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RESUMEN

EFECTO DE LA PERSISTENCIA DEL VIRUS SINCITIAL
RESPIRATORIO EN LAS PROPIEDADES INMUNES DEL MACROFAGO

El virus sincitial respiratorio (RSV) se¢ considera a nivel mundial como la causa
principal de enfermecdades del tracto respiratorio bajo en nifos menores de dos afos,
ademas origina bronquitis y neumonias scveras y aumenta la susceptibilidad a infecciones
secundarias.

Los macréfagos son las principales células inmuno-efectoras de las vias
respiratorias y estdn expucstos al RSV durante el curso de la infeccion. A pesar de que la
persistencia del RSV en humanos no ha sido totalmente demostrada. existen evidencias
circunstanciales que lo sugieren. Estudios in vivo e in vitro durante la infeccion aguda de
macrofagos murinos y de humanos con RSV han demostrado modificaciones en las
propiedades inmunes de estas células. Sin embargo. no sc tienen reportes del efecto en las
funciones inmunes de macrofagos en infecciones persistentes por este virus.

Por lo anterior. decidimos investigar si la presencia y expresion del genoma de
RSV en macréfagos altera dichas funciones. para lo cual establecimos un modelo de
persistencia viral in vitro. El modelo se establecio con la cepa Long de RSV en la linea
celular murina similar a macréfagos (P388D,). La persistencia del genoma viral se
confirmo amplificando por RT-PCR una region del gen que codifica para la proteina N del
virus. La expresion del RSV por deteccion del antigeno viral por inmunoquimica. La
produccion del virus a través de titular el virus extracelular por TCIDsyml en células
HEp-2. De las propiedades inmunes del macréfago se estudiaron: la produccion de I1.-6
por ensayos de ELISA v la actividad del TNF-a por cnsayos de citotoxicidad en células
1.929. ambas citocinas fueron determinadas en ¢l sobrenadante del cultivo persistente. En
las células infectadas se analizo la actividad fagocitica tanto especilica con eritrocitos de
camero opsonizados con Ig(G monoclonal murino como inespecifica con eritrocitos dv
camero sin opsonizar. Ademas. se estudio la expresion de receptores para la fraccion Fe
de 1gG (FeyR) por citometria de flujo utilizando un anticuerpo monoclonal.



Los resultados con respecto a la confirmacion de la persistencia por
inmunotluorescencia indican que alrededor del 80% de la poblacion celular estuvo
infectada por el virus. A partir del pase 28 hasta el 36 se investigo la presencia del gen N
por RT-PCR encontrandose en todos. Con excepcion de los pases 21 al 36 se detecto virus
extracelular se encontraron en todos los pases analizados. Sin embargo. aun en ausencia
de virus extracelular en los pases mencionados si se encontro el gen N. Con base a lo
anterior consideramos que la linea celular estaba persistentemente infectada. En cuanto a
las propiedades inmunes estudiadas observamos que la expresion de la citocina IL-6. asi
como la actividad en la fagocitosis especifica v la expresion de los FeyR se incremento,
En cambio disminuyvo la actividad del TNF-a. Finalmente. la tagocitosis inespecifica no
se aiter6 de manera significativa.

Por lo tanto. nuestros resultados sugieren que una inteccion persistente con RSV
también altera las funciones del macrofago aunque de diferente manera que una infeccion
aguda.

[}



INTRODUCCION

1. Persistencia viral

Para que un virus sobreviva en la naturaleza. requiere de infecciones continuas en
individuos susceptibles. Dentro de un organismo infectado. el virus puede causar
infeccion aguda o establecer persistencia. En la infeccion aguda puede haber un cuadro
clinico. la respuesta inmune del huésped controla la multiplicacion del virus. los sintomas
v signos desaparecen v posibiemente se elimina el agente infeccioso. En cambio. en las
infecciones persistentes la desaparicion de los sintomas y signos no va acompanada de la
eliminacion del agente inleccioso. el virus permanece en el organismo a pesar de que el
huésped responda a la infeccion.

En general. las infecciones virales de un organismo pueden ser divididas en varias
categorias: a) infeccion aguda scguida por la eliminacion del virus por la respuesta
inmune. b/ infeccion aguda seguida por inteccion latente en la cual ¢l genoma viral
persiste y posiblemente particulas virales también. solo que no es posible aislarlas entre
los periodos de reactivacion. ¢) infeccion aguda seguida por infeccion crénica en la cual el
virus infeccioso es continuamente liberado de los tejidos infectados ¢ @) infeccion cronica
sin infeccion aguda. Sin embargo. estos mecanismos no se consideran como definiciones
rigidas. ya que muchos virus muestran diferentes tipos de infeccion en diferentes tejidos o
tipos celulares, o combinan algunos de estos patrones generales (Ahmed R. et al.. 1996). Mas
aun, el hecho de que no se logre aislar el virus en los periodos de ausencia de
manifestaciones clinicas en la infeccion latente. puede deberse a que la sensibilidad de
nuestras técnicas no lo permite.

Durante el periodo de persistencia. los virus pueden permanccer dentro de un
organismo por largos periodos de tiempo. inicidndose el proceso de infeccion como una
infeccion aguda. para progresar a infeccion latente o cronica. donde es necesario que se
cumplan tres condiciones fundamentales: as el virus debe ser capaz de intectar a células
huésped sin originar efecto citopatico o un dafno excesivo. b) el virus debe de tener algun
mecanismo para mantener ¢l genoma viral en la célula infectada v ¢/ el virus tiene que
lograr evadir el sistema inmune del organismo cvitando su deteccion v consecuente
eliminacion. (Haywaod 4 1986. Southern P. & Oldstone . 1986; Oldstone M. 1989; Ahmed R &



Stevens J.. 1990 Oldstone M. 1990 Oldstone M 1991 Oldstone M & Rafl G 1993 Martin A. e1 al
1994. Ahmed R.. et ul.. 1996).

El genoma viral logra persistir en un organismo cuando se integra a la célula
huésped utilizando diterentes mecanismos 0 puede permanecer en forma cpisomal de
manera extracromosomica. Entre 1os virus que causan infeccion persistente en humanos se
pueden mencionar los siguientes: a) virus con DNA: adenovirus, citomegalovirus. virus
de Epstein-Barr, virus herpes simplex 1 v 2. herpes virus humano 6. virus de varicela
zoster, virus de |a hepatitis B. virus de la hepatitis D. virus del papiloma, parvovirus BI9.
poliomavirus BK. poliomavirus JC. b). virus con RNA: virus de la hepatitis C. virus del
sarampion, virus de la rubéola. c¢). Retrovirus: virus de inmunodeficiencia humana. virus
tipo | y 1l de la leucemia humana de células T (/favwood 4. 1986. Oldstone M. 1989: Ahmed R..
etal. 1996).

2. Inmunidad a virus

La funcion primaria del sistema inmune de! huésped es ¢l reconocimiento y
eliminacion de materiales extranos. de tal manera que un factor importante involucrado en
la persistencia viral es la evasion de la vigilancia inmunologica. siendo los anticuerpos y
las células T los dos principales sistemas efectores que reconocen antigenos especificos
para resolver las infecciones virales.

Los anticuerpos pueden reconocer virus libre o antigeno viral presentado en la
superficie de las células. La accion antiviral de los anticuerpos se lleva a cabo
neutralizando las particulas virales v destruvendo a las células infectadas a través de
citotoxicidad mediada por complemento o por citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC). El anticuerpo puede controlar las infecciones virales por diferentes
mecanismos, y el evento critico para la neutralizacion parece estar en las glicoproteinas de
la envoltura viral, o cn las proteinas de la cipside viral. por lo que una posible estrategia
utilizada por los virus para evitar el efecto antiviral de los anticuerpos es ¢l modificar la
cadena de aminoacidos o la estructura tridimensional de estas proteinas.

En contraste. las células T solamente ven ¢l antigeno viral en asociacion con el
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) en la célula huésped. Las células T
CD4" reconocen péptidos(10-20 a.a.) virales en asociacion con MHC clase II. mientras
que T CD8’ reconocen peptidos (810 a.a.) virales unidos a las moléculas MHC |. Las
célutas T CD4" contribuven a la inmunidad antiviral en muchas diferentes maneras.
producen citocinas antivirales, participan en la activacion v reclutamiento de macrotagos
y colaboran en la produccion de anticuerpos v la respuesta de los linfocitos T citotdxicos
CD8' (CTL). Los CTL son altamente eficientes v pueden lisar células infectadas por dos



mecanismos: a) una via secretoria v membranolitica que involucra perforinas y granzimas
y b) una via no secretoria mediada por un receptor que involucra a Fas, una proteina de la
familia del receptor del TNF (Zinkernugel R. 1993: Kagi D.. et ul. 1994. Ahmed R.. et al. 1996;
Lindsav J. & Oldstone AM.. 1996; Nagata S. et ul. 1997).

3. Aspectos generales del virus sincitial respiratorio (RSV)

3.1. Importancia epidemiolégica

Las enfermedades respiratorias agudas presentan alta tasa de mortalidad de la nifez
aun en naciones desarrolladas (Hayes E.. er ol 1989) y dentro de los agentes causales es
precisamente el virus sincitial respiratorio (RSV) la principal causa de los brotes de estas
enfermedades. El sitio inicial de la replicacion del virus es el epitelio del tracto nasal y
nasofaringe, pero en ciertas instancias, el virus llega al tracto respiratorio bajo infectando
¢l epitelio bronquial y bronquiolar. ademas de las células del parénquima pulmonar. El
virus causa por lo tanto una variedad de sindromes respiratorios. los cuales varian en
severidad, desde fiebre comun hasta severa, bronquitis. bronquiolitis y neumonfa (Anderson
J et al. 1989) que frecuentemente llegan a ocasionar la muerte (Berstein J. & Hruska J. 1981
Lemen R 1995). Segin datos epidemioldgicos. un 60 a 90% del sindrome clinico de
bronquiolitis es causado por la infeccion del RSV, ya que infecta a casi todos los infantes
en el primer ano de vida. siendo los ninos entre los 2 y 6 meses los que presentan ¢l
porcentaje de incidencia mas alto (Tercier J. 1983; Saijo M.. et al. 1994, Boeck K.1996). Las
secuelas pulmonares de la infeccion por RSV son particularmente serias en neonatos y en
nifos con enfermedad cardiopulmonar severa o inmunodeficiencia (Goldman D.. 1989). Los
adultos de edad avanzada ¢ individuos con una inmunodeficiencia celular también se ven
afectados por este virus mostrando un cuadro de neumonia severa. que conduce a alta
morbilidad y montalidad (Levenson R & Kanter O., 1987; Vilkerfors T.. et al. 1987: Welliver R &
Ogra P., 1988; Panuska J., et ul 1990; Wendi C. & Hertz M. 1998 Dowell S.. et ul 1996).

Las epidemias por ¢l RSV. ocurren a nivel mundial. principalmente durante el
inviemno, con una mayor incidencia durante los meses de enero y febrero. Se considera
que hay una alta mortalidad asociada al RSV la cual incluso es mayor que la ocasionada
por el virus de influenza (Winter G. & inglis J.. 1987: MAWR. 1995, MMWR, 1996 Nicholson K.
1996). Sin embargo hay evidencias de que la inteccion puede ocurrir durante todo ¢l afo
(Nwankwo M. et al. 1988 Dawson K & Nogridge N'. 1989 Washburne J.. et al 1992 Suijo M. et ul
1993 Dowell S.. et al. 1996).

Reportes dc¢  Estados  Unidos de América  estiman que  se producen
aproximadamente 90,000 hospitalizaciones con 4.500 muertes cada afio por infeccion con
este virus causando enfermedades del tracto respiratorio inferior tanto ¢n infantes como en
nifos pequenos (AMMI'R 1996). Lin Mdxico no existen datos estadisticos que reporten la



incidencia de inteccion por el RSV: sin embargo. s1 existen estadisticas en nuestro pais
donde se indica que las infecciones respiratorias agudas (IRA) ocupan el primer lugar de
morbilidad y mortalidad infantil dentro de las entermedades intecciosas. En 1989 la tasa
de morbilidad de las vias respiratorias inferiores correspondio a 2985.04 en nifos de 1 a 4
anos v de 1300.46 en menores de un ado por cada 100.000 nifos nacidos vivos
respectivamente (SS4. 1979-1996). No obstante que las estadisticas de las infecciones
transmisibles no especifican al agente etiologico. las evidencias circunstanciales como: la
alia incidencia de bronquitis severas v de neumonia infantil durante los meses de invierno
v primavera sugieren al RSV como el agente causal (Gome:z B.. 1994).

Por io tanto. ¢l desarrollo de una vacuna contra ¢l RSV es un reto importante y
sobre el cual se investiga intensamente. ya que los intentos de elaborar algunas vacunas
como la producida con virus inactivado con tormalina o virus precipitado con alumina o
con virus completo. no protegieron a ninos de ia infeccion. sino por el contrario, por
reinfeccion los nifos vacunados presentaron cuadros clinicos mas severos que los no
vacunados (Jeffcoate T.. 1969: Kapikian A.et ul. 1969. Kym H. ¢t ul 1969: Gaham B. 199S: Openshaw
P. 1995).

3.2. Estructura

El RSV es el componente prototipo del género Pneumovirus dentro de la familia
Paramixoviridae. Es un virus envuelto v pleomértico con un diametro de 150 a 300 nm.
Su nucleocapside es una hélice simétrica cuvo didmetro varia entre |2 v 135 nm o incluso
hasta 18 nm. Su envoltura consiste cn una bicapa lipidica. derivada de la membrana
plasmatica de la célula huésped. la cual contiene glicoproteinas de superficie codificadas
por ¢l virus, formando “espiculas” cortas (11 a 20 nm) que participan en la union v
penetracion del virus a la célula huésped (Collins D. et al.. 1996: White D. & Fenner F.. 1986
Kingsburv D. 1991).

Este virus presenta un genoma no segmentado que consta de una cadena de RNA
de polaridad negativa con 15.222 nucledtidos v su peso molecular esta estimado entre 5.0
v 5.62x10° Da. (Lambert D. & Pons A.. 1980 Huang ¥ & Heriz G. 1982: Huang Y ei al., 1983:
Dickens L er al.. 1984 Collins P. ei al.. 1984 Mclniosh K. & Chanock R.. 1990: Barik S.. 1992; Collins
P. er al.. 1996). Dicho genoma cuya secuencia se conoce totalmente. sirve como plantilla
para la transcripcion de 10 mRNAs poliadenilados. dando origen a las 10 proteinas del
virus, ocho de las cuales se encuentran en el virion (N. P, L, I, G, SH. M y M2) y dos son
no estructurales (NS1 v NS2): es decir que solo se encuentran en células infectadas.

La distribucion de las proteinas virales en la cclula infectada v en el virion se
observa en la Figura I v la funcion de cada una de ellas corresponde a la descripcion
siguiente: la proteina F o de fusion (70 kDa) participa en la penctracion v formacion de



sincitios. su precursor inactivo b, ¢s moditicado postraduccionalmente por una proleasa
celular dando lugar a las subunidades I'| v 2 unmidas entre si por un puente disulfuro. La
proteina G o glicoproteina (90 kDa) ha sido identiticada como la proteina responsable de
la umon del virus a la célula huésped. La funcion especitica de la proteina SH o
hidrofdbica (7.5 kDa) se desconoce: sin embargo se sugiere que participa en la union,
penetracion v desnudamiento del virus o en la mortogénesis del virion (Collins P et al. 1996)
v su coexpresion con las proteinas I v (i aumenta la capacidad de fusion del virus,
jugando un papel critico en la formacion de sincitios (Hemmway B. er ul.. 1993). La proteina
N o nucleoproteina (434 KkDa) tiene una funcion estructural v se encuentra estrechamente
unida al RNA genomico. La proteina P o tosfoproteina (27.1 kDa) v la proteina L (250
kDa) juegan un papel ¢n la transcripcion v replicacion del RNA viral. En cuanto a la
proteina M o de matriz (28.7 kDa) se piensa que tiene dos funciones generales. como la de
sostener la nucleocapside transcripcionalmente inactiva antes de su empaquetamiento v
mediar la asociacion de esta con la envolwra. La proteina M2 (22.1 kDa) se cree que
también puede estar intimamente involucrada en las funciones de la nucleocapside. Por
ultimo. la funcion de las proteinas no estructurales NSI (o 1C) (15.6 kDa) v NS2 (o IB)
(14.6 kDa) aun se desconoce (Collins P et al. 1996).

