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RESUMEN

Los norovirus humanos, son el agente etiolégico principal de la gastroenteritis
viral a nivel mundial en las personas de todas las edades; en todo el mundo.
Se estima que en paises en desarrollo causan aproximadamente 200,000
muertes anuales en nifios menores de 5 aflos Estos virus, generan un
problema econdémico importante ya que afectan a un gran porcentaje de
personas en etapa laboral. Debido a la dificultad de los norovirus humanos
para propagarse en cultivos celulares, el norovirus murino (MNV), representa
uno de los mejores modelos de estudio para entender la biologia molecular y
la patogénesis de esta familia viral. Actualmente, no se sabe con exactitud cual
es la célula blanco de estos virus, pero se ha descrito que los norovirus
presentan un tropismo por las células del sistema inmunoldgico como las
células dendriticas, los macréfagos y los linfocitos B. Algunos autores han
descrito la infeccion por estos virus en lineas celulares de linfocitos B como las
células BJAB, las células Wehi-231 y las células M12. Por otro lado, se han
reportado algunos de los receptores utilizados por norovirus para entrar a las
células que infectan, entre los que se encuentran CD36, CD98, receptor de
transferrina (TfR), CD44, CD3001f y CD3001d. Con excepcion de CD3001d y
CD3001f, todos los demas receptores de norovirus se expresan en linfocitos
B. Dado que CD44 se expresa de manera considerable en los linfocitos B, y
su expresion puede aumentar de 3 a 10 veces en linfocitos B activados, seria
posible pensar que en esas condiciones el norovirus tendria una mayor
cantidad de receptores celulares disponibles para su entrada a la célula.
Aunque los datos anteriores sugieren que el MNV es capaz de infectar lineas
celulares de linfocitos B, hasta ahora no se ha descrito la infeccion en linfocitos
B primarios por estos virus. Por lo que, en el presente trabajo nos propusimos
evaluar si los linfocitos B esplénicos de ratones C57BL/6J eran permisivos a

la infeccion con MNV-1, y si la activacion celular, asi como el aumento en la



expresion de CD44 favorecian la infeccion de MNV-1 a los linfocitos B.
Encontramos que efectivamente los linfocitos B esplénicos son permisivos a
la infeccion con MNV-1y que esta infeccidn se ve favorecida con su activacion.
Por ultimo, encontramos que el aumento de CD44 en la membrana del linfocito

B puede favorecer la entrada de MNV-1 a la célula.

ABSTRACT

Human noroviruses are the main etiological agent of viral gastroenteritis
worldwide in people of all ages, causing approximately 200,000 deaths
annually in children under 5 years of age in developing countries. In addition to
the high costs generated by this virus to affect people in labor stage. Due to
the difficulty of human noroviruses to grow in cell cultures; Murine norovirus
(MNV), represents the best model to understand the molecular biology and
pathogenesis of this viral family. Currently, it is not known with certainty which
is the virus-cell target, but it has been described that noroviruses have a
tropism for the immune system cells, such as dendritic cells, macrophages and
B cells. Some authors have described the infection of norovirus in B-cell lines
such as BJAB, Wehi-231, and M12. Some of the receptors used for norovirus
to enter cells have also been found, such as CD36, CD98, transferrin receptor
(TfR), CD44, CD3001f, and CD3001d. With the exception of CD3001d and
CD3001f, all other norovirus receptors are expressed in B lymphocytes. CD44
is highly expressed in a considerable manner in B lymphocytes and its
expression can increase 3 to 10 fold in activated B lymphocytes, thus allowing
the norovirus have a greater number of cell available for entry into the cell.
These data suggest that MNV is able to infect B lymphocyte cell lines, but
infection of primary B lymphocytes with this viruses has not yet been described.
Infection of primary b cells may provide better information about the interaction
of MNV-1 with the cells of the inmune system of the host. Thus, in this work we
evaluated whether the splenic B lymphocytes of C57BL / 6J mice were
permissive to infection with MNV-1, and if an increase in the expression of
CD44 favored the infection of MNV.1 We found that splenic B cells are

permissive to infection with MNV-1 and that this infection is favored with the
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activation of lymphocytes. Finaly, we found that the increase of CD44 in the

lymphocyte membrane favours MNV-1 entry to the cell.
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INTRODUCCION

GENERALIDADES DE NOROVIRUS.

La gastroenteritis es un conjunto de trastornos producidos por la inflamacion
de la mucosa gastrica e intestinal, cuyo sintoma principal es la diarrea
(Moncayo Posligua, 2017). Este padecimiento se genera a partir de una
infeccion aguda causada por bacterias, parasitos o virus (Cortina & Gutiérrez,
2009). Los norovirus humanos son el principal agente etiolégico de
gastroenteritis viral a nivel mundial en las personas de todas las edades; estas
infecciones causan aproximadamente 200,000 muertes anuales en nifios
menores de 5 afios en paises en desarrollo, tienen un costo sanitario directo
de 4 mil millones de délares y aproximadamente 60 mil millones de dolares en
costos indirectos en todo el mundo (Bartnicki, et al, 2017). La mayoria de las
infecciones son causadas por el Genogrupo 2, genotipo 4 (Gll.4) (Bartnicki et
al., 2017; Vega et al., 2014). Uno de los mayores impedimentos en el avance
del estudio de los norovirus que infectan a humanos, es su dificultad para
propagarse en cultivos celulares. El norovirus murino (MNV), puede
propagarse en macrofagos, por lo tanto, representa uno de los mejores
modelos de estudio para entender la biologia molecular y la patogénesis de

esta familia viral (Bartnicki et al., 2017; Taube et al., 2013).

Biologia de los Norovirus.

Los norovirus pertenecen a la familia Caliciviridae, son virus no envueltos, que
se dividen en siete genogrupos con mas de 30 genotipos. Estos virus tienen
un genoma de RNA monocatenario de sentido positivo, y un tamafio de
aproximadamente 7.7 Kb, que posee normalmente 3 marcos de lectura
abiertos (ORF) que codifican a todas las proteinas virales. EIl ORF1 codifica
para una poliproteina que se auto procesa de manera co-traducional y post-
traduccional generando 7 proteinas no estructurales maduras (NS1-NS7) las
cuales estan implicadas en la replicacion del virus (Bartnicki et al., 2017; Glass,
Parashar, & Estes, 2009). El ORF2 codifica para la proteina mayoritaria o
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principal de la capside (VP1), la cual se ensambla en forma de dimeros y 90
copias de estos dimeros conforman la capside viral. La proteina VP1 presenta
dos dominios: el dominio de la cubierta (S), que encierra el RNA viral, y el
dominio saliente o externo (P), el cual interactia con los receptores de
membrana; este dominio P evoluciona ante la presion de seleccion del sistema
inmunologico (Hardy, 2005; Cunha & Wobus, 2016).

El ORF3 codifica para la proteina minoritaria de la capside (VP2), de la cual
solo se encuentran de 2 a 3 copias por virion(Cunha & Wobus 2016).
Adicionalmente, los norovirus murinos poseen un cuarto marco de lectura, el
cual codifica un factor de virulencia (VF1) (Hardy, 2005; McFadden et al.,
2011).

