoria.
Interacciona con el sistema inmune adaptativo a través de la presentacion de antigenos
por las células presentadoras de antigenos (CPAs), dando como resultado la eliminacién
de los patdgenos por el sistema inmune adaptativo en conjunto con el sistema inmune
innato, potenciado por el adaptativo. La Inmunidad adaptativa se compone de respuestas
tardias del sistema inmune, que aumentan en magnitud y especificidad con cada
exposicion a un antigeno en particular. En consecuencia, la inmunidad adaptativa es
especifica para reconocer cada patdgeno particular y responder mas rapidamente ante un
segundo reto inmunolodgico con el mismo patdgeno. Se monta una respuesta adaptativa a
los 5 0 6 dias de la primera exposicion al antigeno [3]. A continuacion, se describen las

caracteristicas de ambos tipos de inmunidad.

1.2 Inmunidad innata

El sistema inmune innato representa la primera linea de defensa que impide la infeccion,
ya que controla o elimina a muchos patogenos. También puede reconocer células
hospederas agredidas o lesionadas, que expresan moléculas de estrés celular [4]. La
inmunidad innata tiene tres principales funciones: i) prevenir o controlar la infeccion del
organismo, presentando la primera respuesta inicial contra patdgenos, ii) descifrar el tipo

de antigenos y estimular las respuestas inmunitarias adaptativas contra los diferentes
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patdgenos y iii) servir como arma del sistema adaptativo, para la eliminacion de los
microbios ¢ células tumorales.

Las células que llevan a cabo la inmunidad innata son las siguientes:

Neutroéfilos; son los leucocitos més abundantes en la sangre, de muy corta vida, que
actiian entrando a los tejidos en caso de infeccion. Controlan la expansion de patdgenos
a través de fagocitosis, netosis y estallido respiratorio [5]. Macrofagos; en estado basal
tienen funciones homeostaticas como limpieza de los tejidos, eliminacion de células
muertas y apoptoticas. También pueden iniciar la inflamacion, tener una fuerte accion
microbicida y activar a las células NK y linfocitos T efectores [6]. Pueden diferenciarse
en células reguladoras y también en células reparadoras de dafio tisular. NK; natural killer
o asesinas naturales, son células no fagociticas que matan a las células que han sido
transformadas e infectadas por mecanismos de citotoxicidad [7]. Granulocitos; Pueden
contener granulos neutros (neutrdfilos, antes mencionados), basicos (eosinofilos), 6
acidos (basoéfilos). Son células que eliminan pardsitos y se encuentran asociadas a las
alergias. También en esta categoria estan las células cebadas, residentes en los tejidos [8].
Células dendriticas; relacionan al sistema inmune innato con el adaptativo y activan al
sistema inmune adaptativo. Reconocen a los antigenos por receptores que se describen
mas adelante e identifican el tipo de patégenos para iniciar e activar la rama de la
inmunidad adaptativa que se requiere [2]. Ademas, existen linfocitos que tienen funciones
dentro del sistema inmune innato, reconociendo moléculas firma de patogenos o de daio
celular y células linfoides innatas, que participan en la inmunidad secretando citocinas y

factores de crecimiento.

1.3 Inmunidad innata y sus receptores

El sistema inmune innato reconoce seiales de estrés de los tejidos por patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs del Inglés Damage-Associated Molecular Pattern
molecules) y estructuras compartidas por familias de microorganismos patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPs del ingles Pathogen-Associated Molecular
Patterns). Los receptores de patrones moleculares estan codificados por el DNA de la
linea germinal y un mismo receptor puede reconocer a varias estructuras. Este conjunto
de receptores llega a reconocer aproximadamente 103 estructuras distintas. Entre los
receptores de la inmunidad innata mas estudiados se encuentran los receptores tipo Toll

(TLRs), de manosa, de péptidos con N-formilmetionina, scavenger, Proteinas que
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contienen dominios NATCH, LRR y de pirina (NALPs) y receptores que sefializan a

través del dominio de reclutamiento de caspasas (CARD).

1.3.1 TLRs

Forman una familia integrada de 13 receptores conservados en humanos para el
reconocimiento de patrones a lo largo de la evolucion. Son glicoproteinas integrales de
membrana del tipo 1, que contienen repeticiones ricas de leucina (LRR) en sus regiones
extra membranales, en las cuales se unen los PAMPs o DAMPs. En la region intracelular
tienen un dominio de sefializacion denominado toll/interleukin-1 receptor (TIR). Los
TLR se organizan en dimeros en la membrana plasmatica 6 en la membrana endosomal,
como homodimeros 6 heterodimeros, lo cual aumenta el repertorio de especificidades que
abarcan los TLR [9][10].

La sensibilidad de los TLRs a su ligando puede requerir de otras moléculas accesorias
diferentes a los TLRs. Esto se conoce mas en el caso del TLR4 y su ligando
lipopolisacarido (LPS). E1 LPS se fija primero a la proteina soluble de union al LPS (LBP)
en la sangre o en liquido extracelular, y este complejo sirve para facilitar su enlace a la
glicoproteina CD14, que est4 presente como proteina plasméatica soluble y como proteina
de membrana ligada a glucofosfatidilinositol. Una vez que el LPS se une a CD14, la LBP
se disocia, y el complejo LPS-CD14 establece una vinculacion fisica con el TLR4. Otra
proteina extracelular llamada MD2 también se une al complejo con el CD14 estabilizando
esta union. Tanto el LPS como el CD14 y la proteina MD2 son importantes y necesarios
para que sea eficiente la transmision de sefiales por el TLR4. La sefial es inducida por el
LPS, pero atn no esta claro si hace falta una interaccion fisica directa del LPS con el
TLR4 [1][10].

Una vez unido, el ligando induce la dimerizacion del TLR, lo que inicia la sefializacion a
través de la unidn de proteinas citoplasmaticas adaptadoras a la cola citoplasmatica del
TLR, via interacciones homotipicas del dominio TIR presente en los TLRs y proteinas
adaptadoras. Hay cuatro proteinas adaptadoras que sirven de enlace entre el dominio TIR
y una cascada de sefalizaciéon basada en fosforilacion rio abajo. Estas proteinas
acopladoras son: MyD88, Mal/TIRAP, adaptador que contiene el dominio TIR inductor
de Interferon (TRIF) y a la molécula adaptadora relacionada con TRIF (TRAM). En todos
los casos, las proteinas adaptadoras son muy importantes para el ensamblaje de complejos
sefializadores, los cuales inducen proteinas cinasas como la familia IRAK (cinasa

asociada al receptor de IL-1) y TRAF (factor asociado al receptor de TNF). La
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transduccion de sefales da como resultado la activacion de los factores de transcripcion

NF-«B, IRF3, IRF7 y AP1 [11][12].

La proteina acopladora MyD88 es esencial para la sefializacion de la mayoria de los TLRs,
excepto el TLR3. En la figura 1 se muestra la ubicacion de los TLRs ya que hay TLRs
ubicados en el endosoma y en la membrana plasmatica. Y en la figura 2 presento un

diagrama de la activacion a través de MyD88 de los TLRs.

) Mycoplasmal
, ) Peptidoglycan,  jinoprotein  Enterobacterial
Lipoprotein, zymosan, LAM (b teria) LPS (bacteria) Flagellin
unconventional (bacteria, fungi) (bacteria)  profilin

LPS (bacteria) -TLR6

(protozoa)

) CpG DNA
VAN (bacteria)
T

Figura 1: Localizacion de los TLRs. En esta figura se muestra la ubicacion y el ligando de
los TLRs. Los TLRs ubicados en la membrana celular son: TLR1, TLR2, TLR4, TLRS,
TLR6 y TLR11, Los TLRs endosomales son TLR3, TLR7, TLR8 y TLRO. [72].
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Figura 2: Sefalizacion via TLR. Los TLRs pueden estar localizados en la membrana
plasmadtica o internamente en el endosoma. En esta figura se muestra la via de
sefializacion mediante TLR2/1 que estan localizados en la membrana plasmatica
ejemplificando la via de sefializacion de MyD88. La activacion de los TLRs trae como
consecuencia la produccion de citocinas proinflamatorias [12].

1.4 Sistema inmune adaptativo

Esté constituido por células y moléculas que se encuentran presentes en la sangre, en la
linfa y en los organos linfoides. El sistema inmune adaptativo esta constituido
principalmente por los linfocitos T y los linfocitos B. Los linfocitos reconocen de manera
especifica los antigenos extrafios y responden contra ellos. Hay varios tipos de linfocitos,
que difieren en sus funciones y sus productos proteicos. Los linfocitos B son las tinicas
células capaces de producir anticuerpos. Los linfocitos T se subdividen en dos
subpoblaciones fundamentales: los linfocitos T cooperadores (Th), que expresan una
proteina de superficie llamada CD4 y coordinan la respuesta inmune mediante la
secrecion de citocinas y los linfocitos T citotdxicos (Tc), que expresan la proteina de

superficie CDS8 y tienen una actividad citotoxica sobre células infectadas [13]. También
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existen otras poblaciones menores de linfocitos, como las células NKT y las células yd

[14].
1.4.1 Linfocitos T cooperadores

La coordinacion de la respuesta inmune se lleva a cabo por los linfocitos Th en respuesta
a las sefiales proporcionadas por las células presentadoras de antigenos. Las células T se
diferencian a partir de células virgenes en distintos linajes de linfocitos Th. Los fenotipos
efectores mas reconocidos son las subpoblaciones Thl, Th2 y Th17. En los tltimos afios
se habla de que los linfocitos Th pueden ser células muy plasticas capaces de adoptar
fenotipos mixtos [15]. Ademas, aunque todavia esta en discusion si se trata de linajes
verdaderos o subtipos de las células efectoras Th2, también se describieron las células
Th9 y Th21 [16]. Ademas, se describieron las células Thf, o foliculares, que participan
en las reacciones del centro germinal de los nddulos linfaticos para la diferenciacion
adecuada de los linfocitos B [17]. Finalmente, existen diversos tipos de linfocitos T
reguladores (T reg), cuya funcidn es controlar la respuesta inmune. Los mas estudiados
son las células CD4"CD25"FoxP3". Las células Thl y Th2 son antagdnicas entre si, es
decir, que las citocinas que secretan las células Thl inhiben el desarrollo de las Th2 y

viceversa [15][18].

1.4.2 Linajes de los Linfocitos T CD4

El desarrollo de los diferentes linajes de linfocitos T efectores inicia con los mismos
precursores, que son los linfocitos T CD4" virgenes y el patron de diferenciacion esta
dado por los estimulos presentes durante la presentacion de antigenos. Los principales
estimulos inductores de la especializacion y la diferenciacion son las citocinas, de modo
que el interferon gamma (IFN-y) y la interleucina 12 (IL-12) son los principales
inductores de los linfocitos Thl. La interleucina 4 (IL-4) de los linfocitos Th2 [19] y la
interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 (IL-1) y el factor de crecimiento tumoral (TGF-p)

inducen la diferenciacion de los linfocitos Th17 [20].

La respuesta Th1 es efectiva contra patogenos intracelulares. Consiste en la produccion
de citocinas proinflamatorias como la produccion de IFN-y y culmina en la activacion del
estallido respiratorio y la capacidad microbicida de los macréfagos. También se potencia
la activacion de linfocitos citotoxicos y la secrecion de anticuerpos tipo IgG3 que ayuda

a la fijacion del complemento y la opsonizacion para fagocitosis por macrofagos. Las
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células que la coordinan son los linfocitos Thl a través de la secrecion de IFN-y y LT
[21][22]. La diferenciacion a nivel molecular de los linfocitos Th1 se da por la interaccién
de senales procedentes del receptor de los linfocitos T, las citocinas IFN-y e IL-12 asi
como también los factores de transcripcion T-bet, STAT1 y STAT4. La expresion de T-
bet en los linfocitos T CD4 virgenes se induce cuando reconocen el antigeno y son
expuestos a IL-12 e IFN-y. Esta sefial activa los factores de transcripcion STAT1 y
STAT4, que a su vez estimulan la expresion de T-bet. Posteriormente T-bet favorece la

sintesis de IFN-y y de este modo se establece una retroalimentacion positiva [21].

Para algunos parésitos y microorganismos extracelulares se estimula una respuesta Th2,
que induce la secrecién de inmunoglobulina G1 (IgG1) e inmunoglobulina E (IgE). Esta
ultima puede activar la secrecion tanto en células cebadas como eosindfilos de granulos
que contienen substancias toxicas para estos organismos. Las células que coordinan esta
respuesta, son principalmente los linfocitos Th2 a través de la secrecion de IL-4, IL-5 e
IL-13 [1]. La diferenciacion de estas células es inducida por la IL-4 y los factores de
transcripcion GATA-3 y STAT6. La IL-4 activa al factor transcripcional STAT6, y junto
con las otras sefiales procedentes del TCR, inducen la expresion de GATA3. Este Gltimo,
potencia la expresion de los genes de las citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. El factor
transcripcional GATA-3 aumenta su propia expresion mediante un bucle de
retroalimentacion positiva [23].

Algunos hongos y bacterias extracelulares son eliminados a través de la respuesta Th17,
que permite el reclutamiento de neutrdfilos y su activacion en el sitio de infeccion. En
humanos, estos procesos pueden dar lugar posteriormente a una respuesta Thl. Las
células que la coordinan son principalmente los linfocitos Th a través de la secrecion de
IL17A e IL-17F y G-CSF [24]. El factor de transcripcion de los linfocitos Th17 es RORyT
[25].

Por otra parte, existe una poblacion de células T denominadas Treg las cuales pueden
provenir del timo, en cuyo caso se llaman células reguladoras naturales. Cuando las Treg
son inducidas durante la respuesta inmune para evitar una respuesta excesiva, se
denominan células reguladoras inducidas. En ambos casos su factor transcripcional es
FoxP3. Las células reguladoras controlan la respuesta inmune a través de la secrecion de

citocinas antiinflamatorias (IL-10 y TGF-) y/o de contacto celular.

Los linfocitos Th se dividen en distintos linajes como se menciond anteriormente. Sin
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embargo, no constituyen patrones terminales de diferenciacion y pueden re-direccionar
sus programas genéticos para adoptar fenotipos alternativos. Se sabe que pueden expresar
citocinas o factores transcripcionales exclusivos de otros linajes [15]. Un ejemplo de la
plasticidad en las células T efectoras esta dado por el tipo de citocinas que producen ya
que anteriormente se habia propuesto que éstas son producidas preferencialmente por un
subconjunto de células T efectoras. Anteriormente la IL-10 se le asociaba con el fenotipo
Th2, sin embargo, en la actualidad se sabe que la IL-10 puede ser producida por las células
tipo Thl, células Treg y otras células del sistema inmune innato. La IL-21 es la citocina
firma de los linfocitos T foliculares, pero también puede ser secretada por las células Thl
y Th17[26][27]. La secrecion de la IL-17 por las células T efectoras se le atribuia al linaje
Th17, dado que no era producida por ningln otro linaje. Ahora, se sabe que las células
Th17 a menudo producen IFN-y [20]. Otro ejemplo es la flexibilidad presentada en las
células Treg las cuales pierden su factor transcripcional FoxP3 y adquieren la capacidad
de producir citocinas proinflamatorias [20][28]. Un ejemplo mas dramadtico de la
flexibilidad de las células T efectoras es la forma en que las células Th2 se reprograman
para expresar Tbet y producir IFN-y [29]. En la Figura 3 se resumen los ejemplos

anteriormente mencionados [15].

Current Opinion in Immunology

Figura 3: Plasticidad y flexibilidad de los linfocitos T CD4. Se muestra de
manera resumida como los linfocitos efectores, pueden ser reprogramados en los
diferentes linajes [15].
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1.5- Sistema inmune neonatal

Datos de la Organizacion Mundial de salud (OMS) en el 2015, sefialan que hay alrededor
de 2.7 millones de muertes al afio en la etapa neonatal, que corresponden
aproximadamente a un 45% de muertes en nifios menores de 5 afios. De éstos,
aproximadamente entre el 25% y el 45% (aproximadamente 1 millon de muertes
neonatales), ocurren en el dia de su nacimiento, y cerca de 2 millones (75%), mueren en
la primera semana de vida. Las principales causas de muertes de recién nacidos
prematuros con un bajo peso al nacer son: asfixia e infecciones. Las enfermedades
respiratorias o intestinales se ubican entre las mas importantes, siendo atribuidas a la
inmadurez del sistema inmune neonatal. Sin embargo, mas que debido a la inmadurez, se
sugiere que el sistema inmune neonatal funciona de manera diferente al sistema inmune
de un adulto. Parte de estas diferencias se pueden explicar porque el sistema inmune
neonatal debe adaptarse a la transicion del nacimiento, que representa el paso de un
ambiente estéril a un ambiente con una alta exposicion a todo tipo de antigenos. El sistema
inmune neonatal debe ser tolerante a esa transicion para no entrar en un estado de “shock”.
Ademas, el neonato porta la memoria inmunoldgica de su etapa fetal, en la que, para
evitar el rechazo entre madre y feto, se establece un estado de tolerancia. En esta
condicion, los efectos de la respuesta Th2, abaten la respuesta Th1 la cual se encarga de
la eliminacion de patogenos intracelulares[30] [2]. Sin embargo, los neonatos son capaces
de llevar a cabo respuestas inmunologicas eficientes bajo condiciones de una

estimulacion persistente [32].

La etapa neonatal se considera desde el nacimiento hasta los 28 dias posteriores al mismo
[33]. El sistema inmune neonatal alin no se tiene muy bien entendido. Se sabe que tanto
las células de la inmunidad innata como los linfocitos tienen diferencias con respecto al
adulto. Las células neonatales son capaces de una respuesta adecuada bajo condiciones
altas de co-estimulacion, pero en general tienen una fuerte tendencia a la tolerancia
inmunolodgica. Los neonatos dependen en gran medida de péptidos antimicrobianos

naturales y de los anticuerpos maternos para su proteccion.

Para proteger a los neonatos, se han generado una gran cantidad de vacunas que se
administran en los primeros meses de vida. Es cierto que las vacunas han sido de enorme
beneficio para la salud y supervivencia para los neonatos, sin embargo, también se ha

reportado que la respuesta inmune de los neonatos a muchas de estas vacunas no es la
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mas adecuada [30]. Se desconoce en gran medida cual es el efecto a largo plazo de estas
células de memoria no adecuada al patogeno. Se ha observado que la respuesta a vacunas
e infecciones estd sesgada en neonatos y bebés menores de 6 meses hacia una respuesta
tipo Th2[34], que puede predisponer a alergias y asma. En este sentido, es claro que los
eventos inmunoldgicos durante la infancia son determinantes en la respuesta del

individuo para toda su vida.