Espiculas de la envoltura
Membrana de la SH I64]
célula infectada G 1298
Fys-s-F, (574)
Virion en Matriz -
gemacion M (2561
M2 (194]
Nucleocdpside
N (391]
el P [241]
No estructurales 150 nm L [2168]
NS1 1139}
NS2 1124)

Figura 1. Microfotografia electromica del RSV. (a) En gemacion v (b) en torma libre. Las flechas
indican la localizacion de las proteinas virales y las citras entre paréntesis se refieren a la cantidad de
aminoacidos en cada una de ellas. (Collins P ¢t ul 1996).



3.3. Replicacion

La macromolécula celular que utiliza ¢l RSV como receptor para su union se
desconoce. sin embargo. se sabe que la union del virus a la célula esta mediada por la
proteina G. Una vez unido. el virus penetra a la célula fusionandose con la membrana
plasmatica del huésped. donde participa la proteina F. Después de la penectracion. la
envoltura viral parece ser incorporada a la superficie celular v la nucleocapside es liberada
hacia el citoplasma. La trancripcion se inicia cuando la polimerasa del virus establece
contacto con el RNA viral el cual no presenta cap ni esta poliadenilado. en este proceso se
presenta un mecanismo secuencial guiado por las sefales de inicio v de paro ubicado entre
los genes, produciéndose la sintesis de los RNAm correspondientes a las 10 proteinas
virales. El orden de transcripcion de los genes del virus es de 3"-NS§/-NS2-N-P-M-SH-G-
F-M2-L-5', donde los primeros nueve genes estan separados por regiones intergénicas que
varian de tamafo entre 1-52 nucledtidos. Los dos ultimos genes M2 v L. comparten una
region de 68 nucleotidos. de tal manera. que la sehal de inicio del gen L esta localizado
dentro del gen M2 (Figura 2). Durante la replicacion. la polimerasa utiliza ¢l templado
para los transcritos de las proteinas virales. pero ignora las seitales de paro. generando un
RNAm o antigenoma que sirve como plantilla para la sintesis de las progenies genomicas
virales (Collins P.. et ul.. 1996. Lamb R & Kolakofski D . 1996).

El proceso de ensamble inicia cuando unidades de la proteina N se unen al nuevo
RNA viral v forman la estructura helicoidal. para unirse después al complejo de proteinas
P-L. formando asi la nucleocapside. Las proteinas F v G migran hacia la membrana
citoplasmatica y aunque se desconoce €l mecanismo por el cual el virus es ensamblado en
la membrana plasmatica. se picnsa que la proteina M se agrega a la region interna de la
envoltura para mediar la union de la nucieocapside a la membrana celular. De esta manera
se forman los viriones o particulas virales completas que posteriormente seran liberadas al
exterior de la célula por el proceso de gemacion (Collins P.. et ul.. 1996 - Lumb R . & Kolakofski
D.. 1996).
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Figura 2, Mapa genético del RNA genomico del RSV (cepa A2). Las letras indican las proteinas
codificadas por cada gen. El numero bajo cada proteina indica la cantidad de nucleotidos del gen
completo. (Collins P.. et ul. 1996)

4. Aspectos inmunes e inmunopatoldgicos de la infeccion por el RSV

Los resultados de la respuesta inmune a la infeccion por RSV en modelos
experimentales como en rata de algodon v raton. asi como en humanos son
contradictorios. Algunas observaciones indican que la respuesta inmune es protectora. en
cambio otras sugieren que ademds causa dano. principalmente en el pulmon v esto es
valido tanto para la respuesta inmunc humoral como para la celular.

Las observaciones que sugieren efecto protector por la respuesta humoral son las
siguientes:
1. Los anticuerpos antivirales 1gG. [gM. 1gA (Nadal D. et ul. 1990, Ananaba G. ¢t al 1991
Falsev A. et al 1992, Soh N et al 1992: Upenshaw P. 1995) confieren a infantes proteccion parcial



a la infeccion. Se ha observado que los anticuerpos contra la proteina de fusion son
importantes para limitar la infeccion por ¢l virus. Sin embargo la proteccion no es
suticiente para evitar que ¢n algunos casos se presenten cuadros de neumonia v bronquitis
(Bangham Ch. & McAichael 4 1986 Bangham Ch 1986).

2. La inmunidad dada por anticuerpos maternos también produce proteccion aunque
parcial (Englund J 1994). I:n ninos con titulos elevados de anticuerpos maternos 10s
sintomas de la infeccion se manifiestan en ¢l tracto respiratorio alto. se¢ producen pocos
virus v la infeccion desaparece pronto.Sin embargo. existen datos contradictorios va que
la bronquiolitis v ncumonia asociada a RSV ha ocurrido mds [recuentemente en los
primeros cuatro meses de vida cuando los anticucpos maternos transmitidos han estado en
sus mas altos niveles. que durante los meses posteriores de intancia donde los niveles de
anticuerpos pasivos han disminuido o desaparecido ( Kupikian A ot al 1969).

Respecto a la inmunidad celular también se tienen resultados que indican la
importancia de esta respuesta para limitar la infeccion.
1. En pacientes cuva inmumidad celular ¢s deficiente el virus se encuentra en torma
persistente (Nadal D. & Ogra P 1990: Openshaw P et al 1998: Gaddum R et al 1996).
2. La eliminacion de celulas CD4” en ratones. antes de la infeccion por RSV, ha resultado
en una prolongada replicacion del virus (Gurofulo R et al. 1996).
3. Las células TCD8 estan implicadas en la climinacion de células infectadas
principalmente durante la infeccion primana del RSV (Nadal D & Ogra P 1990: Garofalo R
vt al. 1996). Y ¢n forma pasiva en la climinacion del RSV persistente en animales
inmunodeficientes (Aimpen J et al. 1992}

Por otra parte las observaciones que sugieren dano ocasionado por la respuesta
inmune pueden resumirse en los resultados obtenidos en los afos sesentaal intentar
vacunar a nifos con virus inactivado con formalira (Jeffcoare T 1969: Kim H. et al. 1969.
Kapikian A. et al. 1969). donde los ninos que recibieron la vacuna nostraron cuadros mas
severos a la reinfeccion que los nifos que no habian sido vacunados (ZBangham Ch. et al.
1986). En un principio el cfecto fué atribuido a la reaccion de complejos inmunes
(1gG+antigeno) donde se involucraron a los anticuerpo de origen matemo (Jeffcoare T 1969:
Nadal D. & Ogra P.. 1990), posteriormente. sc ha involucrado a la respuesta celular donde se
encuentran fuertemente implicadas las celulas TCD4™ (Th2) y presumiblemente estas
células causaron el incremento de la entermedad antes mencionado (A/wan W' et ul. 1994),
va que la produccion de Il.-4 s¢ incremento. siendo esta una interleucina de accion
inflamatoria generada por las células Th2 tinderson L ¢t al. 1994. Upenshaw P 1995). Ademas
¢n modelos experimentales i vivo. despues de una reinfeccion ¥ en ausencia de células
CD4+. ¢l dano histopatologico en ¢l pulmon de ratones BALB/c s¢ ha visto reducido
(Connors M. e1 al. 1994). En cuanto a las células T CD8', se tienen reportes de que causan
gran dafo en el pulmon principalmente durante la inteccion primaria (Cunnon A et al. 1988.



Graham B et al. 1991 Alwan W et al. 1992, Alwan W et al. 1994, Openshaw P 1998, Garofalo R. et al.
1996, Hussell T 1996).

Por otro lado. las intecciones por RSV son generalmente acompanadas por
infecciones bacterianas secundarias. conduciendo a un curso mas severo de la entermedad
(Wahigreen H. er ul 1984 Abramson J. 1988) lo cual puede ser el resultado de diferentes
mecanismos: por una parte. ¢l daiio al tejido del pulmon duranie la infeccion por RSV
facilitando asi la adherencia y proliferacion de bacterias dentro (el pulmon. o bien a que el
virus interfiere con la funcion de defensa inespecifica. alterando las funciones protectoras
de células involucradas en esta defensa como los macrofagos. cuyas funciones pueden ser
inhibidas por la 1L-4 e IL-10 que son producidas durante la infeccion por RSV (Hussell T
1996). Por lo tanto resulta interesante conocer la interaccion RSV-macrofago durante la
inteccion. Ademas estudios 22 vitro (Panuska J vi al 1990) ¢ 11 vivo (Punuska J. et al 1992)
han descrito que los macrotagos alveolares participan en el curso natural de la infeccion
por RSV en humanos (Franke G eral 1994).

5. Interaccion RSV-macrofago

L os macrofagos son una de las principales células intectadas por el virus ademas de
las células epitelilales. Ademas. se ha demostrado que estas células resultan ser un blanco
adecuado para la replicacion del virus (Panuska J et al 1996). Por lo tanto. existe una
interaccion directa entre ¢l RSV v los macrofagos. Los trabajos que se han hecho al
respecto corresponden a estudios principalmente con macrofagos alveolares. analizando la
iteraccion virus-célula tanto o1 vivo como in viro. A continuacion se describe en tformna
breve a las células en cuestion.

8.1, Caracteristicas generales de los macrofagos
Los macrofagos son componentes del sistema fagocitico mononuclear (Auger M. &
Ross J.. 1992). el cual incluye a los macrofagos de tejido. monocitos y promonocitos de
sangre periférica, los cuales son derivados de promonocitos de médula osea (Hunninghake
G. et al 1985). Este sistema cumple dos funciones principales:
e Eliminar particulas antigénicas a través de los macrofagos fagociticos
<<profesionales>>.
o Ingerir. procesar v presentar los antigenos a las células T a través de las células
presentadoras de antigeno (CPA).

S.1.1. Morfologia
Los macrofagos se pueden identificar morfologicamente por microscopia de luz
como células grandes. de unos 25-50 pum de diametro v de superficie irrcgular.

Comunmente el nacleo no se encuentra en el centro de la célula v su forma es arrinonada.



la ultraestructura citoplasmatica de estas células revela un citoesqueleto contformado por
microtubulos v mictrotilamentos. que rodea al nucleo v se reparte ordenadamente por todo
¢l citosol. En la cara interna de la membrana celular se encuentran tilamentos de actina
que intervienen en la formacion de pseudopodos. en la movilidad celular v ¢n los procesos
de endocitosis. El citoplasma presenta un complejo de Golgi bien desarrollado. un numero
variable de vacuolas v vesiculas pinociticas. mitocondrias grandes. v lisosomas asociados
1 membranas (Auger Al & RossJ. 1992).

5.1.2. Funciones

Los macrofagos intervienen en todas las fases de la respuesta inmunitaria.
Primeramente. constituven un mecanismo protector de accion rapida. que puede actuar
antes de que se hava producido la amplificacion mediada por las células T. Ademas
intervienen en las primeras tases de la activacion de las células T. procesando
presentando los antigenos. Finalmente. tras ser activados por las células T. participan en la
fase efectora de las respuestas mediadas por células. en donde se comportan como células
inflamatorias. antitumorales v antimicrobianas (Rook G 1997).

En forma general. las actividades del macrofago pueden resumirse de la siguiente
manera:
o Actividad fagocitica
e Secrecion de factores capaces de activar otros componentes inmunologicos del sistema
inmune (Welliver R. & Ogra P . 1988).
¢ Presentacion de antigeno a través de las moléculas clase | v 11 del MHC.

De las actividades anteriores. fueron consideradas dentro de este estudio tanto la
actividad fagocitica como la secrecion de algunas citocinas como ¢l TNF-« e IL-6.

5.1.2.1. Fagocitosis

En el proceso de fagocitosis el macrofago ingiere materiales de mas de |um de
diametro a través de pscudopodos formados por filamentos de actina y el proceso puede
ser inhibido por citocalasina o bien por bajas temperaturas (4°C). Durante la fagocitosis el
macrofago es activado. lo que conduce a un incremento en el consumo de oxigeno. en la
produccion del anion superoxido v peroxido de hidrogeno. en la liberacion de varias
enzimas como la lisozima v en la produccion de factores quimiotacticos para neutréfilos
{Hunminghake G. et al 1985). Se han descrito dos diferentes mecanismos para fagocitar. en
uno de ellos se rodeca al material englobandolo con la membrana. y en el otro. el fagocito
extiende un brazo que sc enrrolla a la particula dando varias vueltas (Speert D. 1992). Para
la internalizacion del material. v posterior union a las membranas. es necesario un punto
inicial de fusion a partir del cual las areas restantes de las membranas se unan con sus
contrapartes (modelo del zipper). La tagocitosis se clasifica como especifica (mediada por



receptores). o inespecifica cuando los receptores no se conocen. Los macrofagos poseen
receptores para distintas moléculas del sistema inmune que median fagocitosis, como los
receptores para las inmunoglobulinas del 1sotipo 1gG. v receptores para los componentes
del complemento.

5.1.2.2. Receptores Fcy (FcyR)

Los receptores sobre la superticie del macrofago determinan ¢l control de sus
actividades. tales como proliferacion. diferenciacion. activacion, reconocimiento,
endocitosis. MIgracion v secrecion (Auger M.& Rosy J.. 1992).

Existe una gran variedad de moléeulas receptoras que median la fagocitosis en el
inacrofago. principalmente los receptores para inmunoglobulinas v para algunos
componentes del complemento. aunque otros receptores como los que reconocen
oligosacaridos terminados en manosa. tambicn pueden participar en la fagocitosis. En la
Tabla 1 se enlistan las principales receptores del macrotago que participan en la
l'agocnosis (Greenberg S.& Stlversiein S.. 1993 Fearon D . 1994)

Tabla t. Principales receptores expresados en macrotagos
que estan involucrados en la fagociosis tGreenbery S &
Stlverstem S.. 1993)

L1GANDOQ RECEPTOR
IgGlae IgG3 FcyRI(CD64)
IgGl, [gG2db FeyRIl (CDw32)
1gGl, 1gG2a, IgG3 FeyRIII (CD16)
1gE FceRIl (CD23)
IgA FeaRHI
C3b, C4b.iC3b CR1(CD3%)
iC3b CR3
Oligosacaridos con Receptor manosa

residuos de manosa

Los receptores Fcy (FcyR) reconocen el dominio Fe de la inmunoglobulina G.
Lstos receptores estan involucrados en un numero de tunciones celulares incluvendo la
generacion de scfales transmembranales. conduciendo a la reorganizacion de los
filamentos del citoesqueicto al sitio de union facilitando la tagocitosis. produccion de
anion superdxido. liberacion de varias citocinas v citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) (Greenberg S, & Silversiemn S . 1993).