Genomic RNA ORF1 ORF 2 ORF3
s @ NANALT S/ IS, /NININININT TNINE 00 ¥
p48 NTPase p22 VPg  Pro Pol VP1 VP2
p48 (NS1/NS2) - Nterm (amino terminal protein)  VPg (NS5) - Genome-linked viral protein VP1 - Major capsid protein
NTPase (NS3) - Nucleoside triphosphatase Pro (NS6) - Proteinase VP2 - Minor capsid protein
p22 (NS4) - 3A-like protein Pol (NS7) - RNA-dependent RNA polymerase
A
- === =INS1-2| NS3 | NS4 | NS5 | NS6 | NS7 ARAG)- = = = =
VP1 VP2
VF1

Figura 1 Genoma y proteinas de norovirus

Proteinas de Norovirus
P48 (NS1/NS2)

Esta proteina es de secuencia variable dependiendo del genogrupo de
norovirus, pero su secuencia es mas conservada hacia el extremo carboxilo
de la proteina. En algunos calicivirus, como el calicivirus felino (FCV) la
proteina NS1/2 presenta un sitio de escisibn que genera 2 proteinas de

aproximadamente 15 y 22 kDa, de las que no se conoce completamente su
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funcién, pero se cree que participan durante el proceso de replicacion viral.
Para el caso particular del MNV, el precursor NS1/NS2 puede ser cortado por
caspasas, aunque en general la proteina se mantiene como una sola. NS1/2
se localiza en reticulo endoplasmico alterando la forma y distribucion de este
organelo, en contraste con su homologo P48 del virus humano de Norwalk que
se localizan en la membrana del aparato de Golgi e induce el rearreglo de la
membrana de este organelo (Karst, 2010). NS1/2 interactia ademas con el
complejo regulador SNARE VAP-A regulando el trafico vesicular y puede
inhibir la presentacion de proteinas en la superficie. La proteina P48 forma un
complejo con el regulador SNARE y VAP-A y previene la expresion en la
superficie de la proteina G del virus de la estomatitis vesicular(Hardy, 2005;
Karst, 2010).

NTPasa (NS3)

Esta proteina se une al ATP y lo hidroliza generando energia. Al sobre
expresar NS3, esta se localizd en estructuras similares a vesiculas en el
citoplasma, ademas se presentaron marcas dispersas en el citoplasma, pero
estas estructuras similares a vesiculas no se encontraron en células infectadas
por el virus, lo que puede indicar que su formacion depende del grado de
expresion de la proteina.(Hardy, 2005)

P22 (NS4)

También llamada proteina tipo 3A, debido a que en el genoma de norovirus
ocupa una posicién similar a la posicidn de la proteina 3A de picornavirus. En
células transfectadas induce la alteracién del aparato de Golgi; ademas, NS4
contiene una nueva sefial de exportacion de reticulo endoplasmico que da
como resultado un trafico aberrante de vesiculas recubiertas con COPIl y, en
Gltima instancia, en la inhibicion de la secrecion de proteina del huésped. NS4
contribuye también, a la formacion de los complejos de replicacion viral en las
membranas intracelulares. Se sugiere que puede jugar un papel importante en
la patogénesis de la infeccion al evitar la expresion de moléculas de
superficie.(Hardy, 2005; Karst, 2010).
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VPG (NS5)

Presenta un peso aproximado de 15 kDa, y esta unida covalentemente al
extremo 5” del RNA viral. Su principal funcion es la regulaciéon de la traduccion
viral. VPg interacciona con factores del inicio de la traduccion, y promueve el
reclutamiento del ribosoma, por lo que se le considera como un cap
proteindceo. Ademas, VPg puede sufrir un proceso de uridililacién que le
permite funcionar como un cebador para la replicacion del RNA viral.(Hardy,
2005; Karst, 2010).

Proteasa (NS6)

Es la Unica proteasa codificada por el virus, con un peso aproximado de 19
kDa; esta proteina es la encargada de escindir a la poliproteina codificada por
el ORF-1 y dar lugar a las proteinas no estructurales maduras. Se ha
observado que su localizacién es en el citoplasma y en las mitocondrias
celulares, ademas se sabe que, en algunos virus de la familia, esta proteina
se encuentra siempre asociada con la replicasa viral, como NS6/7. Sin
embargo, en el caso del MNV, este precursor puede también ser procesado
para producir a ambas proteinas de manera individual. (Hardy, 2005; Hardy,
Crone, Brower, & Ettayebi, 2002; Karst, 2010).

RNA polimerasa dependiente de RNA (NS7 6 RdRp)

Es la encargada de replicar el genoma viral a partir del intermediario replicativo
de RNA de polaridad negativa, tiene un peso aproximado de 57 kDa, se
encuentra de manera difusa en el citoplasma y también en el nacleo (Hyde,
2010), puede estar en asociacion con NS6 y este precursor es capaz de llevar
a cabo tanto la funcion de proteasa como la de polimerasa, por lo que ambas
proteinas estan involucradas en el proceso de replicacion del RNA viral (Hardy,
2005; Karst, 2010; Ng et al., 2004).
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VP1

Esta es la proteina mayoritaria de la capside, con un tamafo entre 530 y 555
aminoécidos, y un peso molecular entre 58-60 kDa. Esta proteina es capaz de
autoensamblarse en 90 dimeros que forman las capsides virales Presenta 3
dominios: S, P1 y P2. El dominio S o de cubierta, contiene los elementos
esenciales para la formacion de la cipside icosaédrica del virus, por otra parte,
el dominio P se divide en 2 regiones P1y P2, estos dominios P interactdan en
contactos diméricos, que aumentan la estabilidad de la capside. La region P2
tiene un tamafio aproximado de 127 a.a., ésta es una region hipervariable que
le confiere al virus la capacidad de unirse a distintos receptores, y es la
principal responsable de las interacciones de antigenos del grupo histo-
sanguineo ABO, asociadas con la susceptibilidad a infecciones por norovirus.
También, es con base en la variabilidad de la region P2 de la proteina VP1,
que se clasifican los norovirus en distintos genogrupos y genotipos (Bartnicki
et al., 2017; Hardy, 2005)

VP2

VP2 es la proteina minoritaria de la capside, esta proteina es codificada por el
marco de lectura 3, mediante un mecanismo de reiniciacion dependiente de
terminacion. Tiene un tamafio aproximado de entre 208 y 268 aminoéacidos y
un peso de 22-29 kDa. El virion de norovirus contiene de 2 a 3 copias de VP2,
y se cree que esta proteina, podria estar participado en estabilizar al virion de

norovirus en condiciones de pH alcalino.(Hardy, 2005)

a b e

Figura 2 Estructura de la capside de MNV-1.
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VF1

Esta proteina, Unicamente se ha descrito en el MNV vy esta codificada en el
cuarto marco de lectura (ORF4) que se sobre lapa con el de la proteina
mayoritaria de la capside (Mc Fadden, 2011). Este factor de virulencia permite
al norovirus establecer una infeccion eficiente en su huésped natural, al
interferir con las vias de respuesta mediadas por interferon y la apoptosis. Esta
proteina es la encargada de modular la respuesta del huésped a la infeccion
(Hardy, 2005; McFadden et al., 2011).

Clasificacion de los Norovirus

El norovirus humano, anteriormente conocido como virus Norwalk, fue el
primer agente viral que se identific6 como causante de gastroenteritis en un
brote de gastroenteritis en una escuela primaria en Norwalk, Ohio, EUA en
1972 (Vinjé, 2015). Los norovirus humanos son genéticamente vy
antigénicamente diversos, por tanto su clasificacion ha sido siempre debatida;
en un principio la clasificacion de los norovirus se baso en estudios de analisis
de reactividad cruzada y mediante microscopia electrénica, posteriormente, la
secuenciacion gendomica y la RT-PCR se convirtieron en la principal
herramienta para la caracterizacion de los virus y entender la relacién entre las
diferentes cepas, pero debido a que las variaciones de secuencia son
limitadas, algunas cepas no podian ser clasificadas o diferenciadas
adecuadamente (Bartnicki et al., 2017; Vinjé, 2015). Actualmente los norovirus
se clasifican en 7 genogrupos con mas de 30 genotipos, esto basado en un
sistema de clasificacion dual, usando la diversidad de aminoéacidos en la
proteina VP1 y la regién de la RNA polimerasa del ORF1, este sistema dual
se sugirié debido a que la recombinacion en la regién de unién del marco de
lectura 1 y el marco de lectura 2 es algo comun, y algunos genotipos de
capside parecen ser mas propensos a la recombinacion que otros (Bartnicki et
al., 2017; Vinjé, 2015)

Finalmente, el consenso actual para la clasificacion de norovirus se apoya en

criptogramas, y debe incluir el nombre del organismo, huésped principal,
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codigo del pais donde se detecté la cepa, afio de deteccion, genogrupo,
genotipo, nombre de la variante y la ciudad en caso de ser necesaria (seguida

por un numero de serie)(Bartnicki et al., 2017).

