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RESUMEN

El virus sincitial respiratorio (RSV} se considera a nivel mundial como la causa
orincipal de enfermedades del tracto respiratorio inferior en nifios menores de dos afios,
sriginando bronquitis y neumonias severas.

Entender la respuesta inmune a la infeccién por RSV es uno de los principales
objetivos en el estudio de este virus. Dentro de la respuesta inmune, asi como en los
mecanismos inmunopatolégicos de la infeccion por el RSV destaca la participacién def
macrdfago. Los macréfagos son las principales células inmuncefectoras de las vias
respiratorias y estan expuestos al RSV durante el curso natural de la infeccién. Las frecuentes
reinfecciones que caracterizan a la infeccidn con el RSV y a las cuales se atribuye la
hiperreactividad bronquial, asi como los cuadros de bronquitis crénica y las secuelas de asma
desarrolladas después de cuadros de bronguiolitis aguda, son algunas de las evidencias para
proponer que la persistencia por RSV se presenta en humanos,

En el presente trabajo se determinaron las alteraciones en el macréfago a causa de una
mnfeccion persistente del RSV en un modelo de persistencia in vitro. Dentro de las actividades
bioldgicas del macrdfago se incluyd la determinacién de la actividad fagocitica mediante un
ensayo colorimétrico, los resultados indican que la infeccion persistente incrementa esta
actividad del macréfago hasta en un 460 % lo cual podria estar relacionada con el aumento en
la expresion de los receptores Fe para IgG determunados mediante citometria de flujo.
También se considerd el estudio de la produccion de eitocinas proinflamatorias incluyendo la
intericucina-1 beta e interlencina-6. las cuales fueron determinadas por ensayos de ELISA. La
produccién de estas citocinas se merementd hasta en un 100% y un 137 % respectivamente
Ll factor de neerosis tummal-ala se deteimmoe mediante su actividad citotoxica en células
1929 Los datos revelan una disminueidn en la actividad de esta proteina por clecto de la
persistencia. Finalmente, se determmd la capacidad de la célula persisiente para procesar y
presentar antigeno viral mediante ensayos de citotoxicidad. Los resultados indican que las
células persistentemente nfectadas con RSV son capaces de presentar antigeno viral
elicientemente a célulag T crtotdxicas especificas

Los resultados obtemdos en este trabajo nos pamiten especular sobre la posible
asoaireion de las alteraciones observadas en el macrdtage por clecto de fa persistencia y los
procesos inmunopatolagicos en la mfecedn por este vinus



INTRODUCCION

. ASPECTOS GENRALES DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO

El virus sincitial respiratorio (RSV) la principal causa de enfermedades del tracto
espiratorte bajo, principalmente en los infantes durante su primer afio de vida, siendo los
ifics entre los 2 y 6 meses los que presentan el porcentaje de incidencia mas alio (Tercer J
983. Sayo M, et af 1994, Boeck K,1996). Las epidemias causadas por este virus ccurren a nivel
nundial principalmente durante las estaciones de inviero, con una mayor incidencia durante
0s meses de enero v febrero (Mwankwe M., et al 1988, Dawson K | et al 1989)

El RSV pertenece al género Preumovirus dentro de la familia Paramuxoviridae. Posee
ma envoltura que consiste en una bicapa lipidica, derivada de la membrana plasmatica de la
¢lula huésped. Es un virus pleomoérfico, con un didmetro de 150 v 300 nm (Collins D et al.,
996, Lamb R 2001) y presenta un genoma no segmentado que consta de una cadena de RNA de
olaridad negativa con 15,222 nucledtidos de pese molecular estimado entre 5.0 v 5.62 x10°
Da (Lambert D. et al, 1980, Huang ¥ et ul, 1982, Huang Y et at, 1983; Dickens L et al., 1984. Collins P e
i, 1984, Barik §, 1992, Colins P et al, 1996). La secuencia de los 10 genes contenidos en dicho
enoma se conoce totalmente El genoma sirve como plantilla para la transcripeién de 10
nRNAs poliadenilados. dando ongen a las i1 proteinas del virus, nueve de las cuales se
ncuentran en el virion (N, P. L. F, G, SH, M, M2-1 ¥ M2-2) y dos son no estructurales (NS
¢y NS2}, es decir que s6lo se encuentran en células infectadas La proteina F o de fusion (70
«Da/ 574 a a.) sc localiza en la cnvoltura y participa en la penetracion y formacion de sincitios,
u precursor inactivo Fy ¢s modificado postraduceionalmenic por la furina y probablemente
tra proteasa no identificada. (Bolt ¢ o of 2000, Sugrwe R or of 2001) dando lugar a las
subunidades F1 y F2, unidas entre si por un puente disulfure La proteina G o glicoproteina
90 kDa/ 298 a a.) también se¢ encuentra en la superficie del viridn y ha sido identificada como
2 proteina responsable de fa union del virus a la eélula huésped. La tercer proteina lecalizada
> la membrana viral es la proteina 8H o hidiofébica (7 5-40 kIda/ 64 a.a) cuya funcién
cspecifica se desconoce: sin embargo se suglere gue participa en la unién, penctracion y
lesnudamicnto del virus o en la morfogénests del viridn (Collun £ oc uf, 1996) ¥ su coexpresion
con las proteinas Ty G aumenta la capacidad de fusidn del virus, jugande un papel critico en
a formacion de sincibios (Hesmmear 5 oor ol 1994) La proteina N o nucleoproteing (43 4 kDa/
391 aa) tiene una funcidn estructural y se encuentra cstrechamente unida al RNA genémico,
La proteina I o Tosloproteing (27 1 kDa/ 241 a.a ) y la proteina L (256 kIda/ 2165 a 2.) juegan
an papel en s tanscupeidn y rephicacion del RNA vital vy tumbién se encuentran umdas al
RNA viral Iin cuanto a la proteina M oo de matriz (28 7 kIDa/ 236 a a ) se piensa que tiene dos
[unerenes generales. comeo Ly de mantener la necleocipside transcupeionalimente 1aciva antes
de su emipagquetamiente v mediae L asoeiacion de esta con la enveitura, T gene M2 contiene
Jos mascos abtertos de fectura (ORTS). ORE L ¢l cual codifica para la poteina M2-1 (22,1
KD 9 aay In cual es un factor de clongacion antitermimadar de la ranscripeian, aumenta b
hecuencrn de Jectine de L remones microcimeas prodociendo RN Am policisiidnieos (f e B



