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RESUMEN:

El norovirus murino (MNV) es uno de los mejores modelos para entender la
biologia y patogenia de los -calicivirus, importantes generadores de
gastroenteritis en humanos y de diversas enfermedades de importancia
veterinaria. EI MNV presenta tropismo por las células del sistema
inmunologico, incluyendo macrofagos, células dendriticas y linfocitos B; estas
ultimas, de especial interés debido a que también son blanco de la infeccion
por norovirus humanos. En trabajos anteriores demostramos que los linfocitos
B murinos son permisivos a la infeccion por MNV-1; sin embargo, es poco lo
gue se conoce sobre los procesos de union y entrada del virus a estas células.
Se ha descrito que los receptores principales para la entrada del MNV a
macrofagos son CD300Id y CD300If; el analisis bioinforméatico muestra que el
mensajero de CD300If se expresa uUnicamente en una subpoblacién de
linfocitos B (linfocitos de la zona marginal). Es por ello por lo que decidimos
investigar si otras moléculas participan en la union y/o entrada del MNV a los
linfocitos B. Una de estas moléculas es CD44, que ya se ha mostrado que
participa en la unién de MNV-1 a células dendriticas derivadas de medula
O0sea. Por lo anterior, en este proyecto nos enfocamos en investigar la
participacion de CD44 y CD300If en el proceso de unién de MNV-1 a los
linfocitos B. Inicialmente corroboramos que CD300If se expresa Unicamente
en linfocitos B de zona marginal, a diferencia de CD44 que se expresa en todos
los linfocitos B provenientes de bazo de ratén. CD44 incrementa su expresion
durante la activacion de los linfocitos B, lo que coincide con una mayor
susceptibilidad a la infeccion viral, 1o que no ocurre con CD300If. Finalmente,
utilizando linfocitos B de un modelo murino deficiente de CD44, y
adicionalmente, mediante el bloqueo con 2 clonas de anticuerpos contra CD44
en linfocitos B de ratones silvestres, encontramos que CD44 participa en la

union MNV-1 a linfocitos B murinos.



ABSTRACT:

Murine norovirus (MNV) is one of the best models to understand the biology
and pathogenesis of caliciviruses, important generators of gastroenteritis in
humans and various diseases of veterinary importance. MNV presents tropism
for immune system cells, including macrophages, dendritic cells, and B
lymphocytes; the latter is particularly interesting because they are also targets
of human norovirus infection. In previous work, we demonstrated that murine
B lymphocytes are permissive to MNV-1 infection; However, little is known
about the processes of virus binding and entry into these cells. It has been
described that the main receptors for the entry of MNV into macrophages are
CD300ld and CD300If. Bioinformatic analysis shows that the CD300If
messenger is expressed only in a subpopulation of B lymphocytes (marginal
zone lymphocytes). In this work, we decided to investigate whether other
molecules participate in the binding and entry of MNV to B lymphocytes. One
of these molecules is CD44, which has already been shown to participate in
the binding of MNV-1 to bone marrow dendritic cells. Therefore, in this project,
we focus on investigating the participation of CD44 and CD300If in the process
of binding MNV-1 to B lymphocytes. Initially, we corroborate that CD300If is
expressed only in marginal zone B lymphocytes, unlike CD44, expressed in all
B lymphocytes from the mouse spleen. CD44 increases its expression during
B lymphocyte activation, which coincides with a greater susceptibility to viral
infection, which does not occur with CD300If. Finally, using B lymphocytes from
a CDA44-deficient murine model and blocking with two clones of antibodies
against CD44 in B lymphocytes from wild-type mice, we found that CD44
participates in MNV-1 binding to murine B lymphocytes.
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INTRODUCCION:

Generalidades de norovirus.

Los norovirus clasificados en el género Norovirus, en la familia Caliciviridae,
son virus de RNA, no envueltos que tienen un tamafio de 27-38 nm de diametro
(Prasad et al.,, 1994a). Esta familia debe su nombre a que, cuando las
particulas virales son observadas mediante microscopia electrénica, sus
capsides parecen formar una copa o céliz (Dolin & Treanor, 2015; Green,
2006). Esta familia de virus esta conformada por 11 géneros que afectan a
diversos vertebrados, causandoles distintas infecciones que van desde las

gastrointestinales, vesiculares, hemorragicas y sistémicas.

El género Norovirus, estd compuesto por virus que afectan animales, como el
norovirus murino (MNV) uno de los principales modelos de estudio de la
patogenia y biologia de los calicivirus y los norovirus humanos (HuNoV),
responsables de los principales brotes de gastroenteritis no bacteriana a nivel
mundial que afectan a personas de todas las edades (Patel et al., 2008). Este
género, esta constituido por 10 genogrupos (Gl a GX) (Chhabra et al., 2019);
a su vez, cada genogrupo contiene distintos genotipos cuya clasificacion esta
basada en las diferencias que existen en la secuencia de la proteina viral 1
(VP1), la cual es altamente variable. Las secuencias de VP1 pueden variar
hasta un 60% entre genogrupos y hasta un 30% entre genotipos (Lauring et
al., 2013; Schneider & Roossinck, 2001).

De los distintos Geno grupos de norovirus, el Geno grupo Il es el responsable
de las infecciones en humanos; en especifico, el Gll.4 y mas recientemente el
Gll.17 son responsables de la mayoria de los brotes de gastroenteritis
(Siebenga et al., 2009) (de Graaf et al., 2015; Lu et al., 2016).

Epidemiologia de los norovirus de humano:

En 2019, la organizacion mundial de la salud reporto alrededor de 15 millones
de infecciones gastrointestinales causadas por norovirus en el 2019 (WHO,
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2019). A nivel mundial, se estima que HuNoV causa aproximadamente
200,000 muertes cada afio en nifios menores de cinco afos (Patel et al., 2008).
Si bien, en algunos casos la infeccion por norovirus puede ser letal, en la
mayoria de los casos, esta infeccion suele ocurrir de manera rapida y sin
necesidad de asistencia médica. Los sintomas aparecen entre las 12 a 48 h
posteriores a la exposicion al patégeno, y las personas infectadas comienzan
a sentirse mejor de 1 a 3 dias posteriores a la aparicion de los sintomas
(Teunis et al., 2008).

Los brotes de infeccion por norovirus ocurren principalmente en entornos
semicerrados con gran afluencia de personas, en lugares como: escuelas,
hogares de ancianos o cruceros (MARSH et al., 2018). Se ha reportado que
de 2008 a 2014 los HuNoV causaron el 97% de los brotes de gastroenteritis
aguda reportados en cruceros en Estados Unidos de Norteamérica. La
transmision ocurre por diferentes vias: a través del consumo de alimentos y
agua contaminada (Mouchtouri et al., 2017), (Cheng et al., 2017; Maunula et
al., 2005). Otros tipos de transmision pueden ser a través del contacto con
superficies contaminadas (Canales et al., 2019), y por el contacto entre

personas (Kwan et al., 2017).

De acuerdo con el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC
por sus siglas en inglés), los HUNoV son la principal causa de enfermedades
transmitidas por alimentos en Estados Unidos de Norteamérica. La mayoria
de los brotes ocurren entre los meses de noviembre y abril (Centers for
Disease Control and Prevention, 2023) y en ese pais producen anualmente
900 muertes en adultos mayores de 65 afios y 465 mil visitas al departamento
de emergencias por gastroenteritis aguda en nifios. Si bien estos 2 grupos de
edad son los mas afectados por este virus, todos los grupos de edades son
susceptibles a ser infectados, generando costos de 2 mil millones de doélares
anuales por pérdida de productividad laboral (Centers for Disease Control and
Prevention, 2023).
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En México existen pocos estudios respecto a la prevalencia de los HuNoV y
dado que la infeccion se resuelve en pocos dias, sin necesidad de atencion
médica especializada, se suele subestimar su prevalencia en la poblacién en
general. Sin embargo, a partir de la introduccion de la vacuna de rotavirus, se
considera que los norovirus son el principal agente viral causante de

gastroenteritis.

Debido a la dificultad para propagar eficientemente a los HuNoV, se han
utilizado modelos como el calicivirus felino (FCV) y el MNV para entender la
biologia de estos virus (Bidawid et al., 2003; Wobus et al., 2006).

Biologia de los norovirus.

1. Organizacion genomica de los norovirus.
Los norovirus estan conformados por un genoma de RNA de cadena sencilla
y polaridad positiva de aproximadamente 7.5 kb el cual, en su extremo 5’ se
encuentra unido a una proteina no estructural llamada proteina ligada al
genoma o “VPg” y en el extremo 3’ contiene una cola de poly-A (Figura 1A)
(Alhatlani et al., 2015). Su genoma se divide en 3 marcos de lectura abiertos
(ORF 1-3). En el primero se codifica una poliproteina, la cual, es procesada
por la proteasa del virus, dando origen a 6 proteinas no estructurales maduras
(NS1/2 a NS7) (Hardy, 2005; Jiang et al., 1993). El ORF2 da lugar a la llamada
proteina mayoritaria de la capside o “VP1”; 180 copias (90 dimeros) de VP1
conforman la capside icosaédrica del virus (Figura 1) (Robilotti et al., 2015).
El ORF3 codifica para la proteina “VP2” o minoritaria de capside, debido a que
se encuentra en pocas copias en la capside del virus (Hardy, 2005; Prasad et
al., 1994b). En el MNV, se ha descrito un cuarto marco de lectura (ORF4) el
cual codifica para una proteina llamada factor de virulencia 1 (VF1) (Thackray
et al., 2007) que participa antagonizando la respuesta inmune innata del
huésped, principalmente antagonizando la respuesta de IFN-Beta y

aparentemente retrasando la apoptosis en las etapas tempranas a la infeccion
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viral (McFadden et al., 2011); si bien su ausencia no parece evitar la replicacion

del virus, si afecta la eficiencia de la infeccion (Borg et al., 2021).

ORF1 ~ 5kb
A ORF3 ~ 1kb
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Figura 1. Estructura del norovirus.

A) Esquema representativo de la estructura de la capside de norovirus murino. B) Esquema
representativo de los dominios de la proteina mayoritaria de la capside (VP1) de MNV. C)
Representacion esquematica de la organizacién genémica de MNV. ORF: Open Reading
Frame (Marco de lectura abierto), VP2: proteina minoritaria de cépside, VF1: Factor de
virulencia, ssRNA: RNA de cadena sencilla, VPg: Proteina de uniéon al genoma viral, S:

Dominio Shell o de cubierta, NTA= Region N terminal.

Proteinas no estructurales.

Las proteinas no estructurales, como su nombre lo indica, no forman parte del
virién; sin embargo, participan activamente en la progresion del ciclo replicativo

y en el establecimiento de la infeccion.
NS1/NS2.

Esta proteina puede ser sintetizada como una o dos proteinas, esto debido a

que algunos calicivirus presentan un sitio de escision que genera 2 proteinas
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de aproximadamente 15 y 22 kDa (Meyers et al., 2000; Sosnovtsev et al.,
2002); esta escision puede ser llevada a cabo por la caspasa-3 (Soshovtsev
et al., 2006). Se localiza principalmente en el reticulo endoplasmico,
deformando la membrana de éste (Ettayebi & Hardy, 2003; Fernandez-Vega
et al., 2004). Por otra parte, se ha demostrado que NS1/NS2 es clave para la
persistencia de la cepa CR6 del MNV en ratdn (Nice et al., 2013); se sugiere
que lo anterior es debido a la capacidad de NS1 de evadir la respuesta de
interferén lambda del huésped, permitiendo que MNV persista en las células

epiteliales intestinales (IEC) del huésped.
NS3 (P41)

La proteina NS3 es una helicasa con actividad de NTPasa, por lo cual una de
sus funciones es hidrolizar el ATP para producir energia. Esta energia es
utilizada para desenrollar la cadena de RNA durante la replicacion, ademas
funciona como una chaperona que permite remodelar la estructura del RNA'y
facilitar el reconocimiento de cadenas independientemente de NTP (Han et al.,
2018; Li et al., 2018). Posee ademas un dominio de 4 alfa hélices en la regiéon
N- terminal y una sefial de localizacion mitocondrial, esto le permite unirse a la
cardiolipina lipidica de la membrana mitocondrial induciendo la muerte celular
y permitiendo la liberacion viral (Wang et al., 2023). Se sabe también que la
proteina NS3 de norovirus participa en la formacion de complejos replicativos,
asociandose a lipidos y microttbulos implicados en la replicacién viral (Cotton
et al., 2017).

NS4

También llamada P22 o 3A. En células transfectadas con la proteina NS4, asi
como infectadas con MNV-1, esta proteina se localiza en endosomas y aparato
de Golgi alterando la morfologia de este organulo celular e induce la formacion
de vesiculas de membrana simple y doble (Hyde & Mackenzie, 2010)
(Doerflinger et al., 2017). Ademas, se sugiere que participa en el reclutamiento
de membranas para la formacién de los complejos replicativos (Hyde &
Mackenzie, 2010).
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VPg (NS5)

Presenta un peso aproximado de 15 kDa, esta unida covalentemente al
extremo 5" del RNA viral similar a una estructura de “cap”, y promueve el
reclutamiento de los factores del inicio de la traduccion para la sintesis de
todas las proteinas virales. Asimismo, participa en la replicacion del RNA viral.
(Lee et al., 2018). Ademas, participa en el arresto de ciclo celular en la fase
GO0/G1 favoreciendo un entorno de replicacién beneficioso (Davies & Ward,
2016; McSweeney et al., 2019).

Proteasa (NS6)

Es una proteasa con un peso aproximado de 19 kDa, su funcién principal es
procesar la poliproteina codificada por el ORF-1 y dar lugar a las proteinas
maduras (May et al., 2013; Sosnovtsev et al., 2006). Al inducir su expresion en
células transfectadas, se ha observado su localizacion en el citoplasma y en
las mitocondrias celulares (Hyde & Mackenzie, 2010), debido a lo cual se ha
sugerido que puede participar en la induccidbn de apoptosis durante la

replicacion viral (Hyde & Mackenzie, 2010).
NS7 o RdRp

Es una polimerasa de RNA dependiente de RNA con un peso aproximado de
57 kDa, es la responsable de la sintesis del genoma viral durante la infeccion
(Lee et al.,, 2011) (Shimoike et al., 2021). Dada la importancia de esta
poliproteina en la replicacion del virus, se ha vuelto un blanco importante para
el desarrollo de compuestos inhibidores con el fin de combatir a los norovirus

que causan la gastroenteritis en humanos (Obaid et al., 2023).