A continuacion se enlistan algunas particularidades de la respuesta inmune de las células

neonatales:

1. Los linfocitos T de neonatos presentan una alta proliferacion
homeostatica, en respuesta a las citocinas IL-7 e IL-15 y por las

condiciones linfopénicas de la sangre del neonato[35].

2. Las citocinas pro-inflamatorias de los linfocitos pueden expresarse pero
con un umbral de activacion mucho mas alto en comparacion con el

adulto.

3. Los genes de IL-12 e IFN-y se encuentran silenciados por modificaciones
epigenéticas. En lugar de producirse IL-12 (p40, p35), los neonatos
producen preferentemente IL-23 (p40 y pl9). Es posible activar la
produccion de IL-12, pero se requiere de un fuerte estimulo para lograrlo.
Esta barrera se ha observado que se puede romper por infecciones con

micobacterias[36].

4. La respuesta de las células presentadoras de antigenos a los TLR's
(receptores tipo TOLL), es principalmente dada por la secrecién de
péptidos antimicrobianos y quimiocinas, en lugar de activar a los factores
transcripcionales NFkB, e IRF1 que llevan a la secrecion de TNF-a y otras

citocinas pro-inflamatorias[37]

Todo esto conlleva a que la respuesta de neonatos y lactantes ante las vacunas e
infecciones sea diferente a la de los adultos. En particular, la respuesta Thl es deficiente
y como consecuencia la memoria Thl es muy baja. Estudios recientes, se han enfocado
en aumentar esta respuesta para generar una adecuada memoria Thl, dando como

resultado una buena proteccion ante la presencia de algin patdgeno intracelular.
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Se han implementado dos principales modelos para estudiar la inmunidad de los
neonatos. Uno es el modelo murino, que permite hacer evaluaciones in vivo. El otro, se
refiere a la sangre de cordon umbilical de neonatos humanos, que permite evaluar la

funcionalidad del sistema inmunoldgico in vitro.

En los neonatos existen alteraciones tanto en nimero como en la funcién de las células
presentadoras de antigeno. Se han observado bajos porcentajes de células dendriticas
mieloides en infantes menores de 12 meses, alcanzando niveles mas parecidos a los de
adulto hasta los 5 afios de edad [38]. Se observa una disminucién en infantes menores de
12 meses en la produccion de citocinas en respuesta a antigenos presentes en las vacunas.
Los neonatos tienen una predisposicion a producir principalmente citocinas tipo Th2
posterior a la exposicion de antigenos ambientales. Se ha observado una baja produccion
de IL-12, que no alcanza los niveles del adulto hasta los 12 afios de edad [39]. Esta
produccion de IL-12 es atin menor en infantes que padecen alergias en comparacion con
infantes sanos. También hay una baja proporcion de células dendriticas plasmocitoides
en infantes con asma alérgico en comparacion con infantes sanos[40]. Ademas de las
caracteristicas Uinicas de las células neonatales, la respuesta inmune del recién nacido esta
influenciada por el ambiente fisiologico durante el embarazo. Entre los elementos del
ambiente fisiologico , estan los factores placentarios tréficos que dirigen una respuesta
tipo Th2, o los supresores Thl (IL-4, IL-10 producidas por el trofoblasto), TGF-f3, y
prostaglandina E2, y progesterona) [30] y otros factores como ligandos solubles de TLR,
asi como la adenosina y la arginasa, producidas por las células eritroides las cuales

inducen tolerancia [41]

1.5.1- Linfocitos Neonatales
1.5.2.-Anticuerpos y linfocitos B.

Los anticuerpos en suero provienen de diferentes tipos de células secretoras de
anticuerpos. Un tipo de estas células son independientes de antigeno y producen
anticuerpos poli-reactivos los cuales se unen con baja afinidad a diferentes antigenos que
pueden provenir de bacterias como de otros patéogenos y forman los “anticuerpos
naturales”. Estos anticuerpos contribuyen a la inmunidad innata del neonato y pueden ser
de isotipos IgM e IgG3. Las células productoras de los “anticuerpos naturales” son
llamadas B1, y provienen normalmente de peritoneo y cavidades pleurales. Otro tipo de

células (B2), secretoras de anticuerpos son dependientes de antigeno y se activan mas
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eficientemente por sefales de los linfocitos T cooperadores. Se unen con una alta afinidad
y son antigeno especifico. Los isotipos producidos por las células B2 son principalmente
IgG1 e I1gG2, aunque pueden ser de todos los isotipos. Las células B2 provienen de la
zona folicular del ganglio linfatico y se desarrollan en la médula 6sea. Durante la etapa
fetal, la sangre materna hace contacto con el trofoblasto y transfiere aproximadamente un
5% de IgGs maternas al feto, aportdndole una inmunidad adaptativa en la etapa
gestacional. Posteriormente, cuando se administra una vacuna o posterior a una infeccion,
las células secretoras de anticuerpos provenientes de los linfocitos B2 secretan
anticuerpos con un maximo de secrecion entre las semanas 1 y 2 posterior a la exposicion,
generandose un estado de memoria ante este antigeno. Cuando el sistema inmune se
reencuentra con este antigeno, reacciona de manera mas rapida y los anticuerpos
neutralizantes pueden encontrarse en plasma durante mucho tiempo, incluso después de
varias décadas. Estos anticuerpos del tipo especifico que se encuentran en la sangre de la
madre pueden pasar por el calostro y la leche materna y conferirle inmunidad adaptativa
al neonato mientras éste es amamantado. Estos anticuerpos son del tipo IgA y la leche
materna también contiene antitripsina que inhibe la degradacion de estos anticuerpos por
parte del aparato digestivo del neonato. Cuando bajan los niveles de los anticuerpos
proporcionados por la madre en el destete, los anticuerpos producidos por las células
secretoras de anticuerpos del bebé se elevan lentamente durante la infancia, alcanzando
niveles equiparables a los del adulto a los 10 afios de edad, y se mantienen estables durante

toda la edad adulta [39].

1.5.6.-Linfocitos T neonatales.

A diferencia de la respuesta inmune mediada por anticuerpos, la madre no puede transferir
linfocitos T al neonato y éste debe de protegerse de los patdgenos intracelulares por sus
propios medios. Existen muchas diferencias entre las células T de neonato y las del adulto.
Las primeras tienen caracteristicas de emigrantes recientes de timo, una poblacion que se
ha identificado como distinta a la de las células virgenes [42]. Estos emigrantes recientes
del timo se caracterizan por tener altas cantidades de circulos de escision del receptor de
células T ya que no han proliferado y esos remanentes de DNA se mantienen estables.
También contienen algunos marcadores de superficie que comparten con los timocitos y
presentan una alta susceptibilidad a apoptosis[43]. Los linfocitos con estas caracteristicas
se mantienen desde la etapa fetal hasta los 5 afios de edad que empiezan a disminuir. Estas

células presentan proliferacion homeostatica, que es independiente de estimulo del TCR
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y se ha reportado como dependiente de IL-7 e IL-15 y, por lo tanto, expresan altos niveles
del receptor para estas citocinas (CD127). Los linfocitos T CD4" expresan bajos niveles
del factor nuclear de células T activadas (NFAT) que estd implicado en la activacion de
genes que codifican para CD154 (CD40L) e IFN-y [44]. En el laboratorio encontramos
que los linfocitos T CD8+ neonatales tienen un perfil transcripcional especifico, sesgado
hacia la inmunidad innata y con bajas funciones efectoras [45]. Los linfocitos T CD4+
neonatales también presentan un perfil transcripcional y epigenético distintivo, en el que
hay una mayor expresion de moléculas de senalizacion negativas, como Cbl[46], que

explicaria el alto umbral de activacion de estas células.
Marcadores de superficie:

CD38: Los linfocitos T neonatales expresan altos niveles de esta molécula. Es una
ectoenzima con funciones de NAD glucohidrolasa, ADO ribosil ciclasa y ADP ciclo
ribosa hidrolasa (ABBAS). Se desconoce la importancia funcional de estas actividades
enzimaticas. Sin embargo, al ser expresada en la mayoria de los timocitos, nos muestra
que esta poblacion es una transicion entre timocitos y células circulantes T “maduras” de

adulto [47].

CD45: Se han encontrado varias isoformas de los linfocitos en los cuales se pueden
detectar cambios en los patrones de glicosilacién de esta molécula. La glicosilacion varia
en los diferentes estados del linfocito T dependiendo de si son virgenes, activadas o de
memoria. La mayoria de los timocitos expresan CD45RO (igual que los linfocitos de
memoria), mientras que casi un 90% de los linfocitos T circulantes en el neonato expresan
CD45RA al salir del timo. In vitro, los linfocitos T del neonato cambian de manera mas
rapida de isoforma de CD45RA a CD45RO, al ser activadas. En comparacion con los
linfocitos de adulto en los que los cambios son mas graduales lo cual indica que sus
mecanismos de glicosilacion de proteinas en el reticulo endoplasmatico son diferentes
[47]. La cantidad de receptor CD45 también se encuentra afectado; los linfocitos T
naonatales expresan poblaciones con un bajo porcentaje de expresion de esta molécula en
comparacion con el adulto. Una posible consecuencia de estas diferencias en la cantidad
y tipo de isoforma CD45 en las células sanguineas neonatales, es la entrada y salida de la
circulacion de los linfocitos a través del intersticio de las células endoteliales. Entre otras,
las sefiales de CD45 intervienen en la modificacion del citoesqueleto de los linfocitos lo

cual ayuda en su transito transepitelial.
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Ligando de CD40 (CD154): es otra molécula que presenta diferencias entre las células
del neonato y las del adulto. Esta molécula es una glicoproteina que esta restringida solo
a linfocitos T CD4" activados, aunque hay una baja expresion de este marcador en los
linfocitos T CD8*, NK, monocitos, granulocitos, basofilos y linfocitos B. En los linfocitos
T neonatales existe una baja expresion de esta molécula. Reen y colaboradores
encontraron que en linfocitos T CD4" neonatales, al aumentar la cantidad de PMA en la
estimulacion de estas células con anti-CD3, la expresion de CD154 era similar a sus
niveles de expresion en el adulto. Estos resultados sugieren que la deficiencia en la
activacion de estos linfocitos T de recién nacidos es debida a bajos niveles en la via de

sefalizacion dependiente de PKC [47][48].

CD31: Molécula de adhesion que es un marcador de diferenciacion expresado en los
linfocitos T CD4" virgenes en adulto, y se va perdiendo conforme el linfocito T se re-
activa. En las células de neonatos, existe una pequena proporcion de linfocitos T virgenes
que son CD31". Esto se puede explicar porque estas células aun no adquieren el marcador,
y que en la infancia temprana lo adquieren transformandose en linfocitos T virgenes
preparados para ser activados siendo la IL-4 un potente inductor de esta molécula en

células de cordon umbilical [47].

Se ha demostrado que otros marcadores como CD2, CD3, CD4 y CD28, se expresan en

niveles similares en las células T de neonatos y adultos [48][49].
1.5.7- Activacion de Linfocitos T neonatales.

Los linfocitos T neonatales tienen algunas diferencias con los linfocitos T de adultos al
ser activados in vitro. Producen poca IL-2, CD25, y tienen una pobre expansion clonal
[49]. La respuesta inmune neonatal ante patdgenos intracelulares es mediada por los
linfocitos T. Esta respuesta es muy variable, por una parte, existe una gran susceptibilidad
a infecciones neumocdcicas fulminantes e infecciones meningocdcicas. Sin embargo, se
acepta que la respuesta inmune del neonato bajo condiciones apropiadas puede generar
respuestas potentes ante los patogenos [50]. Las respuestas inmune mas estudiadas en los
neonatos e infantes, por su relacion con la producciéon de nuevas vacunas son las
siguientes: Virus de herpes en la que se observa una baja produccion de IFN-y,
citomegalovirus generando una baja respuesta inmune, toxoplasma con una baja

respuesta proliferativa, asi como Plasmodium falciparum con una respuesta inmune
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aparentemente normal [48]. Ante el Citomegalovirus humano se monta una respuesta
citotoxica similar a la del adulto, con una expansion oligoclonal contra un restringido
nimero de antigenos inmunodominantes asi como una adecuada produccion de IFN-y y
una actividad citolitica dependiente de perforina. En infecciones por VIH, la respuesta
citotdxica es pobre y podria estar asociada a la falta de cooperatividad de los linfocitos T
CD4". Por otro lado, la concordancia del HLA de la madre infectada con el HLA del hijo

incrementa el riesgo de la transmisién [51].

1.6.-Vacunas en neonatos e infantes.

Cuando las enfermedades no son endémicas del pais, las vacunas son administradas a los
dos meses de edad, en cambio cuando las enfermedades son endémicas las vacunas son
administradas en los recién nacidos. La respuesta ante diversas vacunas es variable y en

diversos estudios se han encontrado algunas diferencias con respecto al adulto[30].

e Vacuna de Hepatitis B. Una respuesta Thl defectuosa con un incremento en la
memoria Th2 y una elevada produccion de anticuerpos. Adicionalmente, se

detectan pocas células efectoras y de memoria.

e Vacuna oral de poliomielitis. Se observan respuestas deficientes tanto de Thl

como de anticuerpos.

e BCG. Una respuesta Thl similar a la del adulto, un buen nivel anticuerpos y

respuestas adecuadas tanto Th1 como Th2.

e Vacuna de células completas de pertussis. Buena respuesta Thl en infantes de 2

meses.
e Vacuna Sarampion. Una respuesta baja Thl en infantes de 6 a 12 meses.

e Vacuna de Citomegalovirus. Respuesta madura de células T CD8" y deficiente en

CD4", en infantes.
e VIH. Respuesta deficiente de CD4" y CDS8".
e Tripanosoma cruzi. Da una respuesta citotoxica similar al adulto.

e Virus de herpes simple. Respuesta retardada de IFN-y
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e  Bordetella pertussis. Adecuada respuesta Thl

1.7.-Agente infeccioso rotavirus.

El Rotavirus es el principal agente etiologico de gastroenteritis virales severas, afectando
mas principalmente a nifios menores de 5 afios. El Rotavirus infecta y destruye a los
enterocitos de las puntas de las vellosidades del intestino delgado, provocando una diarrea
aguda que puede conducir a la muerte. Esta enfermedad es causante de aproximadamente
453 000 muertes y mas de 2 millones de hospitalizaciones a nivel mundial en nifios

menores de 5 afios [52].

Los Rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae, presentan 3 capas concéntricas de
proteinas, sin envoltura lipidica, con un genoma compuesto por 11 segmentos de RNA
de doble cadena (RNAdc). La capa externa del virion estd formada por trimeros de la
glicoproteina VP7. Sobre esta capa emergen 60 espiculas de dimeros de la proteina
VP4[53]. La capa intermedia estd formada por trimeros de VP6. La capa interna la
conforma la proteina VP2, que engloba al genoma viral. Asociados al genoma se

encuentran VP1 que es la polimerasa viral y VP3 que es una guaninil-transferasa [54].

Los rotavirus tienen un tropismo celular muy particular, infectando solamente a las
células de las puntas de las vellosidades intestinales (enterocitos)[55]. Es muy probable
que la respuesta inmune intestinal contra rotavirus se inicie con la entrada de particulas
virales (PV) a las placas de Peyer (PP) a través de las células M. En las PP las PV serian
degradadas y presentadas a las células Th y Tc, por células presentadoras profesionales
APC'’s; (principalmente células dendriticas). Una vez activadas, las células B y T migran
de las PP hacia los ganglios linfaticos mesentéricos, para posteriormente entrar a la
circulacion, a través del ducto toracico, via por la cual se distribuyen a nivel sistémico.
Estas células regresan al sitio efector de la respuesta inmune intestinal, la lamina propia
intestinal. La presencia de receptores de direccionalidad 6 “homing receptors”,
constituidos por heterodimeros de las integrinas o437 y el receptor de quimiocinas CCR9
en la superficie de los linfocitos, les confiere especificidad hacia los tejidos linfoides
asociados a la mucosa intestinal[56]. En la Lamina propia intestinal, las células B secretan
IgAs que se vierten al lumen intestinal con la ayuda de las citocinas secretadas por las
células Th, mientras que las células Tc migran a los intersticios entre las células epiteliales

intestinales donde llevan a cabo su funcion efectora[54]. Las células B, a través de la

25



secrecion de IgA, previenen y contribuyen a la contencidn de la infeccion. Las células Te
contribuyen a la limpieza de la infeccion y las células Th actuan como auxiliares a través
de la produccion de citocinas para lograr una Optima inducciéon de células B y Tc.
Eventualmente, también contribuyen directamente como células efectoras a la limpieza
de la infeccion[54]. Existen dos vacunas atenuadas Rotarix y RotaTeq. Sin embargo, su
alto costo y su limitada proteccion contra diferentes serotipos virales hacen necesario

continuar con la evaluacion de nuevas alternativas de vacunas de tercera generacion.

En la actualidad se esta proponiendo como candidato de antigeno para vacuna a la
proteina de VP6. VP6 es una de las proteinas estructurales de la capa intermedia de los
rotavirus y esta altamente conservada en los diferentes serotipos. Ademas, es una de las
proteinas importantes involucradas en la replicacion del virus. Al entrar el virus a la célula,

las proteinas VP7 y VP4 son desensambladas[57].