En la actualidad. se conocen tres grupos de receptores 1gG humana en la superficie
celular: FeyRI (CD64). FeyRIH(CD32) v FeyRIT(CD16). Todos ellos se caracterizan por
presentar dominios extracclulares que muestran una considerable homologia con las
regiones V de las inmunoglobulinas. es decir. pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas v expresan dos (FcyRII vy FeyRIID o tres (FcyRI) dominios
extracelulares de tipo inmunoglobulina. Varios dc estos receplores se encuentran
formando complejos con diversas subunidades. unidas entre si mediante enlaces disulfuro.
Tanto FcyRl como FeyRllla se encuentran asociados a dimeros de cadenas . que se
descubrieron inicialmente formando parte del complejo FeeRI de alwa afinidad. También
se ha observado la union entre FeyRlIlla v dimeros de cadenas C del complejo TCR-CD3.
En el caso de FcyRllla. estas subunidades se pueden asociar dando lugar a homodimeros
(y-y o £-8) o a hetrodimeros (y-C). Parece que son esenciales para la expresion en la
superficie celular v en la transduccion de sefales. En el caso de las interacciones con
FcyRI. se cree que el receptor se une a una cstructura situada airededor de la Leu 235 del
dominio CH2 de la 1gG1. [pG3 ¢ [2G4 (Turner M. 1997)

Los monocitos de humano no estimulados expresan aproximadamante 10.000 a
40.000 moléculas de FeyRI (72 kDa) sobre su superficie, esta expresion es aumentada por
varios factores como el INFy. glucocorticoides ¥ ¢l componente del complemento C5a. La
caracteristica que distingue FcyRI de otros receptores Fey es su relativamente alta atinidad
a la porcion Fe de de 1eG [K,, de 10%-10° M en humanos v 107-10* M ¢n el raton|. su
sensibilidad a la tripsina (solo en FcyRl murina) ¥ su reconocimiento por anticuerpos
monoclonales. FcyRl une 1gG2a monomérica murina asi como 1gG3. Ademas de su
importancia en la fagocitosis este tipo de receptor induce la produccion de TNF-a v de
anion superoxido y en la ADCC por monocitos (Greenberg S & Silversten S.. 1993 Turner M.
1997). :

El receptor FcyRIl (40-50 kDa) es expresado en monocitos. macrofagos.
neutrofilos. eosindfilos. plaquetas y células B. La expresion en superficic de FeyRII varia
de aproximadamente 30.000 en neutrofilos a casi 260.000 receptores en el macrofago
alveolar humano. Se une con baja afinidad (<lO7 M) exclusivamente a las 1gG que se
encuentran formando complejos o estdn polimerizadas. FcyRIl une preferencialmente
(pero no exclusivamente) 1gGl v 1gG2b murina. FcyRIl ademas media ADCC y la
produccion de anion superoxido y TNF-a (Greenberg S & Silverstem S.. 1993 Turner M. 1997).

FeyRIII esta altamente glicosilado. una caracteristica unica de este receptor es su
expresion como un proteina de transmembrana (FeyRIIa) v como una proteina unida por
losfatidilinositol glicano (PIG) tFcyRIITbY. Su isoforma FeyRItla (S3 kDa) es expresada
por los macréfagos (pero no por monocitos). células asesinas naturales (NK). y una
subpoblacion de linfocitos T periféricos. FcyRIlIb ¢s expresado en neutrofilos. Los
receptores FcyRIM interaccionan tanto con la 1gG monomeérica como con la que se



encuentra formando complejos (afinidad 3 x 10" M"). Reconoce 1gG2a. 1gG3 e 1gGl
murinas. Aproximadamente 120.000 copias del FeyRII son expresadas sobre la superficie
de neutrofilos humanos (duger S. & Ross S. 1992; Fearon D.. 1994 Indik Z. et ul.. 1995, Turner M.,
1997).

5.1.2.3. Monocinas

Los macrofagos son responsables de la secrecién de muchas citocinas que
participan en el control de la respuesta inmune amplificando la respuesta local a la
infeccion. El término citocina incluye a las que protegen al organismo de infecciones
virales y a las que inician la reaccion inflamatoria para proteger de infecciones por
bacterias (Abbas 4. er al. 199S). Las citocinas son proteinas (generalmente glucoproteinas)
de masa molecular relativamente pequefia (raramente mayor de 8-25 kDa) y que suelen
estar formadas de una sola cadena (Feldman Af. 1997). Su sintesis es estimulada cuando los
macrofagos reconocen microbios o sus componentes. Se les denomina monocinas porque
son producidas principalmente por células de la seric monocito-macrofago y son un
diverso grupo de moléculas que incluyen interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6).
interleucina 8 (IL-8), interleucina 12 (IL-12) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
(Auger M. & Ross J. 1992: Gray D. 1994)

a). TNF-a

La actividad biologica de esta proteina esta en funcion de la cantidad producida en
respuesta al estimulo A concentraciones bajas (10°M), el TNF-a dentro de la respuesta
inflamatoria actia localmente como un regulador paracrino y autocrino de los leucocitos y
células endoteliales. ya que su accion es a través del estimulo en la expresion de
moléculas de adhesion en las células endoteliales vasculares. activa neutrofilos,
eosindfilos y fagocitos mononucleares v estimula fagocitos mononucleares v a otros tipos
de células a producir citocinas (IL-1. 11.-6, TNF-a ¥y quimiocinas). Ejerce un efecto
protector similar al de interferon contra los virus e incrementa la expresion de las
moléculas de clase 1 y 11 del MHC, aumentando la lisis por las células CTL de las células
infectadas por virus (Auger Al & Ross J. 1992).

Los macréfagos producen TNF-a en respuesta a las infecciones virales y
bacterianas, asf como al contacto con células extrafas y tumorales. Las bacterias gram
negativas son las que inducen la sintesis de TNF-a a concentraciones mas altas debido a
las moléculas de lipopolisacarido (LPS) como su componente activo (4hbas A 1995).

El principal cfecto local del TNE-a es iniciar una respuesta inflamatoria, la cual es
caracterizada por dolor, rubor. calor ¢ hinchazon en el sitio de la infeccion. refleja dos
tipos de cambios cambios inducidos por TNF-a ¢n los vasos sanguincos locales. El
primero de estos ¢s un incremento en ¢l didmetro vascular. lo que conduce a un



incremento del tlujo sanguineo (calor v rubor) y de la permeabilidad vascular.
conduciendo a la acumulacion local de fluido ¢ hinchazon v dolor) ademas de la
acumulacion de inmunoglobulinas v otras proteinas de la sangre. [Zl segundo etecto del
TNF-a sobre el endotelio es inducir la expresion de moléculas adhesion que se unen a la
superficie de los monocitos circulantes v leucocitos polimorfonucleares v aumenta la
velocidad a la cual estas célutas fagociticas migran a los tejidos a traves de las paredes de
los vasos sanguineos. En los primeros minutos de la infeccion. ¢l TNF-a induce la
expresion en el endotelio de las moléculas de adhesion P-selectinas v pocas horas después
las E-selectinas. Estas moléculas reconocen epitopos de carbohidrato (sialvl-lewis') en
las glicoproteinas de los leucocttos. La interaccion de la selectinas con estas
glicoproteinas de superficic conduce a una débil adhesion de los leucocitos a la pared de
los vasos sanguineos. de tal manera que los leococitos “ruedan™ a lo largo del endotelio
que ha sido tratado con las citocinas inflamatorias. Esta débil interaccion adhesiva permite
que otras interacciones mds fuertes se lleven a cabo. Posteriormente. el TNF-a induce
también la molécula ICAM-| en las células cndoteliales la cual reacciona con las
integrinas LFA y Mac-1. las cuales son expresadas sobre la superficie de los tagocitos.
Estas integrinas tienen una baja afinidad por ICAM-I. pero IL-8 y otras monocinas
liberadas por los macrofagos estimulados provocan un cambio conformacional en LFA-1
v Mac-1 sobre los leucocitos rodantes que incrementa la afinidad por ICAM-I. En
consecuencia los leucocitos sc unen firmemente a endotelio para dejar de rodar. Después.
los leucocitos cruzan la pared endotelial o se¢ extravasan involucrandose a PECAM o
CD31. la cual es expresada tanto en los leucocitos v en las uniones de las células
endoteliales. Estas interacciones entre leucocitos v las células endoteliales finalmente
capacitan al fagocito para cruzar la pared endotelial. por un proceso llamado diapedesis. y
entran al sitio de la infeccion. Por tdltimo. la migracion de los leucocitos se lleva acabo a
través del tejido bajo la influencia de la IL-8 y otras moléculas relacionadas (Gray D. 1994).

El TNF-o pucde también entrar en el torrente sanguineo si el estimulo es lo
suficientemente fuerte. donde puede actuar como hormona endocrina. Actia sobre células
de regiones reguladoras del hipotalamo para inducir fiebre. como consecuencia de la
sintesis aumentada de prostaglandinas. estimula la secrecion de IL-1 ¢ IL-6 en fagocitos
mononucleares y quizas en células endoteliales. aumenta la sintesis de proteinas séricas en
hepatocitos v activa el sistema de coagulacion en el endotelio vascular.

A concentraciones extremadamente altas el TNF-a puede ser mortal provocando
un sindrome similar al choque ¢ndotoxico (Auger M & Russ J.. 1992: Abbas A.. et al. 1995).

La liberacion sistémica del TNF-o causa vasodilatacion v pérdida del volumen
plasmatico incrementando la permeabilidad vascular. conduciendo a shock. En el shock
séptico. la coagulacion intravascular diseminada es ademas provocada por TNF-a
conduciendo a la generacion de microtrombos y el consumo de proteinas coagulantes. de



tal manera que la actividad del paciente para coagular la sangre se pierde. Esta condicion
frecucntemente conduce a la talla de organos vitales tales como el rinon. higado. corazon
v pulmones. los cuales son rapidamente comprometidos por la falla de perfusion normal. v
consecuentemente ¢l shock septico tiene una alta velocidad de muerte (Grav 0 19941,

b). IL-6

Denominada previamente factor de diferenciacion de las células B o factor
estimulante de los hepatocitos. es producida por muchos tipos de células. entre las que se
encuentran las células T. los macrofagos. las células B. los fibroblastos v las células
endoteliales. Ejerce acciones sobre la mayoria de las células. pero su funcion mas
importante es la induccion de la diferenciacion de las células B, para dar lugar a las
células productoras de anucuerpo. A nivel hepatico estimula la produccion de proteinas
que contribuyen a la respuesta de fase aguda como ¢l fibrinogeno. proteina C reactiva
(RCP) v proteina que s¢ une a residuos de manosa (MBP). Las RCP v MBP que
reconocen componentes comunes de las membranas microbianas (fosforilcolina »
residuos de manosa respectivamente). s¢ unen a las bacterias actuando como opsoninas o
bien. activan la cascada de! complemento lo que conduce a la lisis del microorganismo
(Auger M. & Ross J 1992 Gray D 1994, Abbas A. et ul 1995. Feldman M. 1997).

El receptor de la I[.-6 consta de una proteina de union de 60 kDa v una subunidad
transductora de la senal de 130 kDa. La proteina de union contiene un dominio de Ig vy una
estructura  caracteristica  de  receptores  triptofano-serina- X-triptofano-serina.  que
interacciona con las citocinas que comparten un patron de plegamiento en hélice.

Ademads de estas acciones bien descritas, experimentos i1 virro sugieren que el IL-6
puede ser un co-estimulador de las células T v de timocitos. La IL-6 sirve también como
co-factor de otras citocinas para la proliferacion precoz de células madre hematopovéticas
en la médula osea. Finalmente. debe sedalarse que una de las primeras actividades
adscritas a la IL-6. la del interferon. no se ha confirmado utilizando preparaciones
recombinantes de IL-6. habiéndose abandonado el otro nombre de INF-B, para esta
citocina (Abbas A. et al 1995

6. Alteraciones en los macrofagos ocasionadas por infeccion aguda con RSV

Existen reportes recientes ¢n modelos experimentales i viro. donde se ha
estudiado el efecto de la inteccion aguda del virus sobre las tunciones del macrofago. En
la Tabla 2. se resumen los resultados obtenidos en nueve investigaciones relacionadas. los
cuales seran discutidos cn la seccion correspondiente. En dicha tabla se observa que la
concentracion de TNF-a en macrofagos alveolares se incremento por la infeccion con
RSV. en cambio disminuyo en las células de sangre periférica humana, La concentracion



de IL-1 ¢ IL.-6 también s¢ incremento. De tres reportes la concentracion de -8 aumento
en dos de ellos. La tagocitosis no mediada por receptores FeyR se vio disminuida. asi
como la produccion de los reactivos intermediarios metabolicos del oxigeno. Finalmente
la expresion de la region del MHC clase Il se vio incrementada (Becker S o1l 1991 Cirino
Noetal 1993: Franke G et ul 1994 Franke G v al 1995 Midulla F.et al 1993, Arnold R et al. 1995.
Panuska J et al 1995. Roberis N et ul. 1986).

TABLA 2. Diferentes efectos por infeccion aguda i vitro del RSV en macrofagos

MAICROFNGOS INF-a -1 H-6 -8 H-10 INE-D 1L KOG MICH

"“Alveolares murinos (BALB/c) vyl

I Alveolares murinos (BALB/c) t

‘Alveolares humanos t t 1

SAlveolares humanos t
¢ Alveolares humanos t t )
"Alveolares humanos t SC V1

$Sangre periférica humanos t

*Sangre periférica humanos | L

NOTA: "=aumento. « =disminucion. SC=Sin campuo. F.1 = Fagociosis mespecifica ino mediada por
recepiores Fcy). INF-1= Interferon tipo |. ROI= Reactivos imermediarios meiabolicos del oxigeno.
MHC H=Complejo principal de lustocompanbihidad clase 1l
1 Franke G et ul 1994. 2, Franke G et al 1995. 3. Stundik 4 ct al 1997, 4. Becker S et al 19918
Cirmo N et al 19930 Midulla Focoal 19932 Panuska J cral 1995, 8. Roberis N et al. 1986. 9.
Arnold R. et ul. 1995

Por otra parte se tienen datos i vivo de la produccion de TNF-a e IL-6 en
secreciones nasofaringeas cn infantes v nifos pequenos (19 dias a 16 meses) infectados
por el virus. donde la produccion de TNF-a aumenta en la fase aguda de la enfermedad v
declina posteriormente hasta cantidades casi indetectables. En nidos menores de S meses
la IL-6 también registra una actividad mas alta durante la fase aguda de la infeccion
disminuyendo después. pero en nidos mavores permanece ¢l incremento. alcanzando un
pico al inicio de la convalescencia. Dichas observaciones sugieren que la citocinas son
producidas in vivo en infantes v nidos en respuesta a la infeccion primaria por RSV y
pueden estar involucradas en la patogénesis de la enfermedad (Marsuda K. et al 1995).

Cabe mencionar también la existencia de estudios con el virus sincitial respiratorio
bovino (BRSV) por la similitud que tiene este virus con ¢l RSV humano. Olchowy T. v
cols. estudian el efecto del BRSV en un modelo de inleccion aguda in vivo utilizando
macrofagos alveolares de temeras. Estos autores reportan disminucion en la fagocitosis
inespecifica y en la fusion fagolisosoma. ademads observan un aumento en la expresion de
los receptores FcyR v en la actividad fagocitica mediada por receptores FcyR. No



encuentran un cambio significativo en la produccion de los reactivos intermediarios del
OXIRENO ( Olchowvy T er ul 1993).

7. Infeccion persistente por RSV

A pesar de que la persistencia m vivo en humanos no ha sido totalmente
demostrada. existe una serie de evidencias circunstanciales gue asi lo sugieren.

Se le ha asociado con la enfermedad de Paget. la cual es una enfermedad
degenerativa de huesos. demostrando [a presencia de antigeno viral en forma de cuerpo de
inclusion en osteoclastos. tanto en biopsias como en células cultivadas de lesiones de
pncicmes (Mills B.eral 1981 Mills B. ¢t u.l 1984. Mills B. & Singer F. 19877, as1 cOMo también la
presencia de anticuerpos neutralizantes contra el virus en individuos con esta enfermedad
(Pringle C. et al. 1985). Cabe sedalar que la enfermedad de Paget se encuentra postulada
entre las enfermedades ocasionadas por persistencia viral (Huywood 1. 1986).

Krivitskaia V. v cols. detectan la persistencia del RSV en pacientes con bronquitis
obstructiva cronica v bronquitis recurrente (Arnvuskaia V. & lakovieva N 1992 Krivuskaia V' el
al. 1996)

Por otra parte. con la tinalidud de explicar las frecuentes reinfecciones del RSV en
infantes. se han disedado modelos experimentales de persistencia i vivo en cobavos. Se
ha mostrado que las proteinas v ¢l RNA genomico del RSV persisten en células del
pulmon después de la resolucion de la bronquiolitis aguda. por lo que se sugiere que la
persistencia del virus dentro de los macrofagos alveolares puede contribuir a la
patogénesis de la inflamacion bronquiolar cronica (Hegele R. et al. 1994). Streckent H. y cols.
reportan persistencia del genoma del RSV en cobavos después de 6 meses de la infeccion,
a pesar de encontrar altos titulos de anticuerpos neutralizantes. interpretando que la
persistencia viral se mantiene a pesar de la presencia de anticuerpos neutralizantes
(Streckert H. e1 al. 1996).