Genogroup VI

canine Genogroup I
' bovine

GiLs Gil.2
GIl.12y\ GIL10

Genogroup Il
human, porcine

Genogroup |
human

Genogroup VI

canine

Genogroup IV Genogroup V

human, feline/canine murine

02

Figura 3 Mapa de clasificacion de los norovirus (Vinjé, 2015).

Epidemiologia de Norovirus

Los norovirus son la principal causa de gastroenteritis no bacteriana a nivel
mundial. Los brotes de norovirus ocurren principalmente en las épocas de
invierno, lo que explica por qué se le conoce como la enfermedad del vomito
de invierno, estos brotes ocurren principalmente en comunidades
semicerradas, tales como escuelas, asilos de ancianos, cruceros y hospitales.
Los brotes ocurren de forma repentina, esto probablemente debido a la alta
infectividad de las particulas virales y por tanto, a la cantidad tan pequeiia de
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in6culo necesario para desarrollar los sintomas (menor a 100 particulas
virales), ademas de que sus particulas virales son muy estables en el medio
ambiente (Bartnicki et al., 2017; Franck, Fonager, Ersbgll, & Bottiger, 2014).
En 2002 se present6 un aumento en los brotes de norovirus en todo el mundo,
esto se relacion6 con la aparicion de una nueva cepa de norovirus, la cepa
Gll.4. Las variantes de esta cepa han sido las causantes de los principales
brotes de norovirus, y se cree que actualmente representan aproximadamente
el 80% de todos los brotes de norovirus. No se sabe con exactitud por que la
cepa de norovirus Gll.4 es tan predominante, pero es probable que esto se
deba a una mayor estabilidad ambiental, una mayor transmisibilidad de esta

cepa o una mayor virulencia (Bartnicki et al., 2017; Franck et al., 2014).
Patogénesis de los Norovirus
e Enfermedad clinica:

Norovirus tiene un periodo de incubacion de 24 a 48 horas y los sintomas se
resuelven entre las 12 a 72 horas posteriores al establecimiento de la
infeccion; los principales sintomas son vomitos y diarrea con o sin nauseas,
asi como calambres abdominales, causando un episodio agudo de
gastroenteritis. Existen grupos de riesgo especifico que pueden presentar una
gastroenteritis grave como los bebés y nifios pequefios con sintomas que
pueden durar hasta 6 semanas. Existen reportes de pacientes
inmunocomprometidos que presentan sintomas que duran mas de 2 afios 'y en

ancianos puede llegar a ser letal (Karst, 2010; Karst & Tibbetts, 2016).
e Alteraciones histologicas del intestino

Debido a la falta de un sistema de cultivo celular, y de modelos animales para
la infeccion de norovirus humano, la mayoria de los datos recopilados sobre la
fisiopatologia del virus provienen de estudios fisicos, histologicos vy
bioguimicos de voluntarios humanos infectados, asi como de estudios

realizados utilizando al MNV como modelo para comprender la interaccion de
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estos virus con los componentes del huésped (Bartnicki et al., 2017; Karst,
2010; Karst & Tibbetts, 2016).

El andlisis histologico de muestras de biopsias del intestino proximal de
voluntarios humanos, que se enferman después de la administracion de
norovirus Gl (Norwalk; Gl.1) o GIlI (Hawai; Gll.1), mostraron que la mucosa
intestinal estaba intacta, pero con ensanchamiento y acortamiento de las
microvellosidades, mitocondrias agrandadas y pélidas, ademas de aumento
de la vacuolizacion citoplasmica y edema intercelular, a pesar de esto, los
analisis de microscopia electronica mostraron que las células estan intactas
(Karst, 2010; Karst & Tibbetts, 2016). Se ha reportado también que existe
hiperplasia en las células de las criptas después de la infeccion por norovirus
(Karst & Tibbetts, 2016). Ademas, también se ha observado una leve
infiltracion inflamatoria en la lamina propia en humanos infectados con virus
Norwalk, asi como en terneros gnotobidticos y ratones infectados con MNV-1.
También hay aumento en el nimero de células T citotdxicas intraepiteliales,
localizadas en el duodeno de pacientes infectados por norovirus, de 0-6 dias
después del inicio de los sintomas. Todas estos cambios en la arquitectura del
tracto gastrointestinal, se observan durante el tiempo de la enfermedad por
norovirus, pero se resuelven por completo en un par de semanas.(Karst &
Tibbetts, 2016; Lay et al., 2010)

Se ha demostrado que los calicivirus inducen apoptosis y se ha sugerido que
esto ocurre como un mecanismo para su dispersiéon en el hospedero. Las
estrategias de como se induce la apoptosis son distintas para cada virus de la
familia. En el caso del MNV la apoptosis se regula por el factor de virulencia
codificado por el marco de lectura 4 de norovirus murino (VF1), se ha
demostrado que VF1 participa retardando la apoptosis de las células
infectadas por MNV, permitiendo una mayor replicacién del virus dentro de la
célula. También, este factor de virulencia, antagoniza la respuesta inmune
innata a la infeccidbn al retrasar la expresion de varios genes celulares

activados por la via innata (McFadden et al., 2011).
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Infeccion sistémica

Durante mucho tiempo se consider6 que la infeccion por norovirus esta
confinada al intestino, pero varios estudios apuntan a que esto no es asi, se
ha encontrado RNA de norovirus en el suero del 15% de individuos infectados,
ademas en modelos animales se ha detectado viremia transitoria en el 50%
de cerdos gnotobidticos infectados con Hs66. También se sabe que los MNV
se diseminan a los ganglios linfaticos mesentéricos (MLN) que drenan el
intestino, asi como a tejidos periféricos (Karst, 2010; Souza, Azevedo, Jung,
Cheetham, & Saif, 2008). Se ha encontrado también presencia de particulas
virales en el bazo de ratones deficientes de STAT-1, asi como de ratones
inmunocompetentes. Ademas, se observaron cambios histoldgicos esplénicos
especificos, como la activacion de las células en la pulpa blanca y la hipertrofia
de las células en la pulpa roja. No se conoce el mecanismo por el cual los
norovirus se diseminan, pero se sugiere que, al infectar a las células
dendriticas, éstas migran de los tejidos al drenaje linfatico facilitando asi la

diseminacién extraintestinal (Karst, 2010).

La diseminacién de los norovirus a sitios periféricos es clinicamente relevante

porque se pueden estar pasando por alto patologias leves asociadas con la
infeccion por norovirus humano, de hecho, se han descrito asociaciones de
infecciones por norovirus con patologias extraintestinales como
encefalopatias, coagulacion intravascular diseminada y convulsiones infantiles
benignas(Hardy, 2005; Souza et al., 2008).

Manifestaciones bioquimicas

La infeccion por norovirus causa un marcado retraso en el vaciamiento
gastrico, esto se relaciona con la alta incidencia de episodios de vémitos
durante las infecciones por norovirus. Esto puede ser causado por alteraciones
en las funciones motoras gastricas o la inflamacion de la union pilorica en el
estdbmago Yy el intestino (Karst & Tibbetts, 2016). En ratones STAT1” se ha
observado una distension gastrica considerable tras la infeccion por MNV-1.

Ademas se sabe que norovirus produce una malabsorcion transitoria de
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moléculas como D-xilosa, grasa y lactosa durante la infeccion aguda por
norovirus, esto puede ser generado por el acortamiento de las
microvellosidades, asi como la actividad disminuida de las enzimas
especificas del borde en cepillo de los enterocitos, como son: fosfatasa
alcalina, sacarasa, trehalasa y posiblemente lactasa (Hardy et al., 2002; Karst,
2010).