1.8 Nanoparticulas como adyuvantes en vacunas.

La nanotecnologia es un area que ha crecido exponencialmente en los ultimos afios.
Algunas herramientas de suma importancia para el desarrollo de este campo son la
sintesis, la purificacion y la caracterizacion funcional de las nanoparticulas. Las
nanoparticulas son materiales que miden menos de 100 nm de didmetro[58]. En los
ultimos afos se han realizado estudios sobre la biocompatibilidad de las nanoparticulas
de oro, plata y platino puestas en contacto con eritrocitos humanos. En estos trabajos
concluyen que los materiales que presentan una mayor biocompatibilidad son las
nanoparticulas de oro, mientras que las mas citotoxicas son las nanoparticulas de plata,
causando lisis, hemaglutinaciéon, dafio de la membrana celular, distorsion del
citoesqueleto afectando por ello la forma de las células[59]. Las nanoparticulas de oro,
también llamadas oro coloidal, presentan caracteristicas muy particulares que las hacen
de gran interés para las aplicaciones biomédicas. Entre otras estdn su alta estabilidad
quimica, la habilidad de conjugarse con una variedad de macromoléculas biologicas
como péptidos, proteinas o DNA sin afectar la actividad bioldgica. [60]. Entre las
aplicaciones de las nanoparticulas, esta su uso como una plataforma para presentacion de
vacunas, ya que se sabe que los antigenos presentados sobre una plataforma inerte son
mas inmunogénicos. Esto es particularmente relevante para las vacunas moleculares, ya
sean péptidos o proteinas. Existen pocos reportes acerca de como las nanoparticulas por

si solas pueden inducir una respuesta inmunoldgica mediante la produccién de
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anticuerpos y secrecion de algunas citocinas [61]. Un reporte mostré que la forma y
tamafio de las nanoparticulas de oro influenciaba la respuesta inmune, ya sea por

inflamosoma o por citotoxicidad [61].

2.-Antecedentes:

En el laboratorio encontramos que el TLR que mas se transcribe en los linfocitos T, tanto
de adulto como de neonato es el TLRS, siendo dicha transcripcion alrededor de 10 veces
mas fuerte que la de otros TLRs. Estudios recientes en el laboratorio mostraron que la
flagelina activa el moédulo de NFxB [46]. Mi trabajo de maestria consintid en caracterizar
la respuesta de los linfocitos T CD4+ virgenes de neonatos y adultos humanos ante los
estimulos del TCR, flagelina y las sefiales conjuntas. Demostramos que el TLRS
promueve la expresion de citocinas efectoras en los linfocitos T CD4+. De particular
relevancia es que, en las células de neonatos, el TLRS favorece el fenotipo Thl, que es
muy dificil de lograr en los linfocitos neonatales (que tienen un sesgo hacia respuestas

Th2).

La flagelina ya se ha utilizado como adyuvante en ratones adultos utilizando como
modelos los virus de la influenza y de la vaccinia. En ratones, cuando éstos son
inmunizados con flagelina y posteriormente son retados con el virus de influenza, se ha
tenido una buena produccion de anticuerpos contra el virus, logrando neutralizarlo.
Asimismo, cuando los ratones son inmunizados con el antigeno mas flagelina, y después
retados con el virus vaccinia, se incrementa la produccion de anticuerpos contra el virus
de vaccinia [62]. A finales del 2014, Andrew T. Gewirtz et all reportaron que el
tratamiento con flagelina previo y durante una infeccion cronica causada por rotavirus,
evitdo la infeccion. Se concluyd que la flagelina pudiera servir como tratamiento
preventivo ante esta infeccion, observandose una dependencia de la produccion de 1L-22
por las células dendriticas[63]. Cabe resaltar, sin embargo, que las dosis de flagelina
usadas en este estudio fueron altisimas. En neonatos utilizaron 10 pg de flagelina cada 2
dias durante toda la infeccion y dos horas antes de ser infectados los ratones y en adulto

se utilizaron 20 pg de la misma forma que el neonato.

Se considera que un buen adyuvante debe tener ciertas caracteristicas como: mejorar la
respuesta inmune ante los patdgenos, bajar las dosis del antigeno, ser estable

preferencialmente a temperatura ambiente asi como ser facilmente biodegradable[64].
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En la actualidad se estan proponiendo a las nanoparticulas de oro como plataforma de
vacunas, con el proposito de disminuir las dosis del antigeno y el adyuvante. Se han
recubierto nanoparticulas con péptidos, como por ejemplo la proteina del virus del Nilo
occidental, demostrandose que la forma y tamafio de la nanoparticula determina el tipo
de respuesta inmune. Las nanoparticulas esféricas de 40 nm de didmetro fueron las que
indujeron la mejor respuesta inmunologica. En esta condicion se indujo una menor
activacion del inflamosoma, generando una alta produccion de anticuerpos contra el virus

y la produccion de citocinas como TNF-a, IL-6, IL-12 y GM-CSF[61].

3.-Justificacion:

La inmunidad de neonatos e infantes estda muy pobremente estudiada [37]. La respuesta
inmune neonatal tiene caracteristicas unicas que reflejan la transicién del nacimiento y la
adaptacion del infante a su medio ambiente. En la vida intrauterina, tanto la madre como
el feto deben evitar el rechazo aloinmune, mientras que después del nacimiento, el neonato
debe enfrentar inmediatamente dos posibles tipos de antigenos: los que constituyen parte
de un medio ambiente no nocivo y patégenos potenciales [65]. La mortalidad por infeccion
en nifios menores de 6 meses alcanza 4 millones al afio, por lo que es prioridad de la OMS
bajar en al menos 50% esa cifra para el 2015.

Datos de la Organizaciéon Mundial de salud (OMS) en el 2015, sefialan que hay alrededor
de 2.7 millones de muertes al afio en la etapa neonatal, que corresponden aproximadamente
a un 45% de muertes en nifios menores de 5 afios. De éstos, aproximadamente entre el
25% y el 45% casi 1 millén de muertes neonatales ocurren en el dia de su nacimiento, y
cerca de 2 millones (75%), mueren en la primera semana de vida. Las principales causas
de muertes de recién nacidos prematuros con bajo peso al nacer son asfixia e infecciones.
Las enfermedades respiratorias e intestinales estan entre las mas importantes. Esto se le ha
atribuido a la inmadurez del sistema inmune neonatal. Sin embargo, mas que una
inmadurez, el sistema inmune neonatal funciona de manera diferente al sistema inmune de
adulto. Parte de estas diferencias se pueden explicar porque el sistema inmune neonatal
debe adaptarse a la transicion del nacimiento, que representa el paso de un ambiente estéril
a un ambiente con una alta exposicion a los antigenos. El sistema inmune neonatal debe
ser tolerante a esa transicion para no entrar en shock. Ademas, el neonato trae la memoria
de su etapa fetal, en la que para evitar el rechazo entre madre y feto, se establece un estado

de tolerancia inmunoldgica. Una alta actividad de la respuesta Th2, resulta en un
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detrimento de la respuesta Thl, la cual se encarga de la eliminacion de patdgenos
intracelulares[30] [2]. Sin embargo, los neonatos son capaces de llevar a cabo respuestas
inmunes eficientes bajo condiciones persistentes de estimulacion [32].

Las células neonatales son capaces de adoptar una respuesta robusta. Esto ha cambiado la
vision de la inmunidad neonatal. De una respuesta inmadura a una respuesta muy particular.
Son determinantes de esta respuesta el tipo de antigeno, la co-estimulacion y la dosis
antigénica [66]. Las vacunas son empleadas para generar una respuesta de memoria que
ayude a reducir las infecciones peligrosas en neonatos e infantes. Representan el
tratamiento mas efectivo contra patdogenos que antes causaban estragos en la humanidad.
Sin embargo, el hecho de que los neonatos respondan con respuestas de memoria
inadecuada ha generado la necesidad de encontrar adyuvantes moleculares que puedan
ayudar a mejorar dicha respuesta. Entre los adyuvantes en prueba para vacunas, se
encuentran los ligandos de los receptores tipo Toll [32]. Los TLRs son receptores tipicos
de la inmunidad innata; sin embargo, se ha reportado la expresion de TLRs en linfocitos
By T [67][68][69]. La funcion de los TLRs puede depender del estado de activacion de la
célula [70]. Los TLRs se han propuesto como una sefial co-estimulatoria eficiente en

linfocitos T, ya que promueven la proliferacion y diferenciacion [67].
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4.-Hipdotesis:

La flagelina induce una respuesta inmune Th1 en células T CD4+ de neonatos y adultos

humanos, que es protectora en un modelo in vivo de vacunacion neonatal contra rotavirus.
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5.- Objetivo:

Evaluar el efecto de la flagelina sobre la respuesta inmune in vitro (en células de neonatos

y adultos) e in vivo (en modelos de vacunacidon neonatal en ratones).

5.1.- Objetivos Particulares:

1.

Evaluar los niveles de IFN-y, IL-4, IL-17, TGF- e IL-10 en células T CD4+
virgenes de neonatos y adultos humanos en respuesta al estimulo por el TCR,
CD28 y/o flagelina.

Evaluar la expresion del receptor de IL-4 y de IFN-y en células T CD4+ virgenes
de neonatos y adultos humanos en respuesta al estimulo por el TCR, CD28 y/o
flagelina.

Evaluar por citometria de flujo multiparamétrica la respuesta de los distintos tipos
de células de memoria a la estimulacion por flagelina +/- el TCR. Usando
marcadores de cada tipo celular (Thl, Th2, y de memoria), ademas de la tincion
intracelular de IFN-y IL-4, IL-17, TGF-f3 e IL-10.

Generar un nuevo prototipo de vacuna consistente en nanoparticulas esféricas de

oro de 40 nm acopladas VP6 6 a flagelina (AuNp-VP6) 6 (AuNp-Flag).

. Evaluar por citometria de flujo la respuesta de PBMCs y en CBMCs a la

estimulacion con AuNp-Flag +/- AuNp-VP6, mediante la tincion intracelular de
IFN-y, IL-6, IL-12, IL-4 e IL-1p.
Evaluar la proteccion a un reto con rotavirus EDIM por la inmunizacién con

AuNp-VP6 + AuNp-Flag aplicada en ratones neonatos o adultos.
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6.- Metodologia

6.1 Colecta de las muestras

Se obtuvo sangre de cordon umbilical de neonatos durante los partos atendidos en el
Hospital General de Cuernavaca (Dr. José¢ G. Parres), con el consentimiento informado
de las madres. Se cuenta con un permiso del comité de ética del Hospital General. Solo
se obtuvo la sangre de infantes sanos de partos naturales, de mas de 38 semanas de
gestacion. También se obtuvo sangre de adulto a partir de concentrados leucocitarios
donados por el banco de sangre del Centro Estatal de la Transfusion Sanguinea de

Cuernavaca.

6.2 Purificacion de las células

Las muestras de sangre neonatal se obtuvieron del cordéon umbilical, después del
nacimiento del neonato y antes de la expulsion de la placenta, para evitar la
contaminacion con sangre de la madre. La sangre se colectd en tubos estériles
heparinizados y se proceso el mismo dia. Las células T se obtuvieron mediante gradiente
de ficoll Hypaque (Sigma Aldrich) que nos permite eliminar por gradiente de densidad a
los eritrocitos, plaquetas y granulocitos. Se realiza una dilucion 1:1 en relacién Sangre y
PBS 1X en tubo falcon de 50 ml estéril, en otro tubo falcon estéril agregar el ficoll, se
utilizaron 10 ml de ficoll hypaque para un volumen mayor de 20 ml de sangre diluida. En
seguida cuidadosamente sin romper las fases entre la sangre y el ficoll, se verti6 la sangre
diluida en el tubo falcon con el ficoll. Se centrifugd durante 30 minutos a 1600 rpm y 16
°C con desaceleracion cero. Posteriormente de la centrifugacion se tomo la interfase,
guardardando parte de los eritrocitos (2ml de eritrocitos se le agregan 3 ml de medio) en
la incubadora, ya que en seguida se utilizan para la purificacion de los linfocitos T CD4",
mediante una seleccion negativa con el kit RosseteSep (StemCell Technologies). Se
lavaron las células obtenidas en la interface con PBS 1X, centrifugando a 1600 rpm por
10 minutos a 16 °C con desaceleracion nueve y se decant6 el sobrenadante. Mediante un
procedimiento de adherencia a plastico se eliminaron los monocitos. Los linfocitos T
CD4" fueron purificados mediante esferas magnéticas unidas a un anticuerpo anti-CD4 o
con el Kit Rosette Step. Linfocitos T CD4" virgenes se obtuvieron mediante una seleccion
negativa, eliminando las células de memoria, con anticuerpos monoclonales de origen
raton acoplados a perlas magnéticas con proteina A/G, las proteinas se lavaron con un

buffer cell isolation (PBS+2% SFB, 3mM EDTA) y se acoplaron a los anticuerpos
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durante toda la noche con anti-CD45RO humano 3pg/ml, anti-CD44 humano 3ug/ml y
anti-CD16 humano 2ug/ml. una ves obtenidas las células T CD4" virgenes, se realizo
rutinariamente la tincion para evaluar la pureza de las preparaciones en todos los

experimentos.

6.3 Estimulacion de las células

Se realizaron los estimulos con anticuerpos monoclonales a una concentracion de 1pug/ml,
para activar a través del TCR se utilizé un anticuerpo de origen raton anti-CD3 humano
(Biolegend clona: UCHT1), entrecruzado con un segundo anticuerpo anti-mouse IgG
(Biolegend clona: Poly4053), para realizar el estimulo CD3/CD28 se utilizaron las
Dynabeads Human activactor CD3/CD28 (Life Technologies) a una concentracion de 12
células por perla. La estimulaciéon de TLRS se realizé con flagelina (FLA-ST ultrapure,
InvivoGen) a una concentracion de 50 ng/ml, por un periodo de 6 hrs para la evaluacion
de la trascripcion, y por un periodo de 18hrs, 6 hrs antes de concluir el periodo de 18 hrs
se le agrego brefeldina 1pg/ml (Biolegend). Para la medicion de la expresion de las
citocinas intracelulares firmas de Thl, Th2, Thl7 y Treg y sus receptores. La
proliferacion se evaluo en periodo de 5 dias. Para el cultivo celular se utiliz6 el medio

RPMI, suplementado con suero fetal bovino 5%, L-glutamina y penicilina-estreptomicina.

6.4 Evaluacion de la pureza de linfocitos T CD4 y analisis de la produccion de
citocinas y sus receptores

Se realizaron tinciones con anticuerpos directamente acoplados a fluordforos o
empleando un segundo anticuerpo acoplado a fluoréforo. Para las mediciones de
fluorescencia se utilizo el citometro FACScalibur (BD Bioscience), mientras que el
analisis de los resultados se realizd con el programa FlowJo 8.7. La pureza de las
preparaciones celulares, se evalu6 utilizando los anticuerpos de PE anti-human CD3
(clona: HIT3a Biolegend) y el anticuerpo APC anti-human CD4 (clona: OKT4
Biolegend). La evaluacion de citocinas se realizod con los siguientes anticuerpos: PE anti-
human IL-4 (cat. 554551 BD Pharmingen), FITC anti-human IFN-y (cat. 554551 BD
Pharmingen), PE anti-human IL-10 ( cat. 559330 BD Pharmingen), FITC anti-human
IL17A (clona: eBio64DECI17 eBioscience), PE anti-human IL-13 (cat. 559328 BD
Pharmingen), Biotinylated anti-human TGF-B1 (cat 555053 BD Pharmingen) y
Streptavidin FITC (cat. 554060 BD Pharmingen). La evaluacion de los receptores se
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realizo con los siguientes anticuerpos: FITC anti-human IL-4 receptor o (cat. FAB200F
R&D Systems), PE anti-human IFN-y receptor o chain (CD119) (cat. 558934 BD
Pharmingen). La concentracion de células que se utilizo para la tincion fue de 1X10°
c¢lulas. Antes de la tincidn las células se lavaron con FACS-JUICE 2% (PBS 1X 1%
suero fetal de ternera) se centrifug6 a 3500 rpm (1000 rcf) por 5 minutos a 4 °C, se decantd
el sobrenadante dejando 50ul de solucion. La concentracion del anticuerpo varid
dependiendo a las indicaciones del fabricante. Se incubaron las células con el anticuerpo
durante 30 minutos en hielo y en oscuridad, se lavaron las células con 1 ml de FACS
JUICE, se centrifugd a 3500 rpm por 5 minutos, se quitd sobrenadante y se agregaron
150 pl de paraformaldehido al 2% en PBS, y 100 pul de FACS JUICE cubriendo de la luz.
Sin embargo, la tincién de las citocinas intracelulares se necesitd permeabilizar la
membrana, la permeabilizacion se realizd con Saponina a una concentracion de 0.05%
disuelta en FacsJuice (solo se prepar6 el volumen exacto ya que no se guarda la saponina
restante). Para este tipo de tinciones las células deben ser fijadas previamente con
paraformaldehido al 2% durante 10 minutos. Se agregaron 500ul de Saponina y se incubd
10 minutos a temperatura ambiente (No se recomiendan periodos largos de perforacion
ya que la saponina da una fluorescencia basal en los filtros FL1 y FL2 y puede traslaparse
con las sefial del anticuerpo) una vez trascurrido el tiempo, se centrifugaron las células,
se elimind el sobrenadante y se resuspendid en seco, se agreg6 el anticuerpo primario
acoplado a fluordforo a la concentracion adecuada (diluido en saponina) e incub6 durante
25 minutos en hielo. Se lavo con 1 ml de saponina, se pipeted 3 veces y se centrifugaron
las células (3500rpm/5Smin). Se elimind el sobrenadante y se resuspendio en seco, esto se
realiz6 dos 2 veces. Se dieron dos ultimos lavados con 1 ml FacsJuice y por ultimo se fijo

con paraformaldehido 1%.

6.5 Medicion de la expresion de mensajeros de las distintas citocinas

El RNA se extrajo mediante Trizol (Invitogen), utilizando aproximadamente 10 millones
de linfocitos T CD4+ de adultos y 2.5 millones de linfocitos T CD4+ neonatales. Para la
extraccion de RNA se utiliz6 1 ml de trizol agitando en vortex durante 5 minutos,
posteriormente se agregaron 200 pl de cloroformo agitando en vortex durante 1 minuto,
en seguida se centrifugd a 12 000 Gs (11 500 rpm) por 15 minutos a 4°C. Se tomo el

sobrenadante y se pasé a un tubo nuevo de 1.5 ml, al cual se le agregaron 500 pl de
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isopropanol, mezclando por inversion. Una vez mezclado, se dejé en reposo durante 10
minutos a temperatura ambiente (T.A.) se centrifugd a 12 000 Gs por 10 minutos a 4°C,
se retiro el sobrenadante y se dejo secar. A continuacion, se les agreg6d 1 ml de etanol al
75 %, se centrifugd con las condiciones anteriormente mencionadas se retiro el
sobrenadante y se dejaron secar las muestras de RNA antes de agregar 30 pl de agua DPC.
Se evaluaron las concentraciones y que el RNA no estuviera degradado. Posteriormente,
a la obtencion de mRNA se realiz6 una reaccion de transcriptasa reversa (RT) con una
con el kit de fermentas RevertAid™ H Minus First Strand ¢cDNA synthesis KIT
(Thermoscientific), para poder obtener cDNA y poder realizar el PCR cuantitativo.