Proteinas estructurales.

VP1.
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La proteina VP1 o mayoritaria de la capside, es codificada en el segundo
marco de lectura del genoma de MNV-1, esta compuesta 2 dominios (Figura
1C): el dominio “P” o protruding, el cual se encuentra en la cara exterior de la
capside, que a su vez se subdivide en las regiones “P1” y “P2”; esta ultima, es
la encargada de interaccionar con los respectivos receptores en la membrana
de las células. El dominio “S” o Shell, conforma la regién N- terminal (NTA) de
la proteina, este se encuentra en la cara interna de la capside, este domino
puede interaccionar con el RNA viral contenido en la capside, permitiendo asi

su estabilizacion (Hardy, 2005).
VP2.

Es la proteina minoritaria de la capside, que se encuentra en no mas de 10
copias en las capsides virales. Ademas, de participar en la infectividad viral,
se ha propuesto que al menos en el FCV forma una estructura de portal para
la liberacion del genoma en el citoplasma celular (Hardy, 2005).

MARCO TEORICO:

Modelos de infeccion

Histéricamente, el estudio de la biologia y patogenia de los HUNoV se ha
obstaculizado por la falta de modelos robustos que permitan generar titulos
virales adecuados a partir de cultivos celulares. Dado lo anterior, se ha optado
por utilizar a otros miembros de la familia Caliciviridae como modelos de
estudio. Tal es el caso de calicivirus felino, que ha representado un modelo
adecuado para norovirus, debido a que tanto su organizacion genémica como
sus caracteristicas fisicoquimicas son similares a la cepa de Norwalk virus, el
cual causa la infeccion en el humano (Bidawid et al., 2003; Doultree et al.,
1999; SLOMKA & APPLETON, 1998). Posteriormente, el descubrimiento del
MNV, representd nuevas ventajas en el estudio no solo de la biologia sino de
la patogenia de estos virus, ya que éstos, al igual que los que infectan a
humanos, son entéricos. Ademas, el MNV tiene una replicacion eficiente en
células dendriticas y macréfagos (lo cual asemeja a lo observado con algunas

cepas de HuNoV); su tamafio de 28-35 nm, organizacion genémica, via de
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trasmision (fecal-oral), la infeccidn del tracto gastrointestinal, la eliminacion en
heces con titulos virales elevados y sobre todo el uso de un modelo animal
mas pequefio lo convirtieron en un modelo con mayores ventajas y similitudes
a los HuNoV que otros calicivirus (Atmar et al., 2008; Grau et al., 2017;
Mumphrey et al., 2007). Otro avance importante obtenido a través del uso del
MNV como modelo de estudio, fue su cultivo en lineas celulares de linfocitos
B (Ettayebi et al., 2016; Jones et al., 2014), lo cual represent6 un avance
importante en el desarrollo de cultivos de HuNoV in vitro (Jones et al., 2014,
2015).

Asi como el modelo del MNV favoreci6 el desarrollo de sistemas de
propagacion en cultivos en linfocitos B, el calicivirus entérico porcino (PEC)
favorecio el cultivo en células epiteliales (Chang et al., 2005; Flynn et al., 1988).
Los primeros intentos de cultivar HUNoV en lineas de células epiteliales no
tuvieron éxito (Duizer et al., 2004). Sin embargo, posteriormente multiples
cepas de HuNoV GIl se han logrado cultivar en monocapas de enteroides
intestinales humanos (HIE) derivados de células madre (Ettayebi et al., 2016).
Este cultivo estad desarrollado a partir de HIE diferenciadas que consta de
enterocitos, células endocrinas, células caliciformes y células de Paneth
(Ettayebi et al., 2016). Otro modelo de cultivo basado en infeccién de células
epiteliales fueron los organoides; sin embargo, los intentos iniciales de cultivos
en organoides no tuvieron éxito (Herbst-Kralovetz et al., 2013). Los organoides
a diferencia de los enteroides, son estructuras tridimensionales derivadas de
tejidos primarios cultivados “como 6rganos” en nichos artificiales, por lo tanto,
se asemejan al microambiente intestinal (Spence, 2018), sin embargo, el
cultivo de norovirus tanto en HIE como en organoides aun debe mejorar en

muchos aspectos.

Otra alternativa importante para el estudio de HuNoV es la utilizacién de un
modelo de ratones humanizados, a los cuales se les injertaron células madre
hematopoyéticas CD34+ humanas (Taube et al., 2013). Sin embargo, ninguno
de los modelos desarrollados hasta ahora han podido replicar a los HuNoV de
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manera conveniente, ya que el problema que se sigue presentando es la baja
produccion de particulas virales. Mientras que los HuNoV en linfocitos B y en
los sistemas de organoides producen titulos virales 10? o hasta 103 veces
(Jones et al., 2015; Wobus et al., 2004; Zhu et al., 2013); otros calicivirus
cultivables producen entre 10’y 108 de particulas (Bidawid et al., 2003; Wobus
et al., 2004), por lo que los modelos de cultivo del MNV y FCV siguen siendo
los 6ptimos y robustos para el estudio de los calicivirus.

Tropismo de norovirus.

Actualmente es bien conocido el tropismo de los norovirus tanto por células
intestinales como por células del sistema inmunoldgico. Esto en gran parte se
debe al uso de otros modelos como el MNV, lo cual ha permitido estudiar la
patogenia de la infeccion, asi como encontrar algunos candidatos de células
blanco para los HuNoV. Los primeros descubrimientos sobre el tropismo del
MNV por las células inmunitarias llevaron a determinar si éstas eran

permisivas a la infeccioén in vitro por los HuNoV.

En general los norovirus son virus intestinales, en el caso del MNV, éstos
pueden generar una infeccién aguda o una infeccién crénica; la infeccion
aguda, se inicia en el ileon y desde alli se propaga a otros sitios del intestino
delgado y grueso, los ganglios linfaticos mesentéricos y el bazo (Gonzalez-
Hernandez et al., 2014).

Durante las primeras 24 h de la infeccidn, la replicacion viral ocurre en tejidos
linfoides asociados al intestino (p. €j., placas de Peyer), especificamente en
macroéfagos, células dendriticas, y linfocitos By T (Grau et al., 2017), estas
células no solo se infectan, sino que apoyan activamente la replicacién del
norovirus en el tejido linfoide asociado a intestino (GALT) (Grau et al., 2017).
En especial las células T han presentado niveles altos de infeccion por HuNoV
en comparacion con otros tipos celulares, siendo un objetivo biolégico para
HuNoV (Karandikar et al., 2016).

La infeccion crénica se caracteriza por una infeccion persistente, y la

eliminacién continua del virus infeccioso durante los siguientes meses
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(Thackray et al., 2007). Estudios realizados con la cepa persistente MNV-CR3,
revelaron que la infeccion inicia en el ciego y luego se propaga al intestino
delgado, el colon y los ganglios linfaticos mesentéricos (Gonzalez-Hernandez
et al., 2014). Tanto la cepa aguda del MNV-1 como la cepa persistente MNV-
CR3 superan la barrera epitelial intestinal utilizando las células M en el epitelio
asociado al foliculo que recubre las placas de Peyer (Gonzalez-Hernandez et
al., 2014; Karst & Wobus, 2015; Kolawole et al., 2016). La deteccion de
antigeno viral en células epiteliales intestinales sugirié que estas pueden ser
blanco de la infeccion por norovirus; sin embargo, como se menciono
anteriormente, distintos intentos de replicar esta observacién en cultivos
celulares no han obtenido resultados éptimos (Herbst-Kralovetz et al., 2013;
Takanashi et al., 2014).

Células intestinales.

Existen algunas células epiteliales que no son susceptibles a la infeccion por
MNV, pero se ha demostrado que son importantes en el proceso de infeccion,
tal es el caso de las células M, ya que la deplecion de éstas afecta
negativamente la infecciéon de MNV en ratones BALB/C. Sin embargo, el virus
no es capaz de replicarse dentro de ellas, por lo cual, es probable que
Gnicamente se desplacen dentro de ellas por transcitosis para atravesar la

barrera epitelial, (Gonzalez-Hernandez et al., 2014).
Células del sistema inmunoldégico.

Los primeros estudios respecto a la replicacion de norovirus en células del
sistema inmunoldgico se realizaron en chimpancés infectados con el HuNoV,
qgue revelaron por primera vez que las células B duodenales y las células
dendriticas eran positivas para las proteinas de la capside (Bok et al., 2011),
lo cual llevo a investigaciones adicionales para esclarecer si los HUNoV eran

capaces de infectar células inmunologicas en cultivos in vitro.

Por otra parte, el tropismo del MNV por células dendriticas y macrofagos

(Wobus et al., 2004), permiti6 crear un modelo eficiente para su cultivo
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utilizando la linea celular de macréfagos Raw 264.7; sin embargo, estas
células no fueron blanco para la infeccion por los HuNoV (Lay et al., 2010).
Recientemente, se ha descrito el tropismo de norovirus tanto murino como
humano por linfocitos B (Bok et al., 2011; Mumphrey et al., 2007), generando
atencion sobre estas células, dado que podrian ser utilizadas como modelo de
infeccion para ambos virus (Jones et al., 2014); no obstante, actualmente no

existe un modelo robusto para el cultivo de norovirus humano en linfocitos B.
Células Tuft.

Los ultimos estudios han considerado a las células de Tuft como la principal
célula blanco para la infeccion por MNV (Wilen et al., 2018). Las células de
Tuft, también llamadas de penacho o de cepillo (debido a que contienen un
“mechdn” de microvellosidades que sobresale en la luz intestinal) son un tipo
de célula epitelial intestinal, que participan modulando la respuesta
inmunoldgica contra helmintos (Gerbe et al., 2016), a través de la secrecion
de IL-25 (von Moltke et al., 2016). Se ha considerado que el tropismo a este
tipo celular esta dirigido principalmente por la expresion del receptor CD300If
el cual se ha definido como el receptor principal del MNV tema que se abordara

mas adelante.

El resumen de la informacién anterior se incluye en las tablas 1 y 2 extraidas
del articulo de Sutonuka Bhar & Melissa K. Jones del 2019, en el cual se
muestran las diferencias del tropismo celular entre los HUNoV y MNV (Bhar &
Jones, 2019).

Tabla 1. Resumen de los tipos celulares que soportan la replicacion in vitro de norovirus humano
(HuNoV) y norovirus murino (MNV). Extraido de (Bhar & Jones, 2019).

Tipo celular HuNoV MNV
Células epiteliales Si No

Células dendriticas No Si
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Células B Si Si

Tabla 2. Resumen de los tipos celulares por los cuales los HuNoV y los MNV tienen tropismo en pacientes
inmunocompetentes o inmunocomprometidos.
Tipo celular Norovirus humano (HuNoV) Norovirus murino (MNV)
Tipo de huésped Tipo de huésped
Inmunocompetente  Inmunocomprometido  Inmunocompetente  Inmunocomprometido

Aguda Persistente Aguda Persistente Aguda Persistente Aguda  Persistente

Células ND ND 3 +4 +6 -7 +8 ND
Células de ND ND ND ND ND +7 ND ND

ND ND ND ND +6 ND +8,9 ND

Células +2 ND ND +5 +6 ND +8,9 ND
dendriticas

+2 ND ND -5 +6 ND ND ND
Linfocitos T ND ND ND 655! +6 ND ND ND

NOTA: En la columna 1 se muestran los distintos tipos celulares por los cuales norovirus
humano (HuNoV) o norovirus murino (MNV) tienen tropismo. Los nameros y letras indican el
tipo de estudio realizado: ND= tropismo no demostrado, 2= tropismo demostrado mediante la
deteccion de Antigeno viral en secciones de tejido de chimpancé, 3= Tropismo demostrado
mediante la deteccidn de antigeno viral en secciones de cortes de tejido de cerdos gnobiéticos.
4= Tropismo demostrado mediante la deteccion de antigeno viral y proteinas no estructurales
en biopsias de pacientes con gastroenteritis posterior a trasplante de células madre
hematopoyéticas o trasplante de intestino delgado. 5= Tropismo demostrado mediante la
tincién de antigeno viral en células y la deteccién de proteinas no estructurales en lamina
propria de pacientes con gastroenteritis posterior a trasplante de células madre
hematopoyéticas o trasplante de intestino delgado. 6= Tropismo demostrado mediante la
tincion de antigeno viral e intermediario replicativo en ratones C57BL/6 7 inoculados via oral
con MNV-1. 7= Tropismo demostrado mediante la tincién para proteinas no estructurales en
distintas cepas de ratones inmunocompetentes infectados con MNV por via oral. 8= Tropismo
demostrado mediante la deteccion de intermediario de replicacién tefiido en células epiteliales
y lamina propia en ratones deficientes de STAT-1 inoculados por via oral. 9= Tropismo
demostrado mediante la tincion para antigeno viral en ratones deficientes de STAT-1
inoculados por via oral. El signo + indica un tropismo celular detectado, el signo — indica un
tropismo celular no detectado. Tabla extraida de (Bhar & Jones, 2019).
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Si bien se han logrado enormes avances en el conocimiento respecto al
tropismo de los distintos norovirus, no ha sido posible comprender por
completo este proceso. Llama la atencién el que al transfectar células no
susceptibles a norovirus, se logra obtener replicacion viral, por lo cual la
limitante pudiera ser a nivel del receptor celular (Lay et al., 2010; Wilen et al.,
2018). Dado lo anterior, es probable que, el problema radique en
caracteristicas propias de la cepa de norovirus y del microambiente en el
huésped

Infeccién en linfocitos B

Como se describié anteriormente, existe una variedad de células susceptibles
a la infeccién por norovirus murinos y humanos; sin embargo, los linfocitos B
son el unico tipo celular que se ha demostrado ser blanco tanto del MNV como
del HuUNoV in vivo. El primer reporte que sugeria a los linfocitos B como blanco
de norovirus surgio del modelo de chimpancés infectados con HuNoV, donde
se observaron células B duodenales positivas para la proteina de la capside
del HUNoV (Bok et al., 2011). Por otro lado, al evaluar un modelo de infeccion
de MNV en ratones deficientes de IL-10, se encontré marca para antigeno viral
en células de aspecto linfoide en placas de Peyer, aunque esto se limitdé a una
observacion puntual (Basic et al., 2014). Observaciones posteriores
correlacionaron la disminucion de los titulos virales con la ausencia de
linfocitos By T en ratones Ragl-/-, lo cual sugeria que estas son células blanco
y Su ausencia impactaba negativamente en los titulos virales (Zhu et al., 2013).
El reporte mas sélido es el realizado por Melissa K. Jones y colaboradores en
2014, en donde demostraron que tanto el MNV-1 como el MNV-3 pueden
infectar las lineas celulares de linfocitos murinos Wehi-231 y M12, y alcanzar
titulos virales comparables a los obtenidos en la linea de macréfagos Raw
264.7, pero en mayor tiempo, (aproximadamente un dia posterior a lo
observado en las células Raw 264.7) (Jones et al., 2014). Un dato relevante
es que en las células Wehi-231 que corresponden a una linea celular de
linfocitos B inmaduros, se indujo el efecto citopatico, mientras que, en las M12,

gue corresponden a linfocitos maduros, no se observé. Esto podria deberse a
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gue los linfocitos inmaduros son mas susceptibles o a que en las células Wehi-
231 el porcentaje de infeccién oscild entre el 80 y 90%, al igual que en las
RAW 264.7, mientras que en las M12 este porcentaje se limitd entre el 5 al
12%. Otro dato interesante fue que en las células M12 la infeccion por el MNV-
1 se torno persistente después de repetidos pases del cultivo, lo que sugeria
que los linfocitos B se pueden infectar persistentemente por MNV-1 (Jones et
al., 2014). La infeccion de linfocitos B in vivo se demostré por la presencia de
genoma viral en linfocitos B provenientes de placas de Peyer de ratones B6
inoculados con MNV-1 y esto se observdé de mejor manera con ratones
deficientes de STAT1. De la misma forma, los autores demostraron replicacion
del HUNoV en la linea celular BJAB, que corresponden a linfocitos B humanos;
esta infeccion se favorecié por la adicién de la bacteria Enterobacter cloacae
la cual produce al antigeno de grupo sanguineo HBGA de tipo H (Jones et al.,
2014).

