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INTRODUCCION

IMPORTANCIA DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO EN
INFECCIONES AGUDAS DEL TRACTO RESPIRATORIO BAJO,

Las infecciones agudas del tracto respiratorio son causadas principalmente por agentes
bacterianos o virales, Dentro de éstos ltimos, el virus sincitial respiratorio es el patogeno viral
més importante y principal causa de bronquiolitis y neumonia en infantes (1,2,3). Es altamente
contagioso y responsable de epidemias anuales, que se presentan principalmente durante el
periodo invernal (diciembre-marzo), en éstas el 50% de niftos menores de 18 meses de edad estin
infectados (2,4). En paises desarrollados, aproximadamente la mitad de [os nifios menores de un
afio, son infectados por el virus sincitial respiratorio, durante su primera temporada invernal.
Estudios realizados en comunidades urbanas, han demostrado que los nifios presentan de 5 a 8
episodios anuales de infecciones respiratorias durante sus primeros cinco afios de vida, con una
duracién de 7 a 9 dias. La tasa de mortalidad en niftos entre | y 4 afios por éste tipo de
infecciones es 10 veces mayor en paises subdesarrollados que en los desarrollados (3,5).

El virus sincitial respiratorio es el agente causal mas importante a nivel mundial en infecciones
agudas severas del tracto respiratorio bajo que requieren hospitalizacion y son la principal causa
de morbilidad y mortalidad en nifios menores de dos afios, En 25% de los paises en vias de
desarrollo ésta es la causa con la tasa més alta de mortalidad infantil (1,4,5). En Estados Unidos
de América (EUA), anualmente causa 9000 hospitalizaciones y 4500 muertes, Aproximadamente
¢l 1% de los nifios es hospitalizado por infeccion respiratoria causada por el virus sincitial
respiratorio, con una tasa de mortalidad aproximada del 1% y se incrementa hasta el 3% en nifios
que ademés de infeccion repiratoria presentan padecimientos tales como hipertension pulmonar,
cirugla e inmunosuprimidos por tratamiento (3,4,6,7,8,9).

Las infecciones del tracto respiratorio inferior durante la infancia constituyen un factor de riesgo
para ¢l desarrollo de un padecimiento respiratorio crénico en adultos. Estudios epidemioldgicos,
indican que la frecuencia y severidad de sintomas pulmonares en adultos estin asociados a
antecedentes de enfermedad respiratoria en la etapa temprana de la infancia (10). E virus sincitial
respiratorio, es un patogeno capaz de causar severos cuadros de neumonia en adultos tanto
inmunocomprometidos (considerados de alto riesgo) como sanos. En estudios reafizados en
adultos con neumonia, en aproximadamente el 50% de [os casos reportados se identifico al virus
sincitial respiratorio como el agente responsable (11,12).

Enfermedades de las Vias Respiratorias Inferiores en México.

En México, como en otros palses en vias de desarrollo, las enfermedades de las vlas respiratorias
inferiores, ocupan el primer lugar en morbilidad infantil, como se muestra en la figura 1. En el aflo
de 1989 la tasa de motbilidad correspondio a8 2985.04 en niftos de 1 a 4 aftos y de 1300.46 en
menores de un afio por cada 100,000 habitantes respectivamente (13).



INFECCIONES RESPIRATORIAS AGUDAS EN MEXICO
MORBILIDAD

PORCENTAJE

Fig.1. Las | ! R Agudas (IRA) paron el prlmcv lugar dn morblifdad &n cada uno de
los afics uplmmdol on la grifica. Datos ob dela s de Epidemiologla, S.S.A,

Dentro de las principales 20 causas de mortalidad infantil, las enfermedades de las vias
respitatorias infetiores han ocupado desde 1940 hasta 1993 los primeros lugares, como se
muestra en la tabla 1 (13).
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* Por 100,000 nacidos vivos wgnsuadcs
** Causa de monalidad enire 1as enfermedades infecciosas.

En Meéxico, no existen reportes de identificacion del agente etiolégico que seifalen al virus
sincitial respiratorio como el principal agente etioldgico involucrado en padecimientos
respiratorios. Sin embargo, en base a las evidencias epidemioldgicas de morbilidad y mortalidad
referentes a enfermedades de las vias respiratorias inferiores sefialadas anteriormente, asf como,



los reportes de bronquitis crénica en adultos, justifica el estudio de la prevalencia del virus
sincitial respiratorio en nuestro pais (12).

Virus Sincitial Respiratorio,

Estructura del virién, El virus sincitial respiratorio pertenece al grupo de pneumovirus dentro
de la familia Paramixoviridae. Es un virus pleomérfico de 150 a 300 nm de didmetro con una
envoltura lipoprotéica esférica rugosa, la cual presenta en su superficie glicoproteinas
denominadas "espiculas" que participan en la unién y penetracién del virus a la célula huésped
(14). La nucleocapside es una hélice simétrica con un diémetro que va de 12 al5 nm. En el
interior de la nucleocépside se localiza el genoma viral constituido por una hebra sencilla de RNA
no segmentada de polaridad negativa de 15,222 nucleétidos, con un peso molecular estimado de
5x10° a 5.62x10° kDa determinado con base a su movilidad electroforética y tomando en cuenta
la sumatoria de los transcritos generados in viyo (14,15,16,17,18,19,20).

Proteinas estructurales. El virion estd constituido por ocho proteinas (N, P, L, F, G, SH, M,
22K,). En la nucleocipside se localizan N, P y L. La proteina N o de nucleocpside (pm 42.5
kDa.), cuya funcién es fundamentalmente estructural, estd fuertemente unida al RNA gendmico
(14). La proteina P o fosfoproteina de nucleocapside (pm 27.2 kDa), que esta altamente
fosforilada e involucrada al iguat que la proteina L en transcripcion y replicacion del RNA viral y
la protelna L de nucleocipside (pm 200 kDa), relativamente hidrofébica (6). Existen tres
proteinas de envoltura F, G y SH. La proteina F o de fusién (pm 68-70 kDa), media la liberacién
de la nucleochpside hacia et citoplasma, a través de Ia fusion de la envoltura lipoprotéica viral con
1a superficie de la membrana de la célula huésped, esta proteina es sintetizada como un precursor
inactivo de 540 a 580 aa (Fo), el cual adquiere la actividad de fusién por una modificacion post-
traduccional mediada por enzimas proteoliticas de la célula infectada, produciendo dos
subunidades Fp (pm 20 kDa) y F| (pm 48 kDa) unidas a través de puentes disulfuro, que
estabilizan la estructura tridimensional det complejo; ambas subunidades estan N-glicosiladas (14).
La proteina G (pm 84-90 kDa) de 298 aa, altamente glicosilada principalmente a través de
uniones O-glicosidicas se encarga de mediar la unién del virus a la célula huésped, éstas proteinas
son importantes en la induccion de anticuerpos neutralizantes (6,14). La proteina SH (pm 7.5
kDa) de caricter hidrofobico, se encuentra intracelularmente a muy bajas concentraciones y se
sugiere su participacion en la fusion (6,22,23,24,63,67). Ademis tiene dos proteinas no
glicosiladas, la proteina matriz (pm 28,7 kDa), localizada en la cara interna de la envoltura del
virion, al parecer esté involucrada en el reconocimiento envoltura-cipside durante el ensamblaje
del virién y participa en la formacion de Ia envoltura y una segunda proteina matriz o de
membrana M2 6 22K (pm 22 kDa), de la cual se desconoce la funcion; éstas Gltimas se
caracterizan por ser moderadamente hidrofobicas y relativamente bésicas (6,14,21).