Se evaluo la expresion del mRNA de las citocinas firma Thl (IFN-y, Th2 (IL-4), Th17
(IL-17A), Treg (IL-10 y TGF-B) y G3PDH, como control. Utilizando la técnica de PCR
en tiempo real, con el sistema PDAR de sondas TagMan. Se utilizé el equipo StepOne™
Real-Time PCR de 48 pozos. Para el calculo de las cantidades discretas mediante la
ecuacion de las curvas estandar se utilizd6 cDNA diluido 1:5. El sistema TagMan Gene
Expression Assays se utiliz6 para la evaluacion de los genes: human IFNgamma (Applied
Biossystems), Human IL4 (Applied Biossystems), Human TGFbeta (Applied
Biossystems), Human IL10 (Applied Biossystems). Las sondas fueron utilizadas bajo las
condiciones del proveedor. La transcripcion de la IL17A fue evaluada mediante un primer
donde se utiliz6 la base de datos de NCBI y con primer designing tool
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) se obtuvieron los siguientes primers,

FWD AACCgATCCACCTCACCTTgy RVS TCTCTTgCTggATggggACA conuna Tm

de 60 °, los primers no dimerizan entre si y no tienen estructuras secundarias (SIGMA).
Como control interno se utilizo el gen de la enzima gliceraldehido-3 fosfato

desidrogenasa (GAPDH) de humano (Applied Biossystems).

6.6 Traduccion in vitro de VP6

Para producir cantidades suficientes de VP6 utilizamos el sistema Rapid Translation
System de Roche (RTS). Este sistema libre de células usa la RNA polimerasa del
bacteri6fago T7 para la transcripcion y una maquinaria enriquecida de extracto de E. coli
S30 para la traduccion. Asi, la produccion de proteinas en RTS requiere un paso de
clonacion previo del gen de interés dentro de un vector con el promotor T7. Por esta razon
la familia de plasmidos de expresion pIVEX ha sido optimizado para el uso in vitro. Estos

vectores son muy convenientes ya que cuentan con multiples sitios de clonacién y
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codifican para colas de 6 histidinas en N o C terminal, lo que le permite tener un sistema
de purificacion por afinidad de las proteinas traducidas. Se utiliz6 este sistema para
producir VP6, siguiendo las instrucciones del proveedor. Brevemente, se mezclé un
lisado E. coli diluido en 0.525 ml de buffer de reconstitucion, al cual se le adicioné la
mezcla de reaccion 0.225 ml, la mezcla de aminoacidos 0.27 ml, 30 pl de metionina 'y 15
pg de plasmido (pIVEX2.4/VP6ew). Por otro lado, se prepar6 una solucion de
alimentacion colocando 2.65 ml de aminoacidos, 0.3 ml de metionina, en 8.1 ml de buffer
de reconstitucion. Se llenaron los dos compartimentos correspondientes del kit: el grande
con la solucion de alimentacién y el pequefio con la solucién de reaccidon sin dejar
burbujas, se mezcld cuidadosamente y se incub6 por 24 horas a 26°C con agitacion a 900
rpm y en un Proteo Master RTS de Roche. Al final de la reaccion se generaron alicuotas

de 250 pl con 10 mM de etilenglicol tetra acético (EGTA) y se almacenaron a -80 °C.

Para la purificacion de la proteina VP6ew. Se tom¢ una alicuota de 250 pl de la traduccion
in vitro de VP6ew y se diluy6 en 10 ml del buffer de dilucion (fosfato de sodio 20 mM,
Urea 8 M, 10 mM 2- ME pH 7.8, SDS 0.2% y azida de sodio 0.02%). Se coloco la resina
50% Ni-NTA de QIAgen hasta llegar a un volumen de 2.0 ml. La resina se equilibro 3
veces incubandola con 30 ml del buffer de lavado (fosfato de sodio 20 mM, NaCl 50 mM,
Urea 8 M, 10 mM 2-ME, SDS 0.2%, pH 7.8) por 10 minutos en un tubo Falcon de 50 ml.
Se centrifugd 1 minuto a 2000 rpm para bajar la resina y decantar el sobrenadante. La
proteina resuspendida se puso en contacto con la resina y se incub6 toda la noche a 4°C
en agitacion constante. Al dia siguiente, se cargd la resina con la proteina en una columna
y se dejo asentar por 10 minutos. Se obtuvo el sobrenadante y se mantuvo en hielo. La
resina se lavo 2 veces con 20 ml de buffer de lavado, se colecto cada lavado en fracciones
de 0.5 ml y se colocaron en hielo. La proteina se eluy6 con 10 ml del buffer de elucion
(NaCl 500 mM, fosfato de sodio 20 mM, SDS 0.2% pH 3.0) colectando 40 fracciones de
0.25 ml adicionandole 2 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y se almacenaron
a -80°C hasta su uso. Por ultimo, se colectdé 1 ml de buffer para almacenar (fosfato de
sodio 20 mM, azida de sodio 0.02%, pH 7.8) que se dejo pasar por la columna. Se colocé
1 ml de buffer para almacenar en la columna y se dejo a 4°C hasta su uso. Para comprobar
si la traduccion in vitro de la Proteina VP6ew fue correctamente producida por el método
RTS se realiz6é un western blot. La concentracion de la proteina se evalud por multiples

métodos.
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6.7 Inmunizacion y reto de los ratones

La inmunizacion de los ratones se realizo en el Laboratorio de Inmunologia Viral en
colaboracion con los doctores: Dr. R. Fernando Esquivel Guadarrama y la Dra D.
Vanessa Lopez Guerrero. Se trabajo con ratones hembras BALB/cJ que se mantuvieron
en un ambiente estéril en cajas con filtro y en un aislador NUAIRE que se encuentra en
un cuarto para trabajo de patdgenos acondicionado en la Facultad de Medicina de la
UAEM. Todo el trabajo se llevo a cavo bajo las normas estipuladas por el comité de ética.

Los ratones se sacrificaron por exposicion a CO2.

Los ratones fueron inmunizados con dosis de VP6 en presencia o ausencia de flagelina.
Utilizamos las proteinas libres o unidas a nanoparticulas, que se mandaron hacer en la

empresa nanoimmunotech.

Los ratones neonatos se utilizaron al dia 7 de nacidos. Se realizaron 7 grupos: grupo 1:
PBS, grupo 2: AuNP-flag, grupo 3: AuNp-VP6 grupo 4: AuNp-Flag + AuNp-VP6, grupo
5: Flagelina, grupo 6: VP6 y grupo 7: Flagelina + VP6. Tanto en ratones adultos como
ratones neonatos se realizaron dos inmunizaciones con las siguientes concentraciones:
Ratones neonatos (7 dias de edad) se les administro la primera inmunizacién con AuNP-
VP6 a una concentracion de 0.5 pg/ml y la AuNp-Flag a una concentracion de .250 pg/ml.
La concentracion de Flagelina fue de .250 pg/mly de VP6 .5 pg/ml. Posterior a 21 dias
de la primera inmunizacion (28 dias de edad) se les administro la segunda inmunizacion
utilizando las mismas concentraciones de proteina. A los ratones Adultos (28 dias de
edad) se les administro la primera inmunizacion con AuNP-VP6 a una concentracion de
1 pg/ml y la AuNp-Flag a una concentracion de .500 pg/ml. La concentracion de
Flagelina fue de .500 pg/ml y de VP6 1.0 pg/ml. 21 dias después de la primera
inmunizacion. Tanto las dos inmunizaciones como el reto fueron espaciados por un
periodo de 21 dias. Los ratones fueron retados oralmente con 1x10* unidades formadoras
de focos (UFF) del rotavirus murino EDIMy,. Para determinar la replicacion viral se

colectaran muestras de heces del dia 0 (previo al reto) y cada 24 hrs hasta el dia 8.

6.8 Deteccion de Anticuerpos contra rotavirus (VP6) en suero

Para la deteccion de anticuerpos contra rotavirus. Se colectarén muestras de sangre de los
ratones. En el caso de los ratones neonatos solo se obtuvieron muestras de sangre en dos

tiempos; previo a la segunda inmunizacién y previo al reto por el virus. En cambio, en
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ratones adultos se obtuvieron las muestras de ratones en tres tiempos diferentes; previo a
la primera inmunizacion, antes de la segunda inmunizacion y antes del reto. Las muestras
de sangre de cada raton se dejaron coagular en hielo por 2 hrs, se centrifugaron a 2000
rpm por 4 min a 4 °C en una microcentrifuga, se colecto el suero y se almaceno a -20 °C
hasta su uso. Placas de 96 pozos de fondo redondo (Costar Alta Adherencia) fueron
cargadas con 50 ul de PBS con un anticuerpo policlonal hiperinmune de cabra a una
dilucion de 1:2500, anticuerpo de captura que reconoce varias cepas de rotavirus. Se dejo
en incubacion toda la noche a 4 °C. Posterior a la incubacién se lavaron las placas dos
veces con la solucion de lavado (PBS/Tween 0.05%) y se utilizo la solucion de bloqueo
(PBS/Tween 0.05 més 5 % de leche descremada en polvo) para bloquear las placas
durante 2 hrs. a temperatura ambiente (TA). Se lavo dos veces con la solucion de lavado
(PBS/Tween 0.05%), y se agregaron 50 pl de un lisado de células (MA-104) infectadas
con rotavirus RRV. Se incubo por 2 hrs a 37 °C. Las placas se lavaron 4 veces y se
adicionaron 50 pl por duplicado de los sueros de raton diluidos 1:50 en solucion de
bloqueo y se incubd 1 hr a 37 °C. Las placas se lavaron 4 veces con la soluciéon de lavado
y se adicionaron 50 pl de solucion de bloqueo con un anticuerpo policlonal de cabra anti-
Ig’s de raton acoplado a peroxidasa (Dako) a una diluciéon 1:1000 y se incubo 1 hr a 37
°C. La placa se lavo 4 veces y se adiciono6 de 50 ul de sustrato (orto-Fenilendiamina:
Sigma) a una concentracion de 2 mg en 5 ml de buffer amortiguador (Acido citrico 51.4
mM vy fosfato de sodio 24.3 mM, 10 ul de H202). La reaccion se llevo a cabo por 10-20
min a temperatura ambiente y se detuvo con 50 pl de acido sulfirico 2M. Como control
positivo se uso suero de raton inmunizado contra rotavirus YM y como control negativo
se utiliz6 el PBS. La absorbancia se leyo a 492 nm en lector de placas (Bio-Tek

instruments inc.).

6.9 Deteccion de rotavirus en heces

Las heces fueron descongeladas y resuspendidas en un buffer disolvente (10 mM Tris,
100 mM NacCl, 1 mM CaCl, 5% de suero fetal bovino, 0.05% tween-20 y 10 mM de azida
de sodio) al 5% (peso volumen). Se almacenaron toda la noche a 4 °C y posteriormente
las muestras fueron agitadas en vortex y centrifugadas a 14000 rpm por 5 minutos. En el
sobrenadante se evalud la carga viral mediante la técnica de ELISA. Placas de 96 pozos
de fondo redondo fueron cargadas con 50 pl de un anticuerpo policlonal hiperinmune de

cabra a una dilucion de 1:2500 en buffer TNC (10 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM CaCl,).
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Se dej6 incubar toda la noche a 4 °C. Las placas se lavaron 2 veces con un buffer de
lavado (TNC/tween 0.05%) y se bloqueron con 150 pl de solucion de bloqueo (TNC/5%
de leche descremada (Carnation)/tween 0.05%) por dos horas a temperatura ambiente.
Posterior al bloqueo las placas se lavaron dos veces. Se agregaron por duplicado 50 pl
del sobrenadante de las heces y se incub6 2 hrs a 37 °C. Las placas se lavaron 4 veces
con 300 pl de solucidén de lavado. se le agregaron 50 pl de la solucion de lavado con una
dilucién de 1:2000 de un anticuerpo policlonal hiperinmune de conejo anti-rotavirus RRV.
Se dejo incubar por 1 hr a 37 °C. En seguida se lavd 4 veces con 300 pl, y se agregaron
50 ul de anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG de conejo acoplado a fosfatasa alcalina
(zymed) y se incub6 por 1 hr a 37 °C. Las placas se lavaron 4 veces con 300 ul de solucién
de lavado, y se agragaron 50 pl de sustrato (p-nitrofenil fosfato disodio. Sigma) diluiodo
1:100 en DAE (0.1% Dietanolamina, 1 mM MgCl, 0.029% Azida de sodio). Durante 30
minutos a 1 hr a 37 °C se llevo a cabo la reaccion y la absorbancia se midié a 405 nm en

lector de placas (Bio-Tek instruments inc.).

6.10 Deteccion de IgA contra rotavirus en heces

Placas de 96 pozos de fondo redondo fueron cargadas con 50 pl de un anticuerpo
policlonal hiperinmune de cabra a una dilucién de 1:2500 en buffer TNC (10 mM Tris,
100 mM NaCl, 1 mM CaCly). Se dej6 incubar toda la noche a 4 °C. Las placas se lavaron
2 veces con un buffer de lavado (TNC/tween 0.05%) y se bloqueron con 150 pl de
solucion de bloqueo (TNC/5% de leche descremada (Carnation)/tween 0.05%) por dos
horas a temperatura ambiente). Se lavdé dos veces con la solucion de lavado, y se
agregaron 50 ul de un lisado de células (MA-104) infectadas con rotavirus RRV. Se
incubo por 2 hrs a 37 °C. Las placas se lavaron 4 veces y se adicionaron 50 pl por
duplicado de los sueros de ratén, diluidos 1:50 en solucion de bloqueo y se incub6 1 hr a
37 °C. Las placas se lavaron 4 veces con la solucion de lavado y se agregd por duplicado
50 ul del sobrenadante de las heces y se incubo 2 hrs a 37 °C. A continuacion, las placas
se lavaron 4 veces con 300 ul de solucion de lavado. se agregaron 50 pl de una dilucion
de 1:1500 de un anticuerpo policlonal de cabra anti-IgA de raton acoplado a la peroxidasa.
Se lavaron las placas 4 veces con 300 ul de soluciéon de lavado. y se reveld6 como

anteriormente esta descrito.
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7.- Resultados

a) Purificacion de los linfocitos T CD4" de neonatos y adultos

Los linfocitos T CD4" se purificaron a partir de sangre periférica de donadores sanos
mientras que los de neonato se purificaron a partir de la sangre de cordon umbilical. Para
verificar la pureza se realizaron tinciones para CD3 y CD4, usando anticuerpos
monoclonales anti-CD3-PE y anti-CD4-APC.

Se obtuvo un rango de pureza de 93% a 96%, para los experimentos subsecuentes solo se
utilizaron las muestras que tienen una pureza arriba del 90%. En la figura 1 se muestran

dos graficas representativas.
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Figura 1 Perfiles citofluorométricos de linfocitos T CD4" purificados. Mediante la
técnica de citometria de flujo se evalud la pureza de cada una de las muestras obtenidas
logrando obtener una pureza de un 93 a un 96%. En el panel A se muestra la pureza
representativa de los linfocitos T CD4+ de adultos, en el panel B se presenta la pureza
representativa de los linfocitos T CD4+ de neonatos. En el eje X se muestra el porcentaje
de células que muestra la molécula de CD4 en el eje Y se muestra el porcentaje de células
que expresan la molécula de CD3. El indice de pureza se obtiene de las células que

expresan ambas moléculas tanto CD3 como CD4
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b) Evaluaciones in vitro

Evaluacion de la expresion de citocinas en linfocitos T CD4" virgenes.

Durante mi trabajo de Maestria, evaluamos el efecto de la flagelina sobre la estimulacion
de linfocitos T CD4" virgenes de neonatos y adultos humanos a través de las senales del
TCR y CD28. Sin embargo, la n que logré evaluar fue de s6lo 3 repeticiones. Para hacer
una mejor evaluacion, llevamos la n a 5 repeticiones, evaluando tanto el mRNA como las
citocinas intracelulares. Se extrajo RNA de linfocitos T CD4" de adultos y de neonatos,
que se trataron de la siguiente manera: Sin estimulo, entrecruzados con anticuerpos anti-
CD3, flagelina, anti-CD3 + flagelina, perlas anti- CD3/CD28, y por ultimo el tratamiento
de anti-CD3/CD28 mas flagelina. En la Figura 2 se observan muestras de RNA mensajero
tanto de adultos como de neonatos. Sélo se utilizaron RNAs integros (que no estuvieran
degradados), evaluando la banda del RNA ribosomal 18S con un peso molecular
correspondiente a 1869 b y la banda del ribosomal 28S con un peso molecular

correspondiente 5070 b. como se muestra en la Figura 2.
A)

u:”.--'n—- 2855070 b
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Figura 2. Validacion del RNA. En los incisos A y B se muestra RNA de linfocitos T
CD4 de Adultos humanos. En el inciso C se muestra RNA de linfocitos T de neonatos.
La flecha roja indica la banda del 28s y el 18s con sus pesos moleculares. Las muestras

de RNA se corrieron en geles de agarosa 1% con bromuro de etidio al 0.05%.
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Para poder comparar entre las distintas reacciones de amplificacion y convertir los datos
de curvas de PCR en cantidades discretas de DNA, se realizaron curvas de amplificacion
de diluciones seriadas de cDNA: 1/125, 1/25, 1/5 y concentrado. Las diluciones fueron
sometidas a una reaccion de q-PCR obteniendo las curvas mostradas en la figura 3. Se
obtuvo un coeficiente de co-relacion entre .95 y .99, indicando asi que los datos son
confiables y que las ecuaciones de las curvas se pueden emplear para calcular las

cantidades de cDNA de las muestras problema.
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Figura 3 Curvas de estindar de los primers. Se muestran las curvas de eficiencia de
amplificacion para los distintos amplicones de los genes. Se realizaron diluciones seriales
del cDNA 1/125, 1/25, 1/5 y concentrado obteniendo una ecuacién para cada uno de los
primers. Esta ecuacion es funcional para poder comparar entre las distintas reacciones de
amplificacion y convertir los datos de curvas de PCR en cantidades discretas de DNA.

Mientras mas ciclos se necesiten para amplificar indica menor cantidad de cDNA.

A partir de RNA descrito anteriormente se sintetizo cDNA para analizar la expresion de
las citocinas firma de la respuesta Thl, Th2, Th17 y Treg.