MARCO TEORICO

Norovirus Murino como modelo de estudio

Han transcurrido 46 afios desde que se identifico el virus Norwalk en un brote
de gastroenteritis en Ohio, EUA, y aun en la actualidad no se cuenta con una
vacuna para tratar o prevenir la infeccion con norovirus. El principal retraso en
el conocimiento de la biologia de los norovirus que infectan a humanos , ha
sido la dificultad para propagarse en cultivos celulares y en modelos animales
(Adler & Zickl, 1969; Bartnicki et al., 2017). Muchos grupos de trabajo han
logrado identificar diferentes tipos de norovirus en varias especies animales
como los cerdos y las vacas, pero fue hasta en el afio 2003 con el
descubrimiento del MNV, que se logr6 establecer un modelo animal adecuado,
gue ha permitido un avance significativo en el conocimiento de la biologia
celular y la patogenia de estos virus (C Hsu, Riley, Wills, & Livingston, 2006;
Wobus, Thackray, & Virgin, 2006). En el afio 2003 ratones severamente
inmunocomprometidos, que carecian del gen activador de la recombinacion 2
(RAG2) y del transductor de sefial y activador de la transcripcion 1 (STAT-1)
(ratones RAG2 / STAT1 -/ -), esporadicamente sucumbian a una enfermedad
sistémica que podria transferirse en serie por via intracerebral (Ic), lo que
sugeria que esto era causado por un patégeno. Este patégeno también fue

inoculado a ratones inmunocompetentes y se determiné que en estos
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causaban una infeccidn gastrointestinal asintomatica, pero se desconocia la
naturaleza de este agente infeccioso. Al continuar con estos estudios,
encontraron que este patdgeno presentaba las caracteristicas de un virus ya
que podia filtrarse a través de un filtro de 0,22 um y era sensible al interferon
(IFN) (Hsu et al., 2016; Charlie C Hsu et al., 2006). Al realizar un analisis de
secuencias genomicas encontraron que el agente de interés presentaba
secuencias similares a la de los norovirus descritos anteriormente. A partir de
ese momento se comenzd a estudiar y caracterizar este virus. El
descubrimiento del MNV genero un gran avance en el estudio de la biologia y
la patogenia de los norovirus, esto debido principalmente a su facilidad de
propagarse en cultivos celulares y en el ratén. Uno de los principales logros
del uso de este modelo es que se descubrié que este virus infecta a mas de
un tipo celular, pero se ha destacado principalmente su tropismo por las

células del sistema inmunolégico (Doom, Turula, & Hill, 2009).
Tropismo de Norovirus por las células del sistema inmunoldgico

Los norovirus son virus entéricos, por lo que en un principio se analizo el tracto
gastrointestinal en busca de células blanco. Se sabe que los norovirus tienden
a afectar el tracto intestinal superior (duodeno y yeyuno) modificando la
estructura de las microvellosidades, se ha reportado ademas que las células
epiteliales intestinales infectadas por norovirus exhiben un efecto citopatico
(Bartnicki et al., 2017). Pero también es bien conocido que norovirus no solo
afecta enterocitos, sino que afecta distintos tipos celulares cercanos o no al
tracto intestinal, principalmente teniendo predileccidén por células del sistema
inmunologico. De hecho, el primer sistema de cultivo para un norovirus fue el
del MNV en macrofagos y células dendriticas de raton. Adicionalmente, en otro
estudio, se reporto la presencia de RNA viral en el ganglio mesentérico y bazo
después de 5 semanas de infeccién en ratones juveniles CD1(Karst, 2010). En
2016 se detectd la presencia de norovirus humano en secciones de intestino
delgado inmunotefidas, que provenian de pacientes infectados con norovirus

humano. En estos cortes algunas de las células que presentaban marca de
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proteinas de norovirus, ademas de los enterocitos, fueron los macrofagos,
células dendriticas y las células CD3 positivas. Desafortunadamente, en este
estudio no se pudo abordar la infeccidén de las células B, porque la marca de
CD20+ no fue detectable en las muestras. Por ultimo, también se ha reportado
la presencia de la proteina de capside de MNV en células de la lamina propia.
Lo anterior corrobora que los norovirus no afectan solamente un tipo celular, y
es necesario analizar con mayor detalle el papel de cada tipo celular durante
la infeccidon con norovirus (Blacklow et al., 1972; Karst, 2010; Schreiber,
Blacklow, & Trier, 1974).

Norovirus infecta linfocitos B

La respuesta inmune adaptativa es importante para contener y eliminar la
infeccibn por MNV-1, especificamente los linfocitos B y T. Jones y
colaboradores, en 2014, demostraron que las lineas celulares de linfocitos B
(M-12 y WEHI-231), son susceptibles a la infeccién tanto de MNV como
norovirus humano y que esta infeccidén se ve promovida ante la presencia de
carbohidratos como los antigenos de grupo sanguineo (HBGA); los cuales
pueden estar solubles o pueden ser expresados por algunas bacterias
entéricas (Jones et al., 2015; Newman & Leon, 2015). Ademas otras lineas
celulares de linfocitos B como las Raji y Namalwa, pueden ser infectadas por
la cepa de norovirus humanos (Gll.4 Sydney), aunque en menor medida que
las células BJAB (Jones et al., 2015). Otro hallazgo importante es que
pacientes con inmunodeficiencia combinada severa (SCID), que carecen de
células B, pueden ser infectados con norovirus humano, pero el titulo viral de
estos pacientes fue aproximadamente un logaritmo mas bajo en comparacion
con los pacientes con células B, lo que nos confirma nuevamente que
norovirus tiene tropismo por distintos tipos celulares, pero también sugiere que
los linfocitos B contribuyen de manera notoria a los titulos virales generales
(Brown, Gilmour, & Breuer, 2016).
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Receptores celulares de Norovirus presentes en los linfocitos B

Los principales receptores de union para la mayoria de los norovirus humanos
son los antigenos del grupo histo-sanguineo (HBGA)(Tan & Jiang, 2011), los
cuales son carbohidratos complejos terminales de las cadenas de glicanos
ligadas a lipidos o proteinas, expresados por diferentes células como las
células epiteliales intestinales, aunque también pueden ser secretados en
fluidos como la saliva o pueden ser expresados por bacterias comensales.
Otros receptores como CD36, CD98, receptor de transferrina y CD44 son
moduladores especificos de la infeccion por MNV en macréfagos murinos y
células dendriticas murinas, por ultimo 2 receptores de la familia CD300:
CD300If y CD300Id se identificaron como los principales receptores de entrada
de norovirus murino (Haga, 2016; Orchard, 2016), la transfeccion de CD300If
murino o CD300ld en lineas celulares humanas HeLa y HEK293T no
susceptibles pero permisivas convirtio a estas células en susceptibles a la
infecciébn por norovirus murino; sin embargo, la transfeccion de CD300If
humano en células murinas no medié la susceptibilidad del MNV, siendo estos
receptores los que determinan tanto el tropismo celular como la barrera de

especies (Bartnicki et al., 2017).

De los receptores mencionados anteriormente se sabe que los linfocitos B
expresan CD36, CD98, TfR y CD44 (Cunha & Wobus, 2016). En el caso de
los receptores pertenecientes a la familia de CD300 no existen reportes de su
expresion en linfocitos B, aunque en la base de datos de “Genecard” se indica
gque CD300If pudiera expresarse en linfocitos B. La posible falta de los
receptores CD300Id y CD300If puede ser la razén por la cual, los linfocitos B
se infecten mucho menos que las células dendriticas y los macréfagos que si
expresan esos receptores. Por otra parte, esto también indica que, ante la
posible ausencia de estos receptores, los receptores restantes y/o algin otro
receptor aun no descrito pudiera estar llevando a cabo el papel principal de

receptor de entrada para norovirus murino en linfocitos B.

CD36
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También conocido como glicoproteina plaquetaria 4. Es la cuarta glicoproteina
principal de la superficie de las plaquetas y sirve como un receptor para la
trombospondina en plaquetas y diversas lineas celulares, es una translocasa
de &cidos grasos y pertenece a los receptores de tipo scavenger clase B
miembro 3 (SCARB3). Esta proteina puede tener funciones importantes como
molécula de adhesion celular. Se une al colageno, a la trombospondina, a los
fosfolipidos anionicos y al LDL oxidado. En 2016 Juliana Bragazzi Cunha y
Christiane E. Wobus encontraron que al infectar células dendriticas
provenientes de medula 6sea de ratones deficientes de CD36 la union de
MNV-1 a la célula se redujo un 22% (Cunha & Wobus, 2016).