Proteinas no estructurales. En células infectadas se han detectado imicamente dos proteinas no
presentes en el virion y corresponden a NSI (1B, pm 14.7 kDa), NS2 (1C, pm 15.6 kDa). A
diferencia de los otros Paramixovirus, éstas proteinas estdn codificadas por unidades génicas
independientes (20,21). Aunque de las dos primeras no se han definido sus papeles funcionales,
sus transcritos son sintetizados muy tempranamente, por lo que se sugiere que los productos
génicos pueden estar involucrados en la modulacién de la transcripcion (21).

Mapa Genético.



El orden de los genes del virus sincitial respiratorio, asi como, las secuencias intergénicas y
secuencias flanqueantes se han establecido por el método de lectura transcripcional y mapeo por
UV (25,64). Los resultados sugieren la presencia de un promotor tinico localizado en el extremo
3’ (19). El tamaiio de las secuencias intergénicas del virus sincitial respiratorio no es constante y
varia de uno a cincuenta y cuatro nucleotidos. Las secuencias no son conservadas, excepto en los
extremos 3’ y 5’ en donde se presenta una adenosina, asi como tampoco su estructura primaria y
secundaria, por lo que muy probablemente estas regiones no representan ninguna sefial de
reconocimiento para la polimerasa viral (6). El orden de transcripcion corresponde del extremo 3’
al 5 a: NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L (6,19,20,26).

Multiplicacién Viral.

Unidén y entrada. Son las fases iniciales de la infeccion. La interaccion virus-célula es mediada
por la proteina G, lo que se demostré por estudios realizados con anticuerpos monoespecificos
dirigidos contra la proteina G del virus sincitial respiratorio cepa Long, los cuales inhibieron la
unién del virus a monocapas de células HeLa (65). Se cree que la union se lleva a cabo muy
probablemente a través del Acido sidlico presente en el receptor de la célula huésped cuya
naturaleza puede ser glicoproteico o glicolipidico (27,28). Posterior a ésta fase de union, la
envoltura del virion se fusiona a la membrana celular, lo cual permite la liberacion de la
nucleocépside del citoplasma, el proceso anterior es mediado por la proteina F (14,66).

Transcripcion y Traduccién, El proceso de transcripcion es el paso inmediato a la liberacion
de la nucleocépside al interior del citoplasma. A partir del genoma viral se genera un RNA
policistronico [RNAm que codifica para mas de una proteina), el cual probablemente sea
procesado, produciendo 10 RNAm cuyos tamafios varian de 405 a 6500 nucledtidos (19). La
generacion de estos mensajeros independientes posiblemente se regula a nivel de transcripcion a
través de un mecanismo de sefiales de inicio y termino, ubicadas en las uniones intergénicas. La
presencia de secuencias consenso en éstas uniones, las cuales son anélogas a pequefias secuencias
involucradas en iniciacion y terminacién de la transcripcion de DNA celular y genoma de virus de
DNA, apoyan este mecanismo para la generacion de 10 RNAm cada uno codificando para una
proteina especifica (14,29). Las secuencias correspondientes para inicio son CCCC/lUGUUUA/U
y termino; UCAA/UUUA/UA/UA/UUUU, cuya funcién es la de dirigir al complejo de la
polimerasa viral durante la transcripcion secuencial del RNA viral (6,30).

La sintesis de cada una de las proteinas virales, probablemente se lleva a cabo a partir de un solo
marco de lectura. Sin embargo, es importante sefialar que para la proteina M y M2 se ha
encontrado un segundo marco de lectura que puede codificar para proteinas de 75 aa y 90 aa
respectivamente, cuyos productos atin no han sido caracterizados (6,31).

Ensamblaje y liberacién del virién.
A.Primera Fase,

El ensamblaje de la nucleocapside se lleva a cabo en el citoplasma, como primer paso, la union
de una estructura constituida por subunidades de proteinas y el genoma viral (RNA de cadena
negativa), dando lugar al complejo ribonucleoproteico, al cual en un segundo paso se le unen el

resto de las proteinas auxiliares de nucleocdpside L y P.

B.Segunda Fase.



Las glicoproteinas F y G migran hacia Ia cara citoplasmica de la membrana celular, sustituyendo
una gran proporcion de proteinas celulares, posteriormente moléculas de proteina M se agregan a
la region interna de la envoltura en formacion a través de uniones no covalentes con las regiones
citoplasmicas de las glicoproteinas.

C.Tercera Fase.

Las nucleocdpsides migran hacia la superficie celular, donde se unen a la envoltura,
constituyendo particulas virales completas (viriones), las cuales son liberadas por gemacion (32).

Persistencia viral,

Las infecciones virales persistentes se clasifican en dos diferentes categorias: a) Infeccion
cronica o productiva, en la cual el virus infeccioso esté presente y puede ser aislado por métodos
convencionales, durante todo el tiempo aunque la sintomatologia no sea aparente. b) Infecciones
latentes. En las cuales el genoma viral estd presente pero por lo general no se produce virus
infeccioso excepto durante episodios de reactivacion que por lo general son intermitentes (61).

El establecimiento de una infeccion persistente requiere de dos factores, el primero de ellos es
que el virus tenga una estrategia de replicacion que asegure un fenotipo no litico a través de:
a)generar mutantes o variantes; b)disminuir la expresion de genes virales o sus productos y c)
particulas virales defectuosas o incompletas. El segundo, es que el hospedero presente una
respuesta inmune incapaz de reconocer y eliminar particulas virales y/o células infectadas. Los
mecanismos que se han reportado son: a)evasion del sistema inmune; b)alterar las funciones
biologicas de linfocitos y/o macrofagos y c)alterar la expresion de moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC).

La infeccion perisistente por virus de RNA, se lleva a cabo muy probablemente a través de un
mecanismo basado en la reduccién o control de la transcripcion viral de genes virales especificos
o bien de sus transcritos (33).

Infeccién persistente por el Virus Sincticial Respiratorio.

El establecimiento in vitro de una infeccion persistente por RSV ha sido reportado en lineas
celulares no linfoides como HEp-2 (carcinoma de laringe humano); en la cual se observé un
decremento en la produccién de virus extracelular respecto a una infeccion aguda y un incremento
de virus asociado a la membrana celular sin causar muerte celular (34). En células BS-C1 (rifién
de mono verde Cercopithecus aethiops), los resultados de ensayos de centros de infeccion e
inmunofluorescencia realizados en ésta linea persistentemente infectada indicaron que todas las
células expresaban el genoma viral. Los cultivos fueron resistentes a superinfeccion por virus
homélogos y por algunos heterdlogos. En el sobrenadante se detectaron pequefias cantidades de
virus (.002 a .2 UFP/ml), los cuales formaban placas pequefias, El cariotipo del cultivo con
infeccion persistente no difiere de las células no infectadas, lo que sugiere que para que una
infeccion persistente se establezca se requiere de alguna alteracion del genotipo de la célula
huésped y del viral (35). La linea persistentemente infectada Balb/C (fibroblastos transformados
de raton), presenta un alto porcentaje de células con espiculas y antigenos ribonucleoproteicos
virales y produce virus extracelular que se incrementa en forma dependiente al nimero de pases
de 100 a 1000 UFP/ml (36).



Bangham y col. reportaron infeccion persistente por RSV en una linea celular de origen linfoide
(BCL, células B de linfoma de ratdn), la cual produce bajos niveles de virus infeccioso
(3000UFP/ml), resultados similares fueron reportados por Fernie y col. (36,37).

La persistencia del virus en el cultivo celular pudo haber sido causada por mutaciones en el
virus, o por cambios tanto en el virus como en la célula huésped, normalmente mds de un factor es
responsable de la persistencia (33).