En trabajos posteriores, distintos grupos intentaron estandarizar modelos de
cultivo para el MNV en células BJAB encontrando resultados variados y
atribuyendo estas diferencias al estado de los linfocitos B previo a la infeccién,
esto dado principalmente por el origen del suero fetal bovino utilizado (Jones
et al., 2015). La obtencion de titulos virales modestos ha impedido que éste
sea considerado un modelo 6ptimo (Jones et al., 2015). En nuestro grupo de
investigacion, hemos abordado la infeccion de MNV-1 en linfocitos B
provenientes de bazos de ratones C57BL6/J, demostrando que éstos son
blancos para la infeccion in vitro; ademas, demostramos que esta infeccion es
productiva (Miguel Rodriguez, 2018), lo cual concuerda con lo reportado por

otros autores.

En resumen, existe evidencia fuerte de la infeccion de linfocitos B tanto por
MNV como por HuNoV, sin embargo, todavia queda mucho por dilucidar
respecto a como inicia esta interaccion y la importancia biolégica de la

infeccion por MNV a estas células durante la infeccion in vivo.
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Receptores para norovirus.
CD300Id y CD300If

Para que un virus pueda interaccionar con sus células blanco es necesaria la
presencia de receptores celulares que le permitan adherirse a la célula y
posteriormente ingresar a ella. Se han descrito 2 receptores principales para
la entrada del MNV: el CD300Ild y el CD300If, pertenecientes a la familia de
CD300 altamente homodlogos, que difieren Unicamente en su dominio
citoplasmico. (Haga et al., 2016). Esta familia de proteinas tiene un uUnico
dominio extracelular de tipo variable de inmunoglobulina (IgV) que participa en
la regulacion de las respuestas inmunitarias, generando sefiales inhibidoras y
activadoras (Borrego, 2013). Se ha demostrado su participacibn como
receptores del MNV debido a que: 1) su transfeccidon a células no permisivas
a la infeccion por MNV las convierte en permisivas (Haga et al., 2016), y 2) a
que el bloqueo del receptor CD300If con un anticuerpo especifico inhibe la
union del MNV a la célula blanco. Aunque ambos receptores tienen su
homologo en el humano, estos no participan en la unién de HuNoV a las
células (Graziano et al., 2020). El receptor proteico para HUNoV aun no ha sido

descrito.
Otros moléculas de union.

Se ha sugerido que CD44, CD36, CD98 y el receptor de transferrina pudieran
participar en el proceso de entrada para el MNV, (Bragazzi Cunha & Wobus,
2016), ya que la ausencia de CD44 y CD36 afecta negativamente la union de
MNV-1 a células dendriticas de médula ésea; sin embargo, esto no ocurre con
macrofagos derivados de médula 6ésea. Por otra parte, el silenciamiento de
CD98y TiR con siRNA especificos afecta la union de MNV-1 a macrofagos de
la linea celular Raw 264.7 (Bragazzi Cunha & Wobus, 2016).

Acido sidlico
Existen otras moléculas no proteicas que se ha demostrado que funcionan en

la entrada del MNV, tal es el caso del acido sialico (Taube et al., 2009), esto
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ocurre también para el HuNoV (Taube et al., 2009), siendo hasta el momento

la Unica molécula que se ha descrito que participa den la entrada del HuNoV.
Antigenos de grupo sanguineo

Algunos cofactores que participan durante el proceso de entrada de norovirus
a las células blanco son los antigenos de grupo sanguineo (HBGAS); éstos
son carbohidratos que se unen a proteinas o lipidos en algunos tipos celulares,
también se expresan en la superficie de algunas bacterias o secretados por
las mismas (Rasko et al., 2000; Springer et al., 1961, Yi et al., 2005). Se ha
demostrado que los HBGASs son importantes para la entrada tanto del HuNoV
como del MNV en los linfocitos B (Jones et al., 2014; Karst, 2015; Singh et al.,
2016); sin embargo, esto no ocurre en células epiteliales intestinales (Guix et
al., 2007), lo que sugiere que su sola presencia no es suficiente para que
ocurra la infeccion a las células, y por tanto es indispensable la presencia de
un receptor de entrada, o de otro tipo de factores que favorezcan la entrada

del virus.
Otros cofactores

Existen también otras moléculas que funcionan como cofactores para
norovirus, y que participan a distintos niveles, por ejemplo, se ha demostrado
que la union del dominio P con el receptor CD300If es relativamente baja (KD
de ~25 yM para unién monotipica), sin embargo el tratamiento con las sales
biliares tales como el acido glicoquenodesoxicélico (GCDCA), que se unen a
una hendidura en el dimero de la proteina de capside VP1, mejora la unién de
VP1 con el receptor CD300If (Nelson et al., 2018), la evidencia sugiere la
necesidad de uniones multivalentes entre el dominio P y varios receptores
CD300If de la superficie celular, por lo que la avidez juega un papel clave en
esta union, en este sentido, los acidos biliares estabilizan los dimeros de VP1,

mejorando la interaccion con CD300If (Nelson et al., 2018).

Otro cofactor importante son los cationes como el calcio y el magnesio, la

adicion de éstos favorece la infeccion de MNV-1 ya que probablemente
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participan en la unioén directa entre VP1 y CD300If (Nelson et al., 2018). Los
ligandos de CD300If murino son ceramida, fosfatidilserina y fosfatidilcolina los
cuales se unen de manera dependiente de calcio (Choi et al., 2011), por tanto,
es de esperar que la interaccion de CD300If con VP1 también dependa de

calcio.

Con base en lo anterior es importante resaltar que existen muchas variables y
factores que participan en la unién de norovirus a las células blanco, como el
CD300If, que se ha demostrado que es el receptor principal para el MNV; sin
embargo, éste no participa en la unién/entrada para HuNoV, por lo cual es
importante evaluar otras moléculas que participen en la entrada de norovirus
murino a las células B y que puedan ser candidatos para participar también en

la entrada de norovirus humano.

CD44

CD44 es una glicoproteina transmembrana, que originalmente se describid en
células hematopoyéticas (Jalkanen et al., 1986), aunque actualmente se sabe
gue su expresion es ubicua (Fox et al., 1994). Participa principalmente en
procesos de adhesion, proliferacion celular, rearreglos del citoesqueleto,
migracion, angiogénesis e inflamacién (Chaffer & Goetz, 2018; Chen et al.,
2020; Jalkanen et al., 1986; Senbanjo & Chellaiah, 2017; Zéller, 2011). El gen
de CD44 esta codificado en el cromosoma 11 en humanos y esta compuesto
por 19 exones; presenta distintas isoformas que se generan principalmente por
splicing alternativo ademas de que sufren modificaciones postraduccionales
(Fox et al., 1994; Zoéller, 2011). El peso molecular de las isoformas varia entre
85 y 250 kDa (Maltseva & Tonevitsky, 2023). En linfocitos B la isoforma mas
abundante es la estandar (CD44s) (Gutjahr et al., 2015), con un peso entre 85
y 90 kDa y su principal ligando es el acido hialurénico (Bradley & Anczukéw,
2023).

En linfocitos B, CD44 es conocido como un marcador de activacion celular,
esto debido a que su expresion aumenta de 3 a 10 veces cuando estan
activados (Hathcock et al., 1993; Lesley et al., 1993).
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CD44 se ha propuesto como una molécula de unién para MNV-1 en células
dendriticas derivadas de médula 6sea (Bragazzi Cunha & Wobus, 2016). En
trabajos previos de nuestro grupo, demostramos que los linfocitos B son
susceptibles a la infeccion por MNV-1 y que la activacién de los linfocitos
favorece esta infeccion, y sugerimos que esto se debia al aumento de
moléculas en la membrana de los linfocitos B, asi como a una mejor
magquinaria de produccion de proteinas en los linfocitos B activados (Miguel
Rodriguez, 2018). Sin embargo, esto ultimo no fue demostrado.

CD44 es una de las moléculas cuya localizacion en membrana es regulada
por la miosina Myo1g. En trabajos previos en nuestro grupo, utilizando un ratén
deficiente de Myolg, demostramos que la ausencia de esta proteina generé
una deficiencia en la localizacion de CD44 y en las balsas de lipidos en la
membrana de los linfocitos B (Lopez-Ortega & Santos-Argumedo, 2017), esto
impact6 en la polarizacion de CD44 (también llamado capping) y afecto la
migracion celular (L6pez-Ortega & Santos-Argumedo, 2017)

Miosinas

Las miosinas son proteinas motoras encargadas de mover cargos a través del
citoesqueleto de actina (Hammer & Sellers, 2012; Titus, 2018). Originalmente,
estas proteinas se describieron en la contraccibn muscular (Squire, 2016), y
posteriormente, se observd su participacion en distintas funciones celulares.
En organismos eucariontes se han reportado hasta 35 clases de miosinas
(Odronitz & Kollmar, 2007), dependiendo de la especie, habiendo 12 clases en
humano (Berg et al., 2001). Las miosinas se dividen en 2 grandes grupos,
filamentosas y no filamentosas, entre estas Ultimas se encuentran las miosinas

de clase I.

Las miosinas de clase | constan de una cadena pesada y un numero variable
de cadenas ligeras (Sellers, 2000). Ademas, éstas se dividen en 3 dominios
principales, un dominio motor dependiente de ATP el cual puede unirse a
actina filamentosa, un dominio de cuello, el cual contiene dominios IQ, que

permiten la interaccién con cadenas ligeras de calmodulina, regulando asi la
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movilidad de la proteina, finalmente una regién de cola, la cual permite la

interaccion con fosfolipidos de membrana (Krendel & Mooseker, 2005).

Las miosinas de clase | pueden subdividirse a su vez en miosinas de cola corta
y miosinas de cola larga, esto con base en la estructura de su region de cola.
Tanto en humano como en ratén existen 8 genes que codifican para miosinas
de clase I, seis miosinas de cola corta (Myola, b, c, d, g, h) y dos miosinas de
cola larga (myole y f) (Mcintosh & Ostap, 2016).

Myolg

Myolg es una miosina de clase | de cola corta, se expresa exclusivamente en
células hematopoyéticas (Giron-Pérez et al.,, 2019; Maravillas-Montero &
Santos-Argumedo, 2011; Olety et al., 2010), su mayor expresion se observa
en mastocitos y en linfocitos T y B (Cruz-Zarate et al., 2021; Gérard et al.,
2014; Maravillas-Montero et al., 2014), tiene un tamafio de 1018 aminoacidos
en humano y 1024 aminoacidos en ratén. Myolg contiene un dominio PH en
su region de cola (Figura 2), esto le permite unirse a la membrana plasmética
interaccionando con los dominios ricos en fosfolipidos y colesterol
denominados balsas de lipidos (Olety et al., 2010; Patino-Lopez et al., 2010;
Santos-Argumedo et al.,, 2013). Myolg participa en la interaccion entre la
membrana plasméatica y el citoesqueleto de actina, por tanto, participa en
procesos que impliqguen el rearreglo del citoesqueleto de actina, procesos
como la migracion celular, endocitosis, reciclamiento de moléculas de
membrana, interacciones célula-célula y secrecién de citocinas (Cruz-Zarate
et al., 2021; L6épez-Ortega & Santos-Argumedo, 2017; Maravillas-Montero et
al., 2014).

Motor @mm PH -

Cuello Cola

Figura 2 Estructura de Myolg.

La myolg contiene 3 dominios principales, un dominio motor (marrén), compuesto por una

proteina con actividad de ATPasa; un dominio de cuello (amarillo), que consta de un numero
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variable de dominios 1Q y un dominio de cola (verde y azul) compuesto por un dominio de

(TH1) y un dominio de homologia a pleckstrina (PH).

CD44 no es la unica molécula cuya localizaciéon en balsas lipidicas se ve
afectada por la deficiencia de Myolg, también existen reportes de la
disminucién de LFA-1, CD62L y VLA-4 (Cruz-Zarate et al., 2021), sugiriendo
que mas de una molécula pueda verse afectada. Ademas, la endocitosis
exacerbada de bacterias en linfocitos deficientes de Myolg, sugiere
alteraciones en el proceso de endocitosis celular (Maravillas-Montero et al.,
2014).

JUSTIFICACION:

Actualmente no existen sistemas robustos para el cultivo de norovirus
humanos (HuNoV), por lo cual, norovirus murino (MNV) sigue representando
uno de los mejores modelos para estudiar su biologia y patogenia. Los
linfocitos B son susceptibles a la infeccibn por HuNoV y MNV-1 y que la
infeccién se ve favorecida al estimular los linfocitos B con LPS e IL-4; sin
embargo, aun queda por dilucidar las moléculas que participan en esta

interaccion.