Dakhama y cols. demuestran ademas que el RSV puede persistir en forma
infecciosa V' replicarse en cobavos inmunocompetentes. Durante dicha infeccion
persistente. obtienen titulos elevados de anticuerpos 1gGl (equivalentes a la IgE en
humanos) RSV-especificos. los cuales juegan un rol predominante en las respuestas
alérgicas en estos animales. En ¢l humano se ha demostrado la produccion clevada de
anticuerpos IgE RSV-especiticos ¢n ninos con bronquiolitis aguda. Por lo tanto. se podria
sugerir que el RSV pudiera actuar por si mismo como alergeno y que ademas la
persistencia cronica de RSV en ¢l pulmon junto con la respuesta de IgE RSV-especificos
pueden ser factores importantes en la patogénesis de asma en nifios intectados con RSV
(Dakhama A. et al. 1997).



También se ha establecido la persistencia del RSV en modelos i virro. utilizando
células linfoides BCL (Bangham Ch. & McMichael 4. 1986). y no linfoides BS-C-1 (Pringle ¢
ctul. 1978). HEp-2 (Buldbridge P et al. 1976). HeLa (Yankevich O & Drezin R 1977) v células
de raton BALDB/c (Fernie B. et al. 1981).

Con base a los antecedentes mencionados v tomando en cuenta la ausencia de
trabajos relacionados con |a respuesta del macrofago en una infeccion persistente por el
RSV. decidimos disenar un modelo de persistencia in virro utilizando la linea celular
parecida a macrotagos P3I88D, intectada con la cepa Long del RSV. En tal modelo
proponemos determinar las alteraciones ocasionadas por la persistencia del virus en el
macrofago.



HIPOTESIS

La persistencia v expresion del genoma del virus sincitial respiratorio
altera las tunciones inmunes en macrofagos.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto ocasionado por la persistencia del virus sincitial respiratorio
(RSV) en las funciones inmunes en macrofagos.

Objetivos Especificos
1. Comprobar la persistencia del RSV en la célula.

2. Comparar las siguientes tunciones de los macrofagos en un cultivo persistentemente
infectado con RSV versus ¢l cultivo control (¢élulas no infectadas):

a) Fagocitosis especifica imediada por FeyR)

b) Fagocitosis inespecifica ino mediada por FcyR)

¢) Receprores Feyll v Feylll

d) Produccion de Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

e) Produccion de Interleucina 6 (1L-6)

M



METODOLOGIA

1. Virus

1.1 Virus Sincitial Respiratorio (RSV) cepa Long (dmerican Type Culture Collection
VR-26).

Aislada por Chanock en 1963 de un nifio con infeccion aguda del tracto respiratorio
bajo. Donado por el Dr. M. Trudel (Instituto Armand Frappier, Ville de laval, Canada). El
RSV se recibio en el laboratorio en células HEp-2 infectadas. El sobrenadante obtenido se
propagd nuevamente en céluias HEp-2.

2, Células

2.1 Linea celular P388D,(IL-1) (4merican Tvpe Culture Collection. TIB 63).

Obtenida por Dawe y Potter, derivada de un neoplasma linfoide (P388) inducido
en raton DBA/2 (H-2%) con metilclorantreno. Presenta caracteristicas morfologicas y
funcionales similares a las del macrofago. especialmente una alta produccion de IL-1. Fué
donada a nuestro laboratorio por el Dr. A. Tingle (Universidad de Columbia Britanica.
Vancouver, Canada.). Las células fueron mantenidas en RPMlc.

2.2, Linea celular HEp-2 (American Type Culture Collection, CCL 23).

Establecida por Moore, Sabachewsky y Toolan después de inducir la propagacion
de células de carcinoma epidermoide de laringe humana en ratas inmunosuprimidas. Fué
proporcionada por el Dr. M. Trude! (Instituto Armand Frappier, Ville de Laval, Canada).
Las células se propagaron en MEMc

2.3, Linea celular L929 (American Type Culture Collection. CCL 1).

Obtenida por Sanford, Earle y Likely. La cepa parental L fué¢ derivada dc tejido
aercolar subcutaneo normal y adiposo de raton C3H/An. v la clona 929 fué establecida de
la 95va generacion de la cepa parental. Fu¢ gentilmente proporcionada por el Dr.
Alejandro Zentella (Instituto Fisiologia Celular,UN.AM). Esta linea presenta una
morfologia similar a fibroblastos. asi como el receptor para TNFa v B. Las células fueron
propagadas en MEMc.



2.4. Hibridoma 2.4G2 t.{merican Tvpe Culture Collection. HB 197)

Esta linea se obtuvo tusionando células de mieloma P3U1L con celulas espiénicas de
ratas Sprague-Dawley. las cuales fueron inmunizadas con la linca celular de macrolagos
murinos J774. El hibridoma secreta un anticuerpo monoclonal de rata (1gG2b) que
reacciona con los receptores Fe-v de raton (FeRIT v FeRITD va que inmunoprecipita los
receptores Fe-y de 30 a 70 KDa expresados en macrotagos. El hibridoma tué mantenido
en medio MEMc. EI anticuerpo tué proporcionado por el Dr. Enrique Ortega (Instituto de
Investigaciones Biomedicas. l'.N.A.M).

3, Propagacion del virus

La propagacion del virus se hizo en monocapas semi-contluentes de células HEp-2
en botellas de 162 ¢cm’. las células se infectaron con ¢l RSV a una multiplicidad de
infeccion (m.o.i.) de 1.0 en medio MEMi suplementado con SFB al 2% v 1% de
antibioticos. Después de 2 horas de adsorcion a 37°C/5% CO,. el sobrenadante (virus no
adsorbidos) se retiro v se reemplazo por medio MEMi al 2% de SFB v 1% de antibioticos.
El sobrenadante se recolecto despues de transcurridas 48 horas post-infeccion o hasta
observar efecto citopatico. se eliminaron los restos celulares por centrifugacion (/500 rp m.
durante 10 mmuos a temperaura ambieme). ¢ titulo v se distribuvo en alicuotas de 1.5 ml
aprox.. agregandoles MgSO, a una concentracion tinal de 0.1 M para estabilizar la
infectividad del virus. (Ferme B & Germ /. 1982). Por utimo. los viales se marcaron con la
fecha. numero de lote v titulo viral correspondiente. Se guardaron a -70 °C.

4. Titulacion del virus

El virus se titulo por dosis infectiva 50 (TCID«g) (Paviment P. & Trudel M., 1993 ra)). |a
cual se refiere a la cantidad de virus que produce efecto citopatico en el 50% de los pozos
infectados. Para su realizacion se sembraron células HEp-2 en una placa de 96 pozos. una
vez alcanzada la contluencia celular. las células se infectaron con las diluciones de la
suspension de virus que se desed titular. Las diluciones del virus se hicieron 1:3 en serie
en medio MEMi al 2% de suero tetal bovino. Se utilizaron 4 pozos por dilucion.
El titulo se calculo por el método de Kirber de acuerdo a la siguiente formula:

| TCID«= -3-(5-0.5)|

Donde:

A es el logyp de la ultima dilucion donde el 100% de los pozos presentaron etecto

citopatico.

d: es el log, del factor de dilucion.

S: ¢s la suma de los pozos que presentaron ¢l etecto citopatico por dilucion incluyendo
aquella en donde el porcentaje es 100%. dando a esta ultima el valor de | v a las otras
la fraccion correspondientc (4=0.25).



5. Propagacion de la linea celular HEp-2

Esta linea celular s¢ propago ¢n medio MEMc. donde una vez alcanzada la
contluencia celular en botellas de 25 cm’ las células fueron tratadas con 5 mi de EDTA
durante 15 minutos. v después tripsinizadas con 0.3 mi de tripsina (0./% ¢n PBS) Vv una vez
resuspendidas totalmente. s¢ adiciono medio MEMc. LI 50%. se paso a una botella nueva
o bien se centrifugo v ¢l boton celular tué congelado a -70C en 500u! de medio para
congelar (9025 SFBy 10°. DMSO).

6. Propagacion de la linea cclular L929

Esta linea celular tu¢ propagada de torma similar a las células HEp-2. utilizando
verseno con tripsina al 0.1% para desprender las células. Para congelarlas se utilizo medio
MEMc/10% de DMSO (Payment P & Trudel M. 1993 (c)).

7. Propagacion del cultivo persistente

El cultivo persistentemente infectado con RSV fué establecido por el grupo de
trabajo del laboratorio virologia de la Facultad dc Medicina a pantir del mes de mavo de
1995. Brevemente. este cultivo se obtuvo intectando macrofagos P388D, a una m.o.i. de
1.0. las células que sobrevivieron a la infeccion se propagaron a traveés de pases sucesivos.
En este provecto se empezo a trabajar aproximadamente a partir del pase 12. Para la
propagacion celular se trabajo de la siguicnte manera: una vez alcanzada una contluencia
celular del 80% en la placa de culuvo (700 mm)., ¢l medio [ué retirado v sustituido por
medio RPMlc. las células tueron resuspendidas por pipeteo. v el 50% (1.5x10° células
aprox.) fueron pasadas a una caja nueva (/00 mm). El 50% restante se mantuvo en la placa
original agregandole medio RPMIc marcando las placas dc acuerdo al nimero de pase v
fecha o bien se centrifugo v ¢l boton celular fué congelado en 500unl de suero para
congelar (90% SFB y 10°6 DAMSO) a -70°C.

8. Conteo de células

Las células fueron contadas con azul de tripano bajo ¢l criterio de que las células
viables tendran la habilidad de excluir ¢l colorante v solo penetrara en las células no
viables. (Pavment P. & Trudel \{. 1993 (b)). Una vez obtenida la suspension celular que se
requiere contar, en un tubo 13X100mm se disponen 0.1mi de colorante azul de tripano
(1% en PBS) y 0.4 ml de la suspension celular. De la mezcla anterior se dispone una gota en
una camara de Neubauer con una pipeta Pasteur. Se cuentan las células no tedidas dentro
la seccion central (25 cuadros). Las cclulas viables/mil seran calculadas aplicando la
siguiente formula:

Células no tefiidas x 10.000 X 5/4 = c¢lulas/ml

Donde: El factor de 10.000 corresponde a una constante de acuerdo al volimen contado
en la camara v 5/4 al factor de dilucion de la mezcla.



9. Determinacion de la persistencia del RSV en los cultivos celulares

9.1. Deteccion de proteinas virales por inmunofluorescencia indirecta

L.a determinacion de antigenos virales ¢n las celulas infectadas se hizo de acuerdo
al método descrito por Garcia-Barreno v cols. (Garcia-Barreno B. et ul. 1988) con aigunas
moditicaciones . Para este ensavo. sc utilizaron portaobjetos para cultivo celular de 8
pozos. los cuales fueron tratados con polilisina. lavoreciendo de esta manera la union de
las células a la superficic del portaobjetos. Para lo anterior se dispusieron 500 ulpozo de
polilisina (/0 pg/m{y durante 20 minutos a temperatura ambiente. se hizo un lavado con
PBS v se dejo secar. Posteriormente se dispusieron 1X10° células/pozo de macrofagos
persistentemente infectados o sin infectar durante 10 minutos a 37°C/5% CO,. Después
del tiempo de incubacion sc lavo una vez con agua destilada v se fijaron las células. para
lo cual se introdujo ¢l ponaobjetos en metanol a -20°C por 5§ minutos ¢ inmediatamente
después en acetona durante 30 segundos a la misma temperatura. La preparacion se seco
al aire v después se bloqueo ¢l reconocimiento inespecifico con 100 pl/pozo de suero de
caballo sin diluir. incubando toda la noche a 4°C. S¢ lavo 2 veces con PBS v se agrego el
anticuerpo anti-RSV (7 100 en PBS/0.25% BSA4) incubandose por 30 minutos a temperatura
ambiente. Enseguida. s¢ hicicron 2 lavados con PBS rpara cada lavado se maniuvo la
placa en agitacion constante durante 10 nunutos) v se agregé un anticuerpo secundario
marcado con fluorescemna ¢/ So0 en PBS/025'. BSA4) incubando durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se hicieron 3 lavados con PBS de la misma forma anterior.
Finalmente la placa s¢ lavo dc manera abundante con agua destilada v s¢ mantuvo
protegida de la luz. hasta que se observo en el microscopio invertido Nikon Diaphot.

9.2. Amplificacion del gen que codifica para la proteina N del virus a través de
transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

9.2.1. Extraccion de RNA celular total

La extraccion sc hizo modificando el método de Chomczynski v Sacchi
(Chomczvnski P. & Sacchi N'. 1987). Brevemente. las células del cultivo persistente ¥y no
infectado se resuspendieron por pipeteo. se colocaron en un tubo Eppendorf y se
centrifugaron por 5 segundos ¢n la microfuga (15 000 r.p.m.). El boton celular se lavo 2
veces con PBS v a las células obtenidas se les agrego 250 pl de solucion D (isotiocianato de
guanidina 3M. N-laurd sodico 05°.. curato de sodiv 2mM pH 7 0. Se adiciona ImM de 2-
mercapioetanol en el momento de uso). se agito en vonex durante 10 segundos v la mezcla se
dejo reposar por 5 minutos a temperatura ambiente. Postertormente. se agregaron 300 ul
de fenol saturado cn agua. 300 ul de acetato dv sodio 2M (pH 4.0) v 100 pl de
cloroformo-alcohol isoamilico 25:1. Sc¢ agitdo en vortex durante 10 segundos v se
centrifugo entre 10 y 15 minutos en la microfuga a temperatura ambiente. Se obtuvo el
sobrenadante y se adicionaron 500 ul de isopropanol frio. La mezcla se mantuvo toda la
noche a -20°C para precipitar la mavor cantidad de RNA. Después se centrifugo 10



minutos en la microfuga v se elimino ¢l sobrenadante para obtener una pastilla en el fondo
delwbo. La pastilla s¢ 1avo dos veces con 200wl de ctanol ceanon al 73 o1 disgregandota
suavemente con la punta de la micropipeta. va una vez hechos los favados. la pastilla se
dejo secar. Por ultimo el precipitado final se resuspendid en 20 pl de agua tratada con
dietil pirocarbonato (agua-DEPC) para eliminar las posibles RNAsas.

Posteriormente. para verificar que el RNA obtenido no estuviera degradado. se hizo
una electroforesis con un gel de agarosa al 1.2% en solucion amortiguadora TBE 1X.
adicionando bromuro de etidio (0.5pg/mi). De cada muestra se tomaron 3 ul del RNA
obtenido v 3 ul del colorante de muestra (EDT:A 0.2Af: ficoll 400 25% v azul de bromofenol ul
0.1%). El gel se corrio en solucion amortiguadora TBE 1X a 80 Volts. durante 40 minutos.
Para determinar la concentracion de RNA obtenido. se hizo una dilucion de la muestra
1:100 en TBE 1X y sc¢ hicieron las lecturas correspondientes a 260nm. cada lectura se
multiplico por el factor de dilucion (100) y luego por 20. va que | D.O. corresponde a 20
ug/ml de RNA. Las muestras se¢ guardaron a -20°C.