Domurat y col. obtuvieron evidencia in_vivo de infeccién persistente por RSV en linfocitos de
pacientes infantiles que adquirieron RSV en forma natural (38). Goswami y col. demostraron por
ensayos de inmunufluorescencia con anticuerpos monoclonales que los paramixovirus pueden
persistir en células de médula 6sea (39). Por lo anterior se sugiere que el virus sincitial
respiratorio puede causar infeccion persistente in vivo en linfocitos u otras células derivadas de
médula 6sea (37).

Macréfagos alveolares y su infeccion por el Virus Sincitial Respiratorio.

Los macrofagos alveolares son la primera linea de defensa contra patégenos inhalados y son
expuestos al virus durante el curso de la infeccion. Las particulas virales modifican las funciones
de los macrofagos alveolares, lo cual puede contribuir al riesgo de adquisicion de infecciones
bacterianas secundarias durante o después de la infeccién por el virus sincitial respiratorio u otros
agentes virales (40).

Panuska y col., demostraron_in vitro que macrofagos alveolares y periféricos expuestos a virus
sincitial respiratorio expresaron proteinas virales, lo que indica que éstas células son permisivas a
la infeccion Asi mismo (41), sefialan con base a sus resultados que los macrofagos alveolares
soportan todos los estadios del ciclo replicativo del virus sincitial respiratorio y producen virus
infeccioso por més de 25 dias. La infeccion por el virus sincitial respiratorio de los macrofagos
alveolares puede alterar potencialmente importantes funciones biologicas sin alterar la viabilidad
celular. Los mecanismos propuestos por los cuales los macrofagos alveolares soportan la
replicacion viral por mas de dos semanas, incluyen la produccién de particulas virales no
infecciosas que requieren de virus homologos infecciosos para su replicacion, produccion de
mutantes termosensibles, factores celulares de resistencia viral, el equilibrio mantenido entre
células infectadas y no infectadas, incapacidad de la célula huésped de procesar eficientemente
glicoproteinas virales dando como resultado una produccion viral reducida y produccion de
proteinas antivirales como el interferon que también reduce la produccion viral (41).

N.M. Cirino y col,, llevaron a cabo la caracterizacion de la subpoblacion (clase Il HLA-DR) de
macrofagos alveolares permisiva a la infeccion por el virus sincitial respiratorio, a través de
estudiar la replicacion viral por célula, determinando las proteinas por medio de FACS
(Fluorescence-Activated-Cell-Sorting) y por ensayo de centros de infeccion. (42). La replicacion
del RSV es reducida significativamente por el proceso de diferenciacion in vitro que sufren los
macrofagos alveolares y por tratamiento con TNF (Factor de Necrosis Tumoral). Los macrofagos
alveolares fueron resistentes a la reinfeccion por el virus sincitial respiratorio a altas dosis virales
debido probablemente a Ia diferenciacion progresiva o bien posiblemente a mecanismos autocrinos
o paracrinos de restriccion de replicacion del virus sincitial respiratorio mediado por TNF alfa.
Por estudios_in_vitro se ha determinado que el TNF alfa puede promover la diferenciacion de
macrofagos, por lo que un posible mecanismo por el cual este factor puede restringir la
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replicacion del virus sincitial respiratorio, es através de aumentar o favorecer la diferenciacion
celular (43,44,45).

Evidencias experimentales en cobayos inoculados con el virus sincitial respiratorio humano via
intranasal demostraron que proteinas virales y RNA gendmico pueden persistir en pulmon por al
menos 60 dias post-infeccion y tal persistencia en macrofagos alveolares puede contribuir a la
patogeénesis de una inflamacion cronica bronquiolar (43).

La persistencia del virus sincitial respiratorio no se ha demostrado en forma concluyente, existen
reportes como los estudios epidemiologicos de aislamiento y deteccion del virus sincitial
respiratorio realizados en Estados Unidos de julio de 1990 a Julio de 1995. La deteccion y
aislamiento del virus fue cercana a cero en los meses de junio a noviembre reapareciendo durante
el periodo invernal (diciembre a marzo). Ya que posiblemente el humano es el (nico huésped
natural del virus sincitial respiratorio se considera fuerte candidato a ser el reservorio donde
permanece o persiste el virus durante los meses en los cuales su deteccion es minima o que nos
hace suponer una fuerte evidencia de la persistencia viral (46). Figura 2,

Alslamiento e identificacién del Virus Sincitial Respiratorio en Muestras Analizadas en Estados
Unidos durante Julio 1880 - Julio 1995

% de Muestras Positivas

0 /
Julio Enero Jullo Enero Julio Enero Julio Enero Jullo Enero Julio
ol o | 2 | e | u 95
Mes y Aflo
Fig. 2. Reporte de muestras posidivas para RSV anaiizadas por métodos de
deteccién de antigeno y aislamiento de virus en E.U.A. de Julio 1990 a Julio 1895,

En este estudi6 se pretende estudiar la expresion de proteinas de RSV en infecciones agudas y

" persistentes y para ello decidimos establecer un modelo in vitro de persistencia en ia linea celular
similar a macréfagos P388D1. Este modelo nos permitird ademds, estudiar la interaccion virus-
célula, ya que por su naturaleza, ésta interaccion no es factible estudigrln in vivo.



HIPOTESIS

LAS PROTEINAS VIRALES DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO
QUE SE EXPRESAN DURANTE LA INFECCIOQN AGUDA DE
MACROFAGOS COINCIDEN CON LAS SINTETIZADAS EN 1A
INFECCION PERSISTENTE

OBJETIVO

DETERMINAR COMPARATIVAMENTE, EN CULTIVOS DE
MACROFAGOS, LA EXPRESION DE PROTEINAS DEL VIRUS
SINCITIAL RESPIRATORIO EN INFECCION AGUDA Y PERSISTENTE.



MATERIAL Y METODOS

Células y Virus.

Células HEp-2, adquiridas de la ATCC (American Type Culture Collection). Es una linea aislada
originalmente de carcinoma epidermoide de laringe de humano. Estas células se propagaron en
medio minimo esencial (MEM), suplementado con 10 % de suero bovino fetal (SBF) previamente
inactivado a 56°C durante 30 minutos, antibidticos (100 Ul penicilina G/ml, 100 mg/ml de
estreptomicina y nistatina al 1%, al cual denominaremos MEMc (MEM completo)

Células P388D!, adquiridas de la ATCC (American Type Culture Collection). Es una linea celular
similar & macréfagos aislada originalmente de neoplasma linfoide (P388) de raton DBA/2, y
donada a nuestro laboratorio por el Dr. A. Tingle. Estas células se propagaron en RPMI 1640,
suplementado con 10 % de SBF, antibioticos (100 Ul penicilina G/ml, 100 mg/ml de
estreptomocina).

Cepa Long del Virus Sincitial Respiratorio (RSV), donada al laboratorio por el Dr. Michael
Trude! (Instituto Armand Frappier, Ville de Laval, Canads).

Propagacién del Virus

Monocapas de células HEp-2 semiconfluentes crecidas en botellas de 162 cm? se infectaron con
el virus sincitial respiratorio previamente purificado por placa a una multiplicidad de infeccion de
0.5 en MEM suplementado con 1% de SBF. Después de una hora de adsorcion a 379C, se retiro
¢l sobrenadante y se reemplazd con medio fresco al 2.0% de suero bovino fetal y 1% de
antibioticos al cual denominaremos MEM, (MEM para infectar). Los sobrenadantes fueron
colectados a las 24 y 48 horas post-infeccion. Los restos celulares fueron eliminados por
centrifugacion a baja velocidad (1500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente). Para la
estabilizacion de la infectividad del virus se afladio MgSO4 a una concentracion final de 0.1 M
(36).

Concentracién y purificacion del virus.