Se utilizaron los primers especificos y los mensajeros de estas citocinas fueron analizados

43



mediante q-PCR, utilizando el sistema TaqMan, Las cantidades discretas de cada muestra
se obtuvieron de las ecuaciones obtenidas a partir de las curvas anteriormente descritas.
Se utiliz6 como control interno al mensajero de GAPDH.

En la figura 4 observamos los cambios en el mensajero de las citocinas en respuesta al
estimulo del TCR (CD3) o del TCR y CD28 en presencia 6 ausencia de flagelina. Para la
mayoria de las muestras de adulto hubo una mayor expresion del mensajero de las
citocinas en respuesta a la estimulacion, excepto el mensajero de IFN-y que se expresod
mas en las células neonatales en respuesta a la flagelina. Se puede observar en la figura
que la uinica citocina que mostrd cambios significativos tanto en células neonatales como
de adulto en respuesta a la flagelina fue IFN-y. Tanto en células neonatales como de adulto
se observo que la flagelina incrementd el mensajero de IFN-y sobre los niveles ya
inducidos por las sefiales del TCR y de CD28. En las células neonatales, también se
observo un cambio ligero, pero estadisticamente significativo en TGF-f3, que aument6 en
presencia de flagelina sobre el estimulo de CD3+ CD28. El resto de las citocinas
evaluadas mostraron cambios en respuesta a CD3 o CD3+ CD28, en particular en las

células de adultos, pero no hubo un efecto de la flagelina.
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Figura 4. Transcripcion de las citocinas firma Th1, Th2 y Tregs. Mediante la técnica
de PCR en tiempo real se evalud la expresion relativa de los genes utilizando la ecuacion
obtenida de las curvas estandar antes mencionada. En el eje X se muestran las condiciones
dadas a los linfocitos T CD4, en el eje Y se muestra la expresion relativa del mensajero a
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evaluar. Se realizaron 5 experimentos independientes para neonatos y 5 experimentos
independientes para adultos. Mediante el test de Mann-Whitney se realizaron los calculos
estadisticos para el efecto producido por la flagelina, se comparé la el estimulo de la
flagelina con cada uno de sus controles obteniendo una p<0.05 para el mRNA de IFN-y .
En el panel a) se observa la expresion de los mensajeros de las citocinas de neonatos, en
el panel b) se observa la transcripcion de las citocinas de adultos.

¢) Evaluacion de citocinas intracelulares firma Thl, Th2, Treg en respuesta a
Flagelina

La transcripcion de los mensajeros nos habla del efecto directo de los estimulos sobre los
genes de las citocinas, sin embargo, hay otros puntos de control antes de llegar a la
expresion de las proteinas, por lo que decidimos evaluar la expresion de las proteinas.
Para evaluar la produccion de citocinas se utilizaron anticuerpos acoplados a fluoréforos.
Se normalizaron los datos de los distintos estimulos con respecto a la condicion sin
estimulo y se analizaron mediante la técnica de citometria después de permeabilizar a las
células. En la figura 5 podemos observar que igual que para el caso de los datos de
mensajero, tanto en las células de neonatos como de adulto, la flagelina favorecio un
incremento estadisticamente significativo en los niveles de proteina de IFN-y. sobre los
niveles alcanzados por el estimulo s6lo del TCR o los estimulos de CD3 + CD28.
Para las citocinas IL-4 e IL-17, s6lo se observaron cambios en las células de adulto, pero
fueron debidos a la sefializacion por el TCR o el TCR y CD28, pero la flagelina no tuvo
ningun efecto estadisticamente significativo, aunque se nota una tendencia en las células
de adulto a un incremento en la produccion de IL-17 con el estimulo de
CD3/CD28/Flagelina, sobre el estimulo con CD3/CD?28.
En conjunto, nuestros resultados muestras que las sefiales de flagelina dirigen la
diferenciacion hacia el perfil Thl en células estimuladas a través del TCR en presencia o

ausencia de las senales de CD28.
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Figura 5. Produccion de Citocinas en respuesta a flagelina. Mediante citometria de
flujo se evalud la produccion de las citocinas firma de los diferentes linajes de los
linfocitos T CD4 IFN-y (Thl), IL-4 e IL-13 (Th2), TGF-b e IL-10 (Treg) e IL-17 (Th17).
Linfocitos T CD4 virgenes de sangre periférica de adultos y linfocitos T CD4 de neonatos
fueron estimulados con Flagelina 50 ng, 1 pg de anti-CD3, perlas anti-CD3/CD28 durante
un periodo de 18 hrs. 6 hrs. antes de cumplir este periodo, se adiciond a las muestras
brefeldina. En el eje X se muestran las condiciones, en el eje Y se muestra la intensidad
media de fluorescencia (MFI).

d) Evaluacion de la expresion de citocinas en linfocitos T CD4" efectores y de
memoria.

Para evaluar el efecto de la flagelina por si sola o en presencia de las sefiales del TCR o
del TCR + CD28 en células de memoria naturalmente diferenciadas en circulacion, se
purificaron linfocitos T CD4" totales de adultos, obteniendo una pureza por encima del
95 % como se muestra en la figura 6. Estas células se marcaron con el marcador de
memoria CD45RO, o con los marcadores CXCR3, para poblaciones Thl y CCR4, para
las células Th2. La respuesta se evalué mediante citometria de flujo, analizando las
citocinas firma de los perfiles Thl, Th2 y de memoria. Los estimulos se compararon con
sus respectivos controles de la siguiente manera; SE vs Flagelina, CD3 vs CD3/Flagelina,

CD3/CD28 vs CD3/CD28/Flagelina.

IFN-y: Se pudo observar que en el carril del perfil Thl (Figura 7 panel a), el estimulo
CD3/CD28/Flagelina indujo un incremento significativo en IFN-y y no hubo cambios
significativos en ninguna citocina. En el carril de las células Th2 (Figura 7 carril b) El
unico cambio significativo que se observo fue una disminucién significativa en la
expresion de la citocina firma IL-4. En las células totales de memoria (Figura 7 carril c)
se observo aumento en la expresion de IFN-y en el estimulo de CD3/CD28/flagelina

comparado con su respectivo control CD3/CD28 y un aumento ligero en la expresion de

IL-4 por las senales del TCR.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la flagelina, més la estimulaciéon con

CD3/CD28 favorecen la diferenciacion Thl, tanto por el aumento en la expresion de IFN-
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v en las poblaciones virgenes, Thl y totales de memoria, como por la disminucién de la

expresion de la citocina firma IL-4 en poblaciones naturales Th2.
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Figura 6. Perfiles citofluorométricos de linfocitos T CD4* de humanos adultos
purificados. Se evalu¢ la pureza de cada una de las muestras obtenidas logrando obtener
una pureza de un 95 a un 98%. Se muestra la pureza representativa de los linfocitos T
CD4" de adultos. En el eje X se muestra el porcentaje de células que expresan la molécula
de CD4 en el eje Y se muestra el porcentaje de células que expresan la molécula de CD3.

El indice de pureza se obtiene de las células que expresan ambas moléculas, tanto CD3

como CD4.
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Figura 7. Evaluacion mediante citometria de flujo de la respuesta de células de
memoria totales y de los perfiles Thl, Th2 a la estimulacion por flagelina +/- las
sefiales de TCR y/6 CD28. Las células totales de memoria se marcaron con anticuerpos
anti-CD45RO, las células Thl con anti-CXCR3 y las células Th2 con anti-CCR4. Se
evalud la expresion de las citocinas IFN-y IL-17, IL-10, IL-4 y TGF-f en linfocitos T

CD4" de adultos humanos. El tiempo de estimulacion fue de 18 hrs.

e) Ensayos in vivo

Para evaluar el efecto de la flagelina in vivo, decidimos adaptar un modelo murino de
vacunacion contra rotavirus a ratones neonatos, empleando como antigeno la proteina
conservada VP6. También decidimos evaluar los niveles de protecciéon usando
nanoparticulas de oro de 40 nm acopladas tanto a la proteina VP6 como a la flagelina. A
continuacion, se listan los resultados de cada una de las etapas de preparacion para poder
realizar esta evaluacion y finalmente los resultados de proteccion contra la infeccion por

el rotavirus.

f) Purificacion de la Proteina VP6 49 KDa

Decidimos emplear a la proteina VP6 como antigeno en el modelo de vacunacion dada la
antigenicidad de la proteina y su alta conservacion entre distintas especies de rotavirus.
Para obtener la proteina, realizamos la traduccion in vitro, empleando el sistema Rapid
Translation System (RTS, Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. El plasmido
de la VP6 que empleamos fue (pIVEX2.4/VP6ew) en el cual la proteina queda marcada
con residuos de 6 histidinas. Obtuvimos un sobrenadante lechoso, a partir del cual
purificamos a la VP6 por medio de columnas de niquel. En la figura 8 se muestran los
distintos pasos de la purificacion de la proteina. Este procedimiento se realiz6 para las 4
fracciones. Se unieron las eluciones de la columna que mostraban un alto contenido de la
proteina y se cuantific6 mediante Densidad optica (figura 9). Se reevaluaron las
fracciones unificadas mediante western blot y se hizo la cuantificacion total de cada
fraccion por medio de densidad dptica y tincion por azul de coomasie, como se muestra
en la figura 10. Para verificar la presencia de la proteina VP6 y el grado de pureza se

realizaron tinciones con azul de Coomassie, y con nitrato de plata (figura 11).
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Figura 8. Purificacion de VP6. Se realizaron ensayos de western blot para verificar
la presencia de la VP6 y su pureza. A) se observan los lavados y eluciones indicando
lo siguiente cada niimero: Carril 1 fraccion no unida a columna de niquel. Carril 2 lavado
1. Carril 3 lavado 2. Carril 4 elucion 1. Carril 5 elucion 5. Carril 6 elucion 10. Carril 7
elucion 15. Carril 8 elucion 20 y carril 9 elucion 25. B) Carril 1.- elucion 3, Carril 2.-
elucion 4. Carril 3.- elucion 6, Carril 4.- elucion 7, Carril 5.- elucidn 8. Carril 6.- elucion
9. Carril 7.- elucién 11. Carril 8.- elucion 12 y carril 9.- elucion 13. C) Carriles 1- 9

corresponde a las eluciones 14-24.
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Figura 9. Determinacion de la concentracion de la proteina VP6. El panel A muestra

la curva de BSA, utilizada para la obtencion de la concentracion de VP6 de la fraccion 1,

B) curva de BSA con la cual se calculo6 la concentracion de VP6 en las fracciones 2 y 3.

C) curva de BSA utilizada para calcular la concentracion de VP6 en la fraccion 4. D)

curva obtenida mediante 3 concentraciones de BSA en un gel tefiido con Coomassie. Se

realizo un analisis semicuantitativo empleando el software Imagel. Esta curva se utiliz6

para calcular la concentracion de las 4 fracciones.

Tablal. Concentracion de VP6 en las 4 fracciones. Se utilizaron tres diferentes métodos

para el célculo de la concentracion de VP6.

Tecnica Fraccion 1 Fraccion 2 Fraccion 3 Fraccion 4
C. BSA 1.5 mg 1.5 mg 1.7 mg 1.9 mg
D.O Abs 280 1.2 mg 1.5 mg 1.3 mg 1.57 mg
Coomassie 254 mg 255 mg 227 mg 212 mg
122t 234
49 KDa P —

Figura 10. Verificacion mediante western blot de la presencia de la proteina VP6.

En cada una de las fracciones. 1- fraccion 1, 2- fraccion 2, 3-fraccién 3, 4- fraccion 4.
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Figura 11. Rectificacion de la pureza de la proteina VP6. Mediante tincién con
Coomassie y tincion con plata. Se corrieron en un gel 10 ug de VP6 y se tifio con azul de
Coomassie (a) Carril 1- fraccion 4, 2- fraccion 3, 3- fraccion 2, 4- fraccion 1. En el panel

B se muestran tinciones con nitrato de plata (b).

g) Acoplamiento de VP6 y flagelina a nanoparticulas de oro.

Se realizé el acoplamiento a las particulas de oro con el Kit Gold-in-a-Box TM de
BioAssayWorks, sin embargo, debido a la alta concentracion de SDS de la proteina (VP6).
Fue imposible llegar con éxito al acoplamiento de la nanoparticulas de 40nm. Finalmente,
se decidi6 mandar a preparar en una casa comercial (Nanoinmunotech S. L.). Donde

primero recubrieron a la nanoparticula de oro con polietilenglicol.

e Evaluacion del efecto de las nanoparticulas de oro acopladas a VP6 o

Flagelina sobre la viabilidad celular de células Raw 264.7

Como una primera medida del efecto de las nanoparticulas de oro (AuNp) sobre la
viabilidad celular, evaluamos la proliferacion de las células Raw 264.7 en respuesta a las
nanoparticuas acopladas al antigeno (VP6) 6 al adyuvante (flagelina), usando como
control los antigenos no acoplados (tabla 2). Usando el Analizador en Tiempo Real de las
Células (RTCA Real-Time Cell Analyzer) se obtuvieron los resultados que se muestran

en la figura 12. Las condiciones se resumen en la tabla 2.
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Tabla 2: Estimulos dados para la evaluacion de la inmunogenicidad de las nanoparticulas

acopladas con las proteinas VP6 y Flagelina. Cada evaluacion se hizo por ducplicad

Placa 1 AuNp-VP6

Placa 2 AuNp-Flag

Placa 3 AuNp-VP6 + AuNp-Flag

Células Solas

Células Solas

Células Solas

AuNp-VP6
pg/ml

sola 2

AuNp-Flag sola

1 pg/ml

Solo AuNp-VP6 2 pg/ml + AuNp-Flag
1 pg/ml

AuNp-VP6 2 pg/ml

AuNp-Flag 1 pg/ml

AuNp-VP6 2 ng/ml + AuNp-Flag 1 ug/ml

AuNp-VP6 1 pg/ml

AuNp-Flag 0.5 pg/ml

AuNp-VP6 1 pg/ml + AuNp-Flag 0.5
pug/ml

AuNp-VP6 0.5 | AuNp-Flag 0.25 | AuNp-VP6 0.5 p g/ml + AuNp-Flag 0.25
pg/ml pg/ml ug/ml

VP6 2 ng/ml Flag 1 pg/ml VP6 2 pug/ml + Flag 1 pg/ml

VP6 1 pg/ml Flag 0.5 pg/ml VP6 1 pg/ml + Flag 0.5 pg/ml

VP6 0.5 pg/ml Flag 0.25 pg/ml VP6 0.5 pg/ml + Flag 0.25u g/ml

Se observd incremento en la proliferacion de las células Raw 264.7 cuando son

estimuladas con las AuNP-VP6, comparado con las células solas y con las células

estimuladas con la proteina VP6 sin la AuNP. Este efecto se observd en las tres

concentraciones evaluadas, aunque a la concentracion mas baja, no alcanzo significancia

estadistica (figura 12). El efecto de la flagelina sobre la proliferacion no se observo mas

que a las menores concentraciones de antigeno (0.5ug) y s6lo cuando la flagelina estuvo

acoplada con las nanoparticulas (AuNp-VP6 + AuNp-Flag). Esto indica que el

acoplamiento de las proteinas a las nanoparticulas de oro potenci6 la proliferacion celular.

La flagelina no acoplada, en lugar de potenciar la proliferaciéon celular, inhibi6 la

proliferacion inducida por la AuNp-VP6.
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Figura 12. Las AuNp-VP6 en combinacion con las AuNp-Flag incrementaron la
proliferacion de las células Raw 264.7. En el inciso A tres experimentos independientes
con las concentraciones de AuNp-VP6 2 ng/ml y AuNp-Flag 1 pg/ml. Inciso B tres
experimentos independientes con las concentraciones de AuNp-VP6 1 ug/ml y AuNp-
Flag 0.5 pg/ml. Inciso C tres experimentos independientes con las concentraciones de

AuNp-VP6 0.5 pg/ml y AuNp-Flag 0.25 pg/ml.

h) Evaluacion de la produccion de citocinas al estimular PBMCs con
nanoparticulas de oro acopladas a Vp6 (AuNp-VP6) y nanoparticulas de oro
acopladas a Flagelina (AuNp-Flag).

Enseguida, quisimos evaluar el perfil de citocinas inducido por los distintos tratamientos
sobre células mononucleares de adultos (PBMC por sus siglas en inglés). Se utiliz6 el Kit
FlowCytomix Human Th1/Th2 1l1plex Kit BMS810FF de eBioscience. Para poder
evaluar simultdneamente la expresion de las siguientes citocinas: IFN-y IL-1f, IL-2, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 p70, TNF-a, TGF-f. El andlisis de los datos se realizo
con el software FlowCytomixTM Pro 3. Las células PBMCs obtenidas a partir de 3
adultos sanos se trataron de la siguiente manera.

1. Sin Estimulo (SE)
2. Fitohemaglutinina+Lipopolisacarido (PHA 1ug +LPS 10 ng)
3. VP60.5 ng
4. Flagelina (Flag) 0.250 pg
5. Nanoparticula de oro acoplada a VP6(AuNP-VP6) 0.5 ug
6. Nanoparticula de oro acoplada a Flagelina (AuNP-Flag)
7. AuNp-VP6 0.5 pg+ AuNp-Flag 0.250 pg

La estimulacion fue dada por un periodo de 24 horas y otro periodo por 48 horas. Se

56



tomaron los sobrenadantes y se analizaron mediante la técnica de citometria de flujo en
el citometro FC 500. En la tabla 3 se resumen los distintos tratamientos. Una vez
analizados los datos, se obtuvieron los resultados que se muestran en la figura 13.
IL-12p70: A las 24 horas se observo un incremento en la produccion de esta citocina con
el estimulo AuNP-VP6, al compararlo con el estimulo de VP6. Con respecto a los demas
estimulos, no se observaron diferencias estadisticamente significativas. A las 48 horas
solo se observaron cambios en el control positivo.

IFN-y: A las 24 horas se observo un incremento en la produccion de esta citocina con el
estimulo AuNP-VP6, al comparado con el estimulo de VP6. Con respecto a los demas
estimulos no se observaron diferencias estadisticamente significativas. A las 48 horas
hubo un incremento del IFN-y en el estimulo de AuNp-VP6 comparado con respecto a el
estimulo solo de la VP6, asi mismo se observo incremento en la expresion de la citocina
IFN-y cuando la flagelina se encuentra acoplada a las nanoparticulas de oro comparada
con respecto a la flagelina sin acoplar. Sin embargo, en el estimulo combinado entre las
AuNP-VP6 + AuNP-Flag no se observo incremento en la produccion del IFN-y.