CD98

Es una glicoproteina heterodimérica que forma el transportador grande de
aminoacidos neutros (LAT1). Este receptor media sefiales adhesivas que
controlan la diseminacion, supervivencia y crecimiento celular. Se ha
demostrado mediante ensayos de silenciamiento con siRNA, dirigidos contra
el gen de CD98, que en las células transfectadas con el siRNA, la union del
virus a la célula se disminuyé en un 33% comparado con las células control
(Cunha & Wobus, 2016).

TR

Es la proteina encargada del importe de hierro a la célula, para esto la
transferrina se une al hierro, este complejo es reconocido por el receptor de
transferrina y se importa a la célula mediante endocitosis mediada por
receptor. En estudios realizados por Cunha y Wobus en 2016 observaron que
al silenciar mediante siRNA la expresion de TfR, en macréfagos Raw 264.7, la
union de MNV-1 a las células se disminuia en un 37% (Cunha & Wobus, 2016).

CD44

Es un receptor de adhesion de la superficie celular que se sobreexpresa en

muchos tipos de céncer, participa en procesos de migracién y adhesion
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celular, y su ligando es el acido hialuronico. Se expresa de manera ubicua en
todo el cuerpo y tiene un peso molecular de 85-200 kDa; dependiendo de la
isoforma de CD44, existen aproximadamente 20 isoformas las cuales se
generan mediante splicing alternativo. En el linfocito B se expresa la isoforma
estandar de CD44 (CD44e). Se han realizado ensayos de union de particulas
virales a células dendriticas provenientes de médula Osea de ratones
deficientes de CD44 y se ha observado una disminuciéon del 50% de la unién
del virus comparado con el control de fenotipo silvestre (Cunha & Wobus,
2016).

JUSTIFICACION

Los norovirus presentan un tropismo por las células del sistema inmunolégico
como las células dendriticas, los macrofagos y los linfocitos B. En la literatura
se ha observado que los norovirus pueden infectar algunas lineas celulares de
linfocitos B como BJAB, M12 y WEHI-231, pero hasta ahora no se ha descrito
la infeccion en linfocitos B primarios. Los receptores CD3001d y CD3001f que
se han descrito como las principales moléculas que median la entrada de los
MNV a la célula, no se expresan en linfocitos B, por lo tanto, es posible que
otros receptores como CD44 puedan estar participando durante su proceso de
entrada a las células B. CD44 es una molécula implicada en procesos como
proliferacion y activacién de linfocitos B, y su expresion aumenta hasta 10
veces mas en linfocitos B activados. Es por ello, que resulta importante evaluar
si los linfocitos B, provenientes de bazo de ratén, son susceptibles a la
infeccion con MNV-1y si CD44 patrticipa en la entrada del MNV en las células
B.

HIPOTESIS
Los linfocitos B provenientes del bazo de ratones C57BL6/J son susceptibles

a la infeccién con norovirus murino tipo I.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la infeccion de MNV-1 en linfocitos B.
Objetivos Particulares

e Evaluar si los cultivos primarios de linfocitos B esplénicos son
susceptibles a la infeccién por MNV-1.

e Evaluar si la activacion de los linfocitos B favorece la infeccion con
MNV-1

e Analizar el efecto del bloqueo de CD44 en la infeccion con MNV-1 en

los linfocitos B esplénicos de raton.
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METODOLOGIA

Aislamiento de células mononucleares

Se sacrificaron ratones C57BL/6J de 6-8 semanas de edad y se les extrajo el
bazo; posteriormente, se disgregd suavemente en una caja Petri, con 11 ml de
PBS estéril con ayuda de una malla metalica y un embolo de jeringa. A
continuacion, se separaron las células mononucleares mediante un gradiente
de “Ficoll-Hypaque”. Para ello, en un tubo cénico de 15 ml se colocaron 5 mi
de “Ficoll-Hypaque” y después se agregé muy suavemente la suspension de
células de bazo, teniendo precaucion de no romper la tension superficial del
“Ficoll”. Una vez preparado el gradiente, se centrifugd a 400 gravedades (xg)
durante 30 min a 25 °C y sin aceleracion ni desaceleracion de la centrifuga.
Después de la centrifugacion, se aislo el anillo de células mononucleares con
ayuda de una micropipeta de 1000 pL. Las células se lavaron con 3 ml de PBS
estéril y centrifugando a 400 x g, 5 min, seguido de esto, se lisaron los
eritrocitos que contenia el boton de células, para lo cual se agregé 1 ml de
buffer de lisis de eritrocitos 1X (NH4Cl 155 mM, NaHCOs 1mM EDTA 0.1 mM),
se mezclo la suspensiéon celular y se incubd durante 2 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se agregaron 4 ml de PBS estéril y se centrifugé a
400 x g, durante 5 min.

Enriquecimiento de linfocitos B

Las células mononucleares obtenidas se sometieron a una seleccion negativa
mediante “panning” utilizando liquido de ascitis que contenia el anticuerpo Thy
1.1 (anti-CD90 dilucion 1:1000). Para esto, el dia anterior al sacrificio de
ratones se prepard una caja Petri de plastico con 10 ml de PBS y 10 pL de
ascitis con Thy 1.1, y se incub¢ toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente se retir0
el sobrenadante y se agregaron las células mononucleares obtenidas de 2
bazos de ratén resuspendidas en 5 ml de PBS, y se incub6 durante 1 h a 37
°C. Una vez transcurrido este tiempo, se retir0 el sobrenadante en el cual se
encontraban los linfocitos B, esto debido a que los linfocitos B no expresan

CD90 y por tanto no se adhieren al anticuerpo de la caja Petri. Por ultimo, se
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contaron los linfocitos obtenidos mediante camara de Neubauer y azul de
tripano. De los linfocitos B que se obtuvieron, se activé la mitad con LPS + IL-
4 durante 48 h (10 pg de LPS + 10 ng de IL-4 por mililitro de medio RPMI
suplementado al 10 % de suero fetal bovino), a las células restantes solo se

les agregd medio RPMI suplementado al 10 % con suero fetal bovino.
Bloqueo de CD44 con el anticuerpo IM-7

Para realizar el bloqueo de los receptores celulares CD44, se incubaron 2
millones de linfocitos B con 600 pL de sobrenadante de cultivo celular
proveniente de la clona IM-7 que contenia anti-CD44. Las células se incubaron
durante 30 min a 37 °C y posteriormente se centrifugaron los linfocitos B a 400

X g durante 5 min a 25 °C y se decanto el sobrenadante.
Infeccion con Norovirus

Dos millones de linfocitos B activados o no activados se suspendieron por
separado en 1 ml de medio RPMI base, se infectaron a una multiplicidad de
infeccién (MOI) de 5 con MNV-1, y se incubaron a 37 °C durante 90 min en
agitacion; posteriormente, se centrifugaron las células a 400 x g durante 5
minutos a 25 °C, se decantd el sobrenadante y se lavaron los linfocitos con
PBS estéril. Posteriormente se centrifugaron las células durante 5 min a 400 x
g, se decant6 el sobrenadante y se agregaron 2 ml de medio RPMI
suplementado al 10% de SFB, se incubaron las células durante 72 h a 37 °C
y al 5% de CO2. Después de las 72 h de incubacion se centrifugaron las células
a 400 x g durante 5 min, el sobrenadante se separé para realizar ensayo de
plagueo, y las células se lisaron para la realizacion de “western blot”.