La suspension viral obtenida en el paso anterior se concentrd con 6 % de Polietilenglicol [PEG
6000 SIGMA Cat. P-2138] (54) durante 18 a 24 horas a 49C; posteriormente se centrifugé a
9500 rpm una hora a 49C, en un rotor 45 Ti. El boton se resuspendio en 7 ml de TNE (50 mM
TRIS-HCI, pH 7.5; 0.1 M NaCl, 10mM EDTA), el sobrenadante se reprecipito y se obtuvo un
segundo botén que se resuspendié en 4 ml de TNE. La presencia del antigeno viral se determin6
por ensayo inmunoenzimético (ELISA) y titulacién de la infectividad en células HEp-2 que se
expresd en TCID50/ml,

El virus concentrado se purificé por un gradiente lineal de sacarosa 20-60 % (16,17), se
centrifug6 a 25000 rpm durante 6 horas a 4°C en un rotor SW27. Se colecté la fraccion que
presenté banda visible asi como las dos anteriores y dos posteriores a ésta y se titularon en células
HEp-2
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Titulacién de la infectividad viral en células HEp-2.

La suspension viral se diluyo en serie 1:3 en MEM; (35ul/70ul) y se utilizaron 50ul de cada
dilucion para infectar monocapas semiconfluentes de células HEp-2, crecidas en placas de 96
pozos y dejando adsorber durante una hora a 37 °C. Posteriormente se retir6 el indeulo y se
reemplazé por 150 ul de MEM; incubando hasta observar efecto citopatico, lo que ocurre
después de 3 a 4 dias a 37 °C. Cada ensayo se realizé por cuatruplicado y el titulo se determind
por TCID50 utilizando para ello la formula de Kiber (47):

TCID50=-A +[-1 (s-%4) donde:
A =ltima dilucion donde todos los pozos presentan efecto
S= Suma de los % de todas las diluciones donde se presentd efecto citopatico (100% a 0%).

Obtencién de anticuerpos.

Se inmunizaron conejos Nueva Zelanda de 2.5-3.0 Kg de peso con un volumen de 150ul a 200ul
de virus purificado cuyo titulo era de 4.3x10* TCID50/ml y con un contenido de 200 a 300 ug de
proteina. Se aplicaron tres inyecciones subcutdneas a intervalos de 21 dias; utilizando adyuvante
completo de Freund en la primera aplicacion e incompleto en las dos siguientes. Los anticuerpos
obtenidos fueron purificados en columna de afinidad de sefarosa acoplada a proteina A y titulados
por neutralizacion. El titulo se expreso en TCID50/ml neutralizados

Determinacién del titulo de anticuerpos neutralizantes
(Microneutralizacién).

El titulo de anticuerpos neutralizantes se determind de dos maneras: 1) La suspension viral con
un titulo de 2.8x10* TCID50/ml se diluyd en serie 1:3 en medio Dulbecco suplementado con 2.5%
de SBF en una proporcion de 35ul/70 ul; 50 ul de cada una de las diluciones se mezclaron con un
volumen igual de suero hiperinmune sin diluir, se incubaron 60 minutos a 37°C. Se afladieron 50
ul de la mezcla virus-anticuerpo a monocapas de células HEp-2 propagadas en placas de 96
pozos, se dejaron adsorber durante 2 horas a 37°C, después de éste tiempo el inoculo se retird y
se reemplazo por 150 ul de medio Dulbecco con 2.5% de SBF, se incubé a 37°C hasta observar
efecto citopatico y el titulo se expresé como la ditima dilucion donde no se observa efecto
citopatico. 2) Se realizaron diluciones seriadas del suero hiperinmune 1:3 en el medio
anteriormente descrito, a 50 ul de cada dilucion se le agregaron 50 ul de la suspension viral sin
diluir (2.8x10* TCID50/ml) y se continué de acuerdo al procedimiento anteriormente descrito
Cada ensayo se realizo por duplicado (48).

Cromatografia de Afinidad. Proteina A-Sepharosa,

La proteina A se hidrato en una proporcion de 1 gramo en 4 mi de H,O desionizada para una
columna de 7 ml, la cual se montd en una jeringa de 20 ml. La columna se lavd con 40 ml de
amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 8.0 (fosfato monobasico de sodio 0.5 M, fosfato dibasico de
sodio 0.5 M), seguido por un lavado con 20 ml de amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 8. Se
aplico fa muestra y se incubd 2 horas a temperatura ambiente. Se eluyd con amortiguador de
fosfatos 0.1 M pH 8 hasta obtener una densidad Optica de cero (280 nm) en las fracciones
recogidas (1ml). Se eluyeron las [gG’s (Inmunoglobulinas clase G) trtando con acido acético 0.1
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M/NaCl 0.15 M. Las fracciones colectadas se leyeron a 280 nm en un espectofotometro y se
trabajo con las que dieron valores de densidad optica entre 1.241- 2.172. Se juntaron las
fracciones y se ajusto el pH a 7 con PBS 10X. Se lavo la columna con amortiguador de fosfatos
0.5 M pH 8 y se dejo con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 8. La mezcla de fracciones se
dializo contra PBS pH 7.4 y se determiné la concentracion de proteinas por el método de Lowry
obteniéndose un valor de 2.6 mg/ml. La composicion protéica de la mezcla se analizo en geles de
acrilamida al 10% en condiciones reductoras (49,50).

Ensayo inmunoenzimético.

Se sensibilizaron placas de 96 pozos para EIA/RIA afadiendo 100 ul/pozo (.06 mg de proteina)
de suspension viral e incubando a 4°C durante toda la noche. Se lavd 3 veces, durante 3 minutos
por cada lavado con PBS con Tween 20 al 0.05% y Albiimina Sérica Bovina (ASB) al 0.1%
(PBS-T20). Se bloqued con 150 ul de PBS con ASB al 1% (PBS-ASB), durante 90 minutos a
37°C. Selavo 3 veces con PBS-T20, durante 3 minutos por cada lavado. Se adicionaron 200 ul de
anticuerpo anti-RSV a una dilucion de 1:100 en PBS-ASB al 0.5% (PBS-ASB 0.5%) se incub6
durante 60 minutos a 37°C. Se lavé 3 veces con PBS-T20, durante 3 minutos por cada lavado. Se
adicionaron 100 ul del conjugado anti-IgG de conejo-peroxidasa a una dilucién de 1:1000 en
PBS-ASB 0.5%, se incub6 durante 60 minutos a 37°C y se lavo con PBS-T20, durante 3 minutos
por cada lavado. Se adicionaron 100 ul del sustrato, orto-fenilendiamina al 0.04% en Tris-HCI 0.5
M, pH 7.6 con H,0; al 0.05%. La reaccion se dej6 de 20-30 minutos y se detuvé con 50 ul/pozo
de H,S04 0.3 N. Se ley6 la absorbancia a 492nm en un lector de ELISA.

Extractos celulares.

Los extractos celulares se obtuvieron de macréfagos P388D1 con infeccion aguda o persistente
asi como, de macrofagos control sin infectar, propagados como se describié en material y
métodos. Para cada ensayo se utilizaron macréfagos de 3 cajas petri (1.5x10° células/ml por caja)
de 60 mnr, se rasparon y centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. El botdn celular se
resuspendié en un amortiguador de lisis a 4°C (10mM TRIS-HCI pH 7.5; 140 mM NaCl, 1%
Triton X~100; 1% Desoxicolato de sodio). La suspensién celular se agité en vértex durante 30
segundos, para posteriormente centrifugarla durante 5 minutos a 15000g en una microfuga
Eppendorf, el sobrenadante se recuperd y se le determiné la concentracion de proteinas por el
método de Lowry.

Inmunofluorescencia.