IL-2: A las 24 horas se observo incremento en la produccion de IL-2 con el estimulo dado
AuNP-VP6, al comparado con el estimulo de VP6. Con los demas estimulos no se
observaron diferencias estadisticamente significativas. A las 48 horas no hubo cambios
en la produccién de la IL-2.

IL-4, IL5: Solo se observo un incremento en la expresion de las citocinas al control
positivo, los cambios debidos a las estimulos o nanoparticulas no fueron significativos.
IL-1p: Esta citocina se increment6 significativamente a las 24 horas con los estimulos de
AuNP-VP6 y AuNP-Flag al compararlo con sus respectivos controles VP6 y Flagelina.
Inclusive al poner los estimulos combinados AuNP-VP6 + AuNP-Flag el incremento es
muy similar al control positivo del estimulo con la PHA + LPS.

IL-10: A las 24 horas se observd un incremento en la produccion de la IL-10 con el
estimulo AuNP-VP6, al comparado con el estimulo de VP6. En los demds estimulos no
se observaron diferencias estadisticamente significativas. A las 48 horas hubo un
incremento de la IL-10 con el estimulo de AuNp-VP6 comparado con el estimulo solo de
la VP6, asi mismo se observd incremento en la expresion de la citocina IL-10 cuando la
flagelina se encuentra acoplada a las nanoparticulas de oro comparada con respecto a la
flagelina por si sola. Sin embargo, en el estimulo combinado entre las AuNP-VP6 +

AuNP-Flag no se observo incremento en la produccion del IL-10.
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IL-8. No se observaron cambios significativos

IL-6: Esta citocina tuvo un incremento significativo a las 24 horas con los estimulos de

AuNP-VP6 y AuNP-Flag al compararlo con sus respectivos controles VP6 y Flagelina.

Inclusive al poner los estimulos combinados AuNP-VP6 + AuNP-Flag el incremento fue

muy similar al control positivo estimulo con la PHA + LPS.

TNF-o y TNF-B: A las 24 horas no hubo cambios en la produccion de estas citocinas. A

las 48 horas en las dos citocinas hubo un incremento cuando se estimulan a las células

con las AuNp-VP6 en comparacion con el estimulo de VP6. Estos resultados nos sugieren

que al acoplar las proteinas a nanoparticulas de oro de 40nm, favorece la produccién de

citosinas proinflamatorias.

Citocina | 24 horas 48 horas

IL- AuNp-VP6

12p70

IFN-y AuNp-VP6 AuNp-VP6 | AuNP-Flag

IL-2 AuNp-VP6

11-4

IL-5

IL-1B AuNp-VP6 | AuNP- AuNp-VP6 | AuNp-VP6 | AuNP-Flag | AuNp-VP6
Flag AuNP-Flag AuNP-Flag

IL-10 AuNp-VP6 AuNp-VP6 | AuNP-Flag

IL-8

IL-6 AuNp-VP6 | AuNP- AuNp-VP6 | AuNp-VP6 | AuNP-Flag | AuNp-VP6
Flag AuNP-Flag AuNP-Flag

TNF-a AuNp-VP6

TNF-B AuNp-VP6

Tabla 3: Resumen de los estimulos que incrementan la produccion de las citocinas

indicadas.
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Figura 13: Las AuNP-VP6 favorecen la sintesis de citocinas pro-inflamatorias. Se
realiz6 la avaluacién de la produccion de las citocinas IFN-y, IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-8, IL-10, IL-12 p70, TNF-a, TNF-b en PBMCs

i) Evaluacion de la produccion de citocinas al estimular PBMCs y CBMCs con
nanoparticulas de oro acopladas a Vp6 (AuNp-VP6) y nanoparticulas de oro
acopladas a Flagelina (AuNp-Flag).

Durante la estancia en Espana, en los resultados previamente mostrados, evaluamos la
produccion de las citocinas IFN-y, IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 p70,
TNF-a, TGF-B: en PBMCs mediante el kit FlowCytomix Human Th1/Th2 11plex Kit
BMSS810FF de eBioscience. A la falta de muestras de células mononucleares de cordon
umbilical (CBMCs, Cord Umbilical Mononuclear Cells), se decidi6 reevaluar en el
laboratorio la respuesta de PBMCs y CBMC:s por tincion intracelular y citometria de flujo.
Se decidio evaluar las siguientes citocinas IL-12, IL-6, IFN-y, IL-4 e IL-1-3 mediante una
tincion intracelular. Para la evaluacion en la expresion de las citocinas se utilizaron los
siguientes estimulos:

1. Sin estimulo (SE)

2. Flagelina 0.250 pg

3. VP60.5 g
4. Flagelina 0.250 ug més VP6 0.5 pg
5. Nanoparticulas de oro acopladas con flagelina (AuNp-Flag 0.250 pg)
6. Nanoparticulas de oro acopladas con VP6 (AuNp-Flag 0.5 ng)
7. Nanoparticulas de oro acopladas con flagelina mas Nanoparticulas de oro

acopladas con VP6 (AuNp-Flag 0.250 ug + AuNp-VP6 0.5 ng).

Los resultados de estas evaluaciones se muestran en la figura 14. Los resultados fueron
los siguientes.
En las células mononucleares del cordon umbilical (CBMCs) se observé un incremento
en la expresion de IFN-y en los estimulos de flagelina, flagelina mas VP6, AuNp-flag y
de AuNp-Flag mas AuNp-VP6. Sin embargo, el incremento del IFN-y fue en respuesta a
la flagelina, ya que solo con el estimulo de la flagelina aumenta la expresion de esta
citocina. En cambio, en las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se

encontrd que tanto flagelina como VP6 ya sea acopladas las proteinas a nanoparticulas
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de oro o por si solas, aumentaron la expresion del IFN-y comparado con el control sin
estimulo. El aumento en la expresion del IFN-y con el estimulo de VP6 sugiere que, en el
adulto, existen células de memoria por una infeccion previa con rotavirus, que
respondieron al estimulo con VP6 (figura 14 A).

No se observaron cambios en la expresion de IL-4 ni en PBMCs ni en CBMCs (figura 14
B). La produccion de la IL-1f3 se vio favorecida en CBMCs con los estimulos de flagelina
mas VP6 y AuNp-flag mas AuNp-VP6, a diferencia de las CBMCs, en las PBMCs no se
observaron cambios en respuesta a los diferentes estimulos (figura 14 C). Para la IL-6 se
observd aumento en la expresion en presencia de flagelina aunque estos cambios son muy
sutiles alcanzaron diferencia estadistica. Se encontrd que la produccion de la IL-12 en
CBMC:s se favorecio con los estimulos de flagelina y AuNP-flagelina mas AuNp-VP6.
El comportamiento fue similar al de la produccion de IFN-y, donde el aumento en la
produccidn de estas citocinas fue generado por la flagelina mas que por la proteina VP6.
Esto va de acuerdo con que las células de cordon umbilical son células virgenes, sin
previo reconocimiento al antigeno. En PBMCs se encontr6 que la IL-12 incrementa tanto
con VP6 como con flagelina. De la misma forma que la respuesta en la produccion de
IFN-y, se observd que el estimulo con AuNp-VP6 mas AuNp-flag no generaron una
respuesta en la produccion de estas citocinas (figura 14 A y E). Nuestros resultados in
vitro, indican que en células CBMCs la produccién de citocinas pro-inflamatorias se ve

favorecida cuando estan los estimulos en conjunto AuNp-Flag mas AuNp VP6.
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Figura 14: En CBMCs de neonatos las AuNp-Flag y AuNp-VP6 inducen la expresion
de IFN-y, IL-1B, IL-6 e IL12 comparado con las PBMCs de adultos. PBMCs y
CBMCs fueron estimulas con 0.250 pg de AuNp-Flag y 0.5 pg de AuNp-VP6 en
conjunto y por separado por un periodo de 18 horas, fueron 5 muestras independientes.

j) Inmunogenicidad de la Flagelina mas la proteina viral VP6, libres o unidas a
las nanoparticulas

Para evaluar el papel adyuvante de la flagelina en el modelo de vacunacién neonatal se
vacunaron ratones de 7 dias de nacidos comparados con ratones adultos de 28 dias Los
tratamientos fueron:

1. Nanoparticulas esféricas de oro de 40 nm acopladas a la proteina VP6 (Neonatos:
AuNp-VP6 0.5 g, Adultos: AuNp-VP6 1 ng)

2. Nanoparticulas esféricas de oro de 40 nm acopladas a la proteina Flagelina
(Neonatos AuNp-Flag 0.250 pg, Adultos AuNp-Flag 0.5ug)

3. Nanoparticulas esféricas de oro de 40 nm acopladas a la proteina VP6 y Nano
particulas esféricas de oro de 40 nm a copladas a la proteina flagelina (Neonatos
AuNp-VP6 0.5 ug + AuNp-Flag 0.250 pg, Adultos AuNp-VP6 1 nug + AuNp-Flag
0.5 pg)

4. Proteina VP6 (Neonatos 0.5 pg, Adultos 1 pg)

5. Flagelina (Neonatos 0.250 pg, Adultos 0.5 pg)

6. Proteina VP6 +Flagelina (Neonatos: VP6 0.5 ng + Flagelina 0.250 pg, Adultos
VP6 1 pg + Flagelina 0.5ug)

7. PBS.

Se realizaron 4 experimentos con inmunizacion en la etapa neonatal y 2 experimentos
con la inmunizacion en la etapa adulta. En cada experimento, se inmunizaron 3 ratones
por tratamiento. En los ratones vacunados en la etapa de adultos, antes de la primera
inmunizacion se tomaron muestras de sangre para poder extraer el suero, que se guardo a
-70°C, para su futuro uso. Sin embargo, en ratones neonatos no se pudo realizar esta
extraccion del suero debido al tamafio tan pequefio de los neonatos. La segunda dosis se
administr6 después de 21 dias con los mismos tratamientos y las mismas cantidades de

proteina. Tanto en ratones adultos como en ratones neonatos se extrajo sangre para la
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obtencion del suero antes de la segunda inmunizacion. Previo al reto se volvio a extraer
sangre para la obtencion del suero. El reto con el virus fue 21 dias después de la segunda
inmunizacion con los diferentes tratamientos antes mencionados. El reto se realiz6 con la
cepa de rotavirus EDIM a 50 veces la dosis infectiva (50 DI). La infeccion y colectas de
muestra de heces fue monitoreada por un periodo de 8 dias después del reto con el virus.
En las heces se evaluo la carga viral y la produccion de IgA contra rotavirus.

El suero se utiliz6 para evaluar la produccion del anticuerpo sérico anti-RV.

Mediante ELISA se realiz6 la evaluacion de la carga viral en heces.

En la figura 15 se muestran los resultados en los que se utilizaron tanto el antigeno (VP6)
como el adyuvante (flagelina) en solucion. Més adelante se presentara la figura del efecto
de las nanoparticulas. Como puede verse en la parte superior de la figura 15, las cargas
virales todos los tratamientos van a ser comparados con respecto a el tratamiento de PBS,
y el tratamiento de VP6/flagelina se va comprar con sus respectivos controles ya sea VP6
6 Flagelina.

En los ratones inmunizados en la etapa neonatal (a) podemos observar lo siguiente:

Con el tratamiento de PBS se present6 una curva clasica de excrecion viral en las heces,
donde se observd que a partir del segundo dia se incrementa la excrecion del virus en las
heces, manteniéndose hasta el dia 6, a partir del cual se observo una disminucion del virus
excretado, para desaparecer por completo al dia 8. En los ratones tratados con VP6 6
flagelina separados se observd también una disminucion del virus excretado a partir del
dia 2 y desapareciendo el dia 7. En los ratones tratados con VP6 + flagelina se observo
una mayor disminucion en la excrecion de virus en las heces a partir del dia 2 post
infeccion, desapareciendo por completo al dia 6 post infeccion con respecto al control.
En los ratones en los que la inmunizacion se realizé en la etapa adulta (15 b), no hubo
ningun efecto de los tratamientos en la carga viral en heces. Estos resultados sugieren que
la flagelina y el antigeno VP6 tienen un efecto especifico cuando se inmuniza en la etapa
neonatal que no aplica a la etapa adulta de los ratones. Esto pudiera deberse a una mayor
capacidad de los linfocitos neonatales estimulados de llegar a la mucosa intestinal, ver

discusion.

En la parte inferior de la figura 15, se muestra el efecto de las nanoparticulas en los ratones
inmunizados en la etapa neonatal (15 a) 6 en la etapa adulta (15 b). Para los primeros,
podemos ver que en los ratones tratados con AuNp-VP6 6 AuNp-flag se observo que

durante los 8 dias de infeccion hubo una disminucion en la excrecion del virus en heces,
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siendo significativa con una p<0.05 a partir del dia 2 comparado con respecto a los ratones
tratados con PBS, sin embargo, no fue significativa la diferencia con respecto a los ratones
tratados con las proteinas solubles (parte superior de la figura). En el tratamiento con
AuNp-VP6+AuNp-Flag se observd disminucion en la carga viral a partir del dia 6 post
infeccion y desapareciendo por completo al dia 7 post infeccidon con respecto al control,
pero sorprendentemente, la carga viral fue superior que los ratones en los que se trataron
con las proteinas acopladas a nanoparticulas por separado.

En los ratones tratados en la etapa adulta parte superior de la figura 15 (b) no se observo

disminucién de la excrecion del virus en heces, con ningtn tratamiento.
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Figura 15: Flagelina + VP6 disminuyen la carga viral en ratones vacunados en la
etapa neonatal. Inoculacion i.p. de dos dosis de flagelina y/o AuNp-Flag como
adyuvante mas el antigeno de VP6 y/o AuNp-VP6 confiere proteccion a nivel intestinal.
Los ratones fueron retados al dia 49 de edad con rotavirus EDIM y la carga viral fue
evaluada en heces desde el dia 0 hasta el dia 8§ mediante Elisa. En el panel a) 4
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experimentos independientes, *,A y o indican los que son estadisticamente significativos
con respecto al tratamiento de PBS, ¢ indica la estadistica del grupo tratado con
VP6/flagelina con respecto al grupo solo tratado con PV6.

Para realizar el andlisis de los niveles de proteccion, se calcul6 el promedio del area bajo
la curva de excrecion del virus. En la figura 16 se muestran los resultados. Podemos
observar, que en los cebados en la etapa neonatal (a), las proteinas VP6 ¢ Flagelina
llegaron a un 34.4% y 25.76% de proteccion, respectivamente y cuando se administraron
juntas, a un 22.47% cuando estuvieron asociadas a nanoparticulas, es decir que el efecto
de las nanoparticulas no fue estimulatorio, sino pareceria mas bien inhibitorio ya que las
proteinas solubles generaron una mayor proteccion observamos que los ratones tratados
con las proteinas solubles VP6 o flagelina, por separado, generaron una proteccion de
alrededor del 50%, y en conjunto, Flagelina mas VP6 generaron en promedio una
reduccion de la curva de excrecion viral de 81.92% comparado con el grupo de ratones
vacunados solo con PBS.

A diferencia de los ratones neonatos, en los ratones inmunizados en la etapa adulta no se
observaron grandes diferencias en el promedio del area bajo la curva. Los grupos
presentan promedios de 2.65-9% de proteccion en comparacion con el tratamiento con

PBS.
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Figura 16. Flagelina + VP6 protegen en un 81.92% a los ratones vacunados al dia 7

de edad. Para obtener el porcentaje de proteccion se tomo en cuenta el promedio debajo
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la cuerva de infeccion. La estadistica fue evaluada con respecto al PBS y entre

tratamientos.

Enseguida, determinamos los niveles de IgA anti-RV intestinales para cada uno de los
tratamientos, usando el sobrenadante de las heces En la figura 17 se puede observar la
evaluacion de la IgA. Los ratones que fueron inmunizados en la etapa neonatal (17 a)
podemos observar, que en los ratones tratados con PBS la curva clésica de produccion de
IgA ante la infeccion por rotavirus. Este mismo patron de curva se observa para los
ratones tratados con flag/VP6 y VP6, y no hay cambios estadisticamente significativos
con respecto a los ratones tratados con PBS. Sin embargo, se observd que la flagelina
indujo la produccion sutil que alcanza ser significativa de IgA anti-RV a partir del dia 5
post infeccidn, llegando a su méximo al dia 8 comparado con respecto al PBS. En la parte
inferior de la figura 17 se muestran los resultados de las evaluaciones con las proteinas
asociadas a nanoparticulas. En los ratones inmunizados en la etapa neonatal (17 a), se
observa que los ratones tratados con AuNp-VP6 tienen una curva de producciéon de la
IgA muy similar a la curva de los ratones tratados con PBS. En ratones vacunados con
AuNp-flagelina en la etapa neonatal, se observo un aumento significativo en la secrecion
de la IgA anti-RV a partir del dia 7 post infeccion con un maximo al dia 8 post infeccion.
Con el tratamiento de AuNp-flag/AuNp-VP6 no se observd un aumento significativo en
la produccién de la IgA, salvo la que es dada por la infeccion. En ratones adultos (17 b),
con los diferentes tratamientos se observo la misma curva de produccion de IgAs anti-
RV. No se observan diferencias con respecto al control PBS. Lo mismo aplico a las

proteinas administradas acopladas a las nanoparticulas.
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Figura 17. Deteccion de anticuerpos IgA anti-rotavirus en el sobrenadante de heces
de ratones infectados. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al

tratamiento con PBS.