Se ha descrito a CD300Id y CD300If como los principales receptores para la
entrada de MNV-1, sin embargo, se ha sugerido que este no participa en la
unién en los linfocitos B, por lo que es necesario investigar otras moléculas
que participen en la entrada de MNV-1 a este tipo celular. CD44 es otra
molecular que participa en la union de MNV-1 a células dendriticas y que se
expresa en linfocitos B. Determinar si CD44 participa en la union y entrada de
MNV-1 a los linfocitos B contribuira con el conocimiento acerca del tropismo

de este virus en diferentes lineas celulares.

HIPOTESIS:
CD44 participa en la unién de MNV-1 a los linfocitos B.
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OBJETIVO GENERAL.:
Evaluar la participacion de CD44 como una molécula de union para MNV-1 en

linfocitos B.

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Evaluar la expresion de CD300If y CD44 en los linfocitos B.

e Evaluar si la expresion de CD300If y CD44 aumenta durante la

activacion de los linfocitos B.

e Evaluar el impacto de la myolg en la union de MNV-1 a los linfocitos
B.

e Evaluar la participacion de CD44 en la union de MNV-1 a los

linfocitos B.

METODOLOGIA

Mapa de calor de expresion de moléculas de union para MNV-1 en
leucocitos.

Se seleccionaron los posibles receptores o factores de unién para MNV-1 con
base en la literatura, se busco su expresion relativa en leucocitos de acuerdo

con la informacién de la base de datos de https://gexc.riken.jp/ se descargaron

los datos normalizados de expresion y se realizé el mapa de calor con ayuda
de GraphPad Prism version 8.0.0, GraphPad Software, San Diego, California
USA.

Aislamiento de células Mononucleares

Se sacrificaron ratones C57BL/6J de 6-8 semanas de edad, se les extrajo el
bazo, y se disgrego en una caja Petri con 10 ml de PBS estéril, con ayuda de
una malla metdlica y un embolo de jeringa y se separaron las células
mononucleares mediante un gradiente de ficoll-hypaque (GE Healthcare Life
Sciences, density 1.077 g/mL). Para ello, en un tubo coénico de 15 mL se

colocaron 5 ml de ficoll-hypaque y se agregaron muy suavemente los 10 mL
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de la suspension de células de bazo, teniendo precaucién de no romper la
tension superficial del ficoll. Una vez preparado el gradiente, se centrifugé a
300 gravedades durante 32 min a 25°C y sin aceleracién ni desaceleracién de
la centrifuga. Después de la centrifugacion se aislo el anillo de células
mononucleares con ayuda de una micropipeta de 1000 pL, las células
mononucleares se lavaron con PBS estéril y se centrifugaron a 300 x g por 5
min; los eritrocitos que contenia el boton de células se lisaron mediante la
adicion de 2 ml de buffer de lisis de eritrocitos (1X pH 7.3; NH4Cl 155mM,
NaHCOs 1mM, EDTA 0.1mM, pH 8.0) se incubd la suspension celular
durante 3 min a temperatura ambiente; posteriormente se agregaron 5 ml de

PBS estéril y se centrifug6 a 300 x g durante 5 min.

Enriquecimiento de linfocitos B

Las células mononucleares obtenidas se sometieron a una seleccion negativa
mediante “panning” utilizando el liquido de ascitis de un anticuerpo contra
CD90 murino (NIM-R1), para esto, 1 h antes del proceso se prepard una caja
Petri de plastico con 10 ml de PBS y 10 L de ascitis con NIM-R1 (dilucién
1:500) y se incubd 1 h a 37°C. Posteriormente, se elimind el sobrenadante y
se agregaron las células mononucleares suspendidas en 5 ml de PBS, se
incubd durante 1 h a 37°C, transcurrido este tiempo, se retir6 el sobrenadante
en el cual se encontraban los linfocitos B. Por ultimo, se contaron los linfocitos
obtenidos mediante cdmara de Neubauer y azul de tripano. De los linfocitos B
obtenidos, la mitad se estimul6é con LPS + IL-4 durante 48 h (10 ug de LPS +
10 ng de IL-4 por mililitro de medio RPMI suplementado al 10 % con suero fetal
bovino), a las células no estimuladas, solo se les agregdé medio RPMI

suplementado al 10 % con suero fetal bovino.

Titulacion de anticuerpos para bloqueo de CD44 y CD300lIf.

Para el bloqueo de CD44 se utilizé un sobrenadante de la clona IM7 y el
anticuerpo purificado de la clona NIMR8, ambos monoclonales IgG de rata.
Para la deteccion del receptor CD300If se utilizé el anticuerpo policlonal IgG
de conejo anti-CML1 (CD300If) Mybiosource. Se tomaron 1 millon de linfocitos
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B purificados y se bloquearon con 20% de suero de chivo durante 25 min en
hielo, posteriormente, se lavaron las células con PBS 1X y se colocaron las

siguientes diluciones de los anticuerpos:

Tabla 3. Diluciones utilizadas para la titulacion de los anticuerpos IM7 y NIM-R8 mediante citometria de
flujo.

IM7 NIM-R8 Anti-CD300If
- Sobrenadante directo ~ 1:50 1:250
1:10 1:100 1:500
1:100 1:250 1:1000
1:500 1:500 1:2500
1:1000 1:1000 1:5000
1:5000 1:10000

Se incubaron los anticuerpos durante 25 min en hielo, posteriormente, las
células se lavaron 2 veces con PBS 1X, se agreg0 el anticuerpo secundario
anti-lgG de rata-APC o anti-IgG de conejo-FITC y se incubaron 25 min en hielo.
Se realizaron 2 lavados mas con PBS 1X y posteriormente, las muestras se
adquirieron utilizando citbmetro SYSMEX XF-1600 y posteriormente se
analizaron las intensidades de medias de fluorescencia de cada muestra
utilizando el software FlowJo V10. De acuerdo con el andlisis se seleccionaron
las diluciones en donde se alcanzaba el punto de saturacion del receptor, en

el cual se encuentra la mayor intensidad media de fluorescencia.

Ensayo de bloqueo de moléculas de unién para MNV-1.

Se tomaron 2 millones de linfocitos B y se bloquearon con anticuerpos
especificos anti-CD44 (clona IM7 y NIM-R8) y anti-CD300If, utilizando las
diluciones en donde ocurrié la saturacion de las proteinas. Se incubaron las
células durante 30 min en hielo, posteriormente, se lavaron las células con
PBS frio y centrifugando a 300 x g durante 5 min a 4°C. A continuacion, se
realizd el ensayo de unién o de infeccion de MNV-1 de acuerdo con lo que se

indica a continuacion.
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Ensayo de Infeccion con MNV-1.

Se tomaron 2 millones de linfocitos B no activados o activados y se
suspendieron en 1 ml de medio RPMI base, se infectaron a una MOI de 5 con
MNV-1y se incubaron a 37°C durante 90 min en agitacion; posteriormente, se
centrifugaron las células a 300 x g durante 5 min a 25°C, se decanto el
sobrenadante y los linfocitos se lavaron con PBS estéril. A continuacion, las
células se centrifugaron durante 5 min a 300 x g, se decanto 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 CO:2. Después de las 48
h de incubacién se centrifugaron las células a 300 x g durante 5 min, el
sobrenadante se separd para realizar ensayo de plaqueo, y las células se
lisaron para la realizacion de Western Blot.

Ensayo de unién con MNV-1.

Se tomaron 2 millones de linfocitos B purificados, se incubaron con MNV-1 a
MOI de 100 durante 30 min en hielo, posteriormente, se lavaron las células
con PBS frio y se centrifugaron 5 min a 300 x g a 4°C. Los botones celulares
obtenidos se almacenaron a -70°C hasta su deteccion mediante gPCR o

microscopia confocal.

Extraccion de RNA.

La extraccion de RNA se realizdé con BioPure RNA Isolation Kit y de acuerdo
con las indicaciones del proveedor. Posteriormente, se realiz6 la cuantificacién
del RNA mediante el equipo Qubit 3 y el kit RNA HS assay kit de Thermo

Scientific y como se indica en el manual del usuario.

Deteccién de copias de MNV-1 mediante gPCR.
Para la deteccion de MNV-1 mediante gPCR, se sintetizé el cDNA mediante la
enzima LunaScript RT SuperMix Kit. Para lo cual se agregaron las siguientes

cantidades:
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Tabla 4. Concentraciones de reaccion para obtencion de cDNA

Reactivo Para 20 pL de Reaccion Concentracion
final

LunaScript RT SuperMix (5X) 4 puL 1X

Muestra de RNA variable 50 ng

Agua libre de nucleasas Para 20 uL de Volumen final

Las condiciones de PCR fueron las siguientes:

Tabla 5. Condiciones de ciclado para obtencién de cDNA

Paso Temperatura Tiempo
Alineamiento 25°C 2 min
Sintesis de cDNA 55°C 10 min
Inactivacién por calor 95°C 1 min

Con el cDNA obtenido se realiz6 la reaccién de PCR en tiempo real, utilizando

cebadores (primers) dirigidos contra la proteina NS7, las secuencias de los

primers utilizados es la siguiente: primer sentido:
5CCTCTATGCCAACACAGTGC3Z, primer reversa: 5
GCTAGGAGCCAGAGCAGTAAZ, y la sonda: 5-HEX-

ACCCAGGCATTGCTGACAGGATGCA-BHQ-1- 3.

Para la deteccion de actina se utilizaron los siguientes cebadores: Primer
sentido: 5-CCTCTATGCCAACACAGTGC-3, primer reversa 5'-
GCTAGGAGCCAGAGCAGTAA-3, y la sonda: 5-Cy5-
ACCCAGGCATTGCTGACAGGATGCA-BHQ-1-3'.

Para la reaccion de PCR se utilizé el kit: Luna Universal Probe gPCR Master

Mix, para lo cual se agregaron las siguientes cantidades:
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Tabla 6. Concentraciones para reaccion de gPCR

Componente

Para 20 pL de reaccién

Concentracion

final

Luna Universal Probe
gPCR Mix

Primer Forward (10
mM)

Primer Reverse (10
mM)

Sonda (10 mM)

DNA

Agua libre de
nucleasas

10 pL

0.8 uL

0.8 pL

0.4 pL

8 UL de reaccion de cDNA

Para 20 pyL de volumen

final

Las condiciones para PCR son las siguientes:

1X

0.4 uM

0.4 uM

0.2 M

55.0C 55.0C
1:00 0:15
60.0C g
0:30
T
0
2
40 x

Figura 3. Condiciones de ciclado para qPCR.

Primer paso de 1 min a 95°C, segundo ciclo de 15 seg a 95°C, tercer paso de 30 seg a 60°C.

GOTO: ir a, indicacion de redirigir el proceso a un paso en especifico. En este caso al finalizar

el paso 3 se redirige al paso 2 y esto ocurre durante 40 veces o ciclos (Flecha roja). La lectura

de la fluorescencia se realiza al final de cada ciclo. END: finalizacién del proceso.
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Ensayo de microscopia confocal.

Se colocaron 500 mil células por condicion, se fijaron con para formaldehido
PFA al 4% durante 10 min, se lavaron 1 vez con PBS y posteriormente, se
bloquearon con 20% de suero de chivo durante 25 min en hielo. Se realizaron
2 lavados con PBS y se agrego el anticuerpo primario IgG de raton anti-vpl
(dilucién 1 en 100), se incubd durante 25 min en hielo, se realizaron 2 lavados
con PBS 1x y se agrego0 el anticuerpo secundario, anti-lgG de raton marcado
con Cy3 (dilucion 1 en 300), incubando durante 25 min en hielo.
Posteriormente, se realizaron 2 lavados con PBS 1X, se realiz6 la tincion
nuclear con Hoechst 33342 (dilucién 1 en 1000) durante 5 min y se realizaron
2 lavados mas. Las células se montaron en cubreobjetos previamente tratados
con Poli-L-Lisina (dilucion 1:10 con agua Milli Q y secados hasta evaporacion),
las células se incubaron durante 30 min a 37°C y por ultimo se colocaron en
cubreobjetos colocando 3uL de VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium

y selladas con esmalte.

Obtencion de proteinas de lisado celular.

Las células infectadas se lisaron con 100 pL de buffer de lisis celular de SDS
la cual contenia: 25mM de HEPES, 2 mM de EDTA, 25 mM de NaF, 1% de
SDS. Al momento de usarlo se agrega la concentracién necesaria de inhibidor
de proteinas para tener una concentracion final 1X (SIGMAFAST Protease
Inhibitor Cocktail, EDTA Free). Se lisaron las células mediante sonicacion y
en hielo utilizando las siguientes condiciones de sonicacion: 3 ciclos de 40 %
de amplitud, 15 seg de sonicacion y 10 seg. de descanso. Posteriormente, se
cuantificaron las proteinas mediante el método de Lowry, se agregaron 20 pL
de buffer Laemmli por cada 100 pL y se calentaron las muestras a 95°C
durante 5 min. Finalmente, se colocaron las muestras en hielo y se cargaron

en el gel, o en su defecto se almacenaron a -20°C hasta su uso.
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Ensayo de Western Blot

Se cargaron 20 pg de proteina de las muestras obtenidas en las diferentes
condiciones en un gel al 10 % de acrilamida. Las muestras se analizaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida/SDS en condiciones
desnaturalizantes a 80 voltios, las proteinas se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa durante 1 h en camara sumergible. Posteriormente, se
blogue6 la membrana durante 1 h con solucién de leche descremada al 5%,
se lavo 3 veces (10 min por lavado) con TBS-tween (0.01%), y se colocé el
anticuerpo primario IgG de conejo anti-NS7 en dilucién 1:5,000 o el IgG de rata
anti-NS7 en dilucion 1 en 20 mil en solucibn de TBS-Tween y leche
descremada al 5%. La membrana se incubé en el anticuerpo primario durante
toda la noche, en agitacion y a 4°C. A continuacion, se lavé la membrana 3
veces con TBS-Tween y se coloco el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo
marcado con HRP en dilucién 1:10,000 o anti-IgG de rata-HRP en la misma
dilucion en TBS-Tween y se incub6 1 h en agitacion constante. Por dltimo, se
realizaron 3 lavados mas con TBS-Tween y 2 lavados con TBS 1X. La
membrana se reveld con luminol Clarity™ Western ECL Substrate (BIO-RAD),
y la sefial se adquirié con fotodocumentador Chemidoc™ MP Imaging System
(BIO-RAD).