La inmunofluorescencia indirecta se llevé a cabo de acuerdo a lo descrito por Garcia-Barreno y
col.(48). Los macrofagos P388DI persistentemente infectados se crecieron durante 24 horas a
37°C en camaras para inmunofluorescencia previamente tratadas con 500 ul de polilisina a una
concentracion delOug/ml durante 20 minutos a temperatura ambiente y lavadas una vez con PBS
estéril. Las células se fijaron con metanol a -20 OC durante 5 minutos y con acetona a -20 0C
durante 30 segundos. Después de que se dejo secar al aire, la preparacion se bloqued toda la
noche a 4°C con suero de caballo. Posteriormente, se lavaron las células con PBS y se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente con el primer anticuerpo [inmunoglobulinas clase G
(IgG's)] purificado a una dilucion de 1:100 en PBS-ASB al 0.25%,. Transcurrida la incubacion,
se lavo la preparacion dos veces con PBS por diez minutos y se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente con el conjugado anti-Ig de conejo unido a fluoresceina como segundo
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anticuerpo. Después de éste tiempo de incubacién, se lavaron tres veces las células con PBS
durante diez minutos y finalmente se hiz6 un lavado abundante con agua destilada. Como control
se usaron células no infectadas las cuales se procesaron en forma paralela.(51).

Infeccién aguda en macréfagos P388D1.

Se infectaron macréfagos P388D1 a una multiplicidad de infeccion de 10 en presencia de RPMI
1640 con SBF al 1% y se mantuvieron durante 96 horas a 37 OC en el mismo medio
suplementado con 3% de SF. Se determiné viabilidad celular por la técnica de exclusion de azul
tripano y se titulo la infectividad del sobrenadante en células HEp-2, los titulos se expresaron en
TCID50/ml. Los extractos celulares se obtuvieron a las 24, 48, 72 y 96 horas post-infeccion,

Infeccién persistente en macréfagos P388DI,

Para el establecimiento de la infeccion persistente, se infectaron macrofagos P388D1 con el
virus sincitial respiratorio a una multiplicidad de infeccion de 0.001 en presencia de 1% de SBF en
RPMI 1640. Se dejé adsorber durante dos horas a 35°C, se retird el medio y se reemplazd por
medio fresco al 1% de SBF y se incubaron 24 horas a 35°C. Posteriormente, los pases sucesivos
se mantuvieron en presencia de 10% de SBF. Los pases se realizaron 2 a 3 veces por semana. La
presencia del virus sincitial respiratorio en los cultivos persistentes se determiné a través de
ensayos de inmunofluorescencia indirecta con suero policlonal para la deteccién de antigeno
celular y de virus extracelular por titulacion de la infectividad en células HEp-2. Se obtuvieron
extractos celulares de diez diferentes pases.

Superinfeccién.

Los cultivos persistentes se superinfectaron con RSV a una multiplicidad de infeccion de 10, en
presencia de 1 % de SBF a 35°C durante 24 horas, Se determiné el porcentaje de células viables
por exclusion de azul tripano. Las células que sobrevivieron continuaron subcultivandose. Se
obtuvieron extractos celulares de 8 diferentes pases.

SDS-PAGE. Inmunoblot.

Las proteinas de los extractos celulares de macrofagos P388D1 con infeccion aguda se
separaron en geles SDS-poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras [1% de mercaptoetanol]
y corriendo 60 ug de protelna por carril (52). Posteriormente fueron transferidas a papel de
nitrocelulosa durante 30 minutos a 500mA (53). Las proteinas virales transferidas se revelaron
con anticuerpos anti-RSV purificados (1mg/ml) a una dilucién 1:10 en PBS con Tween 20 al
0.3%. Como segundo anticuerpo se utilizd un conjugado anti-IgG de conejo unido a peroxidasa a
una dilucion 1:250 en PBS-Tween 20 al 0.3%. Como sustrato 4-cloronaftol en Tris-HCl
10mM/NaCl 0.14 M pH 7.5 y metanol al 20% previamente enfriado a -20 °C con 0.04% de
H,0;. En el caso de la deteccion de proteinas virales de macrofagos persistentes y superinfectados
la incubacion con anticuerpos anti-RSV se llevd a cabo toda la noche a temperatura ambiente con
agitacion.

Determinacién de peso molecular.
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La determinacion del peso molecular de las bandas de proteinas obtenidas en los inmunoblots de
cada uno de los diferentes pases del cultivo persistente y superinfectado se llev a cabo con base
al calculo de la movilidad relativa de las proteinas denominado Rq. El calculo del Ry se realizo
midiendo la distancia recorrida por cada una de las bandas de los pesos moleculares de referencia
(macroglobulina 191 kDa, galactosidasa 117 kDa, fructosa 6-fosfato cinasa 91.8 kDa, piruvato
cinasa 72.7 kDa, fumarasa 57.8 kDa, deshidrogenasa lactica 40.8 kDa, triosa fosfato isomerasa
34.1 kDa), el valor obtenido se divide entre la distancia recorrida por el frente del gel. En cada
ensayo se corrieron los estandares de peso molecular. Con estos valores se hizé una curva
estdndar graficando el log)o del peso molecular contra el R;. Se determina el valor de Ry para las
bandas problema y se extrapol6 en la curva estandar (54). (Figura 3).

CURVA ESTANDAR DE PESOS MOLECULARES
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iog10 Peso molecular

Figura 3, La éatervingoién de paso maleculer (PM) se lievd & cabo an base & céiculo de le movilidad
reisthva do len prowinas (W), Ei cdicuio dei ' se realtzd midiendo la distancia recorride por cads
una & les handas de los pesos moleouieres dividido por i distancis recanids por o renie dal gel.



RESULTADOS.

Concentracién y Purificacién del virus sincitial respiratorio.

La suspension viral utilizada para la concentracién y purificacién de virus tenfa un titulo de
2.5x10* TCIDSO en un volumen total de 225 ml, Se precipit6 con polietilen glicol (PEG 6000), de
acuerdo a lo descrito en material y métodos. Se obtuvieron 2 fracciones: la A recuperada de la
primera precipitacion de la suspensién viral, la cual se resuspendi6 en 7 ml de TNE, el
sobrenadante se reprecipité y se obtuvo la fraccion B que se resuspendié en 4ml de TNE. El
rendimiento total con respecto a la infectividad fue del 62%. Se determin6 la presencia de
antigeno por ELISA en las fracciones precipitadas asi como en el sobrenadante.

Las fracciones A y B, presentaron un titulo de 2.2x10" TCID50/ml y 1.3x10* TCID50/ml
respectivamente. La fraccion A se sometié a centrifugacion en un gradiente de sacarosa 20-60%
obteniéndose 8 subfracciones y un precipitado, los cuales se titularon en células HEp-2. La banda
correspondiente al virus se encontr6 en la subfraccion 5 con un titulo de 1.3x10° TCID50/ml las
dos subfracciones anteriores no presentaron titulo y en las dos posteriores los titulos fluctuaron
desde 1.45x10* TCIDSO/ml hasta 4.37x10* TCIDS0/ml, obteniéndose un rendimiento final dei
20%, este valor concuerda con lo reportado por Lambert y col. 1980 quienes sefialan un
porcentaje de recuperacion de la infectividad del 18.1% (16).

Dgter-lnlcidn del titulo de anficuerpos neutralizantes.

En la fraccion de IgG's purificadas se encontrd un titulo de anticuerpos neutralizantes
correspodiente a 4.74x10° TCID50/ml neutralizadas, éste valor fue 5 logaritmos menor que el
obtenido con el suero sin purificar (2.8x10° TCID50/ml neutralizadas), pensamos que esto se
debi6 a problemas en ¢l pH durante el proceso de purificacién ,

Cinética de Infeccién e Inmunotransferencis de macréfagos PISSD1 con
infecciém aguda.