9.2.2, RT-PCR

En un tubo Eppendort de 650 pl se colocaron: 3-Sug de la muestra de RNA para
amplificar. 4 ul de amortiguador de reaccion SX. 2 ul de 100 mM dithiothreitol, 2 ul de la
mezcla de deoxinucleosidos tritfosfato (ANTP) (10mM de cada dNTP). 0.5 ul (20U) de
inhibidor de RNAsa v ¢l volumen tinal se completa a 20 ul con agua-DEPC. Después de
la adicion de 50 ul de aceite nuneral. la mezcela fué incubada a 80°C durante 5 minutos y
enfriada inmediatamente en hielo. despues se agregaron 20 pmol del iniciador 2 y se
incubo a 60°C durantel0 minutos. La mezcla fué enfriada por $ minutos en hielo v
después se le agregd | ul (200 U) de transeriptasa reversa, la mezcla fué incubada a 37°C
por 60 minutos v después a 99°C por 2 ‘2 minutos. ‘

A un volumen aproximado de 20 ul cl cual corresponde al producto total de
transcripcion, se le agrego 8 ul del amortiguador 10X para PCR. 40 pmol de los dos
iniciadores para el gen N (sentido v antisentido) v 0.5 ul (25 U) de la Taq polimerasa
(Thermus aquaticus). La mezcla se cubrio con 50 ul de aceite mineral para evitar su
cvaporacion durante la amplificacion y cl tubo se introdujo en el termociclador de DNA
(PERKIN-ELMER) hasta completar 35 ciclos de amplificacion (cada ciclo: 94°C por |
min.: 65°C por | 2 min: 72°C por un min. v 72°C por 7 min.). Después. se confirmo la
amplificacion para lo cual s¢ tomaron 10 ul del producto obtenido y se corrio un gel de
agarosa de manera similar que para la extraccion del RNA. La banda de¢ DNA problema
debio ser de 278 pb. El peso molecular de la banda amplificada se calculo de acuerdo a los
marcadores de peso molecular estandar. El resto se matuvo a -20°C. Los iniciadores que
se utilizaron fueron disefados para amplificar una region entre los nucleétidos 858-1135
del gen N del RSV humano (Cane £ c1ul 1991). Los iniciadores 1 y 2 corresponden a las
siguientes secuencias:



muciador I (RNAm sentido) SGGAACAAGTTGTTGAGGTTITATGAATATGC3”
miciador 2: (RNAm antisentido) S"CTTCTGCTGTCAAGTTCTAGTACACTGTAGTS”

10. Microensayo para la determinacion de proteinas

Se utilizo el método colorimétrico de Bradford cuva intensidad es funcion de la
concentracion de aminodcidos. va que el colorante se une principalmente a residuos de
aminoacidos basicos (especialmente arginina) v aromaticos. obteniéndose ¢l cambio de
color del azul brillante de Coomassie G-250 en respuesta a varias concentraciones de
proteinas (Bradford M. 1976).

El microensayo se hizo agregando 50 pl/pozo de detergente (0.05% Triton X-100)
sobre las células contenidas en la placa de 96 pozos. de cada uno de ellos se tomaron 10 ul
vy se transfirieron a otro pozo limpio. vomo blanco se utilizaron 10 pl del detergente v a
todos los pozos se les agregé 200 pl/pozo del reactivo de color (diluido I:5 en agua
destilada). Paralelamente se realizo una curva patron. diluvendo BSA en concentraciones
conocidas en 0.05% Triton X-100. La lectura de la placa se hizo 5 minutos después de
iniciada la reaccion en un lector de ELISA (BIOTEK # EL307C) a 495 nm. Las lecturas
obtenidas se extrapolaron a la curva patron v se multiplicaron por la cantidad de
microlitros totales. calculando asi la concentracion de proteinas (mg/ml) en cada pozo.

11. Determinacion de Ia actividad fagocitica

El ensayo colorimétrico utilizado en la determinacion de este parametro. se basa
directamente en la actividad de pseudoperoxidasa de la hemoglobina (Hb) contenida en
los eritrocitos fagocitados por ¢l macrofago. la cual cataliza la aparicion de un producto
colorido a pantir de la 3.3'-Diaminobenzidina (DAB). en presencia de peroxido de
hidrégeno. La intensidad del color es directamente proporcional a la concentracion de Hb.

11.1. Obtencidn de eritrocitos

En condiciones de esterilidad. se obtuvieron 20 ml de sangre de camero joven.
Inmediatamente después se mezcld con una solucion de Alsevers en proporcion de 1:1.5 y
0.02% de azida de sodio. Los eritrocitos se conservaron a 4 °C por un periodo no mayor
de 6 semanas.

11.2. Sensibilizacion de eritrocitos

La sensibilizacion de los eritrocitos se baso en la reaccion dada entre el hapteno
2.4.6°-TNBS v los grupos amino libres de las proteinas en la superficie de los eritrocitos.
Bajo las condiciones ligeramente alcalinas del proceso. se libera un grupo sulfonico
quedando el grupo 2.4.6°-TNP unido covalentemente a la célula.

Para la sensibilizacion se disolvieron 3.2 mg d¢ TNBS en 3.5 ml de BBS. para
mezclarse con 400! del paguete globular de los eritrocitos de camero. los cuales [ueron



previamente lavados 2 veces con DGV B iresuspendiendo el boton ceiuiar on Smi de DGVE
centrifugando 5 munutos a 1500 r.p.m. en cadu luvados. 1.a suspension se mantuvo en oscuridad
agitandose suavemente durante |3 minutos a temperatura ambiente. Para retirar el exceso
de TNBS libre. se hicieron nuevamente 2 lavados con DGVB™. El boton celular
resultante se resuspendio a una concentracion del 2% en DGVB®".

11.3. Titulacion del anticuerpo anti-DNP

Tomando en cuenta que gran parte de los anticuerpos especificos dirigidos contra el
hapteno 2.4°-DNP tienen reaccion cruzada con los grupos 2.4.6-TNP. s¢ utilizo un
anticuerpo  monoclonal de raton anti-DNP (igG2b) denominado 48 (obtenido »
proporcionado por el laboratorio del Dr. Enrique Ortega).

El anticuerpo fue titulado por ensavos de hemaglutinacion. utilizando placas de 96
pozos con fondo en V. donde se hicieron diluciones seriadas del anticuerpo con DGVB'".
A 25 ul de cada dilucion del anticuerpo se¢ agregaron 25ul de la suspension al 2% de los
eritrocitos  previamente  sensibilizados. ¢l contenido de los pozos se mezclo
cuidadosamente v se dejo sedimentar (aproximadamente 30 ninutos sobre una superficie
humeda). Los eritrocitos aglutinados se sedimentaron en forma de malla. en cambio los no
aglutinados como un boton en ¢l fondo del pozo. l.os controles fueron 25 pl de DGVB" v
25 ul eritrocitos no sensibilizados. El titulo se calculo de acuerdo a la ultima dilucion que
presento aglutinacion.

11.4. Opsonizacion de eritrocitos

La primera dilucion no aglutinante del anticuerpo 4F8 se¢ considerd como la
concentracion adecuada para la opsonizacion (Hright S. 1986). de esa manera se evito la
formacion de agregados celulares que dificiimente podrian fagocitarse .

La opsonizacion sc llevd a cabo mezclando la suspension de eritrocitos
sensibilizados. con la cantidad de anticuerpo segun el titulo obtenido. La mezcla se incubo
en agitacion constante y protegida de la luz por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, los eritrocitos se lavaron dos veces con DGVB® y ¢l boton fue
resuspendido a una concentracion del 1% en medio RPMIi. Los eritrocitos se opsonizaron
para cada ensayo v el volumen que se utilizo ¢stuvo en funcion de los requerimientos del
ensayo a realizar.

11.5. Ensayo colorimetrico para cuantificar la tagocitosis especifica mediada por
receptores Fcy

En placas de 96 pozos s¢ sembraron EX10° célulasipozo (PISSD. no mfectadas o

persistentes) en 100 ul de medio RPMIc. la placa se incubo a 37°C/ 5%CO, por 6-12 horas.

Una vez adheridas las células a la superficie de los pozos. se agregaron 25 ul de la

suspension al 1% de los eritrocitos opsonizados. Se incubo nuevamente bajo las mismas



condiciones durante 90 minutos. después de tos cuales se hizo un lavado sumergiendo la
placa por completo en 400 ml de agua destilada (moviendo oscilatoriamente la placa
durante | minuto, sin vaciar su contenido), a fin de romper por choque hipoténico a los
eritrocitos no fagocitados. Inmediatamente después, se hicieron 2 lavados (en ocasiones 3)
con PBS de la misma forma anterior a fin de eliminar la Hb liberada por los eritrocitos
rotos, la placa se observo al microscopio para verificar la eficiencia de los lavados. El
PBS se elimind invirtiendo la placa y sacudiéndola rapidamente una sola vez. Se observé
nuevamente al microscopio para verificar que las células permanecieran adheridas. Se
afladieron 100 ul/pozo de la solucién de lisis (PBS/ 0.3% SDS) e inmediatamente después se
agregaron 200 pl/pozo del sustrato recién preparado (0.4 mg DAB/ 12 ul H,0x 1 mi de PBS). El
contenido de los pozos fue homogenizado con una micropipeta multicanal, para evitar
interferencia en la lectura. Para eliminar las pequefias burbujas, la placa se centrifug6
durante | minuto a 1500 r.p.m. Se hizo la lectura en un lector de ELISA a 490 nm 40
minutos después de iniciada la reaccion.

11.6. Ensayo colorimétrico para cuantificar la fagocitosis inespecifica
Para la determinacion de este pardmetro se¢ sigue el mismo procedimiento que en el
inciso anterior pero utilizando eritrocitos sin opsonizar.

12. Determinacion de los receptores FcyRll y FeyR11

La cuantificacion de la expresion de receptores Fc para 1gG se realizo a través de
ensayos de citometria de flujo por inmunofluorescencia directa utilizando el anticuerpo
monoclonal de rata 2.4G2 (1gG2b) anti-FcyRII/FeyRI1 marcado con FITC.

El método consistié en incubar tubos eppendorf con 1 ml de PBS/0.1% BSA
durante 30 minutos a 37°C en Bano Maria, para obtener una superficie lisa dentro del
tubo. Después de climinar el sobrenandante, se dispusieron en cada tubo 1X10° células
P388D, no infectadas o persistentes en 300ul de medio RPMIc y 9ug del anticuerpo
2.4G2 marcado con FITC. Las muestras se incubaron por 2 horas a 4°C en agitacion
constante y se centrifugaron para retirar los sobrenadantes. El boton celular se lavo 2
veces (resuspendiendo para cada lavado en 500 ul PBS/0.1% BSA frio). Las células se fijaron
agregando | ml de PFA recién preparado (PBS/0.5% PFA. disolviendo el precipitado con calor
ligero y con NaOH 0.1 N. el pH fué ajustado a 7.4 con HCI) € incubando por 30 minutos a 4°C en
agitacion constante. Después de lavar 2 veces. ¢l boton fué resuspendido en | ml de
PBS/0.1%BSA vy transferido a un tubo especial para su lectura en el citometro. Como
blancos se utilizaron las células de ambos tipos de cultivo sin agregarles el anticuerpo. Las
muestras se mantuvieron a 4°C y al dia siguiente sc¢ leveron v analizaron en el FACScan
Becton-Dickinson. Es importante senalar que todas las soluciones utilizadas en ¢l ensayo
se filtraron a través de 0.22p antes de usarse, a fin de evitar interferencia en la lectura.
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13. Determinacion de la actividad del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-q)

Para determinar la actividad de esta citocina en el sobrenadante de células
infectadas o controles. s¢ utilizo un ensavo biologico de alta sensibilidad. basado en la
lisis celular ocasionada por la union del TNIF-a a su receptor expresado en fibroblastos
murinos (L929) tratados con actinomicina-D para detener la division celular, La
actinomicina-D inhibe Ia sintesis de RNA va que se une al DNA v blogue a el movimiento
de la RNA polimerasa (Currents Protocols in Immunology 1991).

Para el ensavo. se sembraron células L929 en una placa de 96 pozos. a una
densidad de 5x10° células/pozo en 100 pl de medio MEMc. Después de incubar por 12
horas a 37°C/5% CO2 v retirar totalmente el medio. s¢ adicionaron 100ul de los
sobrenadantes de prucba (/x/0" célulus P388D, no infectadas o persistentes en 300 wl de medio
RPMic. después de 24 horas lus sobrenadantes se recogieron individualmente en tubos eppendorf. y se
centrifugaron por 5 segundos en la microfuga a fin de evuar la presencia de células en los sobrenadanies
v ocasionar fulsos posurvos) segin los pozos correspondientes. Una vez dispuestos los
sobrenadantes. se agregaron 50ng de actinomicina-D/pozo incubandose nuevamente la
placa por 17 horas a 37°C/5% CQ2. Se rctiraron los sobrenadantes v se hizo un lavado
con 200 ul de PBS. para después adicionar 50 plpozo de la solucion colorante (005% de
crisial violeia en 20% de etanol) incubando 10 minutos a temperatura ambiente. Se retiro el
colorante v se hicieron dos lavados llenando los pozos con agua fria v eliminando muy
cuidadosamente el agua con una micropipeta. evitando dafar la monocapa celular. La
placa se dejo secando toda la noche a temperatura ambiente. Por ultimo se agregaron
100ul/pozo de metanol (100%) v se levo inmediatamente en un lector de ELISA a 595 nm.
Se utilizé6 como control negativo 100 pl de medio RPMIc (observandose una confluencia
celular del 100%). y como control positivo 100 pl de TNF-a recombinante murino.

14. Determinacion de la interleucina 6 (IL-6)
Esta interleucina s¢ determino a través de un ELISA de captura. utilizando un
anticuerpo conjugado con biotina conio anticuerpo secundario.

En una placa de 96 pozos para EIA/RIA se anadieron 50 ul/pozo del anticuerpo
monoclonal anti IL-6 (5 ug/ml en solucion amortiguadora de captura) wtilizindose como
anticuerpo de captura. Sc incubo toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se retiraron los
sobrenadantes y se hicieron 2 lavados (300ul/pozo PBS/0.05% Tween-20. pura cadu lavado se

maniuvo esta solucion al menos | munuto en comtacto con la placa antes dv aspirarla v retirarla
totalmente sobre papel secante. Los lavados postertores se hicieron dv acuerdo de acuerdo ul

procedimiento decrioy. Posteriormente se adadieron 200 upl/pozo de una solucion
bloqueadora (PBS/107SFB) v se incubd por 2 horas a temperatura ambiente. se hicieron
nuevamente 2 lavados. Se adicionaron 100 u! de los controles v de sobrenadantes de
prueba a los pozos correspondientes (5-7.5x10" células P388D; no infectadas o persistentes en 300
w de medio RPMIc. después de 24 horas los sobrenadanies de pruebu se recogieron de la misma manera
que para TNF-a), se incubd toda la noche a 4°C v se hicieron 4 lavados. Se agregaron 100
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ul del anticuerpo monocional biotinilado anti-1L-6 (2ugem! PBS/10%SFB). se incubo
durante 45 minutos a temperatura ambiente v se¢ hicieron 6 lavados. Posteriormente, se
agregaron 100ul de streptavidina-peroxidasa (/300 en PBS/10% SFB). s¢ incubo por 30
minutos a temperatura ambiente v se hicieron un minimo de 8 lavados. Se adicionaron
100 ul del sustrato [ /50 mg 2.2"-Azino-bis(3-ethvibenzthiazoline-6-acido sulfonicos en 500
mi de dcido citrico 0.IM pH 4.35 ajustando con NaOH. Antes de usarse se agregaron 10
ul de H,0, al 30% por cada |1 m! de sustrato]. Se espero a que la reaccion desarrollara
color (10-80 minutos) v se levo a 405 nm en un lector de ELISA. En el control negativo se
utilizaron 100 ul de medio RPMIc. Paralelamente a cada ensayo sc hizo una curva patron
de rIL-6 en diluciones seriadas de 20 a | ng/ml en medio RPMIc, donde se extrapolaron
los datos obtenidos.

15. Analisis estadistico

Los datos de los resultados fueron analizados por significancia estadistica de
acuerdo a la prueba de U de Mann-Whitey. Se¢ aplico esta prueba no paramétrica por
tratarse de dos muestras independicntes (controles v problemas) v por ¢l tamaio de las
mismas. La prueba se aplico a cada una de las 5 propiedades inmunes analizadas.
comparando la diferencia entre las células persistentemente infectadas (problemas) con
respecto a las células no infectadas (control). l.a correccion para ligas sc¢ aplicé cuando se
encontré mas de un valor igual ¢n cada propiedad. L.a diferencia entre los valores tue
considerada significativa con P< 0.05 (Swgel S 1990).