Obtencidon de proteinas de lisado celular

Las células infectadas se lisaron con 60 pL de solucion de lisis celular la cual
contenia 100 pL de buffer de lisis 10X (tris-HCI 50 mM, NaCl 120 mM, NaF
100 mM, EDTA 1 mM), 7.8 uL de PMSF (1 mM), 2.77 uL de aprotinina (2ug/uL),
2.5 L de Leupeptina (2ug/uL), 10 pL de NP-40 (1%) y 876.9 pL de agua “milli
Q”. La lisis se realizé durante 30 minutos en hielo y se centrifugaron a 14000
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rom durante 15 minutos. El sobrenadante obtenido, se separ6 y se cuantifico
mediante el método de “Lowry”. Posteriormente, se agregd a las muestras
buffer Laemmli 5X con B-mercaptoetanol y se calentaron durante 5 min a 95

°C. Por ultimo, se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacion.
Ensayo de “Western Blot”

Se tomaron 15 g de proteina de las muestras obtenidas y se sometieron a
electroforesis en un gel de acrilamida al 12 %, en condiciones
desnaturalizantes a 80 volts. Posteriormente se transfirieron las proteinas a
una membrana de nitrocelulosa durante 1 h en camara sumergible y, se
bloqued durante 1 h con solucion de leche descremada al 5%. La membrana
se lavo la 3 veces (10 min por lavado) con TBS-tween (0.01%), y a
continuacion se coloco el anticuerpo primario anti-NS7 en dilucién 1:5,000 en
solucién de TBS-Tween y leche descremada al 5%, durante toda la noche, en
agitacion y a 4 °C. Posteriormente, se lavo la membrana 3 veces con TBS-
Tween y se coloco el anticuerpo secundario anti-conejo en dilucion 1:10,000
en TBS-Tween y se incubd 1 h en agitacion constante, por ultimo se realizaron
3 lavados mas con TBS-Tween. Se revel6 la membrana con luminol Santa
Cruz (SC-2048) y las imagenes se obtuvieron con ayuda del fotodocumentador

“Chemidoc”.

Ensayo de Plaqueo

Para la cuantificacién de virus, se utilizaron multiplacas de 24 pozos en las que
se sembraron aproximadamente 2X10°8 células Raw 264.7 por pozo en medio
DMEM suplementado al 10 % de SFB. Cuando las células alcanzaron una
confluencia de aproximadamente el 80 % se realiz6 el ensayo de plaqueo, para
lo cual se prepararon 4 diluciones seriadas con base 10 (1:10) en medio DMEM
de los sobrenadantes obtenidos de la infeccion de los linfocitos B, como se
indica en el esquema. Posteriormente, se quitd el medio a las células y se

agregaron cuidadosamente 300 pL de los sobrenadantes con las diluciones
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por duplicado. Se incubaron las placas durante 1 h a 37 °C, se retiro el
sobrenadante y se agregaron cuidadosamente 500 uL de Carboximetilcelulosa
y se incubaron las placas durante 30-36 h. Después de las 36 horas de
incubacion se retird cuidadosamente el medio de cada pozo y se colocaron
300 pL de formaldehido al 3.7%, se incub6 durante 15 min a temperatura
ambiente, posteriormente se retird el formaldehido y se agregaron 300 pL de
cristal violeta, se incubaron las placas durante 15 min y se revelaron
sumergiendo las placas en una recipiente con agua. Se dejaron secar las

multiplacas y se conto6 el nimero de placas liticas.

100 pL 100l 100pL  100pL 100 pL

NN Y Y N Y

Sobrenadante 101 2 3 4
obtenido 10 10 10
de linfocitos B 900 pL de DMEM base

infectados

Figura 4 Diluciones seriadas de los sobrenadantes de linfocitos B infectados para la realizacion del
ensayo de plaqueo en células Raw 264.7
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Figura 5 Diagrama de ensayo de plaqueo en células Raw 264.7. Cada pozo contenia
aproximadamente 2 millones de células Raw 264.7.Se retiré el medio a cada pozo y se colocaron
300 pL por pozo de los sobrenadantes obtenidos de los linfocitos B infectados y sus respectivas
diluciones (cada una por duplicado y en el orden que se indica en la figura), se incubaron las placas
durante 1 hora a 37°C, a continuacion, se retir6 el medio y se agregaron 500 pL de
carboximetilcelulosa, se incubaron las placas a 37°C durante 30-36 horas y se revelaron las placas

RESULTADOS

Aislamiento de linfocitos B a partir de bazo de ratén

El bazo de raton esta conformado en su mayoria, de linfocitos B 'y T; el
porcentaje de linfocitos B en este 6rgano es aproximadamente del 45-55 %.
Debido a que el objetivo del proyecto era infectar linfocitos B y evaluar si la
activacion de estos linfocitos influia en el proceso de infeccion celular, era
necesario utilizar un método de aislamiento de linfocitos B que permitiera
obtener la mayor proporcién de estos linfocitos y a su vez evitar su activacion

celular, para asi poder comparar la infeccion de MNV-1 en células no activadas
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respecto a las activadas. Es por lo que se decidio utilizar el método de Panning
de anticuerpos con anti-CD90 para obtener linfocitos B mediante seleccion

negativa.

CD90 es una glicoproteina perteneciente a la familia de las inmunoglobulinas
gue se expresa en distintas estirpes celulares, pero principalmente en linfocitos
T, siendo un marcador de células Pan T en raton. Debido a que esta molécula
no se expresa en linfocitos B, puede ser utilizada para aislar estas células
mediante seleccion negativa, ya que los linfocitos B no se uniran a la placa

recubierta con anti-CD90.

Para evaluar que el método de obtencion de linfocitos B funcionaba
adecuadamente, se realiz6 una citometria de flujo de las células obtenidas,
marcas con un anticuerpo anti-B220 acoplado a Ficoeritrina (PE), para
detectar a los linfocitos B.

Control sin tincion Sin panning Después del panning
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Figura 6 Citometria de flujo del enriqguecimiento de linfocitos B mediante panning con anti-CD90. Se
utilizaron 1 millon de células por condicion. Las células se tifieron con el anticuerpo anti-B220 acoplado
a PE. En el panel A se encuentra el control de células sin tincion. En el panel B estan las células
mononucleares obtenidas por gradiente de “Ficoll” que no fueron sometidas a “panning” con anti-CD90.
En el panel C estan los linfocitos obtenidos después de 1 hora de “panning” con el anticuerpo anti-CD90.

Como se puede observar en la figura 6, en el control sin tincion la presencia
de marca es minima para B220. Posteriormente, se observé que en las células
mononucleares que no fueron sometidas a “panning” con anti-CD90, el
porcentaje de linfocitos B fue de 41.61%, este porcentaje concuerda con la
proporcion descrita para linfocitos B en el bazo de raton (Mertens, 1976). Por
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altimo, se observa que el porcentaje de linfocitos B obtenidos después del
panning con anti-CD90 es de aproximadamente 86.68%, por lo que se
considerd que este método de obtencion de linfocitos B era adecuado para

realizar los ensayos de infeccion que nos propusimos a realizar.

Activacion de linfocitos B y expresion de CD44

En la literatura se ha reportado el papel de CD44 como marcador de activacion
de linfocitos B, y que la expresion de esta molécula aumenta de 3 a 10 veces
cuando los linfocitos B se activan, siendo el estimulo con LPS + IL-4 el que
permite mayor cantidad de expresion de CD44 en los linfocitos B activados.
Por lo que el siguiente paso consistio en evaluar si efectivamente la activacion
de linfocitos B mediante el estimulo con LPS + IL-4 durante 48 h provocaba un
aumento en la expresion de CD44 en los linfocitos B. Para ello, se realiz6 una
tincion de citometria con anti-CD44 acoplado a PE, para evaluar la intensidad

media de fluorescencia de esta molécula en ambas condiciones (Figura 7).

Expresion de CD44 en linfocitos B

300000 - = |

Ml linfocitos B estimulados

Linfocitos B no estimulados
200000 -
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IMF de CD44

Linfocitos B

Figura 7 Expresion de CD44 en linfocitos B estimulados y no estimulados. La grafica muestra la
intensidad media de fluorescencia para CD44 de los linfocitos B no estimulados y linfocitos B después
de la estimulacion con LPS + IL-4 durante 48 horas. T-Student (P=0.004).

Los resultados muestran que al estimular las células con LPS + IL-4 durante

48 h aumento la expresion de CD44 en los linfocitos B estimulados con
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respecto a los no estimulados (figura 7). Esto indica que los linfocitos B si

fueron activados.

Resultados de Objetivo 1: Los linfocitos B son permisivos a la infeccion con
MNV-1

Una vez se comprobd que el aislamiento de linfocitos B era adecuado, y que
las células obtenidas se estaban activando, se procedio a evaluar si los
linfocitos B eran permisivos a la infeccibn con MNV-1. Los linfocitos B
obtenidos de bazo de raton se infectaron durante 72 horas con MNV-1 a una
MOI de 5 y se comparo la eficiencia de la infeccidén con la de las células Raw
264.7, que son las células que se utilizan para la propagacion de este virus,
mediante un ensayo de western-blot utilizando un anticuerpo dirigido contra la
proteina viral NS7 de MNV-1.