La cinética de infeccion en macrofagos P388DI se llevo a cabo empleando una multiplicidad de
infeccion de 10 (de acuerdo a como se seflala en material y métodos), determinandose la
viabilidad celular y el titulo viral en células HEp-2 en cada punto de la cinética de infeccion.
Como se observa en la figura 4, la disminucion en la viabilidad celular a 24 horas post-infeccién
(p.i.) se correlaciona con el incremento en la produccion de virus extracelular en cada punto de la
cinética. Simultneamente se analizaron macréfagos P388D1 no infectados como control y se
determiné que bajo las mismas condiciones de 3% de suero fetal no habia multiplicacion celular
durante el periodo de 24 a 72 horas (1x10° células/mi-1,068x10° células/ml) y solo a las 96 horas
se observd incremento significativo en el numero de células (2.960x10° células/ml), lo que nos
indico que la muerte celular determinada en los macrofagos P388D1 con infeccion aguda durante
Ia cinética de infeccion muy probablemente se debe al efecto del virus.
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La identificacion de protelnas virales en macréfagos P388D1 con infeccitn aguda se llevé a cabo
por inmunotransferencia. Se obtuvieron extractos celulares a las 24, 48, 72 y 96 horas post-
infeccién. Paralelamente se corrié un control de macrofagos P388DI sin infectar.

A las 24 horas post-infeccién no se observaron proteinas virales en los macrofagos P388D1
infectados; & las 48 y 72 horas p.i. se detectaron las proteinas G (80.4 kDa), F1 (47.7), N (43.5
kDa) y P (27.1 kDa); a las 96 horas p.i se detectaron unicamente G y F1(48.0 kDa), esto debido
probablemente a que a tiempos prolongados de infeccién las células infectadas mostraron una
reducida sintesis de proteinas (54). Los resultados se muestran en la tabla 2 y en I figura 5.

N (43, kDa), P (27.6 kDa); F1 (47.7 kDa) y O ( 80.4 kDa)
+, Presencia de proteinas virales.
ND, No se detectaron.

Las proteines L, M y 22K no s¢ identificaron en niugiin punto de la cinética.

Los pescs moleculares determinados en of ensayo difirieron do los reportados en sproximadaments | kDa debido al cdlculo do RE.
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Cultivo Persisteate.

El cultivo persistente de macrofagos P388DI se establecié a una muitiplicidad de infeccion de
0.001 con el virus sincitial respiratorio, de acuerdo a lo sefialado en material y métodos. El
seguimiento de la persistencia del virus sincitial respiratorio en el cultivo se hizo por la deteccién
de antigeno viral por inmunofluorescencia y del virus extracelular por titulacion en células HEp-2.
El ensayo de inmunofluorescencia se ilevo a cabo en diferentes pases comprendidos del 1 al 36,
En la figura 6 se demuestra la presencia de antigeno viral en la superficie de los macrofagos

perisitentemente infectados del pase 24.
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Figura 6. Deteccion de RSV por inontnotluorescencia cn macrofagos PI88DL persistemtemenie
infectados. Macrofagos persistentemente infectados se crecieron en camaras para inmunofltorescencia
durante 24 horas 4 37°C. (A) Macrafagos persistentes, |B) Macrofagos control (células no infectadas)
Los complejos imumes se desarrollaron con un conjugado anti-conego-{luoresceimado




Los titulos obtenidos a lo largo de 35 pases fluctuaron desde 6x10' hasta 1.3x10* TCIDS0/ml.
A partir del pase 36 al 47 no se detect6 virus extracelular. Como lo muestra la figura 7.
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Fig. 7. Persivtancis vl en macréiegos PIED1. Se estableoks la parsisiencia vinl 0on ol vius
sinoliial respiraionio & una mulipickded de inleockén de .001 en {a |ines de mactdlagon PISRD1.

Deteccion de proteinas virales por inmunotransferemcia en macréfagos
persistentemente infectados

La presencia de proteinas virales en los cultivos persistentes (P) que no producian virus
extracelular, s investigd por inmunotransferencia. Se trabajo con cultivos del pase 37 al 47 los
cuales se denominaron (P1-P10) por facilidad de nomenclatura.

La expresion de proteinas virales de los pases P1-P10, se presentan en la tabla 3 y figura 8. P10
fue el Unico pase en el cual no se detectd ninguna proteina.

Ln'pml..MynKmuih\ﬁtmmu ninguno de 1ot pases analizados.
Los pesos moleculares determiriados ses ol snsayo difirieron de los reportados e
sproximadainente | kDs debido al cilculo de RE
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(Lines L), contro} de macrdfugos PISIDI no infectados (linsa M).

Deteccién de proteinas virales por inmunotransferencis en macréfagos
superinfectados,

Con la finalidad de disminuir el namero de células no infectadas en el cultivo persistentemente
infectado se superinfecté con una multiplicidad de infeccién de 10 tanto cultivos control de
macréfagos no infectados como ocho diferentes pases del cultivo persistentemente infectado (S1-
S8). Al medir muerte celular encontramos que en los cultivos control a las 24 horas la mortalidad
fue de 52% y a las 48 hrs. de 65%. En los diferentes pases del cultivo persistente sometidos a
superinfeccion la muerte celular fue de de 16 a 18%. Estos datos nos podrian indicar que el 80%
de la poblacion celular de estes cultivos estaba ya infectada y no fue susceptibles a la infeccion.
Los resultados se muestran en la tabla 4.

poroenta)
(5.1x10° oblulas/ml) en el tiempo cero,
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Interesante fue la observacion que los ocho cultivos persistentes superinfectados (S1-S8) que no
producian virus extracelular antes de la superinfeccién, después de ésta se detecté nuevamente
virus extracelular. Sin embargo, después del pase 10 y 12 para los pases S5 y S7 respectivamente
ya no se detecto virus extracelular. Los resultados se muestran en la figura 9. En el resto de los
cultivos superinfectados el titulo de virus extracelular cay6 a cero después del cuarto o quinto
pase (los datos no se muestran).

SUPERINFECCION
MOI 10

2,000

M=

TCID50/mi

Fig. 9. Superinfeccién de macrétagos persislentemaents (nfectados. Los pases de macréfagos
infectsdos que No producian virus extraceiuler ee soinetieron e superinfeccdn
con of virus original a una multipiicided de infeccién de 10,

Se analiz6 la sintesis de proteinas virales en los ocho cultivos persistentes superinfectados (S1-
S8) por inmunotransferencia. Los resultados oltenidos se muestran en la tabla 5 y cn la figura 10.

P (27.1kDa); F1 (48.0kDa); G (80.4 kDa) y 22K (22.2 kDs)
8190, Pases superinfectados.

ND. No se detectaron.

+, Presencia de proteinas.

Las proteinas L, N y M 110 86 detectaron en ninguno do los pases

superinfectados.
Los pesos moleculares determinados en ¢} ensayo difiricron de los
reportados en sproxinmadaments 1 kDa debido al célculo do Rf.
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Figurs 10, I ferencia de protsinay oblenidas de ¢fagos superinfectados. So
prop xtractos celulares do Sfagos PISBD} superinfectados & una MOI do 10
con virus sincitial respiratorio, las p 0 88 en geles SDS acrilamida al 10%
en condici ductoras, se tranafirieron & papel do nitrocelulosa y se ruvelaron con anti-
RSV como printer antj y anti-lgQ peroxidado como segundo anticuerpo. Estdndar

de pesos molecuiases (Ilnu' A), 81 (linca B), 82 (linea C), $3 (linea D), 84 (linea E), 3
(linea F), 86 (linea G), S7 (linca H), S8 (linea I), macrdfagos con infeccion aguda (linea J)
y control de Sfagos PIBBD} no infectados (linea K).