t Collins P 1999) y también se encuentra unida al RNA viral pero no se encuentra involucrada
n: a replicacion viral (Cuwesta | oer al 2000, Swherland K Er al 2061). El ORF2 codifica para la
proteina M2-2 (11 kDa/S0 a.a.) detectada en células infectadas v se cree tiene upa funcién
regulatoria dentro del baiance entre la transcripeion y replicacidn viral (Bermingham 4. & Collins
P 1999). Por tltimo, la funcién de las proteinas NS1 (0 1C) (15.6 kDa/ 139 a.2) y NS2 (0 1B)
(14.6 kDa/ 124 a2 ) atin se desconoce (Collim P et ol, 1996, {Figura 1).

Proteinas de .
nucleocapside Proteina G

e

Proteina F

Proteinas de matriz
(M, M2-1, M2-2)

Proteina SH

RNA viral

Figura 1 Diagrama esquemitico del RSV. La bicapa lipidica se muestra como
un eirculo concéntrico gns v debyjo de esta membrana esan las proteinas de
matriz. mostiadas como un circule conedntrico mas oscuro. Insertadas a lo largo
de la membrana virall se encuentran las proteinas de superficie (F, G y SH).
Fualmente, umdas al RNA wviral s encuentran las ploteinas de la
nucleocdpside (N Py 1)

La macromoléeula celular que utiliza ¢ RSV como receptor para su unidn parcee no
serouna sola ya que se han propuesto vanios candidatos celulares que podifan estar mediando
esta mleraceion con las proteinas del vilus Se ha demoestrado que la imteracedn virus-célula
iicialmente esté dada por la unidn de la proteing G oa gheosannnoglicanos (GAGs) en la
superficie de las cdlulas blanco (Marine- 1 & Molero 1 2600) o bien por ¢l reeeplor de la
sublamilia de quinnocamas CXC3 (CXCIRT) ¢ coal 1econoce como heande a la secuencia
CWALTK {(182-186 an ) de i musma proteina vieal (Jepp 8 et 2681) Por otro lado, se ha
iepaitado tambsen que Le umdn doeety de la protema ¥ con moléeulas de superficie celulu
cormo Ly hepanna (2 vidman s ool 20000, 1R COVE Qs oo el 2066) pudria contribu
Hlmdn e mtecnvdael del RSV U ves crsdos el vees penetia a Lo eclula hivendndose con



la membrana plasmatica del hudsped mediante la protelna F. Después de la penetracion, la
envoltura viral parece ser incorporada a la superficie celular y la nucleccépside es liberada
hacia el citoplasma. La transcripeidn se inicia cuando la polimerasa del virus establece
contacto con el RNA viral el cual no presenta cap ni estd poliadenilado, este proceso sigue un
mecanismo secuenciai guiado por las sefiales de inicio y de paro ubicadas entre los genes,
produciéndose la sintesis de los 10 RNAm correspondientes a las 11 proteinas virales. El
orden de transcripcion de los genes del virus es de 3-NS§I-NS2-N-P-M-SH-G-F-{M2-1/M2-2)-
L-5". Durante la replicacién, la polimerasa ignora las sefiales de paro, generando un RNAm o
antigenoma que sirve como plantilla para la sintesis de Jas progenies genémicas virales (Lamé
R etal, 2000). El proceso de ensamble se inicia cuando varias unidades de proteina N se unen al
nuevo RNA viral y forman la estructura helicoidal la cual se une al complejo de proteinas P-L,
formando asi la nucleocdpside. Las proteinas F v G migran hacia la membrana citoplasmatica
y aunque se desconoce el mecanismo por el cual el virus es ensamblado en la membrana
plasmética, se piensa que la proteina M se agrega a la regién interna de la enveltura para
mediar la unién de la nucleocdpside a la membrana celular. De esta manera se forman los
viriones o paniculas virales completas que posteriormente serén liberadas al extenor de la
célula por el proceso de gemacion (Coltiny P, et al, 1996, Lanib A e al 2001)