RESULTADOS

I. Confirmacion de la persistencia del RSV en las células P388D,

1.1. Deteccién de antigeno viral en células del cultivo RSV persistente a través de
inmunofluorescencia indirecta.

Una vez obtenido ¢l cultivo de macrofagos infectados en forma persistente con el
RSV (M$P). fué necesario comprobar la persistencia viral, para lo cual primero se
determino la produccion de virus extracelular en los sobrenadantes de los diferentes pases
del cultivo MP. a través de titulacion de virus sobre células HEp-2. En el laboratorio se
hizo el seguimiento desde el primer pase hasta el pase 46. a partir del pase 9 los titulos
fueron disminuvendo v en algunos pases no se detectd virus extracelular. Sin embargo,
entre el pase 32 v 36 se detecto virus intracelular. va que las células persistentes se
sonicaron y los sobrenadantes presentaron virus infeccioso. L.os titulos se observan en la
Figura I (Datos no publicados).

Figura 1. Virus extracetular

0 = Vires cuireceletar presente en ¢l sobrenadante

00 = Virus latrecelsler ' de los MoP. Titulado por
i TCID«/ml en células HEp-2
T (Rosa  Flena  Sarmiento.
i datos no publicados).
g 100
15
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Posteriormente. se valoro la proporcion de células dentro del cultivo M¢P en las
cuales el genoma viral sc expresaba. para tal efecto se determinaron antigenos virales por
ensavos de inmunofluorescencia indirecta. utilizando un anticuerpo policlonal de conejo
para reconocer las proteinas virales. usando como control negativo células sin infectar.



Este ensayo se llevo a cabo durante todo el trabajo como sistema de monitoreo,
realizandolo antes de determinar cada una de las propiedades inmunes analizadas. Se
analizaron diferentes pases del cultivo RSV persistente a lo largo de todo el estudio
partiendo del pase 12. Los resultados reflejan la obtencion de un cultivo heterogéneo
donde existe un porcentaje de células infectadas de aproximadamente 75-80% (Figura 2).

Figura 2. Inmunofluorescencia indirecta, mostrando la expresion de antigenos del RSV en un cultivo
persistente. Células P388D, persistentemente infectadas con RSV tueron adheridas con polilisina en
portaobjetos y fijadas con metanol-acetona, se utilizo un anticuerpo policlonal contra las protefnas virales y un
anticuerpo secundario acoplado a FITC. El panel @) corresponde a células P388D, no infectadas utilizadas
como control y ¢l panel 8) corresponde a las células de! cultivo RSV persistente.

1.2. Deteccion de la expresion del genoma del RSV a través de RT-PCR en
células persistentemente infectadas.

Otro criterio tomado en cuenta para comprobar la persistencia del RSV en las
células P388D, fue determinar la presencia del genoma del virus en las células infectadas
a través de la amplificacion de alguno de los genes virales por medio de RT-PCR. Se
decidié amplificar el gen que codifica para la proteina N del RSV, cuya seleccion obedecio
a una serie de factores; ya que se considerd que la secuencia de este gen el cual consta de
1203 nucledtidos es conocida y es una de las mas conservadas en el genoma del RSV,
ademds de ser unica, por lo que se descarté la union inespecifica de los iniciadores como
lo reporta Cane P. y cols. (Cane P et al. 1991). Por otra parte, se consideré la
determinacion de la expresion de este gen, ya que en ensayos de western-blot realizados en
el laboratorio con anticuerpo policlonal, no fue posible detectar la presencia de las
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proteinas P v N, por lo que sc constdero determinarios a través de una téenica mas
sensible v las condiciones experimentales para RT-PCR que primero se establecieron
fueron para amplificar este gen.

l.as condiciones establecidas en ¢l laboratorio permitieron amplificar el RNAm de
la proteina N. es decir ¢l RNA positivo. identificando de esta manera ¢l RNA sintetizado
por la célula infectada v no el RNA del genoma viral cuya polaridad es negativa. Para lo
anterior se analizo paralclamente como control a una concentracion alta ( 10" TCIDgyml)
de viriones donde no se amplifico el gen de la proteina N. En ¢l laboratorio se analizaron
distintos pases del cultivo RSV persistente tanto productores como no productores de
virus extracelular (del pase 21 al pase 38) v todos mostraron la banda de 278 pb
correspondiente al segmento ampificado del gen que codifica para la proteina N del RSV,
lo que confirmo la sensibilidad de la técnica para amplificar RNA proveniente de las
células infectadas.

En la Figura 3 sc observa un gel de agarosa que muestra el DNA correspondiente
al segmento del gen que codifica para la proteina N del RSV amplificado por RT-PCR.
Como control negativo se utilizaron células P388D, sin infectar. Para el control positivo
se obtuvo RNA de una infeccion aguda. para lo cual se infectaron células P388D, con el
RSV a una m.o.i. de 5 v el RNA se extrajo 48 horas post-infeccion. Se muestran 5 pases
del cultivo RSV persistente correspondientes a los pases 30. 32, 33, 35. v 36 v todos
presentaron la banda correspondiente de 278 pb (aunque el pase 35 presenta una banda de
menor intensidad). calculada de acuerdo a los pesos moleculares (50-2.000 pb) que
corresponden al DNA proveniente del plasmido pBR322.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. Ln ¢l gel se observa el
DNA correspondiente a los productos de amplificacion del gen que codifica
para la proteina N del RSV a través de RT-PCR (banda de 278 pb). Carril:
1) Marcadores de pesos moleculares; Carril: 2) Células P388D, sin infectar
(-): Carril: 3) Células P388D), con infeccion aguda con RSV (+): carriles 4)
- 8): Células P388D, RSV persistentes correspondientes a los pases: 30. 32.
33. 35y 36.

2. Determinacién del efecto del RSV sobre las funciones de las células P388D,
persistentemente infectadas con el virus

Una vez comprobada la persistencia del RSV en las células P388D,, se
determinaron una serie de funciones en estas células parecidas a macrofagos, con la
finalidad de evaluar el efecto de la persistencia del RSV sobre la célula. En todas las

determinaciones se tomé como patron de referencia a las células P388D, no infectadas
(M4N).

2.1. Determinacion de la actividad fagocitica mediada por receptores Fcy.

En la determinacion de este parAmetro se realizaron 4 ensayos con un total de 8
pases del cultivo RSV persistente. La denominacion de los pases se hizo de forma
numéricamente secuencial, pero por ejemplo en el caso de los pases 20a y el pase 20b,
ambos provienen del pase 19, pero fueron obtenidos en fechas distintas, existiendo un
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minimo de $ dias entre cada pase. La fagocitosis mediada por receptores Fe para igG
(FcyR) se determind como se detalla en metodologia. Después de disponer las células en
los pozos v antes de realizar cada ensayo. se determino la concentracion de proteinas
(mg’/ml) por ¢l método de Bradford en cada cultivo analizando un pozo de cada pase de
MoP y células M§N para contirmar yue la cantidad de células tueran las mismas en todos
los pozos. Los resultados que se observan en la Tabla | muestran las lecturas de densidad
optica (D.0.) que corresponden a la actividad fagocitica de cada cuitivo. resultantes de un
promedio de 6 determinaciones para cada uno de ellos. Las D.O. son mas altas en las
células persistentes con respecto a las células control. Sin embargo. para descartar que la
diferencia en el numero de macrofagos adheridos a los pozos influvera en las lecturas,
nuevamente se determino. después de los lavados. la concentraciéon de proteinas (mg/ml)
de 1 pozo de cada cultivo. extrapolando cada valor en D.O. a una curva patron con
concentraciones conocidas de albumina sérica bovina disuelta en tritén X-100 (0.05%),
que fue el detergente utilizado para romper las membranas de las células P388D, en la
determinacion de proteinas (ver metodologia) (Tabla 1). Los datos sugieren que la

Tabla 1. Actividad fagocitica mediada por receptores Fcy en células P388D, persistentemente
infectadas con RSV. La acuwvidad fagocitica expresada en unidades de D.O. se determind
utitizando eritrocitos de camero opsonizados con un anticuerpo monoclonal de raton (IgG2b).

*
Fagochosis ¥ Proteines —_Famocitonis
W Pese 0.0. 0.8. (¢} mym Proteinas me/mi
No nfectedos 0114 0037 039 o
RSV parsstentes 8 0576 0 088 038 1.048
RSV parsstentes 23 @) 0384 0082 022 1684
No nfectsdos 0396 0032 293 0.138
RSV parmstentes 20 (8 089 0095 128 0716
RSVparnsientss 25 t 286 0182 2595 LX)
No nfectados [Fii] 004 oens 0318
RSV parsstenies 20 (b) 0704 oo 047 1.407
RSV perwisienies 23 (X1 0088 0 4038 1679
No mnfectados 0154 0007 111 0.139
RSV parssienies 22 0359 0084 0 865 0.418
RSV permstenies 2t 02%6 003% 122 0.207

* Valores correspondientes a la grarica de la figura 4



concentracion de proteinas no tue la misma. En algunos pozos de los cultivos persistentes
se pierden mas cé¢lulas durante el proceso. Sin embargo. ¢s claro que la cantidad de
eritrocitos fagocitados por las células con infeccion persistente por RSV es mas alta con
respecto a las no intectadas. como puede comprobarse al observar las muestras al
microscopio de luz visible (Figura $§). Posteriormente. la actividad fagocitica se
normalizo con respecto a la concentracion de proteinas. obteniendo un valor para cada
muestra (Tabla 1) los cuales fueron graficados en la Figura 4. E| incremento en la
actividad fagocitica mediada por FcyR presentado por los MoP con respecto a los MoN.
tue estadisticamente significativo (P< 0.004).

) B Macrétagos no infectados
[:} Macrétagos RSV persistentes
'E" - -
? 18 18| 2 |3
q () 2|®
c (b)
8
g 1
a
; 20
g 0.8 (@
28
w 22
21
° ]
1 2 3 4

No. de ensayo

Figura 4 Acuvidad tagocitica mediada por receptores Fcy en celulas P388D,
persistentementce infectadas con RSV. Los valores ¢n la ordenada corresponden a la
columna de fagocitosis/proteinas mgml de la Tabla 1. Las barras oscuras representan las
células sin infectar. Las barras ciaras representan jos pases de los M¢P. indicados con el
numero dentro de cada barra (£<0.004).
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Figura 5. Actividad fagocitica mediada por receptores Fcy. Células P388D,
fagocitando eritrocitos de camero sensibilizados con un hapteno y
opsonizados con un anticuerpo monoclonal. Panel a) Células P388D, no
infectadas. b) Células P388D, RSV persistentes. Las flechas indican a los
eritrocitos de carnero fagocitados por ¢l macrofago.

2.1. Determinacion de Ia actividad fagocitica no mediada por receptores Fcy

Un total de 4 ensayos fueron realizados para la determinacion de esta actividad.
Se probaron 9 pases del cultivo RSV persistente, utilizando la misma denominacién para
los pases como se menciond en la fagocitosis mediada por receptores Fcy. La Tabla 2
muestra los datos de las lecturas de densidad optica de la fagocitosis inespecifica asi como
la concentracion de proteinas (mg/ml) al igual que en la fagocitosis mediada por
receptores Fcy. También se pgrafico la relacion entre la actividad fagocitica y Ia

39



concentracion de protewnas (Figura 6). En aigunos casos se observo una diferencia de
actividad entre las células infectadas con respecto a las no intectadas. sin embargo ¢l
etecto no se mantuvo constante. Por otro lado no se observo una diferencia significativa
entre los cultivos al examinar las células en el microscopio de luz visible (Figura 7). La
diferencia entre la actividad fagocitica no mediada por receptlores Fey de las células
infectadas persistentemente con RSV v las células no infectadas no fue estadisticamente
significativa (P>0.05) por la prueba de U de Mann-Whimney corregida para ligas.

Tabla 2. Actividad fagocitica no mediada por receptores
persistentemente infectadas con RSV. De acuerdo a la actividad seudoperoxidasa de la Hb
contenida en los eritrocitos de carnero fagocitados por los macrofagos.

Fey,

en  células

P388D,

o ™

- T e Tm Slmme
vage
No wiectados 0238 007% 1955 0.12
RSV persisientes 22(a) 0173 008% 107 0181
RSV persisienies 24 0132 0007 0544 0.242
RSV perustentes 28 0142 0013 oms 0.474
N;:M;a.ool 0142 0013 287% 0.08
RSVperusientas 20y 024 0014 0085 0.143
RSV pervsienies 2% 0125 001 1245 0.1
No mh_u-.oot . 70 18 OvOW V(’) 838 ’ -;”) o
RSV perusientes 20 (b) 0163 0007 038 0.42¢
RSV permsentes 23 0154 0008 0258 2.600
. _;IOMTQGOT 0127 0”0“ o7es 0.181
RSV parsstentes 22(b) 0122 0008 0708 [A32}
RSV perusiensts kil 0128 0013 [ ] 0.168

* Valores correspondientes a la graficade la  figura 6
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Figura 6. Actividad fagocitica no mediada por receptores I'cy en células P388D,
persistentemente infectadas con RSV Los valores en la ordenada corresponden a la columna de
fagocitosis/proteinas mg/mi de la Tabla 2. Las barras oscuras representan las celulas sin
infectar. L.as barras claras representan los pases de los M¢P. indicados con el numero dentro de

cada barra (P>0.05).
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Figura 7. Actividad fagocitica no mediada por receptores Fey. Células
P388D, fagocitando eritrocitos de carnero. Panel ) Células P388D, no
infectadas (control). b) Células P388D, RSV persistentes. Las {lechas
indican a los eritrocitos de camero fagocitados por ¢l macrétago.

2.1.2. Determinacion de la expresion de receptores FcyRII/FcyRIll en células
persistentemente infectadas con RSV.

Con Ia finalidad de investigar si el aumento observado en la fagocitosis especifica
del cultivo M¢P estuvo dado por un incremento en los FcyR, se cuantificaron los
receptores FcyRII/FeyRII1 expresados en la superficie de las células P388D, Se realizaron
tres ensayos con 9 pases del cultivo RSV persistente a través de citometria de flujo por
inmunofluorescencia directa, utilizando un anticuerpo monoclonal de rata (IgG2b)
marcado con FITC. En los ensayos realizados, se observé un incremento en la
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expresion de los receptores en la superficie de las celulas persistentemente infectadas con
¢l RSV. El aumento varié entre un 71 a un 171% tomando e¢n cuenta los datos del tactor
correspondiente al promedio de la intensidad de inmunofluorescencia presentada por cada
célula marcada. La poblacion celular total fue de 1X10" células para la lectura de cada
muestra (Tabla 3). Los promedios de intensidad de inmunofluorescencia fueron
graficados en la figura 8. donde sc sefalan los pases v se muestra la proporcion del
incremento antes mencionado. ¢l cual fue estadisticamente significativo (P=0.05).
Ademas en la figura 9 sc presentan los histogramas de las muestras, donde se sefala un
desplazamiento de los histogramas correspondientes a las células persistentemente
infectadas con RSV (histogramas claros). los histogramas rellenos corresponden a las
células sin infectar que sirvieron como control. En el extremo inferior se senala la
poblacion celular seleccionada. que se considero para la lectura de cada ensavo
correspondiendo a un grupo celular unitorme.

Tabla 3. Cuantificacion de los receptores FcyRIV/FeyRIl expresados en la superficie de células
P388D, sin infectar e infectados persistentemente con RSV. Determinados por inmunofluorescencia
directa con un anticuerpo monoclonal de rata marcado con FITC en ensayos de citometria de flujo.
Utilizando células P388D, no infectadas como control.