La tabla 6 compara y resume brevemente el patron de sintesis de proteinas virales en el ensayo
de infeccion aguda, persistente y superinfectado

S ———— -
+. Prosencia de protoinas virales.
ND. No se detectaron.
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DISCUSION.

El objetivo de éste trabajo fue el de analizar comparativamente la sintesis de proteinas virales en
macrofagos  P388D1 con infeccién aguda vs diferentes pases del cultivo de macrofagos
persitentemente infectado y superinfectado ‘con el virus sincitia! respiratorio. Los resultados
obtenidos en este trabajo, demostraron la sintesis continua de proteinas virales en diferentes pases
del cultivo persistentemente infectado asi como del superinfectado. Aunque es importante sefalar
que las proteina virales expresadas difieren entre los pases persistentes y los pases
superinfectados, principalmente en la expresion de la proteina 22K, identificada Uinicamente en los
pases superinfectados; ya que las proteinas G, F1 y P fueron comunes en ambos ensayos.

Los sobrenadantes del cultivo persistente se titularon a lo largo de 47 pases; en los primeros 35
pases encontramos fluctuaciones de 6x10" hasta 1.3x10° TCID50/ml. A partir del pase 36 y hasta
el 47 no se detectd virus, La ausencia de virus extracelular en estos pases puede deberse a
particulas defectuosas generadas durante la persistencia e involucradas en el establecimiento y
mantenimiento de una infeccion persistente y que pueden interferir en la deteccion por infectividad
del virus extracelular (62). Sin embargo, a pesar de la ausencia de virus infeccioso extracelular a
partir del pase 36 fue posible identificar, por inmunotransferencia, 3 proteinas virales estructurales
(G,F1 yP) en pases posteriores, lo cual demostrd la persistencia del virus en el cultivo.

De la cinética de expresion de proteinas virales en la infeccién aguda a una multiplicidad de
infeccion de 10y en ausencia de suero feta!, no se obtuvieron resultados satisfactorios debido a
la pronta muerte celular no nos permitié continuar por el tiempo necesario y por lo tanto definir si
la muerte celular se debio a la ausencia de suero fetal o al efecto del virus sobre éstas. Con base a
los resultados reportados en experimentos hechos con macréfagos alveolares humanos a una
multiplicidad de infeccion de 3 y en presencia de 3% de suero fetal para mantenimiento de las
células decidimos infectar bajo las mismas condiciones a los macréfagos P388D! (41). La
viabilidad celular fue en promedio de 82%, durante las 96 horas de la cinética de infeccion; sin
embargo la expresion de proteinas virales analizadas por inmunotransferencia fue minima, Se
decidié entonces infectar a una multiplicidad de infeccion de 10 y mantener las células durante
toda la cinética de infeccion aguda en presencia de 3% de suero fetal. La viabilidad disminuy6 en
forma proporcional al tiempo post-infeccion y se observo sélo una calda significativa a las 96
horas post-infeccion (15.07%), lo cual nos permiti6 evaluar satisfactoriamente en cada punto de la
cinética la sintesis de proteinas y fue posible ademés identificar por inmunotransferencia bandas
correspodientes a proteinas virales del virus sincitial respiratorio.

Nuestro estudio se basé en el analisis comparativo del patron de sintesis de proteinas virales
estructurales en un cultivo persistente, superinfectado y con infeccién aguda. Bajo nuestras
condiciones de trabajo fue posible identificar 5 proteinas virales estructurales (G, F1, N, P y 22K)
de un total de 7 que constituyen al virion en concordancia con otros estudios reportados (11,55).
En nuestro estudid no se determiné cual de las proteinas virales estructurales fue la primera en
aparecer debido a que los tiempos seleccionados para la cinética de infeccion aguda fueron muy
amplios y lo Gnico que nos permiti6 establecer fue una diferencia en el patrén de sintesis de
proteinas en cada uno de los puntos (24, 48, 72 y 96 horas post-infeccién). Algunos autores (57,
58) reportan a la proteina N como la primera en aparecer, seguida de Py M. En el caso del
cultivo persistente y el superinfectado no se estableci6 un tiempo especifico para la obtencion de
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los extractos celulares utilizados en el anlisis del patron de sintesis de proteinas por lo que
tampoco se determind una cinética de aparicion de las proteinas virales.

Durante la infeccion aguda solo se identificaron cuatro proteinas virales: G, F1, Ny P. A las 24
hrs. no encontramos ninguna proteina viral debido probablemente a que las condiciones de
nuestro ensayo no fueron lo suficientemente sensibles, A las 48 y 72 hrs. encontramos ¢l mismo
patron de expresion (N, Py G), y finalmente a las 96 hrs. solo se observan 2 proteinas G y F1.

A partir de las 48 hrs se observaron bandas de alto peso molecular, no correspondientes a los
previamente reportados y que son especificos de los cultivos infectados ya que no aparecen en los
controles de células no infectadas. Estas proteinas pudieran ser precursores no procesados de
algunas de las proteinas virales o proteinas que hayan sufrido modificaciones (e.g. glicosilaciones,
fosforilaciones, etc.). '

La sintesis de proteinas virales durante Ia infeccion persistente después de que ésta deja de
producir virus extracelular se caracterizé por la expresion de 3 de ellas (G, F1 y P). En ¢! pase P3
solo se identificaron F1 y P y en el pase P10 no se identifico ninguna proteina. Estos resuitados
pueden explicarse con base a que los pases analizados proceden de lineas persistentes
independientes por lo que el patron de expresion de proteinas virales haya sido diferente; en el
caso especifico de P10 la ausencia de virus extracelular y de proteinas virales nos hace suponer
que probablemente en este pase se haya perdido la persistencia viral En 9 de 10 pases analizados,
la tinica proteina no identificada en los macréfagos persistentes en relacion a los de una infeccion
aguda correspondio a N. Es importante seflalar que a pesar de que en estos pases no se detectd
. virus extracelular, si fue posible identificar al menos 3 proteinas virales, Los resultados obtenidos
en éste anilisis apoyan la presencia de RSV en forma persistente en los macrofagos, sin
determinar exactamente el mecanismo a través del cual el virus es capaz de persistir.

La expresién de las proteinas virales difiere significativamente entre los ocho pases
superinfectados (S1-S8) analizados debido en primer lugar a que son pases indepen dientes entre si
y que ademis no se encontraban sincronizados en su ciclo celular, razones por las que
probablemente el patron de expresion de proteinas virales haya sido diferente; en segundo lugar
en este ensayo no se realizo una cinética de la sintesis de proteinas virales que nos hubiera
permitido definir paso a paso y en forma mis exacta si ademis de las proteinas que se.
identificaron los pases sintetizaban y expresaban al resto de las proteinas virales que bajo nuestras
condiciones no se observaron y en tercer fugar la produccion de virus extracelular variy entre los
pases lo que nos hizo suponer que esto pudo influir en el nimero de proteinas expresadas.
Resultan interesantes las observaciones de que en ninguno de nuestros cultivos se identificé a la
proteina L y de que en los cultivos superinfectados no se haya detectado la proteina N, ya que
junto con las proteinas P y L constituyen la maquinaria de replicacién, transcripcion del genoma
viral y regulacion de la expresion (14). Podriamos proponer que el que la proteina L no se haya
identificado se debi6 a que la regulacion transcripcional de la concentracion de RNA mensajeros
en los paramixovirus, estd determinada por el orden de éstos a lo largo del genoma viral, esto es
que la eficiencia de transcripcion disminuye en forma directamente proporcional a la distancia del
gen con respecto al extremo 3’; el gene L se localiza en el extremo 5° del genoma del virus
sincitial respiratorio, por lo que la concentracion de RNA mensajero correspondiente a éste gen es
considerablemente menor (100 veces), respecto a los genes N y P, lo cual se ve reflejado
directamente en la composicion de la nucleocipside L:N:P: en una proporcién de 1:100:100.
Ademas podria participar el fenomeno de la atenuacion de la expresion de genes, por la presencia
de sefiales de término de un gen comprendida dentro de otra secuencia génica, Este mecanismo

esta claramente ejemplificado por el gen L del virus sincitial respiratorio, el cual presenta la sefial
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de término del gen 22K, ocasionando una disminucion en la transcripcion del gen L y por lo tanto
en la concentracion de la proteina correspondiente (14). Es importante seffalar que en 4 de 8 pases
de macrofagos persistentes superinfectados analizados se identificé a la proteina de 22K, no
expresada en ningiin punto de la cinética de infeccion aguda en macrofagos P388D1