El sitio inicial de la replicacién del virus es el epitelio del tracto nasal y nasofaringe,
pero bajo ciertas circunstancias, el virus llega al tracto respiratorio bajo, infectando ¢l epitelio
bronguial, bronquiolar y de las células del paréngquima pulmonar, causandoe por fo tanto una
variedad de sindromes respiratorios, los cuales varian en severidad desde fiebre comin o
severa, hasta bronquitis, bronguiolitis y neumonia (Anderson J et af 1989).

2. LOS MACROFAGOS Y SU IMPORTANCIA EN LA INFECCION POR RSV

Los macrofagos alveolares estdn estratégicamente localizados para funcionar como o
primer sistema de defensa de! pulmdn contra microorganismos, materia particulada y toxinas
del medio ambicnte {Lasksr D e of 2001) Esia estirpe celular representa una poblacion
impertante en los alveolos pulmonares, ya que de las cCluias recuperadas cn los lavados
bronquie alveolares, los macrélagos 1epresentan un porcentaje de 95 y 98% {(Shupeo S 7999)
Duiante ¢l curso natural de la infeecidn por ¢l RSV, ¢l mactdfago alveolar representa una
célula blanco para la infeccion y cs ademas permisivo a la infeccion por este virus (Panuska d et
al 19%0q). Por lo tanto, cxiste una intetaccion directa entre ¢l RSV y los maciofagos

Los macrofagos poscen ties propredades mmunes generales

a)  Actividad fapocitica  Los macrofagos se aclivan cuando ingieien microorgaiisimos,
incrementando su consume de o,\igcno ¥ pmdilmcndn reactivos intermedinnios del o,\'igcno.
libetan varias enzimas y producen factores quinuoticticos para neuttdilos (Huviighake G ot al
1985) T o el procese de fagocitoss of maciélago mgrere makenades de mds de Tnm de difmeuo
a tiavés de pseudopedos formados con la pariapavion de filamentos deactima Gspeon 1 1992)

Para L witcnonzacion Job maictiel s posicnos wimon o Ls inembiranas, os Nece o wn pante



nicial de fusién a partir del cual las dreas restantes de las membranas se uvnan con sus
contrapartes, Los receptores Fey gue reconocen el dominio Fe de la inmunoglobulina G se
sncucniran relacionados con la actividad fagocitica del macrdfago, ya que generan sefiales
rranstoembranales involucradas en la reorganizacion de los filamentos del citoesqueleto a
partir de los sitios de unién con la particula, y provocando la elongacién de la membrana
necesaria para la fagocitosis. Otras funciones en que participan los receptores FeyRs son: la
preduccién de anién superdxido, la liberacion de varias citocinas y la citotexicidad celular
dependiente de anticuerpos {ADCC) (Greenberg S et al 1993).

Los receptores sobre la superficie del macréfage determinan el control de sus
actividades, tales como propagacion, diferenciacién, activacidn, reconocimiento, endocitosis,
migracion v secrecion. (duger M. et ol 1992). Existe una gran variedad de moleculas receptoras
que median la fagocitosis en el macréfago, principalmente los receptores para
inmunoglobulinas v para algunos componentes del complemento, aunque otros receptores
como los que reconocen oligosacaridos terminados en manosa también pueden participar en la
fagocitosis. En la Tabla 1 s¢ enlistan las principales receptores del macrdfago que participan
en la fagocitosis (Greenberg S. et af 1993, Frank M. et al. 1999).

Tabla 1 Principales receptores expresados en macréfagos que estan mvelucrados
en la fagocitosis (Greenberg S et al. 1993)

si - LIGANDO: : . RECE
IeG2a e IgG3 FeyRI (CD64)
IgG1, [gG2b FeyRIL (CDw32)
1gG1, 1gG2a, 12G3 FeyRIIL (CD16)
IsE FeeRII (CD23)
leA FeoRIII