MNV-1
Activo

+ + A

MNV-1
Inactivo

NS7 oy ----

56 kDa

40 kDa

Raw 264.7 Linfocitos B Raw 264.7 Linfocitos B Raw 264.7 Linfocitos B

B

Densitometria de WB de los linfocitos B infectados comparados con las células Raw
264.7

2.0+
W Raw 2647 inefctadas

Linfocitos B infectados

1.5+

1.0+

Densitometria
NS7/Actina

0.5+

-

0.0- T T T T T

Células infectadas

Figura 8. A) “Western blot” de la infeccion de MNV-1 en linfocitos B. B) Densitometria del western blot
de la infeccion de MNV-1 en linfocitos B y células Raw 264.7. P<0.001
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El ensayo de “Western blot” nos permitio detectar la expresion de la proteina
viral NS7 tanto en las células Raw 267.4, como en los linfocitos B infectados,
aunque en estas Ultimas se encontré que ésta es aproximadamente 7 veces
menor (Figuras 8A 'y 8B). La especificidad de la deteccién de la banda de 56
kDa, con los anticuerpos vs NS7 del MNV, se validé mediante la ausencia de
la deteccion en las células sin infectar, asi como en las células tratadas con
virus inactivado con luz ultravioleta por 1 h. Con estos ensayos se corroboro
que el anticuerpo estaba reconociendo a la proteina viral de una manera
especifica, y no a algin componente celular. La presencia de una mayor
deteccidén de proteina viral en las células Raw 264.7 que en los linfocitos B
infectados, concuerda con lo reportado por otros grupos que observaron que
al infectar lineas celulares de linfocitos B como las células BJAB(Jones et al.,
2015), estas eran permisivas a la infeccibn con MNV, pero en menor

proporcion que los macrofagos.

Es importante recordar que se esta identificando con el anticuerpo anti-NS7 es
la RNA polimerasa dependiente de RNA, la cual no es parte del virus como tal,
sino que se sintetiza durante la infeccién y se encarga de sintetizar a todo el
RNA viral, tanto a los intermediarios replicativos como a las copias de RNA
gendmico y subgendmico viral (Hardy, 2005). Por tanto, esta proteina es clave
para determinar cuando hay una replicacién viral activa. Esto sugiere que el
norovirus murino no solo ingresa en el linfocito B primario, sino que es capaz
de replicarse dentro de esta célula. Lo anterior permitié plantear la siguiente
pregunta: Si MNV-1 es capaz de replicarse en linfocitos B, ¢Las particulas
virales producidas durante la infeccién a los linfocitos B primarios, son capaces

de infectar otras células?

Para responder a la pregunta anterior se realiz6 un ensayo de plaqueo viral en
la linea celular de macréfagos Raw 264.7, utilizando el sobrenadante obtenido
de la infeccién de los linfocitos B y realizando diluciones seriadas como se
describié en la metodologia. Los resultados mostraron la formacion de placas

liticas en la diluciéon 1 X 102 (Figura 9) lo cual confirmé que efectivamente los
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linfocitos B son permisivos a la infeccion con MNV-1y que las particulas virales
producidas son capaces de infectar otras células como los macrofagos de la

linea celular Raw 264.7.

Figura 99 Ensayo de plaqueo de sobrenadante de linfocitos B infectados con MNV-1. En la figura se
muestran las placas liticas obtenidas en el ensayo de plaqueo de los sobrenadantes de los linfocitos B
infectados con MNV-1. Las placas liticas se observaron en la dilucién 102,

Si bien se ha reportado con anterioridad que lineas celulares de linfocitos B
como las células BJAB, Wehi-231 y M12 son permisivas a la infeccién con
Norovirus (Jones et al., 2015), nunca se habia reportado la infeccion de MNV-

1 en lineas primarias de linfocitos B.

Resultados Objetivo 2
La activacion de los linfocitos B favorece la infecciéon con MNV-1.

Cuando un linfocito B recibe sefales de activacion, este comienza a proliferar
y a sufrir una serie de cambios morfolégicos derivados de la sintesis de
diversas proteinas cuya funcién favorece que se lleven a cabo sus funciones
de manera eficiente. En la literatura se ha reportado que cuando un linfocito B
se activa, aumenta la expresion de varias moléculas en su superficie, como
ocurre con CD44, se sabe que CD44 puede aumentar hasta 10 veces su
expresion en células activadas. Esto aunado al aumento en la proliferacion
celular y a una mayor actividad en la sintesis de sus proteinas, podria

proporcionar mejores condiciones para el virus, debido a que habra una mayor
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cantidad de receptores para su entrada, y una mayor cantidad de células en
las cuales replicarse, las cuales ofreceran al virus una maquinara replicativa
mas robusta para poder reproducirse. Lo anterior debido a que cuando un
linfocito B se activa, pasa de la fase G-0 a la fase G-1 del ciclo celular, y en
este proceso el linfocito B aumenta su tamafo, lo que conduce a una
duplicacién aproximada de los niveles de ARN y proteina, la mayoria de los
cuales esta dedicada a la nueva sintesis de ribosomas necesaria para la
replicacion celular (Gerondakis, 2007). Es por todo lo anterior que después de
comprobar que los linfocitos B se infectan, y que las particulas virales
producidas son capaces de infectar otras células, el siguiente objetivo fue
evaluar si la activacion de los linfocitos B beneficia la infeccion con MNV-1.
Para lo cual se realizé un “Western blot” para comparar la infeccion de células
activadas, respecto a las células no activadas. Como se muestra en la figura
11, las células B estimuladas muestran mayor cantidad de proteina NS7
respecto a las células no estimuladas (casi 3 veces mas), lo cual sugiere que

la sintesis de proteinas de MNV es mas eficiente en los linfocitos B activados.
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Figura 10 A) “Western blot” de la infeccién de MNV-1 en linfocitos B estimulados respecto a los no
estimulados. B) Densitometria de la infeccién con MNV-1 en linfocitos B no estimulados y estimulados
con LPS + IL-4. T-Student (P<.0001)

El encontrar que los linfocitos activados producen una mayor cantidad de
proteina viral podria sugerir que el MNV se replica méas eficientemente en los
linfocitos B estimulados respecto a los no estimulados con LPS + IL-4. Para
comprobar esta hipotesis, se comparé si la produccién de particulas virales de
células estimuladas era mayor que las de las no estimuladas mediante

ensayos de plaqueo con los sobrenadantes obtenidos en ambas condiciones.
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Al comparar la produccion de particulas virales de ambos ensayos, se
encontré que el titulo viral obtenido fue significativamente, casi 3 veces mas
(p<0.0280 t-student) en los linfocitos B estimulados respecto a los no
estimulados (Figuras 10A y 10B), lo cual corrobora la hipétesis de que en los
linfocitos B estimulados la infeccion por MVN-1 se produce con mayor

eficiencia que en los linfocitos B no estimulados.

Titulo viral de linfocitos B estimulados y no estimulados infectados con MNV-1

*
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Ml Linfocitos B estimulados

_ 2000- = Linfocitos B no estimulados
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10001

-

Sobrenadantes de linfocitos B

Figura 11 Ensayo de plagueo de sobrenadantes de linfocitos B estimulados y no estimulados infectados
con MNV-1. T-Student (p>0.0280)

Resultados objetivo 3: El bloqueo del receptor CD44 con el anticuerpo IM-

7, disminuye significativamente la entrada de MNV-1 a los linfocitos B.

Dado que las células B no presentan a la molécula CD300lIf, la cual ha sido
reportada como uno de los principales receptores para el MNV, una posibilidad
es que CD44 pudiera ser uno de los receptor de entrada para MNV-1 en estas
células. Para determinar si CD44 participa en la entrada del MNV en células
B, se bloque6 a CD44 con el anticuerpo IM-7, el cual esta dirigido contra el
sitio de union de CD44 con su ligando, el acido hialurénico. Posteriormente se
realizd la infeccibn con MNV-1 durante 1.5 h en agitacion a 37 °C y se

incubaron las células durante 72 h a 37 °C. Una vez concluido este tiempo se

38



analizé la entrada y replicacion viral mediante la presencia de NS7 en lisados

celulares totales.