Ensayo de Plaqueo

Para el ensayo de plaqueo, se utilizaron multiplacas de 24 pozos en las que
se sembraron aproximadamente 200,000 células Raw 264.7 por pozo. Las
células se cultivaron en medio DMEM suplementado al 10 % de SFB. Cuando
estuvieron en una confluencia de aproximadamente el 80 %, se realizé el
ensayo de plaqueo segun se indica a continuacién. Se realizaron cuatro
diluciones seriadas (1:10) a los sobrenadantes obtenidos posterior a la
infeccion en los linfocitos B, para esto se agregaron 900 uL de medio DMEM
base y 100 uL de la dilucion anterior (Figura 4). Se retir el sobrenadante a los
macrofagos Raw 264.7 y se agregaron cuidadosamente 300 pL de cada una
las diluciones por pozo, por duplicado. Se incubaron las placas durante 1 h a
37°C, a continuacion, se retir0 el sobrenadante de las placas, se agregaron
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cuidadosamente 500 puL de Carboximetilcelulosa y se incubaron las placas a
37°C durante 48 h.

Medio \ /' Medio Medio\, / Medio
base (-) / \pase (-) /|\ base (-)/ \ base (-

Figura 4. Esquema para ensayo de plaqueo en células Raw 264.7.

La placa de 24 pozos de dividié en 2 secciones para realizar el plaqueo de un sobrenadante
por duplicado. Sin diluir: Muestra sin dilucién. Medio base (-): control negativo en el cual solo
se agreg6 medio DMEM base. Las diluciones fueron las siguientes: 101 = 1:10, 1072 = 1:100,
1073 = 1:1000, 104 = 1:10,000. Se comenz6 con una dilucién 1:10 agregando 1 parte de
sobrenadante con 9 partes de medio base, esto se realiz6 de manera seriada durante 3 veces

mas, utilizando 1 parte de la dilucién anterior y 9 partes de medio DMEM base.

Desarrollo de anticuerpo anti-NS7

Disefio de primers:

Para evaluar si CD44 y CD300If son moléculas que estan involucradas en la
union del MNV-1 en linfocitos B, es necesario tener las herramientas para
detectar la infeccibn de MNV-1. Para ello, utilizamos un anticuerpo contra la
proteina NS7 que fue donado por el Dr. lan Goodfellow; sin embargo, debido

a que la cantidad de anticuerpo no era suficiente, decidimos elaborar un
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anticuerpo anti-NS7. Para ello, realizamos primero la busqueda de la
secuencia de la proteina NS7 en la base de datos de PubMed, utilizamos la
secuencia de NS7 contenida en el genoma de MNV GV con numero de acceso:
NC_008311.1. La proteina NS7 tiene una secuencia de 510 amino&cidos que
corresponde a un cDNA de 1529 pares de bases. Como vector de clonacion,
utilizamos PRSET en su marco de lectura A (Figura 5A), el cual contiene una
etiqueta de histidina (6xHis). Utilizando el programa SnapGene by Domatics
V6.2, analizamos los sitios de corte enzimatico que contiene la secuencia del
cDNA de NS7 (Figura 5B) y determinamos como sitios de corte para la
clonacion en PRSET A los de las enzimas a BamHI y EcoRlI (Figura 5A), esto
debido a que no se presentaban dentro de la secuencia del cDNA de NS7 y
por tanto al digerir la construccion con estas enzimas, no se produciran cortes
dentro de la secuencia de NS7 (Figura 5 A y B). Los cebadores para la
amplificacion de la secuencia de NS7 incluyen los sitios de corte de cada
enzima; BamHI en primer del extremo 5’ y EcoRI en primer del extremo 3’, los
cuales se resaltan en verde (Figura 5C). Se analizaron las caracteristicas de
los cebadores para determinar las Temperatura media (Tm) predichas, el

porcentaje de GC, su tamafio en nucleétidos, etc. (Figura 5D).
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C
Oligo
Oligo con sitio de corte BaMHI ATGCTTCCCCGC 3"
0ligo con sitio de corte EcoRl 5 GAATTICETCATCCTCATTCACAAAG 3
D Primer pair 1
Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GGATCCATGCTTCCCCGC Plus 18 1 18 6060 66.67 6.00 2.00
Figura 4 Reverse primer GAATTCCTCATCCTCATTCACAAAG Minus 25 1533 1509 5821 40.00 6.00 1.00

Product length 1533

Figura 5. Andlisis bioinformatico para el disefio de plasmido pRSET A-NS7.

A) Estructura del plasmido pRSET A, B, C. Se utiliz6 la variante pRSET A, la cual contiene
una etiqueta de 6xHis, los sitios de corte utilizados para los primers fueron BamHI y EcoRI. B)
Andlisis bioinformatico de los sitios de corte encontrados en la secuencia que codifica para la
proteina NS7, los sitios de corte para BamHI y EcoRI no se encontraron dentro de la secuencia
de NS7. El andlisis bioinformatico se realizé con ayuda del programa “SnapGene software
(www.snapgene.com)” C) Secuencias utilizadas para los “primers” que flanquean la region
codificante para la proteina NS7, en verde se indican las secuencias que codifican para los
sitios de corte BamHIl y EcoRIl los cuales se agregaron a cada primer. D) Analisis
bioinformatico de las caracteristicas termodinamicas de los primers. El analisis se realizé con

la calculadora “Tm calculator” ThermoFisher Scientific.

Los cebadores se sintetizaron en la empresa Oligo T4. Para determinar la
mejor Tm de amplificacién, se realizé un gradiente de temperatura utilizando
como molde un cDNA purificado de MNV-1, encontrando como Tm Optima 52
y 55 °C (Figura 6A). Se utilizaron ambas temperaturas para realizar la
amplificacion de la secuencia del amplicon de NS7 utilizando la Platinum™

SuperFi™ || DNA Polymerase en las siguientes condiciones de PCR.

40



Tabla 7 Condiciones de PCR para clonacion de secuencia de NS7

1. 95°C 5 min.

2. 95°C 30 seg

3. 52/55°C 30 seg

4. 68°C 1 min 30 seg
5. 35 ciclos de los pasos 2-4

6. 68°C 5 min

7. 4°C Infinito

Clonacién, expresion y purificacion de la proteina NS7.
El amplicon se digirié durante 3 h a 37 °C primero con la enzima BamHI (New
England Biolabs Cat: R0136S) y posteriormente, con la enzima EcoRI (New

England Biolabs Cat: R0O101S) en las siguientes condiciones:

Tabla 8. Condiciones de digestion enzimatica.
DNA 10 pl (2 mg)
10x CutSmart buffer. 2.5 pl
NEB. cat. # B7204

Enzima BamHI o 1yl

EcoRlI
H20 115l
Total 25 pl

El resultado de la primera digestion se verificé por electroforesis en un gel de
agarosa al 0.8% y la banda de interés se purificé utilizando el kit: PCR
purificacion kit Jena Bioscience (Cat: PP-201S), siguiendo el protocolo del
proveedor. Posteriormente, se realiz6 la segunda digestién enziméatica con las
condiciones indicadas en la tabla 8, el resultado de la digestion se purifico
como se menciono anteriormente. El producto de las digestiones enzimaticas
se inserto en el vector de transito PJET utilizando el kit: Thermo Scientific

CloneJET PCR Cloning Kit y las siguientes condiciones:
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Tabla 9. Condiciones para ligacion pJET1.2-NS7.

DNA 1 pl (100 ng)
Buffer de reaccion 2X 10 pl

DNA Blunting Enzyme 1yl

H20 6 pl

Total 18 ul

Lo anterior se incubo durante 5 min a 70°C, posteriormente, se incubo en hielo
durante 2 min y se agrego 1 pl pJET1.2/blunt Cloning Vector (50 ng/ L) y 1 pl
de enzima T4 ligasa, en seguida se incub6 en hielo 5 min a 22°C.

La ligacion anterior se utilizd para transformar bacterias DH5a como se

describe a continuacion:

1. Descongelar una alicuota de bacterias quimio competentes XL-10
Gold durante 5 min en hielo.

2. Agregar 5 pL del producto de la ligacibn NS7-pJET1.2, incubar 5 min
en hielo.

3. Realizar un choque térmico a 42°C durante 45 seqg.

4. Incubar 2 min en hielo.

5. Agregar 450 mL de medio Luria-Bertani (BD Difco™ LB (Luria-Bertani)
Broth Miller, cat. 244620) sin antibiético e incubar 1 h a 37°C.

6. Sembrar en placa de agar LB con Ampicilina (100 pg/mL) e incubar
durante 20 h. a 37°C.

Se aislaron 2 colonias bacterianas y se extrajo el DNA mediante el kit “Plasmid
Mini-Prep Kit - Column Kit (Cat: PP-204S)” y siguiendo el protocolo del
fabricante. Posteriormente, se realizo digestion enzimatica del DNA con las
enzimas BamHI y EcoRI como se describio anteriormente, verificamos que se
liberaran 2 fragmentos, uno de 3000 pb el cual correspondia al vector vacio
PJET, el otro fragmento de 1500 pb que correspondia al tamafio de la

secuencia de NS7 (Figura 6B). El producto de digestion se purificd del gel de
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agarosa como se describié anteriormente y se realizo la ligacidon de NS7 con
el vector PRSET A previamente linealizado como se describié anteriormente.
A continuacion, se transformaron bacterias DH5a con el producto de la
ligacion. Se asilé el DNA de las colonias obtenidas y se verificd la presencia
de la proteina NS7 mediante PCR (Figura 6C).

i _ B ¢ PCR PARA COLONIAS DH5-A
Gradiente de temperatura DIGESTION DE PJET-NS7 (PRSET-NS7)
45°C  47°C 50°C 52°C 55°C 60°C Colonia 1 Colonia 2 C1 c2 c3 C4

1500
—

B 3000 PB

(Vector
vacio)

1500 PB (NS7)

1500 PB

Cl C2 €3 C4 C5 C6 C7

Figura 6. Clonacion de proteina NS7 de MNV.

A) Gel de agarosa al 1% para el andlisis en gradiente de temperatura de la amplificacion de la
secuencia que codifica para la proteina NS7 de MNV-1. Carril 1: Marcador de peso molecular,
la flecha roja indica la banda de 1500pb. Carril 2-7 amplificacion del fragmento a distintas
temperaturas de alineamiento de primers. B) Gel de agarosa al 0.8% para el andlisis de la
digestion enzimética de la construccién PJET-NS7. Se realiz6 la digestién de los plasmidos
de 2 colonias de bacterias DH5a (Colonia 1 y Colonia 2) transformadas con el vector PJET-
NS7, utilizando las enzimas BamHI y EcoRlI. Carril 1: marcador de peso molecular de 10 kb.
Carril 2: DNA plasmidico sin digerir de la Colonia 1. Carril 3: DNA plasmidico de la Colonia 1
posterior a la digestién enzimatica. Carril 6: DNA plasmidico sin digerir de la Colonia 2. Carril
7: DNA plasmidico de la Colonia C2 posterior a la digestion enzimatica. Las flechas rojas

indican los pesos moleculares de los fragmentos esperados; fragmento de 3000 pb (Vector:

43



pJET linealizado), fragmento de 1500 pb (inserto de NS7). C) Gel de agarosa al 0.8% para la
amplificacion de la secuencia de NS7 a partir del plasmido de 4 colonias de bacteria DH5a
transformadas con el plasmido PRSET A-NS7. Carril 1: Marcador de peso molecular 10 kb.
Carril 2: amplicén obtenido de la colonia 1. Carril 3: amplicén obtenido de la colonia 2. Carril
4: amplicon obtenido de la colonia 3. Carril 5: resultado de PCR de la colonia 4. La flecha roja

indica el peso aproximado del producto de PCR. Las imagenes se obtuvieron mediante el

equipo DNR BIO-IMAGING SYSTEMS MiniBis Pro.

El DNA obtenido de las dos clonas de PRSET A-NS7, se introdujo a bacterias
de la cepa E. coli BL21(DE3) pLysS mediante transformacion bacteriana como
se indic6 anteriormente, la expresion de la proteina se realiz6 utilizando IPTG
1mM durante 4 y 6 h como se indica en el protocolo de la pagina 59 de “The
QlAexpressionist ™ A handbook for high-level expression and purification of
6xHis-tagged” (Qiagen, 2003). Posterior a la induccion con IPTG, las bacterias
se resuspendieron en 5 mL de buffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 6 M
GuHCI. pH 8), se separ6 una alicuota de 100 pL para corroborar la expresion
de las proteinas. Ambas muestras se congelaron a -70°C hasta su utilizacion.
Para corroborar la expresion de la proteina, se descongeld la alicuota de 100
uL de bacteria inducida con IPTG, se agrego lisozima a una concentracion final
de 1mg/mL, se incub6 durante 1 h en hielo, posteriormente se sonicé con 6
ciclos de 10 seg con pausas de 10 seg a 300 W. Las muestras se centrifugaron
a 12000 rpm durante 30 min a 4°C. Se obtuvieron 2 fracciones: el
sobrenadante o fraccion soluble y el pellet o fraccién insoluble. Ambas
fracciones se analizaron por electroforesis en geles de acrilamida tefiidos con

azul de Comassie (Figura 7 Ay B).
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Figura 7. Expresion de la proteina NS7-6His en bacterias DH5a.

Gel de acrilamida al 12.5% tefiido con azul de Comassie para el analisis de la fraccién
insoluble (6A) y fraccion soluble (6B) de bacterias E. coli BL21(DE3) pLysS que expresan la
proteina NS7. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2;: Colonia 1 y carril 3: Colonia 2
inducidas durante 4 h con IPTG; carril 4: Colonia 1 y carril 5: Colonia 2 inducidas durante 6 h
con IPTG; carril 6: lisado de bacteria transformada con vector vacio e inducida durante 6 h con
IPTG. La flecha roja indica la banda de interés. C) Las fracciones solubles e insolubles se
corrieron en un gel SDS-PAGE y posteriormente las proteinas se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa; la proteina NS7 se detecté con un anticuerpo especifico, como anticuerpo
secundario se utilizé anti-lgG de conejo HRP. Del lado izquierdo se muestran las fracciones
insolubles y del lado derecho las fracciones solubles. Carril 1. marcador de peso molecular,
carril 2: Colonia 1 y carril 3: Colonia 2 inducidas durante 4 h con IPTG; carril 4: Colonia 1y
carril 5: Colonia 2 inducidas durante 6 h con IPTG, carril 6: lisado de bacteria transformada
con vector vacio e inducida durante 6 h con IPTG. La flecha roja indica la banda de interés.
La membrana se revel6 utilizando Clarity™ Western ECL Substrate BioRad. Las imagenes se

adquirieron en el equipo ChemiDoc™ MP Imaging System.