C3b, C4biC3h CR1(CD33)
1C3b CR3
Oligesacindos con residuos  de | Receptor manosa
manosa

b). Secrecion de factores eapaces de activar otros componentes inmunoldgicos del sistema
de defensa cu ol organismo (Weliver R o of 1988) 1.0s macrofagos son responsables de la
scereetdn de muchas citocinas que participan en ¢l control de la respucsta inmune
amplificando la respucsta local o la inteccion B térmmo citocina meluye a las que protegen ab
organismo de infeceiones virales y a las que inician Ia rcaceion mtlamatoria para proteger de
Infecelones por MICraorLanismos ribba 4 o of 1993) Su sintests es estimulada ceando los
macrdfagos reconocen nicrobios o sus componentes 3¢ les dencmina monocinas porque son
productdas prncipalmente por eélulas de la serie monoeio-macrdlago y son un diverso grupo
de molceutas que incluven mterleneina (1.-3 1160 T80 TH-000 TEN-0/B v TNFeor (dager W
crad 1992 Prcher Lovral 1999)

I os muaerobagos producen INF-o enrespuesta o las imfeeciones vinales s hacteniands,

as commo ] contacto con cefubas estranas v twmoraes Faactodad noloedca de osta protuana



st en funcidn de la cantidad producida en respuesta al estimulo (duger M. et al. 1992) A
oncentraciones bajas (107°M) el TNF-o actiia Jocalmente dentro de la respuesta inflamatoria
omo un regulader paracrino v aufocrino de los leucocitos y células endoteliales, activa
eutrofilos, eosindfilos v fagocitos mononucleares. Estimula fagocitos mononucleares y a
tros tipos de células a producir citocinas (IL-1, IL-6, TNF-a v quimiocinas). Ejerce un efecto
rotector similar al de interferdn contra los virus e incrementa la expresion de las moléculas de
lase [ y 1] del MHC, aumentando la lisis de las células infectadas por virns por las células
"TLs (Auger M et al 1992, Pickerl 1999, Abbas A etal 1995).

Las células de la serie monocito-macréfago son la principal fuente de IL-6. Conocida
rincipalmente come molécula activadora de células B, sobre las que actta promoviendo su
roliferacion y diferenciacion a células plasmaticas. Actia ademds sobre hepatocitos
rovocando gque estos sinteticen varias proteinas plasmdaticas, como el fibrindgeno, que
ontribuyen a la respuesta de fase aguda ( duger m et ol 1992, Gray D. 1994, Abbas A et af 1995).
Ademas de estas propiedades bien identificadas, experimentos in vilro sugieren que la IL-6
mede ser un co-estimulador de las células T y de los timocitos. Finalmente, se¢ ha reportado
Jue posee actividad trofica para neuronas (Van Smck J 1990, Hirano T 1992).

La IL-1 es una proteina de 17 kDa la cual posee una amplia variedad de actividades
sioldgicas y juega un papel central en la regulacidn de la respuesta inmune e inflamatoria.
Aunque la produccidn normal de [L-1 es obviamente critica para la iniclacién de la respuesta
rormal del huésped por dafio o infeccidn, la inapropiada o prelongada produccidn de 1L-1 a
ide implicada en la produccidn de una variedad de condicicnes patoldgicas desde fiebre hasta
suadros inflamatorios severos. En el sistema inmune la IL-1 funciona como una sefial de
diferenciacién o maduracion para varias subpoblaciones de hinfocitos. Ademas, la IL-1 afecta
m gran nimero de células blanco ne linfociticas, activande las reacciones del sistema de
lefensa a la infeccidn, fa cual incluye fiebre y la nugracidn de neutréfiles. La IL-1 activa
infocitos T los cuales prohferan vy scerctan 1L-2. 1L-1 ¢s liberada principalmente por
tTlélCl’(l‘ﬁfE’lQ,OS Y Mmonaecitos (Durenello Ch 1989, Duarcito Ch 1994)

c). Presentacién de antigeno a través de las moléculas clase 'y 1T del complejo principal
de histocompatibilidad (MHC). Las moléculas del MHC proveen al organismeo con un
sistema de defensa contia la presenaia de antigenos denvados de proteinas extrafias Los genes
que codifican para fas moléeulas del MIC clase 1y 1T estan en grupos scparades ¢n el brazo
corto del cramosoma 6 en humanos y comosema 17 en raton Hay tGes clases de locr en
humanos denominados antigenos de leucocitos humanos (HLAY-AL TILA-B. y HLA-Co en
atan, H-2KG 11200y U221 Bxisten ties genes para el MHC clase 1 en humanos,
denonnnados HEA-DROHIEA-DQ, y THLA-DP, en ratdon conespenden a log genes [-A ¢ I-E

Las moléculas clase T contienen dos cadenas, una cadena o codificada por ¢f MIHC ¥
una cadena (3 (beta 2 microglobulma -[32-m-3 no codificada dentro det METC. L eadena 32-m

na tene donnnto tansmembranal sy pennaneee asocndit @ Ly ectula debnde wsu mteraceiéon no
covalenice con fa rewton extacelular -3 de T cadona pesada, Lo cual aosu ves contiene un siho
de wmdn pare el receptor D8 de Tos Tutlocdos oL es donumios a0 1y o 2 se plicgan para



ormar un nicho al que se unen y presentan los péptidos antigénicos. Una hoja beta plegada
orma 1a base del nicho y las paredes estan conformadas por dos hélices alfa, las cuales son
listales a la membrana e interactiian con el receptor de las células T de las CTL. Las
noléculas MHC 1 estin compuestas por una cadena o y una cadena B unidas en forma no
ovalente. (Cada cadena esta subdividida en una regidén extracelular, upa regién
ransmembranal ¥ una regién citoplasmica. Los domintos distales de las cadenas o y § forman
] surco donde el péptide se une.