Asi mismo se evaluo el titulo viral de los sobrenadantes obtenidos en este
ensayo, y se encontré que en las células que fueron tratadas con el anticuerpo
IM-7 la cantidad de particulas virales producidas se redujo de manera
significativa (P=0.002), esto debido probablemente a que a una menor entrada
de particulas virales a los linfocitos B como resultado del bloqueo de CD44.

Ensayo de plaqueo de linfocitos B infectados bloqueando CD44

4000 - L okl l .
I ! B Sin IM-7

3000- Con IM-7
£ ——
& 2000 -
)

10004

0- T

Infeccion de linfocitos B con o sin bloqueo de CD44

Figura 12 Ensayo de plagueo de sobrenadantes de linfocitos B infectados con MNV-1 bloqueando o no
el receptor CD44. T-Student (p<0.0042)

Estos resultados sugieren que la molécula CD44 podria participar en la

entrada del MNV en célula B de bazo.

DISCUSION

MNV-1 representa el mejor modelo para el estudio de la biologia molecular y
la patogenia de los norovirus, asi como su interaccién con las células del
huésped (Wobus, 2006). Se sabe hasta ahora que los norovirus infectan
distintos tipos celulares, presentando un especial tropismo por células del
sistema inmunoldgico como los macrofagos, las células dendriticas y los

linfocitos B (Bartnicki, 2017). Estos ultimos, han sido particularmente
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estudiados debido a que se ha observado que algunas lineas celulares de
linfocitos B son capaces de infectarse con Norovirus humanos (Jones, et al,
2014; Jones, et al, 2015). Los linfocitos B son un componente esencial del
sistema inmunoldgico adaptativo y, por tanto, son de suma importancia para
contener y eliminar el virus. Se ha observado que pacientes con respuestas
inmunes adaptativas comprometidas pueden infectarse con norovirus de

manera cronica (Brown, 2016).

Se han descrito distintos receptores de norovirus en las células B, siendo los
principales los pertenecientes a la familia de CD300: CD300Id y Cd300lIf
(Orchard, 2016 ), pero en los linfocitos B no se ha descrito la presencia de
CD300lId, aunque en las bases de datos podemos encontrar que CD300If
puede expresarse a nivel de RNAm en linfocitos B. En ambos casos no se
sabe con certeza si realmente estos receptores se expresan en los linfocitos
B. Dada la importancia de los receptores celulares en el proceso de entrada
de los virus a la célula huésped, es importante evaluar la posible participacion

de otros receptores en la entrada de MNV al linfocito B.

En la literatura se han reportado distintas lineas celulares de linfocitos B que
son susceptibles a la infeccion con MNV y norovirus humano (Jones, et al,
2015). Uno de los inconvenientes de los cultivos celulares es que, al ser células
transformadas, algunos de sus procesos distan de lo que ocurre de manera
fisiol6gica en un organismo como el raton. Hasta ahora no existen reportes de
infecciones de MNV-1 en cultivos de linfocitos B primarios, y este tipo de
cultivos celulares nos mostraria una situacién mas cercana a lo que ocurre en

las células del huésped.

Debido a que no existen reportes de la infeccion de MNV-1 en linfocitos B
primarios, el primer objetivo del presente trabajo fue evaluar si estas células
eran permisivas a la infecciéon con MNV-1. Los resultados obtenidos indican
que los linfocitos B primarios provenientes del bazo de ratones C57BL6/J son
susceptibles a la infeccion con MNV-1. Esto se validd mediante la deteccion

de la proteina NS7 por ensayo de “Western blot”. Debido a que la RNA
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polimerasa dependiente de RNA solo se sintetiza dentro de la célula del
huésped, su deteccién indica que MNV-1 esta ingresando a la célula B y se

esta replicando.

Al evaluar si los linfocitos B producian particulas virales con la capacidad de
infectar otras células, mediante ensayo de plaqueo en células Raw 264.7 se
encontr6 la presencia de particulas virales en un orden de 102, lo cual indica
que las particulas virales producidas por los sobrenadantes de linfocitos B

infectados son viables y capaces de infectar otras células.

Una vez corroborado que el MNV puede replicarse en linfocitos B de bazo de
ratén, el siguiente objetivo fue evaluar si la activacion de los linfocitos B
promovia una mejor infeccion de MNV-1 a la célula, debido a que en un
linfocito B activado la molécula de superficie CD44 se expresa de 3 a 10 veces
mas. Los resultados indican que un linfocito B activado produce casi el doble
de particulas virales con respecto a un linfocito B no activado, lo cual confirma
la hipdtesis de que la activacién de los linfocitos B promueve una mejor
infeccion con norovirus a la célula B. Este resultado también es novedoso
debido a que en la literatura no se ha evaluado el efecto de la activacion celular
en la infeccibn de MNV-1 a la célula, probablemente esto se deba a que
principalmente se han utilizado lineas celulares, las cuales encuentran en un

estado activado permanente.

Por ultimo, se evaluo si el receptor CD44 estaba involucrado en la entrada del
MNV a la células B. Para ello, se utiliz6 como estrategia el bloqueo de CD44
con anticuerpos y determinar si disminuia la entrada del virus a la célula y por
ende la cantidad de virus que se producia en el linfocito B. Los resultados
mostraron que al bloquear el receptor CD44 se produjo una menor cantidad
de particulas virales (26% menos), comparado con las células a las que no se
les bloqued el receptor CD44. Los resultados concuerdan con los reportados
por Cunha y cols., en donde se reporta el papel de CD44 en la entrada de
MNV-1. En este trabajo, se reporta que la disminucion es de hasta el 50% de

unién de MNV-1 a las células dendriticas provenientes de médula 6sea (Cunha
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& Webus 2016) inhibicion mayor a la encontrada en este trabajo. Esta
diferencia puede deberse a 3 aspectos; el primero es que el tipo celular
utilizado es distinto, debido a que estos autores utilizaron células dendriticas
provenientes de medula 6sea y nosotros utilizamos linfocitos B de bazo. El
segundo aspecto es que el grupo de Cunha realizo sus experimentos
utilizando un ratén deficiente de CD44, lo cual es una estrategia en donde se
tiene la certeza de que no hay expresién de CD44, mientras que la inhibicién
por anticuerpos podria ser un bloqueo parcial. Realizar ensayos con diferentes
concentraciones de anticuerpo permitira determinar si el bloqueo de CD44
logrado es del 100 % vy si esto influye en la unién de MNV a las células B de
manera dependiente de dosis. El tercer aspecto es que evaluamos la cantidad
de particulas virales producidas después del bloqueo y ellos evaluaron
directamente la unién del virus a la célula (Cunha, 2016). Por tanto, se plantea
en un futuro evaluar este aspecto mediante ensayos de unién del virus a la

célula utilizando células provenientes de bazo de ratones deficientes de CD44.

CONCLUSIONES

Con base a todo lo anterior podemos concluir lo siguiente:

e Los linfocitos B son susceptibles a la infeccion con MNV-1.

e La activacion de los linfocitos B mediante el estimulo de LPS + IL-4
promueve una infecciébn mas eficiente de MNV-1 en el linfocito B.

e El bloqueo de CD44 con el anticuerpo IM-7 disminuye de manera
significativa la cantidad de virus que se produce en los linfocitos B.

PERSPECTIVAS
e Evaluar el efecto de la deficiencia de CD44 en la union del virus a la
célula mediante la utilizacion del raton K.O de CD44
e Analizar el efecto de la deficiencia o silenciamiento de los diferentes
receptores MNV-1 en la célula B (CD36, CD98 y TfR).
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e Realizar ensayos de citometria para evaluar el porcentaje de linfocitos
B que se infectan con MNV-1.

e Comparar la susceptibilidad a la infeccion con MNV-1 de los linfocitos B
provenientes de placas de Peyer, lamina propia y peritoneo.
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