En las bacterias transformadas, encontramos una banda de aproximadamente
60 kDa, que corresponde al peso de la proteina NS7, la cual no se encontraba
en las bacterias sin transformar. Esta banda era abundante en la fraccion
insoluble (Figura 7A), pero no en la fraccion soluble (Figura 7B). Para

corroborar que esta banda correspondia a la proteina NS7, realizamos un
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Western Blot utilizando el anticuerpo anti-NS7 con el que ain contabamos y
encontramos en los carriles de bacterias inducidas una banda de un tamafio
aproximado de 60 kDa (Figura 7C), la cual no se encontraba en el control, por

lo cual confirmamos que se trata de la proteina NS7.

¥ %  pH=5.9 pH=4.5

245

= N7

48
35

25

20

Figura 8. Purificacién de la proteina NS7.

Electroforesis en geles de acrilamida de las fracciones obtenidas en la purificacion de la
proteina NS7. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: fraccién no unida a la columna,
carril 3: Fraccién eluida con buffer pH=6.3, carriles 4-7: fracciones 1,2,3 y 4 respectivamente
de la elucién con buffer pH=5.9, carriles 8-13: fracciones 1, 2, 3, 4, 5 y 6 respectivamente de
la elucién con buffer pH=4.5. La flecha roja indica la banda de interés. Las imagenes a se

adquirieron en el equipo ChemiDoc™ MP Imaging System.

Una vez confirmada la expresion de la proteina, procedimos a purificarla
utilizando la resina de cobalto TALON Metal Affinity Resin, la cual permite la
purificacion de proteinas con etiqueta de histidina. La purificacién se realiz
mediante flujo por gravedad utilizando las columnas TALON His GraviTrap, y
en condiciones desnaturalizantes con buffer de UREA 8M con gradiente de pH

como se describe en el protocolo 17 (Pagina 90) de “The QlAexpressionist ™
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A handbook for high-level expression and purification of 6xHis-tagged”
(Qiagen, 2003), se recolectaron las distintas fracciones y se corrieron en un
gel SDS-PAGE, el cual se tifid con azul de comassie (Figura 8). Logramos
purificar una proteina de aproximadamente 60 kDa, la cual corresponde con la
proteina NS7, la cual no se encontré presente desde la fraccion 1 del buffer de
pH=5.9, aunque la mayor pureza se observo a partir de la fraccion 2 del buffer
pH=5.9. También se co-purificd una proteina localizada a la altura de 245 kDa.
Dado que esta proteina seria inoculada posteriormente a animales, fue
necesario intercambiar el buffer de urea en el que se encontraba, por lo cual
se realizd el cambié de buffer mediante centrifugacion utilizando los tubos
Ultra-4 amicon de 40 kDa.

Generacion de suero policlonal de IgG de rata anti-NS7:

Con la proteina NS7 purificada, se inocularon 2 ratas, realizando 5
inmunizaciones de 75 ug de la proteina NS7 por cada rata cada 15 dias. La
proteina se encontraba en buffer de PBS 1X y el adyuvante TiterMax en
dilucion 1:10. Quince dias después de la cuarta inoculacién, se tomé una
muestra de suero previo y se realizo la quinta inoculacion (Figura 9A). El
suero, se titulé y una vez corroborada la presencia de anticuerpos contra NS7,
se realiz6 el sangrado a blanco de las ratas, para lo cual se anestesiaron con
isoflurano al 99.9% y utilizando el equipo VetEquip modelo IMPACS, la
configuracion del equipo para la fase de induccién de la anestesia fue: dial a
4% de isoflurano y un flujo de oxigeno de 1 L/min. Para la fase de
mantenimiento se utilizo el dial al 2% de isoflurano y un flujo de oxigeno de 0.8
L/min. El sangrado a blanco se realiz6 mediante puncién cardiaca con aguja
de 22 Gy jeringa de 10 mL.

El suero de las ratas se tituld utilizando diluciones seriadas como se muestra

en la Figura 9B. Se utilizaron lisados de células Raw 264.7 infectadas o no
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con MNV-1, como sustrato. En la figura 9B se muestra la reactividad de uno

de los 2 sueros, con una dilucién maxima de 1:10 mil.
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Figura 9. Realizacién de anticuerpo anti-NS7.

A) Esquema de inoculacién de proteina NS7 en ratas. La escala indica los dias transcurridos
después de la primera inoculacion. Dia 0: Obtencion de suero pre-inmune y administracion de
primera inoculacion. Dias 15, 30 y 45: segunda, tercera y cuarta inoculacién respectivamente.
Dia 60: toma de muestra y administracién de quinta inoculacién. Dia 75: sangrado a blanco.
Dia 90: Titulacién de suero inmune. B) Titulacion de suero de rata anti-NS7. Los lisados
utilizados fueron los siguientes; carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: Lisado de células
Raw 264.7 sin infectar. Carril 3-10 lisados de células Raw 264.7 infectadas con MNV-1. Los
sueros de rata inmunes se colocaron de la siguiente manera; Carril 1 y 3: sin suero, carril 2:
suero de rata anti-NS7 dilucion 1:100, carril 4: suero de rata pre inmune dilucién 1:10, carril 5-
10: diluciones crecientes de suero inmune de rata anti-NS7, tal como se indican. Como
anticuerpo secundario se utilizé anti-IgG de rata acoplado a IRDye 800cw. Las imagenes se

adquirieron en equipo Odyssey LI-COR imagen system.

Encontramos mediante ensayos de Western Blot que el suero inmune de
ambas ratas (solo se muestra una), reconoce especificamente a la proteina

NS7 de lisados de células infectadas.
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RESULTADOS:

Los linfocitos B expresan moléculas de union para el MNV-1.

En la literatura se ha descrito que los linfocitos B son permisivos a la infeccion
con el MNV-1, esto se abordd en trabajos previos de nuestro grupo con
linfocitos B de raton (Miguel Rodriguez, 2018); sin embargo, hasta ha no se ha
descrito cuales son las moléculas implicadas en el proceso de union y entrada
viral en estas células. Para que una célula sea permisiva a la infeccion por el
MNV-1, es importante que expresen los factores que permitan la adherenciay

posterior endocitosis del virus a la célula.
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Figura 10. CD300If y CD44 se expresan en los linfocitos B.

A) Mapa de calor de los distintos receptores para MNV-1 expresados en linfocitos B foliculares
(FoB), linfocitos B de zona marginal (MzB), Monocitos (Mono) y Granulocitos (Gra Gr+). La
expresion de los receptores se explor6é con datos de https://gexc.riken.jp y el mapa de calor
se genero utilizando el software GraphPad 8.0. B) Se obtuvieron extractos celulares de
neutréfilos derivados de médula 6sea, Linfocitos B de bazo de ratén o células Raw 264.7. Los
niveles de CD300If se evaluaron mediante Western Blot con un anticuerpo especifico. La
actina se utilizd6 como control de carga. C) Se obtuvieron extractos totales de linfocitos B
esplénicos aislados de ratones de fenotipo silvestre (CD44+/+) o deficientes en CD44 (CD44-
/-) y se determinaron los niveles de CD44 mediante Western Blot con un anticuerpo especifico.
La actina se utiliz6 como control de carga. D) Se aislaron linfocitos B esplénicos de ratones
C57BL6/J las células se tifieron con IgG de conejo anti-CD300If y anticuerpo de IgG de cabra
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anti-lgG de conejo marcados con FITC como anticuerpo secundario, los niveles de CD300If
se determinaron mediante citometria de flujo. Como control se utilizaron linfocitos B sin tefir
(rojo) o tefiidos solo con anticuerpo secundario (azul). E) Se aislaron linfocitos B esplénicos
de ratones de fenotipo silvestre (CD44+/+) o (CD44-/-), las células se tifieron con IgG de rata
anti-CD44 (clona IM7) y APC IgG de cabra anti-IgG de rata como anticuerpo secundario, los
niveles de CD44 se determinaron mediante citometria de flujo. Como control se utilizaron
linfocitos B tefiidos solo con anticuerpo secundario (azul). Las muestras se adquirieron en el
citometro Sysmex XF-1600, el andlisis de las muestras se realizd mediante e software
FlowJo™ v10.8 (BD Life Sciences).

Los datos de la literatura indican que CD300Id y CD300If son los receptores
principales para el MVN-1 en macréfagos de la linea Raw 264.7 (Haga et al.,
2016; Nelson et al., 2018). Sin embargo, no existen reportes de la expresion
de CD300ld y CD300If en linfocitos B y la poca informacién con la que se
cuenta es a través de bases de datos de mRNA. Por otra parte, se han descrito
otros factores de union como CD44, CD36, CD96 y TfR que pueden participar
en la union de MNV-1 a células dendriticas derivadas de médula 6sea
(Bragazzi Cunha & Wobus, 2016). De éstos, algunos se expresan en la

membrana de los linfocitos B.

Para verificar cuales factores de union para MNV-1 se encuentran en la
membrana de los linfocitos B, realizamos la basqueda de su expresion en la

base de datos https://gexc.riken.jp/, comparandola en distintas poblaciones de

leucocitos. Colocamos esta informacion en un mapa de calor (Figura 10A).
Encontramos que la poblacion celular que expresaba la mayor cantidad de
CD300Id, CD300If y CD44 son los granulocitos y monocitos.

Respecto a los linfocitos B de bazo, tenemos 2 principales poblaciones
celulares: linfocitos B de zona marginal (MzB) y linfocitos B foliculares (FoB).
La expresion de las moléculas de unién para MNV-1 parece ser distinta en
ambas poblaciones. Esto debido a que los linfocitos B de zona marginal tienen
una mayor expresion de CD300If ademas de CD36 y CD44. Es por ello por lo
gue decidimos corroborar la expresion de CD300If y CD44 mediante citometria

de flujo y Western Blot (Figura 10B-E) debido a que en la literatura parecen
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ser las moléculas mas importantes para la union de MNV-1 a las células
(Bragazzi Cunha & Wobus, 2016; Graziano et al., 2020).

Utilizando lisados celulares de linfocitos B de bazo de raton purificados,
realizamos un Western Blot para detectar la expresion de CD300If (Figura
10B) y CD44 (Figura 10C), encontramos la presencia de ambas moléculas en
los lisados celulares de linfocitos B purificados. Decidimos corroborar la
expresion de estas moléculas mediante citometria de flujo utilizando un
anticuerpos anti-CD19 para identificar a los linfocitos B y anticuerpos
especificos para la deteccion de CD300If (Figura 10D) y CD44 (Figura 10E).
Para CD44 encontramos que toda la poblacién de linfocitos B expresaba
uniformemente esta molécula, esto en concordancia con lo descrito en la
literatura. Respecto a CD300If, encontramos dos poblaciones celulares, una
gue expresa a CD300If y otra que no, en concordancia con lo encontrado en
el mapa de calor. Para corroborar que la poblacion con expresion de CD300If
correspondia a los linfocitos B de zona marginal, decidimos realizar una tincion
con los marcadores CD19 y CD23, este ultimo se expresa en los linfocitos B
foliculares, pero no en los linfocitos B de zona marginal (Figura 11). Al comprar
la expresion de CD300If, encontramos que se expresa en los linfocitos B de
zona marginal (CD19+CD23-) y no en los linfocitos B foliculares
(CD19+CD23+) (Figura 11 A-D).
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Figura 11. Expresion de CD300If en la subpoblacion de linfocitos B del bazo.

Se aislaron linfocitos B del bazo y se tifieron con BV421 anti-CD19 y PE anti-CD23 para
identificar linfocitos B. A) Se seleccionaron células individuales usando seleccion FSC-A y
FSC-H. B) La zona de linfocitos se seleccion6 usando FSC-A y SSC-A. C) Identificacién de
células B CD19+ CD23- Zona marginal (rojas) y células B foliculares CD19+ CD23+. D)
Histograma de expresion de CD300If en células B de la zona marginal y folicular. Las muestras
se adquirieron en un citdmetro Sysmex XF-1600 y se analizaron con el software FlowJo V10.9.

Los resultados anteriores demuestran que los linfocitos B de bazo de ratén
expresan al menos 2 de las moléculas que participan en la entrada de MNV-
1, ademas la expresion de CD300If parece ser especifica de los linfocitos B de

zona marginal.

La activacion de los linfocitos B de raton favorece la expresion de CD44,
pero no de CD300If en la membrana celular.

Durante mi trabajo de maestria (Miguel Rodriguez, 2018), demostramos que
la activacion de los linfocitos B favorece la infeccion por MNV-1; en ese
momento hipotetizamos que este aumento en la infeccion era consecuencia
del aumento de factores de unién para MNV-1 en la membrana del linfocito B.
Para corroborar esto, decidimos evaluar la expresion de CD300If y CD44 en la

membrana de los linfocitos B no estimulados y estimulados (Figura 12).
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Encontramos que la expresion de CD300If en la membrana de los linfocitos B,
no aumenta como consecuencia de su estimulacion (Figura 12 A 'y C); sin
embargo, la expresion de CD44 en la membrana de los linfocitos B activados
resultd mayor, como era de esperarse por lo descrito en la literatura (Figura
12 B y D), considerandose a CD44 un marcador de activacion (Kremmidiotis
& Zola, 1995). El aumento en la expresion de CD44 y no de CD300If en la
membrana de los linfocitos B activados correlaciona con un aumento en la
infeccion por MNV-1, lo que sugiere que CD44 podria participar en la

interaccion de MNV-1 con los linfocitos B esplénicos de raton.
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Figura 12. Expresion de CD300If y CD44 en linfocitos B estimulados.