La expresion constitutiva de las moléculas clase Iy II es diferente en distintos tipos
-elulares. Las moléculas clase I estan presentes en la mayoria de las células nucleadas,
nientras que las moléculas clase 11 sen expresadas en células presentadores de antigeno (APC)
omo. linfocitos B, macrdfagos, células denditricas, y células endoteliales. Las citocinas
derivadas de células T, especialmente interferdn (IFN)-v. pueden moeduiar la velocidad de ta
ranscripcion constitutiva de los genes clase Ty II. Los linfocitos T CD4” cooperadores
reconocen antigenos umidos a moléculas MHC clase 11 y amplifican la respuesta inmune por
produccion de citocinas que promueven la proliferacién y diferenciacién de los linfocitos T y
B, ademas de macréfagos. Los linfocitos T CD8' citotdxicos (CTL) reconocen antigenos
extrafios tales como péptidos virales unidos a las moléculas MHC clase I y lisan a las células
infectadas, por 10 tanto proveen wi importante mecanisie de defensa contra microorganismos
mtracelulares.

Las moléculas clase I unen péptides predominantemente de proteinas propias, proteinas
virales que nfectan a lz célula o proteinas cuosélicas iberadas por bacterias o protozearios.
Genes localizados en la region 11 del MHC codifican para proteinas de una particula grande
multicatalitica, ¢l protcasoma, ¢l cual contribuye en la via de la generacién de los péptides de
proteinas citosélicas. junte con otras dos proteasas (amnopeplidasa-puromicina sensible y
blecomicina hiciolasa) que terminan de procesar algunos péptidos despuds de su paso por ¢l
proteasoma (Srofize 1 er of 2000). Tres subunidades [ del proteasoma (X, Y y Z) son sustituidas
por las umdades LMP2, LMP7 y MECL-1., las cuales son indueibles por IFN-y para dar lugar a
la formacton del inmunopioteasoma, abierando las actividades cataliticas de csta particula,
aumentando la presentacidn de al menos algunos antigenos (Frui K & Yuag v 1999), Los genes
tansportadores en ¢l procesamienio de antigenos (TAP) codifican para las proteinas
transportadonas de péptdos TAPL y TAPZ. las cuales juegan un papel en el transporte de
péptidos del citasol al eticulo endoplismico (RE). donde se Hleva a cabo la union del péptide
al micho formado por la cadena pesada del MIIC T Ademas, Ta umdn del pépuide estabiliza la
asomaeon de esta con la cadena P recien sintetizada. en presencia de las proteinas chaperonas
calnexina, apasima y calicticulma Ya una ves formado ol complejo estable MHC--péptido,
este se exporta o Lo super feie paia la presentacion a eélulas T CDRY Aungue los antigenos
exdgenamenic sintelizados son generalmente asoclados con MUC T hay excepelones cuando
bactertas v protosoartos enlian o la eélula por fagocitonts v las proteings producidas por estos
orsantsimes  looran ol acceso o Lo via crtosolica de procesamiento de aigeno y
subsecuentemente esttmulan o Lk eéhulas 1O vl hisis eelulim

Fas molecnlas NPC clase Hounen peptidos predommantemente venerados eu ¢l

seen endesonral-bsosental de Locelub Tos peptidos son dernades defns protemas e



superficie de la célula, proteinas solubles, o proteinas de virus, bacterias, o pardsitos
protozoarios Gue invaden o son fagocitados por la célula. Previo a la unién del péptido, las
cadenas «y P del MHC clase 1 recién sintetizadas se asocian con una proteina
transmembranal, la cadena invariante (Ii) en el RE para formar un comiplejo que por si mismo
es incapaz de unir péptidos. Este complejo contiene tres dimeros de MHC IF afy asociados con
un trimero de cadenas li. Siguiendo el transito del complejo afll a través del aparato de Golgi,
las sefiales del dominio citopldsmico de la cadena Ii conduce al complejo a Ia via endosomal-
lisosomal, donde la cadena Ii es proteoliticamente degradada. al menos parcialmente por
catepsinas (S y B) y asparagil endopetidasas (AEP), dejando un pequefio fragmento [péptido
de la cadena li asociado a MHC 1! (CLIPY] unido a los dimeros «f Lz interaccion en un
compartimento especializado parecido al lisosoma (MIIC) de los complejos aJCLIP con otro
dimere off llamado HLA-DM. remueve al CLIP residual y permite a las moléculas MHC II
unir al péptido generado lisosomalmente. Las moléculas MHC 1I cargadas con péptide salen
del compartimento y son expresadas sobre la superficie de la célula para ser reconocidas por

las celulas T CD4+. (Margulies D 1999, Germain R, 1999, Peters V & Sperber K 1999, Watts €. 2001,
Cresswell P & Lanzaveccha 2001, Yewdell J. & Bennmik J 2001)