En el ensayo de superinfeccion llevado a cabo a una multiplicidad de infeccion de 10, de la linea
de macrofagos persistentemente infectados, los resultados reportaron evidencia de resistencia a la
infeccion por el virus homélogo (RSV); lo tual se vi6 reflejado en los valores obtenidos para
viabilidad celular: 70 y 72% en ensayos realizados a 24 y 48 horas post-infeccion respectivamente,
Para el control representado por macréfagos persistentes no superinfectados, los valores
correspondieron'a 82 y 84%. Determinindose unicamente una diferencia no significativa del 12%
que probablemente representaba a la poblacion celular que no estaba persistentemente infectada,

El modelo in vitro de infeccién persistente en macrfagos P388D1 con el virus sincitial
respiratorio, nos permitié llevar a cabo el analisis e identificacion de las proteinas virales
expresadas en forma continua durante una infeccion persistente y establecer que cada pase del
cultivo persistente y superinfectado se comporta independiente esto es que no expresan entre si
las mismas proteinas virales. Este modelo permitira evaluar los cambios en las funciones
inmunoldgicas de los macréfagos P388D1 persistentemente infectados, asi como determinar la
heterogeneidad genética de los virus obtenidos de cultivo persistente con respecto al virus de
referencia a través de la técnica de Ensayo de Movilidad de DNA Heteroduplex (60).
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CONCLUSIONES.

1. La persistencia viral en macrofagos P388D!1 se estableci6 a una multiplicidad de infeccion de
0.001.

2.- Las proteinas virales G, F1 y P se expresan en los tres tipos de infecciones analizadas como lo
muestra la tabla 6.

3.- En la infeccion aguda de macrofagos P388D1 con el Virus Sincicial Respiratorio se identificd
ademas la proteina N,

4. Demostramos que en 9 de 10 pases analizados del cultivo persistente se espresaron 3
proteinas virales G, F1 y P,

5. La proteina 22K se identifico solo en e! cultivo superinfectado y solo en 4 pases de 8
analizados.

6.- La proteina L no se logr6 identificar en ninguno de los ensayos realizados.

7.- No encontramos diferencias significativas en el patrén de sintesis de proteinas virales
estructurales entre los cultivos persistentes vs superinfectado vs infecci6n aguda.
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APENDICE

Material biolégico.

Lineas celulares: .
Células HEp-2  American Tipe Culture Collection, Rockville, Maryland., Cat. CCL 23
Células P388D 1 American Tipe Culture Collection, Rockville, Maryland., Cat. TIB 63

Anticuerpos comerciales:
Anti-Ig de conejo unido a peroxidasa Amersham Life Science, UK., Cat. NA 934
Anti- Ig de conejo unido a fluoresceina Amersham Life Science, UK., Cat. N 1034

Medios de cultivo.

Medio Modificado Dulbeco (D-MEM) GIBCO Laboratories, Grand Island, NY., Cat. 12100-038
Medio Minimo Esencial (MEM) GIBCO, Laboratories, Grand Island, NY., Cat, 12100-046
RPMI 1640 GIBCO Laboratories, Grand Island, NY., Cat. 31800-022

Suplementos.

Suero bovino fetal BIOEXPORT, México, Mex., Cat. 201
2-Mercaptoetanol GIBCO, Laboratories, Grand Island, NY., Cat. 670-1985AF

Reactivos quimicos,

Antibiéticos:
Penicilina G SIGMA, Chemical Co., St. Louis, MO,, Cat. P3032
Estreptomicina SIGMA, Chemical Co., St. Louis, MO., Cat. 86501

Antimic6ticos:
Nistatina SQUIBB, Cat. 550

Sales:

Sulfato de magnesio (MgSO,) J.T. Baker, Inc, Danvers, MA,, Cat. 2500

TRIS-HCI SIGMA, Chemical Co., St. Louis, MO,, Cat. T-3253

Cloruro de sodio (NaCl) MERCK., Cat. 6404

Etilendinitrilotetracetato disddico (EDTA) J.T. Baker, Inc, Danvers, MA., Cat. 8993
Fosfato monobisico de sodio (NaH;PO,) J.T. Baker, Inc, Danvers, MA,, Cat. 3818
Fosfato dibasico de sodio (Na2HPOA4) J.T. Baker, Inc, Danvers, MA., Cat. 3828

Adyuvantes:
Adyuvante completo de freund SIGMA, Chemical Co., St. Louis, MO,, Cat. F-4258
Adyuvante incompleto de freund SIGMA, Chemical Co., St. Louis, MO., Cat. F-5506
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Detergentes: :

Tween 20 SIGMA, Chemical Co., St. Louis, MO., Cat. P-1379

Triton X-100 SIGMA, Chemical Co., St. Louis, MO., Cat. X-100

Desoxicolato de sodio Chemical Co., St. Louis, MO, Cat. D-6750

Dodecil sulfato de sodio (SDS) BIO-RAD, Laboratories, Hercules, Cal., Cat. 161-0302

\

Otros:

Azul tripano SIGMA, Chemical Co., St. Louis, MO, Cat. T-0776

Polietilen glicol SIGMA, Chemical Co., St. Louis, MO Cat. P- 2339

Sacarosa J.T. Baker, Inc, Danvers, MA,, Cat. 4072

Acido acético J.T. Baker, Inc, Danvers, MA., Cat. 9507

Albimina sérica bovina SIGMA, Chemical Co., St. Louis, MO, Cat. A-4503
o-Fenilendiamina SIGMA, Chemical Co,, St. Louis, MO, Cat. P-2903
4-Cloronaftol SIGMA, Chemical Co,, St. Louis, MO, Cat. C-8890

Peréxido de hidrogeno PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY, Monterrey, Mex., Cat. 5600
Metanol MERCK,, Cat. 3705B21583

Acetona QUIMICA DINAMICA, México, Mex., Cat. A0500

Polilisina SIGMA, Chemical Co., St. Louis, MO, Cat. 1399

‘Acrilamida BIO-RAD, Laboratories, Hercules, Cal., Cat. 161-0100
2-Mercaptoetanol BIO-RAD, Laboratories, Hercules, Cal,, Cat. 161-0710

Pesos moleculares pretefiidos SIGMA, Chemical Co., St. Louis, MO, Cat. SDS 7B

Material de plistico.

Botellas de cultivo de 162 cm? Costar, Broadway, Cambridge., Cat. 3151
Placas de 96 pozos Costar, Broadway, Cambridge., Cat. 3599

Placas para EIA/RIA Costar, Broadway, Cambridge., Cat. 3590

Cajas petri de 60 mm2 Costar, Broadway, Cambridge., Cat. 3060
Céamaras para inmunofluorescencia Naperville, IL., Cat. 4818

Rotores.

45 Ti Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA.
SW27 Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA.
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