Macrofegos Pese * :.c:.':: 'Ir:\-u::n.ﬂ‘:-.d % de incremento
fiuorescencia
No infectsdos 94 28 194.13
RSV pertisienies 26 95 89 168.08 886
RSV persistentes 25 93 49 33788 . 738
No nlectados 88 17 19.27
RSV pertisienies 27 89 93 192 837
RSV persistentes 28 94 22 204.79 ny
RSV perwistentes H 9182 7.0 1237
. No intectados 95 74 A 0!."“
RSV persistentes 2 973 4.3 1631
RSV persistentes 33 97 91 .6 171
RSV persistenied 14 96 89 82.2¢ 1707
RSV persistenies 36 95 91 .29 798
¢ %% de un total de 10,000 celutas anahizadas por muestra
¢ b dio de dad d¢ Tuorescencia por celula analizada
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Figura 8. Cuantificacion de los receptores FcyRII/FcyRII expresados en la superficie de
células P388D,. RSV persistentes. Calculada a través del promedio de inmunoflorescencia
presentada por célula en una poblacion total de 10.000 células por muestra. Las barras oscuras
representan las células sin infectar. Las barras claras representan los pase de los MoP,
indicados con el numero demtro de cada barra. (=0.05).
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Figura 9. Expresion de receptores FevRIVFeyRIH en la membrana de celulas P388D, intectadas
persistentemente con RSV persistentes. Determinada a traves de citometria de flujo por
inmunofluorescencia directa uulizando un anticuerpo monoclonal de rata marcado con FITC. En la pane
supertor, los histogramas rellenos corresponden a celulas P388D, sin infectar (control) y los histogramas
claros a los pases del cultivo RSV persistente. Los numeros en los recuadros corresponden al numero de
ensayo. En el extremo inferior se senala la pobiacion celular seleccionada para cada ensayo.
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2.1.3. Determinacion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en los
sobrenadantes de las células persistentemente infectadas con RSV

La actividad citolitica del TNF-a en los sobrenadantes de los M¢P fue
determinada a través de ensavos de citotoxicidad en c€lulas L929 en presencia de
actinomicina D. Estas células presentan el receptor para TNF-a v TNF-B. Se realizaron 6
ensayos con un total de 10 pases del cultivo M¢P. Los datos de la Tabla 4 registran las
densidades opticas (D.0.) obtenidas en cada ensayo. correspondiendo a un promedio de 8
determinaciones por muestra \ representan un valor inversamente proporcional a la
actividad del TNF-a. por lo que a menor lectura en D.O. mayor actividad en el
sobrenadante. En la figura 10 se muestra la grafica correspondiente a la actividad del
TNF-a en los sobrenadantes de cada una de las muestras analizadas. Los resultados
reflejan una disminucion en la actividad del TNF-a en las células persistentemente
infectadas con el RSV con respecto a los M¢N utilizados como células control. Para
verificar la sensibilidad de la técnica. se utilizo como control negativo medio RPMI¢
(mismo medio en el que fueron cultivadas las cé¢lulas P388D;) v como control positivo
TNF-a recombinante murino (10 ng/ml). La disminucion de la actividad del TNF-a en
los M¢P con respecto a los M9N resulto estadisticamente significativa (P=0.02).

Tabla 4. Actividad de] TNF-a producido por las células PI88D, persistentemente infectadas con RSV.
Se determino la capacidad citotoxica del TNF-a en los sobrenadantes de los cultivos MoN v M¢P sobre
células L929 en presencia de actinomicina D.

¢0.0.(+108.) 0.0. Control (+) 0.0. Control (+)
Macrélegos Pose coluias LI29 por ensayo por eneayo
No intectsdos 0.830 (007H 0268 1048
RSV persstenies 22 0.89) (0 143)
No nwl 0.032 (0 088) 0334 1186
RSV persisienias 2% 0.904 (0 160
“Nowtectados 0.5 (0 047) © oz von2
RSV persisienies 20 0.689 (0 088)
No nfectsdos 0.802 (0 132) 04N 1479
RSV permistenies 3 0.097 (0 081
RSV persistenies 24 0.912 (0 Y9y
No infectacos 0.609 (0 089) [RA) 1086
RSV perwstanies n 1.076 (0 07y}
RSV persistentes 19 0.789 (0 084)
No mieciados 0.641 (0 069) 0271 ) 082
RSV persistenies 8 0.601 10081
RSV persstentes 3% 0.78 (0073
RSV persistentes 30 0.616 (0 104)
¢ Valores a ae g Las (ecturas SON INversamenie proporcionaias a i a activiaad ae TNF .,

Valores correspondanies 3 |a grahca oe i3 higure 10
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Figura 10. Actividad citotoxica del TNF-a presente en los sobrenadantes de células P388D, RSV
persistentes sobre células L929 en presencia de actinomicina D. Las D.O. corresponden a un promedio
de 8 determinaciones para cada muestra y su valor es inversamente proporcional a la actividad del
TNF-a. Las barras oscuras corresponden a los sobrenadantes de tos MON. Las barras claras representan
los pase de los M4P. indicados con el numero dentro de cada barra. (P=0.02).

2.1.4. Determinacion de IL-6 en los sobrenadantes del cultivo RSV persistente

La determinacion de csta interleucina en los sobrenadantes de las células infectadas
s¢ hizo por medio dc ensayos de LLISA de captura utilizando dos anticuerpos
monoclonales. Se¢ realizaron tres ensavos con un total de 7 pases del cultivo RSV
persistente. Los datos mostrados cn la Tabla § muestran los valores en D.O. obtenidos en
cada ensayo, cuyo valor corresponde al promedio de 8 determinaciones para cada muestra,
Las células P388D), sin intectar fueron utilizadas como control en todos los ensayos
realizados. Las concentraciones (ng/ml) tueron calculadas de acuerdo a una curva patron
utilizando concentraciones conocidas de 11.-6 recombinante murina. Los resultados de
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estos ensavos revelan un incremento en la concentracion (ng/mi) de la 1L-6 que es
liberada al medio por las muestras correspondientes a las células del cultivo RSV
persistente con respecto a las células control (Tabla 8). Lus concentraciones de IL-6
obtenidas de cada pase fueron graficadas en {a Figura 11. Fl incremento en la produccion
de IL-6 por los M¢P con respecto a los MON. resulto estadisticamente significativo

(P=0.017).

Tabla 8. Concentracion de [L-6 en los sobrenadantes de células P3I88D, persistentemente
infectadas con RSV. Deterninada a través de un ELISA de captura con
monoclonales. Los controles corresponden a las células no infectadas.

2 anticuerpos

Macrotagos Pase ¢ 44 0.0.(D.8.0/) “1L8 ngml
No infeclados 0018 (0001) 2.1
RSV persistentes 177 0047 (0001 482
RSV persisienies “ 0028 (0002 1M
No nfectados 0034 (0002 1.364
RSV persisientes 23 0078 (0003 a4
RSV persisientes 22 0091 (0004) [ 11
RSV persistenie 26 0068 (0 002} 4111
No tnfeclados 0032 (0 00%) 0.4
RSV persustenies ral 0053 (0003 0.702
RSV pernistentes 25 0118 (0 007y 4278

* valores al pi
* Valores correspondientes 4 la graticade 1o flgura 11

48



IL-6 ng/mi

WMacrofagos no infectados
OIMacrofagos RSV persistentes

1 2 3
No. de ensayo

Figura 11. Concentracion de IL-6 (ng/mD) en los sobrenadantes de células P388D,
persistentemente infectadas con RSV. Determinada por ensayos de ELISA de captura. Las
barras oscuras representan células sin infectar. Las barras claras representan los diferentes
pases anahizados. indicados por el nimero dentro de cada barra. (=0.017).
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DISCUSION

| punto central de este estudio tue determinar ¢l efecto de la infeccion persistente del

virus sincitial respiratorio (RSV) sobre las actividades del macrofago. Los resultados
aqui descritos apovan la hipotesis de que la persistencia v expresion del genoma del RSV
en el macrofago aitera sus propiedades inmunes.

Reportes de otros autores demuestran que la infeccion aguda con RSV origina
alteraciones inmunes en el macrofago tanto in vivo como i vitro. |.os datos del presente
estudio sugieren que una inteccion persistente también altera tas propiedades inmunes del
macrofago, aunque de manera diferente. Por lo tanto. ¢s importante sefalar que la
relevancia de este trabajo radica en ¢l hecho de que es ¢l primero en demostrar
alteraciones en ¢l macrotago ocasionadas por la infeccion persistente por RSV.

La persistencia del RSV en el cultivo se confirmo v monitored  por
inmunofluorescencia. el cultivo en nuestras manos se recibio a partir del pase numero |2,
la persistencia del RSV asi como la morfologia de los macrofagos v su adherencia a la
superficie de la caja fueron comprobadas antes de realizar cada una de las
determinaciones inmunes. Al confirmar la presencia de antigenos del RSV en las ¢élulas
infectadas. se detecto un porcentaje de células positivas que {luctud entre un 75 a 80% de
la poblacion celular total. Con el mismo propésito de contirmar la persistencia pero desde
el punto de vista genomico. s¢ amplificé una region del gen que codifica para la proteina
N el cual es un gen altamente conservado no sélo en este virus sino en los pneumovirus en
general (Johnson P. et al. 1989. Barr J. er al. 1991). En todos los pases analizados se encontro
la banda correspondiente (278 pb). Estos datos confirman que a traveés de un largo periodo
de tiempo (27 meses) el RSV ha logrado permanecer en la célula. En general. el
mecanismo a través del cual el virus logra persistir en la célula se desconoce. No obstante.
estudios en otros sistemas han descartado la integracion del genoma viral en ¢l genoma de
tos macrofagos infectados con RSV (Hegele R c1 ul. 1994).

Una vez confirmada la persistencia del RSV en los macrofagos. las actividades
inmunes fueron determinadas. Dentro de tales actividades consideramos importante
conocer en primera instancia la capacidad fagocitica de los macréfagos infectados.
tomando en cuenta que la fagocitosis es una de las actividades fundamentales de estas
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celulas la cual es tundamental dentro del sistema mmune del organismo y en este contexto
dentro del tracto respiratorio inferior. Ademads los macrotagos son considerados junto con
los neutrofilos v eosinofilos como células lagociticas profesionales. Aunada a esta
actividad se incluvo la cuantificacion de receptores Fey (FeyR) v la produccion de los
reactivos intermediarios del oxigeno. pretendiendo asi tener una idea general del efecto de
la persistencia del RSV sobre la capactdad microbicida del macrofago. Por otro lado se
considero también la determinacion de algunos factores producidos por el macofago como
la IL-6 y el TNF-a involucrados tanto en el aspecto inflamatorio como en la capacidad
antiviral de la célula. asi como también en fa activacion de otras células del sistema
inmune.

Todos los ensayos de este trabajo tueron llevados a cabo en condiciones basales. es
decir sin la estimulacion por otro agente diferente al RSV. Sin embargo; para determinar
la actividad de TNF-a. pretendimos activar a los macrofagos con lipopolisacarido (LPS) a
distintas concentraciones. esperando una respuesta mas potente de las células y observar
una mayor diferencia en la alteracion dada entre el cultivo persistente v el cultivo sin
infectar: pero tuvimos diticultades técnicas para activar a los macrofagos aun sin infectar
v los resultados fueron muy variables. Con base a esto decidimos reportar la diferencia de
esta actividad en condiciones basales. y atortunadamente fa diferencia fue lo
suficientemente significativa en la actividad del TNF-a entre las células persistentes v las
células sin infectar.

Dentro del aspecto fagocitico los primeros resultados corresponden a la fagocitosis
inespecifica o no mediada por FcyR. donde no encontramos alteracion significativa. lo que
sugiere que el virus bajo condiciones de persistencia no logra alterar esta propiedad del
macréfago. Cabe mencionar que en modelos experimentales de infeccion aguda,
infectando macrofagos alveolares de ratones BALB/c con RSV humano in vitro y
utilizando levaduras (Saccharomyces cerevisiae) como blanco de la fagocitosis. se ha
encontrado una disminucion de esta actividad. Este porcentaje de disminucion alcanzo un
porcentaje maximo del 18% después de tres dias post infeccion. Los resultados son
atribuidos a algun efecto del virus sobre ¢l citoesqueleto. que pudiera descapacitar a la
célula para una fagocitosis adecuada (Franke G. e1 . 1995). Dentro de este mismo contexto
pero utilizando RSV bovino (BRSV) el cual es un virus estrechamente relacionado con el
humano. existen datos que indican que también hay disminucion de esta actividad cuando
se infectan terneras con RSV via intranasal v se hacen los ensavos de fagocitosis
utilizando otras levaduras (Cundida albicans). La disminucion es atribuida a alteraciones
en la membrana plasmatica de los macrotagos (Olchowy T et ul 1994), ya que se ha
observado que la infeccion viral aumenta ¢l metabolismo del acido araquidonico en los
macrofagos alveolares bovinos El mecanismo postulado incluye una alteracion en los
eventos de sefales transmembranales. aumento en la actividad de la fosfolipasa y
desorganizacion en la bicapa de fostolipidos inducida por el virus (Laegreid W cial. 1989).
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En fa actvidad fagocitica mediada por receptores Fov o especifica. observamos
datos que revelan un incremento significativo de tal actividad en las células del cultivo
persistente con respecto a las celulas sin infectar. Hasta ¢l momento no existen reportes
con RSV humano que analicen esta propiedad. solo trabajos de BRSV con infeccion
aguda. donde despues de una infeccion via intranasal en temeras se determina la actividad
fagocitica en macrotagos alveolares bovinos utilizando eritroeitos de carnero opsonizados
con una IgG especitica. Los resultados que obtienen demuestran también un aumento en
la fagocitosis mediada por receptores (Olchowv T et al 1994).

Analizando nuestros resultados anteriores consideramos que el incremento en la
lagocitosis especifica o mediada por 1gG's podia estar dado por una sobrexpresion de los
FeyR en la superficie de las células infectadas. de tal manera que decidimos determinar ia
expresion de los [cyRIl. Nuestros resultados mostraron que efectivamente, la
sobrexpresion de receptores Fey influve en el aumento de la fagocitosis especifica. va que
en los diferentes pases del culuvo persistente yue se analizaron se encontro un aumento
significativo con respecto a las c¢élulas testigo. En relacion a la determinacion de esta
propiedad no existen reportes con RSV humano. No obstante. en infeccion aguda hayv
trabajos hechos con BRSV donde se obtienen resultados con la misma tendencia que los
obtenidos en nuestro trabajo. aunque con datos muyv variables entre si. lo que ellos
atribuyen al diseno de sumodelo experimental (Oichows T e af 1994). E]l mecamsmo por el
cual el virus logra estimular Ja expresion de ios receptores se¢ desconoce.

Con la finalidad de determinar si ¢l incremento en la fagocitosis especifica v los
receptores correlacionaba con la aciividad destructiva del macrofago. decidimos
determinar produccion de los intermediarios metabolicos del estallido respiratorio de la
célula infectada. en este caso los macrofagos persistentes pudieran no tener capacidad
para combatir a la gran cantidad de células intemalizadas. que en circunstancias i vivo
podrian ser microorganismos infecciosos. dando lugar asi a las infecciones bacterianas
secundarias. las cuales son muy frecuentes en individuos que son infectados con el RSV.
En relacion a esto. dentro de este trabajo se hicieron esfuerzos para determinar primero la
cantidad de anion superdxido por un método colorimétrico. donde fue dificil establecer las
condiciones idoneas para hacer la medicion. También se intento determinario por métodos
fotoquimicos. a través de quimioluminiscencia, estimulando con forbol miristato acetato
(PMA) v con zvmosan opsonizado. Actualmente trabajamos para establecer las
condiciones adecuadas para medir la produccion de los intermediarios reactivos del
oxigeno (principalmente ¢! amon hidroxilo) no obstante. los resultados preliminares
indican que la produccion de estos reactivos tiende a disminuir o permanecer igual ante la
persistencia del virus. pero definitivamente no aumentan. Cabe sefalar al respecto los
resultados obtenidos con infeccion aguda de RSV humano en macrofagos alveolares de
ratones BALB/c. indican que la produccion de los reactivos intermediarios del oxigeno



decrece de acuerdo al tempo postinfeccion de las cclulas con el virus (Franke G et al
1995).