La interaccion R8V-macréfago se ha estudiado in vitre utilizando distintos modelos
experimentales Los repertes que existen demuestran los efecios del RSV sobre algunas
funciones del macréfago después de una infeccion aguda. En la Tabla 2, se resumen los
resultados obtenidos en 9 investigaciones relacionadas. los cuales serdn discutides en la
seccion correspondiente. En dicha tabla se observa que la concentracién de TNF-o en
macréfagos alveolares se incrementd por la infeceidn con RSV, en cambio dismimuyé en las
células de sangre periférica humana La concentracidn de IL-1 e [L-6 también s¢ mcrementd
De tres reportes la concentracion de 1L-8 aumentd en dos de ellos. La fagocitosis no mediada
por receptores FeyR se vid disminuida, asi come la produccion de los reactivos intermediarios
metabdlicos del oxigeno. Asimismo, la actividad bactenaida se ha observado que disminuye
en monocitos infectados por el virus (Reze A er o/ 2000) Finalmente la expresidn de la region
del MHC HLA-DR se vid incrementada (I ranke G ocraf 1994, Franke G et al 1995, Becker § of of

1991, Crrmno N et el 1993, Midulla & et of 1993, Pameka 7 ool 1995, Robern N ot al. 1986, Arnold R et af
1995)

Por otra parte, se tienen datos 1z veve de la produceion de TNU-a ¢ 1L-6 en scoreciones
nasofaringeas en infantes y nifios pequenios (19 dias a 16 meses) imfectados por ¢l virus, donde
la produccién de TNF-o aumenta en la fase aguda de la enfermedad v declina posteriormente
hasta cantidades cast indetectables. En nifios menores de 3 meses {a 11-6 también regisira una
actividad mas alta durante la fase aguda de la infecadn dismimuyendo despuds, pere en nifios
mayoires pamancee ¢l meremento alecansando un pico al imcio de la convaleseencia Dichas
observaciones sugreien que L cltocinas son producidas o vive en infantes y nifios cn respuesta
a la infeceion primana por RSV v pueden esin mvoluciadas en la pategénests de la
enlermedad (Marsuda K or ol 1993)



TABLA 2, Diferentes efectos por infeccidn aguda in vitre del RSV en macréfagos
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“Sangre paiférica humanos 4
"1 nea celular monocitica (THPT) i

NOT A Teamento. S=disinucion. SC=Sm cambio, F.f = Fagocitosts inespecifica (no mediada por receptores Fey), INF-I=
becrferon tpo 1 AB = etnvidad bactericida . ROI= Reaciivos ntermediarios metabdlicos del oxigeno, HLA-DR=Region del
coagrien praapal de instocompatthifidad clase 711 Franke G erof 1994, 2, Franke G et ef 1995, 3, Becker S et of. 1991, 4. Cirino N

C 99303 Mehdle U eral 1993, § Panicka J eral 1995, 7. Roberis Noetal. 1986, 8 Avmold Roeraf 1995 , 9 Raza M of ol 2000,



Cabe mencionar también reportes con el virus sincitial respiratorio bovino (BRSVY,
con alta similitnd con el RSV humano. Okchowy T. y cols. en un modelo de infeceién aguda
en macrofagos alveolares de terneras reportan una disminucion en la fagocitosis inespecifica v
en la fusién fagosoma-lisosoma. Por otro lado, observan un aumento en la expresion de los
receptores Fey ¥ en la actividad fagocitica mediada por receptores FeyR, sin encontrar un
cambio significativo en la produccidn de los reactivos intermediarios del oxigeno (Qichowy T et
al 1994).

3. ASPECTOS INMUNES E INMUNOPATOLOGICOS DE LA INFECCION POR EL
RSV

Los resultados de la respuesta inmune a la infeccién por RSV en modelos
experimentales como en la rata del algoddn y ratén, asi como en humanos, son contradictorios.
Algunas observaciones indican que la respuesta nmune es protectora, en cambio otras
sugieren que no solo pretege sino que ademas ocasiona inmunopatologia, principalmente en el
pulmén y esto es vélido tanto para la respuesta inmune humoral como para la celular.