Para evaluar los anticuerpos séricos contra RV, se realiz6 un ensayo de Elisa de captura
utilizando lisados de células MA-104 infectadas con rotavirus RRV como antigeno. En
la figura 18 se muestran estas evaluaciones. En los ratones inmunizados en la etapa
neonatal (18 a) no se obtuvo el suero antes de la primera inmunizacién debido a que el
tamano del raton neonato es muy pequefio, se convierte muy complicado sangrar. Sélo se
pudo obtener suero antes de la segunda inmunizacion al dia 27 de edad del ratén (tiempo
cero) y antes de la infeccion al dia 47 edad del ratén (tiempo uno). En la grafica superior
se observan los ratones tratados solo con las proteinas solubles, y se encontré que los

ratones tratados solo con VP6 aumentaron la produccion de IgG anti-RV al tiempo uno,
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comprado con su control el tiempo cero. Asi mismo en los ratones tratados con flagelina,
se observo que al tiempo uno aumentd la produccion de IgG anti-RVcomparado con
respecto al tiempo cero. Tanto el tratamiento con VP6 6 flagelina son estadisticamente
significativos. Ratones tratados con VP6 mads flagelina, se observo un aumento en la
produccion de la IgG anti-RV al tiempo uno, comparado con el tiempo cero, este aumento
no alcanz6 a ser estadisticamente significativo. En el panel inferior se muestran a los
ratones tratados con las proteinas acopladas a nanoparticulas. Tanto en los tratamientos
con AuNp-VP6 6 AuNp-Flagelina, no se observaron cambios entre los dos tiempos. En
cambio, con el tratamiento AuNp-VP6 mas AuNp-flegelina se observo un aumento en la
produccion de IgG anti-RV al tiempo uno comparado con el tiempo cero.

En la figura 18 panel b se observan a los ratones inmunizados en la etapa adulta. con tres
tiempos diferentes 28 dias de edad (tiempo cero), 49 dias de edad (tiempo uno) y 70 dias
de edad (tiempo dos). En la parte superior se muestran los ratones tratados con proteinas
solubles. Se observd que con el tratamiento de VP6 hay incremento en la produccion del
IgG anti-RV al tiempo uno y al tiempo dos comparados con el tiempo cero, y este aumento
es estadisticamente significativo. En los ratones tratados con flagelina, se observd un
aumento en la produccion de IgG anti-RV al tiempo uno y al tiempo dos, comparado con
respecto al tiempo cero, alcanzando significancia estadistica. También se observo que en
el tiempo dos hay més IgG anti-RV comparado con respecto al tiempo uno, siendo este
aumento estadisticamente significativo. En los ratones tratados con VP6 mas flagelina se
encontré mas produccion de IgG al tiempo uno y al tiempo dos, comparados con respecto
al tiempo cero, siendo estos cambios estadisticamente significativos. Y en los ratones
tratados con PBS no se observaron cambios. En la parte inferior de la figura 18 b, se
muestran los ratones tratados con las proteinas acopladas a nanoparticulas. En los ratones
tratados con AuNp-VP6 se observé un aumento en la produccion de IgG anti-RV a los
tiempos uno y dos, comparados con respecto al tiempo cero. También se observd un
aumento en la produccion de IgG anti-RV en el tiempo dos comparado con el tiempo uno.
Todos estos datos tienen significancia estadistica. En los ratones tratados con AuNp-flag
se observd un aumento en la produccion de IgG anti-RV a los tiempos uno y dos,
comparados con respecto al tiempo cero. También se observé aumento en la produccion
de IgG anti-RV en el tiempo dos comparado con el tiempo uno alcanzando a tener
significancia estadistica. En los ratones tratados con AuNp-VP6 mas AuNp-flag se
observd en ratones adultos un comportamiento similar a los tratamientos por separado,

nuevamente alcanzando diferencias estadisticamente significativas. Estos resultados nos
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indican que en ratones neonatos y adultos las nanoparticulas favorecen la produccion de

anticuerpo sérico,
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Figura 18 Los niveles de anticuerpos séricos anti-RV incrementa conforme se

aplicaron las inmunizaciones. En los ratones neonatos la primera barra indica obtencion

del suero al dia 27 edad en dias del raton (tiempo 0), dia 47 de edad del ratén (tiempo 1)

antes de la primera inmunizacion. En el caso de los ratones inmunizados en la etapa adulta

la primera barra indica obtencion del suero antes de la primera inmunizacion dia 28 de

edad del raton (tiempo cero), segunda barra (tiempo 1) 49 dias edad del raton antes de la

71



segunda inmunizacion, y la tercera barra (tiempo 2) 70 dias edad del ratén, antes de la

infeccion por rotavirus EDIM.

8.- Discusion

Las vacunas rutinariamente son probadas en adultos jovenes sanos, aunque se usan
principalmente para proteger a bebés y personas mayores. Los linfocitos T neonatales
necesitan un fuerte estimulo co-estimulador para responder, por lo que la correcta
eleccion del adyuvante se vuelve muy importante para mejorar la respuesta y la memoria
inmune de las células neonatales durante la vacunacion. Esto es particularmente relevante
para los patdgenos intracelulares, en los que se requiere una memoria Th1. Varias vacunas
aplicadas a bebés no inducen una respuesta Thl adecuada y se necesitan multiples
potenciadores para mantener una respuesta neutralizante de anticuerpos [36].
Anteriormente se ha demostrado que la flagelina puede ser un adyuvante para la
activacion de las células T [14, 28]. Aqui mostramos que la flagelina en dosis bajas fue
suficiente para inducir un perfil Th1 directamente en linfocitos T CD4" virgenes de recién
nacidos y adultos. Estudios previos han demostrado que las células neonatales tienen una
produccion muy baja de IL-12 e IFN- v debido a mecanismos epigenéticos. La
produccion de IL-12 alcanza niveles parecidos a los del adulto hasta que los nifios tienen
12 afios de edad [30, 36]. Por lo tanto, es notable que las sefiales de flagelina son capaces
de cruzar el umbral alto para la expresion de los genes de la IL-12 e IFN-y en las células
neonatales [37], lo que lleva a la produccion de IL-12 e IFN-y en una proporcion similar
a los linfocitos T CD4" virgenes de adultos. Esto justifica el interés en la flagelina como
potencial adyuvante en nuevos prototipos de vacunas, en las que las células protectoras
son poblaciones Thl. Ademas, se demostrd que el tratamiento con flagelina modificaba
el perfil Thl / Th2 , al disminuir la expresion de IL-4 de las células Th2 y aumentar la
produccion de IFN-vy de la poblacion Thl. Esto sugiere que el uso de flagelina podria
desempefiar un papel en nuevos tratamientos para modificar este perfil Thl en casos de
alergia, o patdgenos que median su patogenicidad induciendo una respuesta Th2.

Recientemente se generd en el laboratorio un modelo computacional dinamico para la
sefializacion de TLRS y su comunicacion cruzada con un modelo de sefializacion de TCR

en linfocitos T CD4" (Rodriguez-Jorge, en proceso). Es claro que a partir del modelo en
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conjunto, la flagelina es capaz de activar AP-1, NF k B y CREB, utilizando una via
independiente a la del TCR, que se encuentra bloqueada en las células neonatales, lo que
conduce a una baja respuesta AP-1 en respuesta al TCR [38]. Esto podria ser responsable
de la baja respuesta de estas células. La participacion de la via a través del TLRS en la
activacion de AP-1 podria ser responsable de la alta respuesta de los linfocitos T CD4" a
la flagelina.

Para favorecer una mejor respuesta a una menor dosis, se acoplo tanto la falgelina como
la VP6 a nanoparticulas de oro esféricas de 40 nm (AuNp-flag 6 AuNp-VP6). In vitro los
resultados con las nanoparticulas acopladas a las proteinas se obtuvieron resultados donde
se mostro que AuNp-Flag méas AuNp-VP6 favorece la respuesta proinflamatoria a
menores dosis. Sin embargo, no fue asi en el modelo in vivo, donde las proteinas asociadas
a nanoparticulas fueron menos inmunogénicas que las proteinas solubles. Es posible que
la via de administracion intraperitoneal generd un procesamiento diferente en las
proteinas acopladas a nanoparticulas que bajo su antigenicidad. Seria interesante probar
el efecto de las proteinas asociadas a nanoparticulas por otras vias de inmunizacion, como
la intranasal o intradérmica. Lamentablemente, en nuestras manos, la inmunizacion
intradérmica caus6 que las madres mataran a los ratones neonatos vacunados y no se pudo
evaluar esta via. Algo que llamo6 nuestra atencion fue que el tratamiento con las
nanoparticulas de VP6 y con flegelina, generaran una respuesta atin menor, cuando se
esperaba una sinergia. Esto se podria deber a que ambos tipos de nanoparticulas pudieran
estar compitiendo por ser presentados como antigeno, ya que se sabe que el TLR5 que su
ligando es flagelina tiene la capacidad de endocitar y procesar a la flagelina para que sea
presentada como antigeno. Entonces, una probabilidad seria que la proteina VP6 y la
flagelina estén compitiendo para ser presentadas[71]. Encontramos que a dosis bajas de
VP6 y flagelina en un protocolo de vacunaciéon neonatal proporcionaron un 80% de
proteccion contra la infeccion por rotavirus.

No encontramos una correlacion en la produccion de anticuerpos con la proteccion.
Aunque los ratones adultos mostraron una induccion de niveles mas altos de anticuerpos
séricos, lo que indica una respuesta inmune sistémica [33], no hubo proteccion. Se ha
visto que dosis incluso mas altas de VP6 no confieren proteccion en ratones adultos, a
menos que se dirijan con DEC205 o directamente a los tejidos de la mucosa [28, 33, 39].

Se probaron varios adyuvantes para tratar de conferir proteccion en una vacuna oral sin

resultados [40]. En trabajos previos, se ha reportado que la protecciéon en modelos de

vacunacion contra rotavirus usando VP6 como inmunoégeno no esta dada por anticuerpos,
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sino por inmunidad celular, con un rol particularmente importante de los linfocitos T
CD4".

Encontramos una proteccion especifica de nuestros ensayos in vivo en ratones vacunados
en la etapa neonatal que fue de arriba del 80% cuando se administraron el antigeno VP6
y la flagelina, por administracion parenteral. Una posible explicacion podria ser que la
células neonatales expresan mas moléculas de direccionamiento a la mucosa intestinal,
como CCR9 [41] o la induccion de w4 3 7 en respuesta IL-7 [42, 43]. Esto permitiria
que los linfocitos T neonatales activados migren hacia el intestino, confiriendo proteccion
como cuando los antigenos son direccionados con moléculas como DEC205.

Las células linfoides innatas (ILC) estan involucradas en la proteccion de la infeccion por
rotavirus, a través de la induccion de IFN- A [44, 45]. Un perfil particular de las ILCs se
encuentra mayormente expresados en los recién nacidos, en el cual estas células estan
involucradas en la generacion de un repertorio diverso de linfocitos T [46]. Es posible
que las ILC neonatales sean importantes para el priming de los linfocitos T a través de la
activacion de células dendriticas y la secrecion de IFN- A . También es posible una alta
respuesta de los linfocitos T CD8" neonatales a la flagelina, porque tienen una expresion
de TLRS mas alta que las células adultas [4]. Se necesita mas investigacion para aclarar
estos puntos. Sin embargo, nuestros resultados muestran que la respuesta a flagelina in
vivo es diferente en neonatos y adultos y apuntan a la necesidad de una mejor
comprension de la respuesta inmune en neonatos, de modo que sea posible disenar
prototipos de vacunas eficaces dirigidas a los lactantes. En conjunto, nuestros resultados
muestran que la flagelina podria ser un buen candidato para vacunas de patdogenos

intracelulares dirigidas a neonatos y niflos pequefos.

9.- Conclusiones
e En linfocitos T neonatales de neonatos la flagelina, ligando del TLRS, induce
tanto la transcripcion como la expresion de IFN-g. Favoreciendo un perfil Thl.
e La flagelina disminuye la producciéon de la IL-4 en el perfil efector Th2,
probablemente este efecto favorezca hacia un perfil proinflamatorio.
e Se logro purificar la proteina VP6 de rotavirus con un gran rendimiento.
e La VP6 asociada a nanoparticulas increment6 la proliferacion de las células raw

264.7, indicando que esta combinacidn no afecta la viabilidad celular.
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La flagelina sola tuvo un efecto inhibitorio sobre la proliferacion inducida por
AuNP-VP6, pero no al estar asociada a nanoparticulas.

Se observd un efecto adyuvante de AuNp-Flag sobre AuNpVP6 a la menor
concentracion de antigeno utilizada

La combinacion de los estimulos dados por AuNP-VP6 y AuNp-Flag incrementa
la produccién de algunas citocinas como IL-1f3, IL-6. Favoreciendo la activacion
del inflamosoma. Esto sugiere que esta combinacion de antigenos pudiera
favorecer el perfil Th17 sin embargo para concluir esto necesitamos evaluar otras
citocinas como la IL-23, IL-21, TGF-B y la IL-17.

El estimulo dado por AuNP-VP6 favorece el incremento de las citocinas como
IL-12p70, IFN-y, IL-2 e IL-10.

El estimulo dado por AuNP-Flag favorece el incremento de las citocinas como
IFN-y e IL-10.

La flagelina parece promover mayormente la expresion de la IL-12 en CBMCs
La vacuna con VP6 y Flagelina a bajas dosis aplicada en un periodo neonatal
generan una proteccion del 81 % ante una infeccion con rotavirus.

La vacuna con VP6 y Flagelina a bajas dosis en el modelo murino adulto no

genera una proteccion ante el reto por rotavirus EDIM.
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Neonates have an increased susceptibility to infections, particularly those caused by intracellular patho-
gens, leading to high morbidity and mortality rates. This is partly because of a poor response of neonatal
CD4" T cells, leading to deficient antibody production and a low production of IFN-v, resulting in deficient
elimination of intracellular pathogens. The poor memory response of human neonates has underpinned
the need for improving vaccine formulations. Molecular adjuvants that improve the response of neonatal
lymphocytes, such as the ligands of toll-like receptors (TLRs), are attractive candidates. Among them,

gle;yv:ﬁ;gs: flagellin, the TLR5 ligand, is effective at very low doses; prior immunity to flagellin does not impair its
Negnatal vaccines adjuvant activity. Human CD4" and CD8" T cells express TLR5. We found that flagellin induces the expres-
CD4* T cells sion of IFN-v, IL-18 and IL-12 in mononuclear cells from human neonate and adult donors. When human
Rotavirus naive CD4" T cells were activated in the presence of flagellin, there was high level of expression of IFN-y
TLR5 in both neonates and adults. Furthermore, flagellin induced IFN-y production in Th1 cells obtained from
VP6 adult donors; in the Th2 population, it inhibited IL-4 cytokine production. Flagellin also promoted expres-

sion of the IFN-vy receptor in naive CD4" T cells from neonates and adults. To test the adjuvant capacity of
flagellin in vivo, we used a murine neonate vaccination model for infection with rotavirus, a pathogen
responsible for severe diarrhea in young infants. Using the conserved VP6 antigen, we observed an
80% protection against rotavirus infection in the presence of flagellin, but only in those mice previously
primed in the neonatal period. Our data suggest that flagellin could be an attractive adjuvant for achiev-
ing a Th1 response.

© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction cells are, under conditions of strong stimulation, capable of a

robust response. The type of antigen and the co-stimulatory mole-

Human neonates are highly susceptible to infections [1]. Imma-
turity of the neonatal immune system is thought to contribute to
this problem [2,3]. Neonatal T cells have diminished proliferation
rates, low production of cytokines and a distinctive transcriptome
profile [2-6]. Despite their poor and immature immunity, neonatal

* Corresponding author at: Centro de Investigacién en Dindmica Celular (IICBA)
Universidad Auténoma del Estado de Morelos, Av. Universidad 1001, Chamilpa,
Cuernavaca, Morelos 62209, Mexico.
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https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2018.06.005
0264-410X/© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.

cules implicated in the activation are important for achieving a
good response [2]. Vaccination in the neonatal period is important
because neonatal mortality accounts for about 45% of all deaths in
infants under five years old. In addition, in many geographical
areas access to medical care is greater at this time than later in life
[7,8]. Vaccines do not always confer an efficient and adequate
memory response in the high-risk period of the first three months
of life, particularly where intracellular pathogens require Th1
memory [9-11]; in some cases, however, it can be achieved [12].
The variability between different vaccines in inducing Thl

Please cite this article in press as: Labastida-Conde RG et al. Flagellin is a Th1 polarizing factor for human CD4" T cells and induces protection in a murine
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responses in young infants suggests that it is possible to improve
infants’ responses by providing the right adjuvants [13,14]. Ligands
of the Toll-like receptors (TLR) are attractive candidates [13,15].
TLRs are mostly studied in antigen-presenting cells, but some of
them are also expressed on B and T lymphocytes [16-18]. TLR2
and TLR5 promote proliferation and differentiation of T cells
[14]; this could be very useful for achieving neonatal immune
responses, given the immaturity of dendritic cells in neonates
[19,20]. Flagellin, the TLR5 ligand, is an attractive candidate for
use in human vaccines as it induces efficient antigen-specific
responses against different virus and bacteria pathogens, even at
low doses as 0.3 pg [21-27]. Here we show that flagellin induces
a Th1 profile in human neonatal and adult CD4" T cells. We also
show that, when flagellin was used as an adjuvant for the con-
served rotavirus antigen VP6, it conferred 80% protection against
infection in a mouse rotavirus model, but only if mice were primed
in the neonatal period. Rotavirus is a pathogen responsible for sev-
ere diarrhea in young infants, in which CD4" T cell activation is
very relevant [28,29]. Altogether, our data show that flagellin could
be an attractive adjuvant in neonatal vaccine formulations when a
Th1 memory is desired.

2. Materials and methods
2.1. Cells

Venous blood from the umbilical cords of healthy babies natu-
rally delivered, was collected into sterile, endotoxin-free 50-mL
polypropylene tubes (Corning), containing 500 pl of EDTA 0.5 M
(Sigma-Aldrich) as anticoagulant. Informed consent was obtained
from the mothers. The Ethical Committee of General Hospital “Jose
G Parres” in Cuernavaca, Morelos, Mexico approved the protocol.
Adult cells were obtained from Leukocyte Concentrates from Cen-
tro Estatal de la Transfusién Sanguinea in Cuernavaca, Mexico.
Mononuclear cells from adult peripheral blood (PBMC) or cord
blood (CBMC) were isolated by density centrifugation over Lym-
phoprep (Axis-Shield). Total CD4" T cells were then purified using
CD4"* T cell enrichment cocktail (RosetteSep™ Stemcell Technolo-
gies) and 2 mL of erythrocytes from the same donor. To obtain
naive cells, we depleted memory cells using antibodies against
anti-CD45R0O (UCH-L1 TONBObios) and anti-CD44 (BJ18, BioLe-
gend, San Diego, CA.). Cells were over 97% CD4*CD3" and negative
for CD45RO™. They were also over 96% CCR7*CD62L" (Supplemen-
tary Fig. 1).