Como va s¢ menciono anteriormente. se determinaron algunos factores liberados
por el macrotago como ¢l TNF-a v la H.-6. En los resultados obtenidos en la
determinacion de la actividad del TNF-a observamos una disminucion significativa de
dicha actividad. La actividad del TNF-a se midio por el efecto litico en células L929, por
lo que previamente a la determinacion descartamos la posibilidad de que ¢l RSV lisaria a
los fibroblastos. Esto se hizo probando altas concentraciones de virus (10° TCID¢yml)
inactivado v no inactivado con luz U.V. sobre monocapas de células HEp-2 que son
susceptibles al virus. Los resultados que obtuvimos indican que ¢l RSV no tiene efecto
citotoxico sobre la linea celular L929. por lo tanto consideramos que el etecto citotdxico
observado s¢ debio al etecto del TNIF-a. La disminucion de la actividad de esta proteina
podria sugerir al TNF-a como uno de los factores involucrados en la capacidad del RSV
para persistir en el macrofago alterando la biologia de la célula. Considerando la
capacidad antiviral de esta proteina es iogico pensar que ¢l virus busque desarrollar alguna
estrategia que le permita persistir en la célula. ademas de no proteger de la infeccion viral
a las células no infectadas. Observaciones en la infeccion aguda utilizando macrofagos
alveolares v RSV humano utilizando ¢l mismo ensavo en la determinacion. se reporta un
incremento en la produccion del TNF-a en los sobrenadantes de las celulas intectadas
(Becker S et al. 1991, Franke G et al 1994, Franke G cral 1995). Lo que ¢s razonable va que la
infeccion aguda por RSV sc ve disminuida por la presencia de TNF-a (Midulla F. et ul. 1989,
Newzil K. er al 1996). Uno de los mecanismos que explica como el TNF protege a los
macrofagos de la infeccion viral puede ser su habilidad para estimular la sintesis del INF
tipo | en macrofagos. el cual tiene actividad antiviral.

El estudio de la produccion de la IL-6 fue otro factor importante que fue
considerado en este trabajo dentro del aspecto pro-inflamatorio. va que una de las
caracteristicas de la bronquitis cronica o recurrente durante ¢l proceso de infeccion es la
inflamacion. Nuestros resultados indican un aumento en la produccion de IL-6 en las
células infectadas con respecto a las células testigo, lo que da la pausa para imaginar que
la persistencia del RSV en los macrofagos junto con otras citocinas como la IL-] son las
responsables del proceso inflamatorio durante la infeccion por este virus ain en
infecciones recurrentes o persistentes. Estos resultados concuerdan con los datos
obtenidos en infeccion aguda en macrofagos alveolares (Becker S et al 1991 Franke G e al
199$) donde se indica que el etecto puede ser causado directamente por el virus va que la
IL-6 ¢s inducida desde ctapas tempranas de la inteccion por ¢l RSV. Ademas la induccion
de esta interleucina ¢n el inicio de la infeccion s independiente de la replicacion viral. ya
que s¢ ha visto que utilizando virus inactivados con luz U.V. también hay un incremento
¢n la produccion de la 1L-6 (Studmk 4 o1 ul . 1997).



Algo sumamente interesante en las interleucinas comprendidas en este estudio es la
relacion que tienen entre si. si consideramos que [L-1 v TNF-a inducen la aparicion de
IL-6. mientras que la produccion de IL-1 es esumulada por TNF-a v por si misma. Con
base a lo anterior podriamos sugerir que quizas ¢l aumento de la IL-6 podria deberse a un
aumento de IL-1. va que segun observamos ¢l TNF-a disminuye en nuestros resultados. A
su vez la disminucion del TNF-a puede ser parte de 1a estrategia de persistencia del virus
en la célula. va que esta citocina induce la produccion de INF tipo 1 ¢l cual tiene actividad

antiviral.

Debido a los resultados obtenidos en este estudio de la persistencia del RSV nos
resulta interesante continuar estudiando otras alteraciones inmunes importantes dentro del
contexto de los macrofagos alveolares. debido a la vital importancia que representan estas
células en la proteccion o patologia del paciente que es infectado por el RSV. Ademas
después de haber observado que ¢l comportamiento de las principales células involucradas
en esta infeccion es diferente en una infeccion persistente a lo reportado con una infeccion
aguda. se ha contemplado investigar la produccion de los intermediarios del oxigeno. la
produccion de otras citocinas como la IL-1, INF-1 e IL-8. asi como la expresion de las
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase 1 v II las cuales
juegan un papel fundamental en la activacion de linfocitos T. y por lo tanto en la respuesta
inmune especifica. Se pretende analizar no solo el efecto del RSV en la expresion de estas
moléculas en las células infectadas. sino también su actividad durante el proceso de
presentacion de antigeno a otras células involucradas. Se ha reportado que en la infeccion
aguda con RSV en células epiteliales hay una sobrexpresion del MHC | (Garofalo et al
1996).

Por lo tanto. con los resultados obtenidos hasta ¢l momento nos resulta dificil
determinar en forma absoluta la participacion del macrofago en la respuesta inmunolégica
en una infeccion persistente por el RSV. va que habria que integrar mas datos tal como se
ha planeado hacerlo. Sin embargo hay que recalcar que los resultados descritos aqui
resultan sumamente interesantes. no solo por ser los primeros al respecto. sino porque dan
la pauta a considerar que existe un comportamiento diferente en lo que respecta a una
infeccion persistente v una infeccion aguda por este virus dentro del aspecto inmunologico
lo que contribuyve al entendimiento de la inmunologia para esta infeccion y es
determinante conocer para la ¢laboracion de una vacuna eficaz.



CONCLUSIONES

1. La presencia v expresion del RSV en la linea celular parecida a macrofagos fue
confirmada en las células del cultivo persistente.

2. La persistencia del RSV en macrofagos incremento la actividad fagocitica mediada por
receptores FcyR.

3. Laactividad fagocitica no mediada por receptores FeyR no se alterd significativamente.

4 E! numero de receptores FevyRIDECYRIED en la superticic de los macrotagos
persistentemente infectados con ¢l RSV fue mas alto con respecto a los macrotagos sin
infectar.

5. En los sobrenadantes de las células del cultivo persistentemente infectados con RSV en
relacion a las células sin infectar la actividad del TNF-a se redujo.

6. La produccion de la IL-6 se incrementd en los sobrenadantes de las células del cultivo
persistentemente con RSV versus células sin infectar.
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APENDICES

1. Material y reactivos

Lineas celulares

- Células HEp-2 (ATCC &# CCL 23)
- Células P388D, (ATCC # TIB 63)
- Células L929(ATCC # CCL )

Virus
- Virus Sincitial Respiratorio {RSV). Cepa Long (ATCC # VR-26)

Anticuerpos

- Anticuerpo policlonal de burro antt conejo conjugado con FITC (Amersham # N1034)

- Anticuerpo monoclonal de rata anti-11.-6 de raton (PharMingen # 1807 1D)

- Anticuerpo monoclonal de rata anti-11.-6 de raton. Conjugado con biotina (PharMingen
# 18082D)

- Anticuerpo monoclonal de rata 2.4G2 anu-FeyRIFRI (ATCC 4 HB179) marcado con
FITC

- Anticuerpo monoclonal de raton anti-DNP (1gG) denominado 4F8

- Anticuerpo policlonal de conejo anti-RSV humano (DAKO # B344)

Medios de cultivo
- Medio minimo esencial (MEM) (Gibco BRL # 121000-046)
- Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco BRL # 31800-022)

Supiementos para medios de cultivo

- Suero fetal bovino (Broexport # 20)

- Suero fetal bovino (Gibco BRL # 16000-044)

- 2-mercaptoetanol (Sigma » M-7522)

- Hepes (Sigma # H-0763)

- Bicarbonato de sodio (Na,HCO\) (Petos. quinucos de Monterrey # [290).
- Penicilina G sodica (Sigma # P-3032)

- Sullato de estreptomicina (Sigma 4 5-5601)



- Nistatina (Squibb # 550).
- L.- Glutamina 20mM (Sigma # (G-1517)

Reactivos y sales

- Acetona (CH;),CO) (J.T Baker # 9006-03)

- Acido citrico (H;C¢H<O5.H,O) (J.T.Baker # 01 10)

- Acido etilendiaminotetracético (EDTA) (J T Baker # 8993)

- Acido 2.4.6 -trinitrobencensulfonico (TNBS) (Sigma # P2297)
- Actinomicina D (Sigma # A1410)

- Albumina sérica bovina (BSA) (Sigma #4-7906)

- Azida de sodio (NaNy) (Sigma # 5-2002)

- Cloruro de sodio (NaCl) (Merk #6404)

3.3 '-Diaminobenzidina (DAB) (Sigma # D-5637)
Dimetilsulfoxido (DMSO) (CH,),SO (J.T. Baker # 9224)
Gelatina (Sigma # G- 1890)

- Etanol (CH,CH.OH) (J. T. Baker 39000-62)

- Factor de necrosis tumoral alfa recombinante murino (R & D # 410-MT)
- Fosfato dibasico de sodio (Na,HPO,) (J. T Baker # 3828/

- Fosfato monobasico de sodio (Nall,POy) (J. T. Baker # 3818)
- Hidroxido de sodio (NaOH) (Merk # 6498)

- Isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma # F-1628)

- IL-6 recombinante murina (R & D # 406-ML)

- Metanol (CH;OH) (Merk #3705B21583)

- Paraformaldehido (Sigma & P-6148)

- Peroxido de hidrogeno (H,O0,) (Pctos. quimicos de Monterrev # 5600)
- Polilisina (Sigma # P-1399)

- Sulfato de magnesio (MgSO, TH.0) (J. T. Baker # 2500)

- Tripsina (Sigma # T8253)

Reactivos utillzados en RT-PCR

- Aceite mineral (Sigma # M-5904)

- Acetato de sodio (CH;COONa.3H,0) (Merk #6267)
-. Acido bdrico (H;BO;) (Merk #100165)

- Acido etilendiaminotetraacélico (EDTA) (Cyl1,:N.OgNa». H,0) (Sigma # E-5134)
- Agarosa (Bio-rad # 162-0134)

- Alcohol isoamilico (C<l1,,0) (Sigma # 1-9392)

- Amortiguador de reaccion 35X (Gibco BRL. # Y00146)
- Amortiguador de PCR 10X (Perkin Elmer)

- Azul de bromofenol (Bio-rad # 161-0404)

- Bromuro de etidio (Bio-rad # 161-0430)

- Citrato de sodio (C,HNa;0,) (J.T. Baker # 3646)
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- Clorotormo (Merk # 500461585)

- Deoxinucleosidos tritostato (ANTP)
dATP Trifosfato de deoxiadenosina (Gibco-BRL # 825254)
dCTP Trifosfato de deoxicitidina (Gibco-BRL 5 18233-013)
dGTP Tritosfato de deoxiguanosina (Gibco-BRL # 18254-011)
dTTP Trifostato de deoxitimidina (Gibeo-BRL % 28025-013)

- Dietil piro-carbonato (DEPC) (Sigma # D-5758)

- Dithiothreitol (DTT) (Sigma # D-9779)

- Fenul ( CgHgOH) (Gibeo # L-1-5509011)

- Ficoll tipo 400 (Sigma 4 F-4375)

- Inhibidor de RNAsas (Boehringer Mannheim # 799 017)

- Iniciadores (Gibco-BRL)

- Isopropanol (C;HgO) (Merk # 215882)

- Isotiocianato de guanidina (Gibco BRL # 15535-016)

- Marcador de pesos moleculares (AmpliSize DNA standar) ( Bio-rad # 170-8200)

- N-lauril sarcosilato de sodio (Sigma # L-5125)

- 2-mercapto etanol (Bio-rad # 161-0710)

- Taq polimerasa (Amplificasa. Biotecsa-México). Donada por el Dr. Rogelio Alonso Jefe del
laboratorio de Genética Molecular. Depto. de Microbiologia v Parasitologia de la Fac.

Medicina.UN.AM.
- Trancriptasa reversa (Moloney murine leukemia virus) (Gibco BRL # 18064-014)
- Trizma-base (Sigma # T-7149)

- Detergentes

- Dodecil sulfato de sodio (SDS) (Bio-Rad # 161-0302)

- Triton X-100 (1-Octilfenoxipolietoxietanol) (Sigma # X-100)
- Tween-20 (Sigma # P-1379)

Colorantes

- Azul tripano (Sigma # T-5526)

- Cristal violeta (Sigma # C0775)

- Reactivo de color Bradford (Bio-rad # 500-0006)

Material desechable

- Botellas para cultivo de tejidos de 162 cm’ (Cosiar # 3151) (Corning # 25120)
- Botellas para cultivo de tejidos de 23 cm’ (Costar # 3050)

- Caja de Petri para cultivo de tejidos 100 mm (Costar # 3100)

- Caja de Petri para cultivo de tejidos 60 mm (Falcon # 3002)

- Camaras para inmunotluorescencia de 8 pozos (Nunc 4 177445)

- Placas para cultivo de tejidos de 96 pozos (Falcon # 3072) (Costar # 3596)

- Placas EIA/RIA de 96 pozos (Costar # 3590)



- Puntas para micropipeta con filtro v probadas contra RNAsas v DNAsas
200-1000 pl (Grbeo-BRL # [4868-012)
20-200 ul (Gibco-BRL # 14867-014)

- Raspadores (Costar » 3008)

- Tubos 12X75 mm para lectura FACS (Falcon & 2054)

2. Preparacion de soluciones

Agua-DEPC
DEPC 0.1 ml
Agua destilada c.b.p. 100 ml

Mezclar vigorosamente. Dejar incubando toda la noche a 37°C. Lsterilizar por autoclave.

Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)

Cloruro de sodio 8.0 gr
Cloruro de potasio 0.2 gr
Fosfato dibasico de sodio 0.96 gr
Fosfato monobisico de potasio 02egr
Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Se ajusta el pH a 7.4. Esterilizar por autoclave.
PBS (IL-6)

Cloruro de sodio 80 gr
Fosfato de sodio 1.16 gr
Fosfato de potasio 0.2 gr
Cloruro de potasio 0.2 gr
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Se ajusta el pH a 7.0 y se esteriliza por autoclave.

Solucidn amortiguadora para ELISA de captura (1L-6)
Bicarbonato de sodio 0.IM.
Ajustar el pH 8.2.

Verseno

Cloruro de sodio 8.0 er
Cloruro de calcio 04 gr
EDTA 0.2 gr
Tris-base 3.04 gr

Agua destilada c.b.p. 1000 ml
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Fsterilizar por autoclave. Agregar 0.1% de tripsina v esterilizar por filtracion (0.22u).
Guardar en alicuotas a -20°C.

Solucion de Alsevers

Dextrosa 20.5 gr
Cloruro de sodio +2¢r
Citrato de sodio 8.0 gr
Acido citrico 055 gr
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Ajustar el pH a 6.2. Esterilizar por filtracion (0.22p). Guardar a 4°C.

Solucion amortiguadora dextrosa-gelatina-veronal (DG VB

Gelatina 0.25 gr
Barbital 0.23 gr
Dextrosa 125 gr
Cloruro de sodio 2.1 gr
Cloruro de calcio IM 75 ul
Cloruro de magnesio |IM 250 pl
Agua desionizada c.b.p. 500 ml

L1 barbital (veronal) v la gelatina son disucltos ¢n 250 ml de agua calentando. v después
son mezclados con los otros reactivos. Ajustar el pH 7.3, Esterilizar en autoclave. Guardar
a4°C.

Solucion amortiguadora de boratos (BBS)
Acido borico (0.2M) 6.18 gr
Cloruro de sodio (0.15M) 438 gr
Agua desionizada c.b.p. 500 ml
Ajustar el pH a 8.5. Esterilizar por autoclave.

Medio RPMIi

Medio RPMI 1640

Hepes 22gr

Bicarbonato de sodio 2.2 gr

2-Mercaptoetanol 1x10°M

Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Ajustar el pH a 7.4. Esterilizar por filtracion (0.22u). Guardar a 4°C.

Medio RPMIc

RPMIi. suplementado con 10% de suero fetal bovino(Gibco) inactivado(56°C/30
min.) y antibioticos (Sulfato de estreptomicina 100pg-ml. Penicilina G 100 Ul/ml).
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Medio MEMi

Medio MEM

Hepes 22 gr
Bicarbonato de sodio 2.2 gr
Agua destilada c.b.p. 1000 mi

Ajustar el pH a 7.4. Esterilizar por tiltracion (0.22p). Guardar a 4°C.

Medio MEMc¢

MEMi, suplementado con 10% de suero fetal bovino (Bioexport) inactivado
(56°C/30 min). antimicoticos (Nistatina U.Img/ml) v antibioticos (Sulfato de
estreptomicina 100pg/ml, Penicilina G 100 Ul/ml).

TBE 5X

Tris-base 54.0 gr
Acido bérico 275 gr
EDTA 0.5M pH 8.0 20 ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Mezclar. Esterilizar por autoclave.
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