A) Linfocitos B no estimulados (naranja) y estimulados con LPS-IL4 (rojo) se tifieron con IgG
de conejo anti-CD300If y anticuerpo IgG de cabra anti-IgG de conejo-FITC como anticuerpo
secundario; como control se utilizé una muestra tefiida Unicamente con un anticuerpo
secundario (verde). Los niveles de CD300If se determinaron mediante citometria de flujo. B)
Linfocitos B no estimulados (naranja) y estimulados con LPS-IL4 (rojo) se tifieron con IgG de
rata anti-CD44 y anticuerpo IgG de cabra anti-lgG de rata-APC como anticuerpo secundario;
como control se utilizé una muestra tefiida Unicamente con un anticuerpo secundario (verde).
La expresion de CD44 se determiné mediante citometria de flujo. Las muestras se adquirieron
en el citbmetro Sysmex XF-1600, el andlisis de las muestras se realiz6 mediante el software
FlowJo™ v10.8 (BD Life Sciences). C) Analisis estadistico de la expresion de CD300If en
linfocitos B estimulados (barra roja) y no estimulados (barra naranja). Las desviaciones
estandar se obtuvieron de tres experimentos independientes. D) Analisis estadistico de la
expresion de CD44 en linfocitos B estimulados (barra roja) y no estimulados (barra naranja).
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Las desviaciones estandar se obtuvieron de tres experimentos independientes. Se indican los
valores de p=0,0301 (*) calculados mediante prueba T Student. Las graficas y el analisis
estadistico se realizaron mediante el programa GraphPad Prism V 8.0.

CD44 participa en la unién del MNV-1 a los linfocitos B de bazo de ratén.
La expresion de las moléculas de membrana para MNV-1 en linfocitos B, no
demuestra que participen en el proceso de entrada de MNV-1 a estas células;
por lo tanto, era importante corroborar si estas proteinas participan en este

proceso.
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Figura 13. Titulacion de anticuerpos especificos para CD44.

A) Esquema grafico de la estructura de CD44 y de la region de interaccion de los anticuerpos
anti-CD44 clonas IM7 y NIM-R8. B y B) Los linfocitos B estimulados se tifieron con diluciones
seriadas de anti-CD44 de la clona IM7 (B) y NIM-R8 (C). Como control se utilizaron linfocitos
B sin tefiir (rojo) o tefiidos solo con anticuerpo secundario (azul). Las muestras se adquirieron
en un citbmetro Sysmex XF-1600 y se analizaron con el software FlowJo V10.9 (BD Life
Sciences). Las gréficas de titulacion se realizaron en el software GraphPad Prism 8. D y E)
Histogramas de intensidad media de fluorescencia de la titulacion de anti-CD44 clona D) IIM7
y E) NIM-R8. En el eje horizontal se muestran las distintas diluciones de los anticuerpos y en
el eje vertical se muestra la intensidad media de fluorescencia. Se realizaron 3 experimentos
independientes (N=3), graficas representativas de uno de los experimentos. Las gréficas de
titulacion se realizaron en el software GraphPad Prism 8.
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Para ello, decidimos bloquear CD44 en los linfocitos B y determinar si se
reducian los niveles de proteina NS7 y particulas virales. Los niveles de CD44
en la superficie de los linfocitos B se bloquearon utilizando 2 clonas de
anticuerpos especificos, una dirigida al sitio de interaccion de MNV-1 con su
ligando (acido hialurénico), denominada IM7, y otra clona que reconoce un sitio
en la region N-terminal, llamada NIM-R8, (Figura 13A), la cual esta adyacente

al sitio de interaccidon con el acido hialurénico.

Para realizar el bloqueo de CD44, primero titulamos los 2 anticuerpos
utilizando diluciones seriadas de cada anticuerpo (Figura 13 B-E);
encontramos que, para la clona NIM-R8 la dilucién éptima era de 1:100 (Figura
13 B y D)y para la clona IM7, de 1:50 (Figura 13 Cy E).

Para evaluar la participacion de CD44 como una molécula implicada en la
entrada para MNV-1, pretratamos a los linfocitos B con la clona IM7, con la
clona NIM-R8 o con una mezcla de ambas. Como control utilizamos linfocitos
B sin pretratamiento con anticuerpos o con IgG de rata como control de isotipo.
Posteriormente, realizamos la infeccion con MNV-1 a una MOI de 5 durante
48 h y medimos la presencia de la proteina NS7 mediante Western Blot
(Figura 14A). Encontramos que habia una disminucion significativa de la
produccion de proteina NS7 en las células pretratadas con la clona NIM-R8 o
la mezcla de ambos anticuerpos, pero no con el anticuerpo IM7 (Figura 14 A-
B), lo cual se debe a que son distintos los sitios que reconocen ambos
anticuerpos, e indica que la interaccion de MNV-1 puede ocurrir en el mismo

sitio que reconoce el anticuerpo NIM-R8.

Para determinar si este bloqueo con anticuerpos afectaba también la cantidad
de virus liberado al medio, evaluamos el titulo viral en los sobrenadantes de
las células infectadas (Figura 14C). Encontramos una reduccién en los titulos
virales cuando utilizamos estos anticuerpos IM7, NIM-R8 o ambos, aunque

esta diferencia no resulto ser estadisticamente significativa.
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Figura 14. CD44 es un factor de unién para MNV-1 en los linfocitos B.

A) Extractos proteicos totales de linfocitos B estimulados tratados con anticuerpos anti-CD44
(IM-7 y NIM-R8) o el control de isotipo, infectado o no con MNV-1 a una MOI de 5 durante 24
h se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida y los niveles de proteina viral NS7
se analizaron mediante Western Blot. Se utiliz6 actina como control de carga. B) Las
intensidades de las bandas de NS7 de las imagenes escaneadas se cuantificaron utilizando
el software ImageJ y se muestran como expresiones relativas. Las desviaciones estandar se
obtuvieron de tres experimentos independientes. Se indican los valores de p=0,0131 (*)
p=0,0032 (**) calculados mediante ANOVA de una via utilizando el software GraphPad Prism
8.0. C) Se obtuvieron sobrenadantes de linfocitos B estimulados tratados con anticuerpos anti-
CD44 (IM-7 y NIM-R8) o el control de isotipo infectado 0 no con MNV-1 a una MOI de 5 durante
48 h en y la cantidad de virus asociado a al sobrenadantes se analiz6 por ensayos de plaqueo
en células Raw 264.7. D) Extractos proteicos de la linea celular A20 de linfocitos B tratados
con anticuerpos anti-CD44 (IM-7 y NIM-R8) o el control de isotipo, infectado o no con MNV-1
a una MOI de 5 durante 24 h se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida y los
niveles de proteina viral NS7 se analizaron mediante Western Blot. Se utiliz6 ERK % como
control de carga. E) Las intensidades de la banda de NS7 de las imagenes escaneadas se
cuantificaron utilizando el software ImageJ y se mostraron como expresiones relativas. Las
desviaciones estandar se obtuvieron de tres experimentos independientes. mediante ANOVA
de una via utilizando el software GraphPad Prism 8.0. Incluir los valores de P.

Con la finalidad de determinar el papel de CD44 en un modelo de infeccién de
linfocitos B mas robusto, decidimos evaluar este proceso en la linea celular

A20 (linfocitos B de ratdn), con el que hemos obtenido una mejor eficiencia de
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infeccion que los linfocitos B primarios. Utilizamos las mismas condiciones de
bloqueo de CD44 que las anteriormente descritas; sin embargo, tampoco
encontramos diferencias significativas en las distintas condiciones de bloqueo
de CD44 en relaciéon con la infeccion sin anticuerpos (Figura 14 D-E). Lo
anterior puede deberse a distintas variables, primero: que la concentracion de
anticuerpos para el bloqueo de CD44 no fue el Optimo; segundo: que la
medicion de la proteina NS7 posterior a las 24hpi no es la mas adecuada para
este tipo de ensayos, en ese sentido la medicion por gPCR para determinar la

cantidad de virus unido puede aclarar dichas dudas.

CD44 +/+ CD44 -/-

Intensidad de pixeles

1
CD44+/+ CD44 /-

Figura 15. Los linfocitos B deficientes de CD44 presentan menor union de MNV-1.

A) Linfocitos B aislados del bazo de ratones A) de fenotipo silvestre (CD44+/+) o B) deficientes
de CD44 (CD44-/-) se incubaron con MNV-1 a una MOI de 100 durante 30 min a4 °C, y la
expresion de VP1 (verde) se detecté mediante ensayos de inmunofluorescencia. Los nucleos
se tifieron con DAPI. Las imagenes se obtuvieron utilizando el microscopio confocal Leica
SP8. C) El andlisis estadistico de la intensidad media de pixeles por célula se obtuvo utilizando
el programa Uniovi ImageJ-Fiji. Las desviaciones estandar se obtuvieron de tres experimentos
independientes. Se indican los valores de in p=0,0012 (**) calculados mediante prueba T
utilizando el software GraphPad Prism 8.0.
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En los experimentos de bloqueo de CD44 previo a la infeccion con MNV-1, se
observd Unicamente una disminucion de la proteina NS7 del MNV 1. Una
posibilidad es que el bloqueo de CD44 con los anticuerpos utilizados fuera
parcial. Por lo anterior; decidimos utilizar un modelo de linfocitos B
provenientes de ratones deficientes de CD44 y evaluar la union del MNV-1
(Figura 15). Para esto realizamos un ensayo de unién y mediante microscopia
confocal, evaluamos la cantidad de virus unido las células. Medimos la
intensidad de pixeles en ambas condiciones y encontramos que los linfocitos
B deficientes de CD44, presentaron una reduccion significativa de la intensidad
de la sefial de VP1 comparado con los ratones de fenotipo silvestre (Figura
15); esta correlacion entre la ausencia de CD44 y una menor deteccion de VP1
indica que de CD44 participa en la entrada viral del MNV en linfocitos B. Sin
embargo, el hecho de encontrar marca en los Linfocitos B CD44 (-) sugiere
gue otras moléculas podrian participar en la union y entrada del virus a las

células.

La ausencia de Myolg afecta la localizacién de moléculas de unién para
MNV-1 en la membrana de linfocitos B.

La presencia de moléculas involucradas en la unién y entrada del MNV 1 en la
membrana de los linfocitos B es indispensable para que ocurra el proceso de
infeccion. La miosina 1g es una molécula que se encarga de movilizar cargos
a través del citoesqueleto de actina, uno de ellos es CD44. En nuestro grupo
de trabajo hemos reportado la participacion de Myolg en la localizaciéon de
CD44 en la membrana de los linfocitos ya que la ausencia de Myolg produce
una disminucién de CD44 en la membrana de linfocitos B estimulados. Sin
embargo, hasta ahora no existen reportes que correlacionen alguna miosina
con la localizacion de CD300If en la membrana de los linfocitos B. Por tanto,
decidimos evaluar el efecto de la deficiencia de Myolg en la localizacion de

CD44 en la membrana de los linfocitos B (Figura 16 Ay B).
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Figura 16. La deficiencia de Myolg afecta la union de MNV-1 en los linfocitos B.

A-B) Linfocitos B provenientes de bazo de ratén C57BL6/J de fenotipo silvestre MYO1G (+/+)
fueron estimulados (Rojo) o no (Naranja) con LPS + IL-4, paralelamente linfocitos B
provenientes de bazo de ratén C57BL6/J deficientes de myolg (MYO1G -/-) fueron
estimulados (azul obscuro) o no estimulados (azul claro) con LPS + IL-4. Los linfocitos fueron
tefiidos con los anticuerpos primarios: Rata 1gG anti-CD44 (A) o Conejo IgG anti-CD300If (B),
como anticuerpo secundario se utilizé Anti-rata APC o Anti-conejo FITC. La expresion de
ambas moléculas se determiné mediante citometria de flujo, como control secundario se utilizé
una tincién con Unicamente el respectivo anticuerpo secundario (Verde). Las muestras se
adquirieron en el citbtmetro Sysmex XF-1600, el andlisis de las muestras se realiz6 mediante
el software FlowJo™ v10.8 (BD Life Sciences). C) Linfocitos B aislados de bazo de ratén de
fenotipo silvestre (MYOL1G +/+) o deficientes de myolg (MYO1G-/-) se incubaron con MNV-1
a una MOI de 100 durante 30 min a 4 °C, a continuacién, las células fueron fijadas y tefiidas
con DAPI (Azul) para la visualizacién del nacleo y VP1 (verde) para la deteccién de la proteina
viral mediante inmunofluorescencia. Las imagenes se obtuvieron utilizando el microscopio
Leica SP8 y las imagenes fueron procesadas mediante el software LAS X. D) Se obtuvieron
extractos proteicos totales de linfocitos B MYO1G +/+ 0 MYOL1G -/- estimulados e infectados
con MNV-1 a MOI de 5 durante 24h. La cantidad de proteina viral NS7 se analizé6 mediante
Western Blot. La actina se utiliz6 como control de carga. E) Graficas de expresion relativa de
la proteina NS7 en linfocitos B MYO1G (+/+) o MYO1G (-/-) infectados con MNV-1, se realiz6
el analisis densitométrico de 2 experimentos independientes, las intensidades de las bandas
fueron analizadas mediante el software ImageJ. Las graficas se realizaron con el software
GraphPad Prism 8.0.

Mediante citometria de flujo, medimos la expresion de ambas moléculas en la
membrana de los linfocitos B no estimulados y estimulados con LPS +

IL-4 (Figura 16A). En los ensayos con linfocitos B provenientes tanto
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de ratones silvestres (MYO1G +/+) como de ratones deficientes en
miosina (MYOL1G -/-) no estimulados, no encontramos diferencia en la
expresion de CD44 en la membrana. Sin embargo, cuando estimulamos
a los linfocitos con LPS + IL4, encontramos menor cantidad de CD44 en
la membrana de los linfocitos B deficientes de Myolg que en la de los
linfocitos de fenotipo silvestre (Figura 16 A). Lo anterior en concordancia

con lo reportado anteriormente por nuestro grupo de trabajo.

Por otro lado, en los linfocitos B de fenotipo silvestre estimulados con LPS +
IL-4 no se afectd la cantidad de CD300If en la membrana en relacion con los
no estimulados. En el caso de los linfocitos B deficientes de Myolg que no
fueron estimulados, se detect6 una menor cantidad de CD300If en membrana
en relacion con los de fenotipo silvestre; pero al ser estimulados, la cantidad
de CD300If en la membrana fue mayor que en los linfocitos B de fenotipo
silvestre (Figura 16B). Este resultado es inesperado, y dada la falta de
antecedentes de la interaccion de Myolg y CD300If, sera importante evaluar

a detalle este fenémeno.

Myolg participa en el proceso de entrada de MNV-1 a los linfocitos B.

Los resultados anteriores mostraban una clara participacion de Myolg en la
localizacion de CD44 y CD300If en la membrana de los linfocitos B, por lo
tanto, decidimos evaluar si la ausencia de esta proteina afectaba la union de
MNV-1 a los linfocitos B. Para ello, realizamos un ensayo de unién con
linfocitos B provenientes de ratones de fenotipo silvestre o deficientes de
Myolg y la cantidad de virus unido se evalué mediante la deteccién de la VP1
de MNV-1 en la superficie celular por microscopia confocal (Figura 16 C).
Como se esperaba, encontramos una menor cantidad de marca de la proteina
VP1 en los linfocitos B de los ratones deficientes de Myolg que en los de

fenotipo silvestre (Figura 16 C).