Las observaciones que sugieren efecto protector por la respuesta humoral son las
siguientes
1. Anticuerpos antivirales lgG, 1gM, IgA (Nadal D er of 1990, Ananaba G et ol 1991, Fulsey 4. et al
1992, Soh N er ol 1992 Cpemshew P 1995p) confieren a infantes proteceion parcial a la
infeccidn, sin embargo, la proteccién no es suficiente para evitar que se presenten cuadros
severos de neumenia y bronquitls {Bangham et ol 1986 (a), Bangham et al 1986 (b))

2 La inmunidad dada per anticuerpos maternos también produce proteccién aunque parcial
(Englund 4 1994). yva que la brongquichtis y neumonia asociada a RSV ha ocurrido més
frecuentomente en los prumeros cuatro meses de wvida cuando los anticuerpos maternos
transmtidos estan en sus mas altos mveles (Kepihin A4 ot ul 1969).

Respecto a la immunidad eclubu también se tienen resultados que implican proteccion,
I. En pacientes cuya inmumdad celulm es deficiente el virus se encucntra en forma
persistente (Neadel 12 ciad 1998, Opemban P oot ol 1995a, Gededum R et af 1996)

T

- Lacclmumaciin de edlulas T D4 en nones antes de la infeecidn por RSV ha resultado en
una prolongada teplicacion del virus (G ofeio R or af 1996).

3 Las células F CDR' cstan impireadas en la eliminacion de células infectadas, prinaipalmenic
durante Ta mfecetdn primania por el RSV (Newdaf 13 cral 1990, Aaidhan A ot ol 19930, Garotalo R
ef at 1996) v oen forma pasna en Ly chminacion del RSV persistente en annmales
HNUROUe (RCICNICS (hrpon ol 1992)

Pan otra paate, Tas observaaones gue sugzicren dimo veasionade por La respuesta numune

pacden resunmise en los resultados obtendos on Tos anos 1966-7967 al mitentar vacuna



ifios con virus inactivado con formalina (Jeficoate T 1969, Kim H. et af 1969, Kapthan A et af
969), ya que los mifios que recibieron la vacuna mostraron cuadros mas severos a ia
einfeceidn que los niflos que ne habfan sido vacunades. En un principio, el efecto fue
itribuide a la respuesta inmune humoral debido principalmente a la reaccién de complejos
nmunes {IgG + antigeno) yva que se involucraron a los anticuerpos de origen materno (Jeficoaie
" 1969, Nada! D et af 1990). pero conforme se ha estudiado al respecto. se ha considerado a la
espuesta inmune celular como Ja responsable del excesivo proceso inflamatorio observado en
] intento de vacunaci6n. Dentro de este contexto. se indica que las células T CD4™ (Th2}
zusaron el meremento de la enfermedad antes mencionado (dfwan W et of 1994), ya que en la
nfeccién natwal después de la vacunacion la produccion de 1L-4 se incrementd, siendo esta
1na interleucina de accidén inflamatoria generada por las células Th2 (Anderson L et al. 1994,
dpenshaw P 19958). Ademds, en modelos experimentales in vivo, después de una reinfeccion y
n ausencia de células T CD47, el dafio histopatoldgico en el pulmén de ratones BALB/c se ha
visto reducido (Commors M et o 1994) Por ctro lado. se ha demostrado una respuesta
nflamatoria eosinofilica in vive como consecuencia de ia liberacidn de citocinas tipo Th2,
roceso en el que se encuentra involucrada la proteina G del RSV (Opensiow PIM et al 19958,
{hwan WH. er af 1994). Recientemente. Tripp R ¥ cols. han atribuido una actividad quimioctactica
1 esta misma proteing, lo que pudiera contribuir a la respuesta inflamatoria contra el virus
Tripp R eral 2001,

Utilizando el modelo murmo. se ha demostrado que las células T CD& también se
neuentran involucradas en la respuesta mmunopatolégica al RSV causando gran dafio en ¢]
oulmén principalmente durante la infeccién primaria La proteina M2 ¢s la mds importante en
2] proceso de la induccién de las células T eitotdxicas (CTLs) contra ¢l RSV, ya que conticne
1 epitopo inmunedommante (a.a §2-90) ¢l cual es presentado en ¢l contexto de moléeulas del
MHC clase 1 (K (Gpemhaw PIN et af 1990, hulbam A ot ul 1993h, Kulkeint A et af 1995), La
nduceidn o transferencia de CTls especilicas a ratones sanos tesulta en una acelerada
liminacion del vuus. Sin embarge, la immunopatologia aumenta significativamente: los
wnimales experimentan una patelogia exacerbada con severa hemorragia on el pulmén,
nfiltrado acutiofilico y una dramduca pérdida de peso. (Cemon M et i 1988, Gredeon B et af
(991, Alwan W et al 1992, Mvwan W oerad 19910 Opanhaw POI993, Gerafula R oot al. 1996, Hissell T 1996,
Openstay DM el ol 2001