2.2. Cell stimulation

CD4" T cells were cultured in RPMI 1640 medium supplemented
with 2 mM glutamine, commercial antibiotics (50 U/mL penicillin,
50 pg/mL streptomycin) and 5% foetal calf serum. Cells were acti-
vated with 1 pg/mL anti-CD3 (for short CD3, OKT3; TONBO Bio-
sciences) and 1 pg/mL anti-CD28 (for short CD28, CD28.2;
TONBO Biosciences), cross-linked with 1 pg/mL goat anti-mouse
IgG (Jackson ImmunoResearch) and incubated for 6 or 18 h under
5% CO, at 37 °C. Flagellin (50 ng/mL) (Salmonella typhimurium;
InvivoGen) was added simultaneously as indicated.

2.3. Flow cytometry

For intracellular cytokine staining, cells were stimulated for 18
h; Brefeldin A 1X (BioLegend) was added during the last 6 h. Cells
were permeabilized and incubated with the following antibodies:
FITC-labelled anti-IFN-y (4S.B3, BioLegend), PE labelled anti-IL-4
(8D4-8, BD Pharmingen), FITC labelled anti-IL-17 (eBio64DEC17,
eBioscience). PE labelled anti-IL-10 (JES3-19F1, BD Pharmingen),

PE labelled anti-IL-13 (JES10-5A2 BD Pharming), Biotin anti-TGF-
B (A75-3, BD Pharmingen) and FITC labelled streptavidin (BD
Pharmingen). For cytokine receptors detection, cells were stimu-
lated for 18 h and stained with phycoerythrin (PE)-labelled anti-
IFN-y R (GIR-208, BD Pharming, San Diego, CA) or PE-anti-IL-4R
(3007, R&D Systems, Minneapolis, MN). Cells were fixed with
3.7% p-formaldehyde and fluorescence was evaluated with a
FACScalibur or a FACS-canto II cytometers (BD). Th1 and Th2 cells
were detected by staining with APC labelled anti-human CD183
(CXCR3 GO025H7 Biolegend) and APC labelled anti-human CD194
(CCR4 L291H4 Biolegend) respectively, as previously described
[30]. Analysis was performed with the Flow]Jo software (TreeStar,
Ashland, OR).

2.4. Real time PCR

After stimulation, cells were pelleted and lysed with TRIZOL
Reagent (Invitrogen). Samples were stored at —80 °C before RNA
isolation, which was performed according to the manufacturer’s
protocol. RNA (1pg) was used to obtain cDNA, using RevertAid
reverse transcriptase (Fermentas). Real-time PCR was quantified
using TagMan® Pre-Developed Assay Reagents (Applied Biosys-
tems). Cytokine mRNA levels were obtained using the 2 AACt
method and normalized as related to those of GAPDH.

2.5. Viruses

Wild type murine RV EDIM virus [Mu/G3P10 (16)], kindly
donated by Dr. Richard Ward (Children’s Hospital Medical Center,
Cincinnati, OH), was grown in vivo in neonatal mice (3-5 days
old) [31]. Pups were orally infected and the intestine collected
72 h later to generate homogenates. Aliquots of the homogenates
were stored at —80°C until used. The infectious dose in vivo
(ID50) was determined using adult mice as previously described
[32].

2.6. In vitro translation of VP6

To obtain purified rotavirus protein VP6, we used the Rapid
Translation System (Roche Cat. No. 3 246 949), following the man-
ufacturer’s instructions. We used a pIVEX plasmid to provide the
VP6ew >AAC58529.1 major capsid protein [Murine rotavirus]
sequence, tagged with 6 histidines for easy purification of the pro-
tein. VP6 was purified in batches using a nickel resin, (the protein
was tagged with 6 histidines (50%NI-NTA, QIAgen)), as previously
described [30]. VP6 was evaluated by western blot and its purity
with PAGE, after Coomassie and silver staining (Supplementary
Fig. 2).

2.7. Animals and immunization protocol

Neonate (7d) and adult (28d) female BALB/c mice (H-2d) were
immunized by intraperitoneal injection. Mice were housed in an
isolation system (NUAIRE The AireGard™ ES (Energy Saver) NU-
201following the institution welfare guidelines, with standard
12 h light/12 h dark conditions, with food and water ad libitum.
For each of the four experiments, groups of 3 neonate female mice
were primed with PBS, Flagellin (0.25 pg), HIS-VP6 (0.5 pg) or
flagellin + HIS-VP6. For experiments with adult mice, animals were
primed with 0.5 pg of flagellin and 1 pg of HIS-VP6. A second
immunization was performed 21 days after priming, repeating
the initial antigen and adjuvant concentrations. In mice primed
as adults, the experiment was repeated twice, with 3 mice per
group for each treatment per experiment.
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2.8. ELISA assays focus forming units (ffu) of Rotavirus EDIMwt (100 times ID50)
[30,33]. Infection was monitored in faeces collected every 24 h
Mice were challenged 21 days after the second immunization. from day O (before challenge) up to day 8. Sera were collected

Before infection, mice were given (by gavage) 100 pl of 1.3% (w/v) before immunizations and challenge. Samples were centrifuged
NaHCO; to neutralize gastric acids; 5 min later they were given and stored at —80 °C. Virus load, in homogenized faeces, was mea-
(by gavage) 100 ul DMEM (without serum) containing 1 x 10% sured by ELISA assay as previously described [33].
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Fig. 1. Flagellin promotes a pro-inflammatory response. Mononuclear cells from peripheral blood (a) PBMC or cord blood (b) CBMC were stimulated with 0.25 pig VP6, 50 ng
flagellin or both during 18 h after which they were intracellular stained for the indicated cytokines. Results represent the mean + SD of five independent samples. ** p < 0.01,
*

p <0.05.
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Fig. 2. TLR5 signals induced IFN-y. Naive CD4" T cells from neonates (a and c) or adults (b and d) were left untreated or stimulated by cross-linking CD3 or/and CD28 in the
presence or absence of flagellin (50 ng). mRNA levels (a and b) were evaluated by RT-qPCR after 6 h and intracellular cytokines levels after 18 h (¢ and d). Fold increase is
shown. Results represent the mean + SD of five independent samples. ** p < 0.01, * p < 0.05.

2.9. Statistical analysis 3. Results
Results were analysed with GraphPad Prism software (Graph- 3.1. Flagellin induces Th1 responses
Pad, San Diego, CA). Unless otherwise specified, a two-tailed
unpaired Student’s t test was used; differences with p < 0.05 were To investigate the response of neonatal cells to flagellin and

considered significant. compare this with that of adults, we treated mononuclear cells
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from adult (PBMC) and neonate (CBMC) donors with 50 ng of the
flagellin monomer for 18 h. As a control of a foreign protein, the
viral protein VP6 (250 ng) was used. As shown in Fig. 1, flagellin
induced the expression of IL-1B, IFN-y and IL-12, but not of IL-4,
in both neonatal and adult cells, Flagellin induced an increase in
the expression of IL-6 but only in neonatal samples. CBMCs did
not respond to the control protein VP6. In PBMC, however, VP6
induced a significant increase in IL-12 and IFN-v, probably because
these adult donors had been previously exposed to rotavirus. The
addition of VP6 and flagellin together did not lead to a further
increase IFN-y expression.

Next, we investigated whether naive CD4" T cells from human
neonates or adult donors were able to respond directly to flagellin.
We stimulated CD4" T cells (Supplementary Fig 1) and measured
mRNA and intracellular cytokines. As shown in Fig. 2 (columns a
and b), flagellin itself and in combination with CD3 or CD3/CD28
stimulation in both neonatal and adult naive CD4" T cells induced
a robust expression of IFN-y mRNA. The extent of the increase of
IFN-vy attained by the neonatal cells was higher than in adult cells;
this is of particular note because of the high resistance of these
cells to expressing this cytokine. Other cytokines were also pro-
duced in response to cells’ stimulation with CD3 or CD3/CD28,

Memory CD4"TCells

a) Th1
DIFNy "

2)IL4

3)IL-17

4)1L-10

M F I (Fold change)

5) TGEB

3 3
2 2
1 o o 1 -
0 [

égooz\’%\’b QWQ@Q é%QO%Q\’OQ}(\’bQ’Q@\oQ P ELES S
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b) Th2

¢) Memory

Fig. 3. Flagellin induces a Th1 profile in adult memory cells. Total CD4" T cells from adult donors were left untreated or stimulated with by cross-linking CD3 or/and CD28 in
the presence or absence of flagellin (50 ng) for 18 h. Cells were labelled for specific markers for Th1 profile (CXCR3 lane a) or Th2 profile (CCR4 lane b) or total memory cells
(CD45RO lane c), and stained for intracellular cytokines. The fold increase in cytokine staining in each of these memory gates is shown. These results represent the mean + SD

of five independent samples. ** p < 0.01, * p < 0.05.
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Fig. 4. TLR5 signals promote IFN-y R expression in naive cells. Naive CD4" T cells from neonates or adults were left untreated or stimulated with by cross-linking CD3 or/and
CD28 in the presence or absence of flagellin (50 ng) for 18 h. Cytokine receptors were labelled and fold increase is shown. These results represent the mean # SD of five

independent samples. ** p < 0.01, * p < 0.05.

but flagellin addition did not induce any further change in their
expression.

We next evaluated cytokine proteins, after similar treatment of
naive cells from neonates and adults, stimulated for 18 h. Flagellin
in combination with CD3 also led to the accumulation of IFN-vy in
both neonatal and adult naive CD4" T cells, (Fig. 2 columns ¢ and
d). There was no effect of flagellin on the accumulation of the other
cytokines evaluated.

Human adult blood contains about 40% of memory cells of dif-
ferent profiles. In order to evaluate the response of memory T cells
to flagellin in naturally occurring Th1 or Th2 cells, we used total
CD4"* T cells from adult donors and specific markers for memory
(CD45R0), Th1 (CXCR3) or Th2 (CCR4) [30]. Cells were stimulated
with flagellin alone or in combination with cross-linked CD3 or
CD3/CD28 for 18 h after which they were labelled with antibodies,
against these specific markers as well as against IFN-vy, IL-4, IL-17,
IL-10 and TGF-B cytokines. As shown in Fig. 3, flagellin/CD3/CD28
were able to induce the expression of IFN-y in memory cells and
also in the Th1 population. Concomitant with this increase, we
observed a significant decrease in the expression of IL-4 expression
in response to flagellin/CD3 and flagellin/CD3/CD28 in the Th2
population. Altogether our results show that flagellin favours a
Th1 profile in CD4" T cells.

3.2. Flagellin promotes expression of IFN-y receptor in neonatal and
adult CD4" T cells.

Naive cells have very low expression of cytokine receptors;
additional signals are needed to prepare the cells for sensing these
cytokines [34]. We thus monitored the effect of flagellin alone or in
combination with CD3 or CD3/CD28 signals on the induction of
membrane expression of IFN-y or IL-4 receptors. Flagellin signals
increased the expression of IFN-yR when combined with the sig-
nals of CD3 or CD3/CD28 in adult and neonatal cells (Fig. 4). None
of the treatments led to a significant change in IL4 R. We also eval-
uated the expression of IL-23R, as a marker for IL-17 cells, but we
could not detect the expression of this marker in peripheral cells.

3.3. Flagellin induced protection against rotavirus in neonatal mice

Next, we tested the role of flagellin as an adjuvant in a neonate
vaccine protocol in vivo. It has been shown that CD4* T cells are
very important for immune protection against rotavirus infection
[26]. Rotavirus is responsible for infant diarrhea [35] and a good
murine model for this disease is available. We used VP6 as antigen,
a highly conserved internal structural protein of Rotavirus; this has
been shown to provide heterotypic protection against Rotavirus
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Fig. 5. Neonatal mice priming with flagellin and VP6 confers protection against rotavirus infection. Vaccination protocol is depicted in panel (a. b) Sandwich ELISA for viral
load in faeces of neonate- or adult- primed mice after they were orally challenged with rotavirus EDIM. (c) Percentage of protection against rotavirus. Each point represents
the mean + SD of 6 independent adult mice (two experiments with 3 adult mice per point) or of 12 independent neonate mice (four experiments with 3 neonate mice per
point). *, A and o indicate the statistics with respect to the group of PBS, ¢ indicates the statistics of the group vaccinated with VP6/Flagellin with respect to the group only
vaccinated with VP6. Each ELISA was evaluated twice. Four symbols p < 0.001, two symbols p < 0.01.

infection in a CD4" T cells dependent fashion [28]. The vaccination
protocol is depicted in Fig. 5a. The virus load after challenge, panel
5b, shows that both VP6 or flagellin alone induced a decrease in the
viral load from day 2 only in the mice primed as neonates; there
was, an even more dramatic decrease when both flagellin and
VP6 were used for neonatal priming. The level of protection
achieved by either flagellin or VP6 was 50% in the neonatal primed

mice, while the combined treatment of flagellin and VP6 achieved
80% protection (Fig. 5¢). However, none of these treatments had an
effect in mice vaccinated when adults. These results indicate that
the vaccine is protective in neonates.

We also measured specific antibody levels. As shown in Fig. 6a,
the vaccination protocol did not induce significant changes in the
IgA responses. We found an IgG response in both neonate- and
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Fig. 6. Rotavirus-specific IgA and IgG antibodies. (a) Rotavirus reactive IgAs were evaluated by ELISA in supernatants from re-suspended faeces from infected mice. (b)
Rotavirus reactive IgGs were evaluated from peripheral blood serum at the times shown. (c) anti-ovalbumin IgGs were evaluated in the sera of the treated mice. Results are

the mean + SD of 6 independent mice (two experiments with 3 mice per point).

adult- primed mice in response to VP6 and flagellin, but the anti-
VP6 IgG production was much higher in adult primed mice. In
those treated with both VP6 and flagellin, only adult mice
responded with a high anti-VP6 IgG production; the response in
neonatal-primed mice was not significant (Fig. 6b).

We observed that flagellin alone induced anti Rotavirus-
antibodies. This could be because of a flagellin effect on B1 cells,
which could produce antibodies directed against pathogen-
associated molecular patterns (PAMP), which could cross-react
with VP6 and other proteins. To check this possibility, we mea-
sured anti-ovalbumin antibodies in the sera of the treated mice.
As shown in Fig. 6¢, anti-ovalbumin antibodies were also found
in response to flagellin alone in both neonatal- and adult- primed

mice, confirming the idea that flagellin induced the production of
‘sticky’ antibodies. Altogether our results show that in neonatal,
but not adult mice, low levels of flagellin can induce a significant
protection against rotavirus infection.

4. Discussion

Vaccines are routinely tested in healthy young adults, although
they are mainly used to protect infants and senior citizens. Neona-
tal T cells need a greater co-stimulatory stimulus in order to
respond, and thus the correct choice of adjuvant becomes very
important to improve vaccines aimed at neonates. This is particu-
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larly relevant for protection against intracellular pathogens, in
which a Th1 memory is required. A number of vaccines applied
to very young infants fail to induce an adequate Th1 response
and multiple boosts are needed to maintain a neutralizing anti-
body response [36]. Previous reports have shown that flagellin
can be an adjuvant for T cell activation [14,28]. Here we show that
flagellin was sufficient to induce a Th1 profile directly in CD4" T
cells from neonates and adults. Previous studies have shown that
neonatal cells have a very low production of IL-12 and IFN-y
because of epigenetic mechanisms; IL-12 synthesis and secretion
by mononuclear cells does not reach adult levels in humans until
they are 12 years old [30,36,37]. It is thus remarkable that flagellin
signals were able to cross the high threshold for expression of IL-12
and IFN-y genes in neonatal mononuclear cells [38], leading to the
production of IL-12 and IFN-y in similar proportion to those of
naive adult cells. This points out to the significance of using flag-
ellin as an adjuvant in vaccine formulations where the protective
cells are Th1. Additionally, flagellin treatment was shown to mod-
ify the Th1/Th2 profile of naturally occurring memory cells in adult
blood, by decreasing expression of IL-4 of the Th2 cells and increas-
ing production of IFN-vy of the Th1 population. This suggests that
the use of flagellin might play a role in new treatments to modify
this profile in which a deviation from the Th1 population leads to
pathogen resistance or disease.

Our study shows the importance of additional routes for activa-
tion of the neonatal CD4" T cells. In our recently generated a
dynamic computer model for TLR5 signalling and its crosstalk with
a model of TCR signalling in CD4" T cells (Rodriguez-Jorge, submit-
ted), flagellin is capable of activating AP-1, NFkB and CREB, using a
pathway independent the TCR. Neonatal CD4" T cells have a low
AP-1 response. The involvement of the TLR5-mediated pathway
in the activation of AP-1 could be responsible for the high response
of CD4" T cells to flagellin.

Finally, we evaluated the role of flagellin in vivo in a murine
neonatal vaccination model. We found that VP6 and flagellin in a
neonate-priming vaccine protocol provided 80% protection against
rotavirus infection. These results indicate that the response was
specific to the neonatal stage, as adult-primed mice were not pro-
tected, although adult mice show induction of higher levels of
serum antibodies, indicating a systemic immune response [33].
Higher doses of VP6 do not confer protection in adult mice, unless
they are directed with DEC205 or directly to mucosal tissues
[28,33,39]. Several adjuvants were tested to try and confer protec-
tion in an oral vaccine without results [40]. Here we show that flag-
ellin and VP6 were able to confer protection by parenteral
administration in the neonatal primed mice. A possible explanation
could be a higher homing of the neonatal cells into the intestinal
mucosa, possibly as a result of their high expression of CCR9 [41]
or induction of a4p7 in response IL-7 [42,43]. This would allow
the neonatal primed T cells to seed in the gut, conferring protection.

Innate Lymphoid Cells (ILCs) are involved in the protection to
rotavirus infection, through the induction of IFN-x [44,45]. A par-
ticular profile of ILCs is found in neonates, in which these cells
are involved in the generation of a diverse repertoire of T cells
[46]. It is possible that neonatal ILCs are important for T cell prim-
ing though dendritic cell activation and secretion of IFN-A A higher
response of neonatal CD8* T cells to flagellin is also possible,
because they have a higher TLR5 expression than the adult cells
[4]. Further investigation is needed to clarify this point. Neverthe-
less, our results show that the response to flagellin in vivo is differ-
ent in neonates and adults and point to the need for a better
understanding of the immune response in neonates so that it
becomes possible to design efficient vaccine formulations aimed
at infants. Altogether, our results show that flagellin could be a
good candidate for intracellular pathogen vaccines formulations
aimed at neonates and young infants.
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