Para determinar si esta reduccion en la unién del MNV 1 en los linfocitos B de
los ratones deficientes de Myolg, se traducia en una menor infeccion de las

células, evaluamos la cantidad de proteina NS7 del MNV 1 en linfocitos B de
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ratones de fenotipo silvestre y deficientes de Myolg infectados con MNV-1 por
Western Blot (Figura 16 D y E). Encontramos que la cantidad de la proteina
NS7 del MNV 1 en los linfocitos B de los ratones deficientes de Myolg fue
significativamente menor, en comparacion con la detectada en los linfocitos B
de fenotipo silvestre, lo cual sugiere una menor infeccion en los mismos. Estos
resultados sugieren que la proteina Myolg participa durante el proceso de
entrada de MNV-1; sin embargo, queda por demostrar en que punto 0 puntos
de este proceso puede estar participando, dos de estos procesos pueden ser
la tension de membrana, un factor importante en la endocitosis de moléculas
o directamente en la movilizacién de moléculas de membrana para la union de
MNV-1.

DISCUSION.

Los HuNoV representan un problema de salud publica mundial, dada su alta
incidencia, la gran variabilidad de serotipos y la falta de vacunas efectivas para
su control y prevencién (Bartsch et al., 2016). Histéricamente, la falta de
modelos robustos para su propagacion ha dificultado su estudio, y aunque
actualmente existen mejores sistemas como los cultivos tridimensionales y los
organoides, estos todavia son altamente costosos y dificiles de manejar (Bhar
& Jones, 2019; Ettayebi et al., 2016). Es por ello por lo que el uso de modelos
animales como el FCV y el MNV siguen siendo relevantes para conocer su
biologia y patogenia. La gran diversidad de células blanco que pueden ser
infectadas in vivo tanto por el MNV como por los HuNoV nos lleva a
preguntarnos ¢ Cudles son los componentes clave que determinan su tropismo
celular? Dado que las moléculas de entrada son el principal componente de
especificidad de tejido, la identificacién del receptor o los receptores celulares

para el MNV-1 ha sido clave para entender este proceso.

El uso de los linfocitos B ha cobrado relevancia en el estudio de los norovirus,
esto debido a que se ha demostrado que se infectan con los HuNoV (Jones et
al., 2014), e incluso representan un buen sistema para su replicacion (Jones

et al., 2015). Sin embargo, poco se ha estudiado sobre como ocurre la primera
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interaccion entre los HUNoV vy los linfocitos B, es decir, se desconoce adn
cuales son las moléculas implicadas en la unién y entrada. Reportes de otros
grupos de trabajo han demostrado que los antigenos de grupo sanguineo son
importantes para esta interaccion (Jones et al., 2014), pero aun quedan por

identificarse las moléculas de membrana implicadas en la infeccion.

Los receptores de entrada para los HuNoV no se han identificado aun y aunque
se conoce que CD300Id y CD300If son los principales receptores para el MNV
(Haga et al., 2016; KATAYAMA, 2017), se ha descartado su participacion en
la entrada de los HUNoV (Graziano et al., 2020). Otras moléculas como CD44,
CD36, CD98 y TfR han sido propuestos como candidatos para el MNV-1
(Bragazzi Cunha & Wobus, 2016), pero su participacion en la entrada de los

HuNoV no se ha evaluado.

Dada la variedad de células que pueden infectarse in vivo con MNV 1, es
posible que distintas moléculas participen en este proceso, por lo que en el
presente proyecto nos enfocamos en analizar algunas proteinas de membrana
gue podrian participar en este proceso, basado en moléculas presentes en la
superficie de los linfocitos B y cuya expresidbn aumente cuando €sos son

estimulados.

Existen 2 bases de datos principales que evallan la expresion de moléculas
en células del sistema inmunoldgico, estas son Riken (https://gexc.riken.jp/) e

Immgen (http://www.immgen.org). Si bien ambas bases se enfocan en células

del sistema inmunoldgico del raton, éstas tienen algunas discrepancias. Por
ejemplo, en la base de datos de Riken no se reportan las poblaciones de
linfocitos B intestinales (datos no mostrados) por otra parte, Immgen si reporta
dichas poblaciones. Tomando en cuenta los datos de esta ultima, pudimos
determinar que los linfocitos B intestinales tienen una mayor expresion de las
moléculas CD44, CD36, TfR y CD300If comparado con los linfocitos B
esplénicos. A pesar de lo anterior, decidimos trabajar con linfocitos B
provenientes de bazo de raton debido a que, en trabajos previos de nuestro

grupo, demostramos que estos son susceptibles a la infeccién in vitro por
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MNV-1 (Miguel Rodriguez, 2018). Ademas, existe evidencia de la presencia
de genoma de MNV*2 en el bazo de ratones, lo cual sugiere que, en algin
momento los linfocitos B esplénicos pueden estar en contacto con el virus in
vivo (Nice et al., 2013). Aunado a ello, la facilidad de obtener un mayor nimero
de linfocitos del bazo en comparacion con el intestino provee una ventaja

técnica.

Al evaluar la expresion de moléculas de membrana que participan en la unién
de MNV-1, encontramos que las poblaciones de linfocitos B de bazo expresan
de manera distinta las proteinas que participan como moléculas de unién para
MNV-1. Los linfocitos B de zona marginal expresan de manera importante
CD300If, CD44 y CD36, mientras que los linfocitos B foliculares en reposo, no
presentan CD300If y presentan una menor densidad de CD44 y CD36. Esto
nos podria indicar que los linfocitos B de zona marginal pueden ser mas
susceptibles a infectarse por MNV-1 o que ademas podrian infectarse a través
de moléculas distintas. Sin embargo, es necesario realizar los ensayos
necesarios para corroborar esto. Por ejemplo, realizando ensayos de
citometria de flujo utilizando marcadores para las distintas poblaciones y un

anticuerpo especifico para la capside de MNV-1.

CD300If es un receptor que pertenece a la familia de CD300, con un papel
importante en la homeostasis del sistema inmunolégico. Se considera que
CD300If es un receptor inhibidor porque bloquea la sefalizaciéon de TLR
mediada por MyD88 y TRIF mediante la activacion de SHP-1 (S.-M. Lee et al.,
2011). También se ha reportado que puede inhibir a BAFF y por tanto regular
la inflamacién (S.-M. Lee et al., 2010). Por tanto, CD300If podria participar de
manera importante en la regulacion de la activacion de los linfocitos B. En este
trabajo demostramos la expresion de CD300If en los linfocitos B de zona
marginal y no en los linfocitos B foliculares, aportando el primer reporte de la
expresion diferencial de CD300If en poblaciones de linfocitos B de bazo. Esto
podria implicar que, de ser CD300If responsable de la interaccion de MNV-1

con el linfocito B, los linfocitos B de zona marginal serian mas susceptibles a
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la infeccién por MNV-1; a futuro sera necesario confirmar experimentalmente
la relevancia de este dato en la infeccidn in vivo. Esperamos poder abordar
dicha hipétesis en trabajos futuros, debido a que no existen reportes del
tropismo de MNV-1 por subpoblaciones especificas de linfocitos B, sobre todo
en poblaciones intestinales y evaluar la funcion que éstas tienen en el proceso

de infeccion.

Respecto a el papel de la activacion celular en la infeccion, en trabajos
anteriores demostramos que ésta favorecia la infeccion por MNV-1, lo cual
resulta relevante en el intestino, particularmente en las placas de Peyer, donde
las poblaciones celulares se encuentran en un estado continuo de activacion
celular debido al contacto constante con antigenos (Yu et al., 2021). En ese
sentido, los linfocitos B esplénicos activados se asemejan mas a las

condiciones en las que se encuentran los linfocitos B intestinales.

CD44 es una glicoproteina que tiene distintas isoformas, las cuales se generan
por splicing alternativo (LOH et al., 2015); la isoforma expresada en los
linfocitos B es la estdndar. Se han caracterizado varias clonas de anticuerpos
para CD44, entre otras, la clona IM7 que reconoce al sitio de interaccién de
CD44 con su ligando (4cido hialurénico), y la clona NIM-R8 que reconoce una
secuencia al final del dominio N-terminal. El bloqueo de CD44 de linfocitos B
infectados con la clona NIM-R8, pero no con la clona IM7 tiene como
consecuencia en la infeccion viral, generando una disminucion en la
produccion de la proteina vial NS7 (Figura 14). Esto sugiere que el sitio de
reconocimiento de MNV-1 con CD44 ocurre en la region reconocida por el
anticuerpo NIM-R8, es decir en la region N-terminal. Si bien esta region no es
el sitio de reconocimiento con &cido hialurdnico, el reconocimiento por el
anticuerpo NIM-R8 puede producir cambios conformacionales en la membrana
de los linfocitos (SANTOS-ARGUMEDO et al., 1997). Por lo cual, la interaccion
del MNV 1 en esta regién probablemente podria inducir su endocitosis, o0 en
su defecto modular la expresion de otras moléculas que funcionen como

receptor de endocitosis. Por otra parte, la discrepancia en los ensayos de
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western blot respecto a la produccion de progenie viral puede deberse a
caracteristicas en el mecanismo de infeccion y liberacion de MNV-1 en
linfocitos B, se ha observado que cuando MNV-1 infecta linfocitos B de la linea
celular M12, no se observan efectos citopéticos visibles, ademas de
observarse una infeccion persistente tanto por MNV-1 como MNV-3, en
consecuencia, se generan titulos constantes de progenie viral (Jones et al.,
2014). En consecuencia, es probable que los titulos virales puedan
equipararse a lo largo del tiempo en el sobrenadante de cultivo, en ese sentido,
seria relevante investigar la cantidad total de la progenie o en su defecto

realizar mediciones de progenie viral en distintos tiempos.

La discrepancia entre los resultados de bloqueo de CD44 en linfocitos B
primarios y la linea celular A20 podrian ser explicados si CD44 funcionara
como una molécula de cebado, es decir, no un receptor de endocitosis
propiamente. Su funcion podria limitarse a generar una primera interaccion
entre el MNV-1 y el linfocito B, y de esta manera el virus podria interaccionar
con el receptor que inducird su endocitosis. Las células A20 expresan
receptores de endocitosis porque son susceptibles a la infeccién por MNV-1,

no necesariamente se trata de los mismos receptores.

Los resultados con linfocitos B deficientes de CD44 corroboran que esta
molécula es clave durante el proceso de entrada para MNV-1; sin embargo,
sera importante dilucidar si su funcion es de un receptor de endocitosis 0 un
receptor de cebado. Ademas, la disminucién parcial y no total de la infeccion
sugiere que no es la Unica molécula que participa en la entrada de MNV-1y

gue probablemente otras moléculas participen en este proceso.

Por ultimo, cuando evaluamos la participacion de Myolg en la movilizacion de
CD44 y CD300If en la membrana de los linfocitos B, encontramos que en los
linfocitos B deficientes de Myolg que fueron estimulados con LPS + IL-4, la
expresion de CD300If aumentd considerablemente. Este resultado no era
esperado y debido a los pocos reportes de CD300If en la funcion de los

linfocitos B, no podemos hipotetizar mucho respecto de ello. Sera importante
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estudiar la participacion de CD300If en los distintos procesos en los que esta
implicada la Myolg, tales como tensibn de membrana, migracion y

reciclamiento celular.

Al realizar la infeccion en linfocitos B provenientes de ratones deficientes de
Myolg, esperabamos encontrar una mayor infeccion debido al aumento de
CD300If en la membrana; sin embargo, encontramos una disminucion
significativa tanto en la union viral, como en la infeccion, lo cual correlaciona
con lo observado con el raton deficiente de CD44. Esto puede significar que
en los linfocitos B, CD300If no sea la Unica molécula que participa en la entrada
de MNV-1y que CD44 también participe en dicho proceso. Otra explicacion es
que la miosinalg participe tanto en el proceso de entrada, como en el de
replicacion de MNV-1. En este sentido, es bien sabido que un proceso clave
para la infeccion de MNV-1 es la formacién de complejos replicativos, los
cuales se generan por la proliferacién de las membranas celulares internas,
como el reticulo endoplasmico o el Golgi y para que esto ocurra, es importante
el citoesqueleto de actina y tubulina (Hyde et al.,, 2009, 2012; Hyde &
Mackenzie, 2010). Por tanto, es probable que miosina 1g participe durante ese
proceso Yy la ausencia de esta proteina pueda afectar la formacién de estos

complejos replicativos y en consecuencia la replicacion.

En conjunto estos datos sugieren que CD44 es una molécula de unién para
MNV-1, aunque probablemente no la Gnica, que MNV-1 interacciona con CD44
en el sitio de reconocimiento por el anticuerpo NIM-R8, y finalmente que Myolg
es una molécula clave en la movilizacion de CD44 al sitio de contacto de MNV-
1 con célula blanco, participando asi en el proceso de entrada de MVN-1 a los

linfocitos.

CONCLUSIONES:
e CD300If se expresa especificamente en linfocitos B de zona marginal
del bazo en el raton.
e La activacion de linfocitos B con LPS + IL-4 aumenta la expresiéon de

CD44, pero no de CD300If en la membrana de los linfocitos B.
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La ausencia de myolg afecta la union y la infeccion por MNV-1 en
linfocitos B.

El bloqueo de CD44 con anticuerpos especificos genera una reduccién
significativa de la proteina NS7 en linfocitos B infectados.

CD44 patrticipa en la unién del MNV-1 en los linfocitos B.

PROSPECTIVAS:

Evaluar la infeccion de MNV-1 en distintas poblaciones de linfocitos B
de bazo y placas de Peyer.

Corroborar la participacion de CD300If y CD44 como receptores para
MNV-1 en linfocitos B.

Evaluar la participacién de Myolg durante la endocitosis de MNV-1
Evaluar la participacion de Myolg en la formacion de complejos
replicativos de MNV-1.

Corroborar la secrecion de vesiculas extracelulares durante la infeccion
de MNV-1 en los linfocitos B

Realizar ensayos para demostrar que VP1 interactia directamente con
CD44.

Realizar ensayos de unién mas robustos en células CD44 +/+y CD44 -
/- asi como en células MYO1G +/+y MYO1G -/-.
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