Otro aspecto importante dentro de la inmunopatologia de 1o nleceion del RSV es la
presencia de algunas citocnas FITNEF-gose ha asociado @ estos procesos immunopatologicos
mediante varios mecanismos. Un posible mecamsmo o tavés del cual esta proteina pudicia
nctementar la sevendad de T mnfeccion es mcrementando fa expresion de las moléeulas de
wdhesion en las sénulas, mndnaendo a fa exuavasacidn de las células en ¢l pubmgén D NI
juega un rol miportante en el reelutamienio de edélulas o tepdos normates o mitlamados
Sedspnrch 4 oeced 20003,y quega un papel en el reclutamicento de neutiditlos v cosndlilos (Lukacs
Vool 1995), (quisds pot lin produeceon merementada de gunnoanas. Q0o necamising propong
que lnctementidy producodn de INL B vvo puede conduon o uns mueite celuba extensa
civel epitelio respiatonio. postudardo que L adimiistiacton de antresernpos ante'EN o pudicra
o Loseverdad de famfecen en oy pactentes con cuadios de brongquielins (ool 1 oot

ooy o avduccion do Lot =TS por el RSV tnbien <o ha asounado o clectos patoloecos, s



que se le involucra en el incremento de las respuestas alérgicas y en los procesos inflamatorios
del tipo del asma (Lwkacs N. et al. 2007). Finalmente, la produccion de quimiocinas,
principaimente la MIP-1a (Garofalo R. et al 2001, Hacherle H et al. 2001) e Y-8 (Bonr L. et a 1999)
se han visto asociadas a cuadros severos de inflamacién y dafio pulmonar por su contribucién
en el reclutamiento celular.

4. PERSISTENCIA VIRAL POR RSV

Durante ]a persistencia, los virus pueden permanecer dentro de un organismo por largos
periodos de tiempo, iniciando el proceso de infeccion como una infeccion aguda, para
progresar a infeccién latente o crénica, donde es necesario que se cumplan tres condiciones
fundamentales: @) el virus debe ser capaz de infectar a células huésped sin originar efecto
citopatico o un dafio excesivo, 4) debe tener algtin mecanismo para mantener el genoma viral
en la célula infectada y ¢ tiene que lograr evadir el sistema inmune del organismo evitando su

deteccién y consecuente eliminacion (Gidstae M, 1990; Qlastone M., 1991; Oldstone M et al | 1993:
Martin A, et al , 1994; Ahmed R, et al | 1996).

El genoma viral logra persistir en un organismo cuando se integra a la célula huésped
utilizando diferentes mecanismos o puede permanecer en forma episomal de manera
extracromosomica. Entre los virus que causan infeccion persistente en humanos se pueden
mencionar los siguientes: a} virus con DNA: adenovirs, citomegalovirus, virus de Epstein-
Barr, virus herpes simplex 1 y 2, herpes virus humano 6, virus de vancela zoster, virus de la
hepatitis B, virus de la hepatitis D, virus del papiloma, parvovirus B19, poliomavirus BK.
poliomavirus IC. b). virus con RNA: virus de la hepatitis C. virus del sarampién, virus de la
rubcola ¢). Refrovirus. virus de inmunodeficiencia humana, virus tpo | v 1 de la levcemia
humana de eélulas T. (Haywood 4 1986, Olidstone M. 1989, Ahmed R . ¢t al . 1996).

La persistencia del RSV in vive s¢ ha sugerido tms las ficcuentes reinfecciones del
RSV en infantes inmunocompetentes v la posibilidad de que esta exista la respaldan algunas
cvidencias como las reportadas por Krivitkala V. y cols donde detectan la persistencia del
REV en pacientes con bronquitis obstructiva cronica y bronquitis 1ecurrente (& minkaia ¥ of al
1992, Krovuskara Vet al 1996} Asi como también al detectar antigeno viral en forma de cuerpo de
inclusion en osteoclastos. tanio en biopsias como en células cultivadas de lesiones de pacientes
con la enfermedud de Paget (Aniis B er el 1981, Mills B e a1 1984, Mills B or 1 7987 Fn modelos
animales se han disefiado modelos expenmentales de persistencia m vivo en cobayos. En los
que s¢ ha mostrado que las proteinas y ¢l RNA gendmico del RSV persisten en eélulas del
pulmdn despuds de la resolucion de la bronguohitis aguda, Sc sugrere al macrdfago como
célula blaneo de persistencia y que la inleecidn de estas eéhulas pot ¢l virus puede contribuil a
[ pategénesis de fa mflamacion bronguiola conica Fhpole £ or ol 1994) Stieckert 1 y cols,
reportan persistencid del genoma del RSV en cobayos despucs de 6 meses de la wnfeeeidn, a
pusar de encontiar altos oy de anticuerpos neutralizantes (Soeckers 40 a 1996) Dakhamay
cols demuestran ademis que ol RSV puede perastin en forma mlecciosa v oreplicarse en

cobavos imunocompelentes Duante dicha iieecion perastente, obtienen titlos ehes adas doe



anticuerpos 1gG1 (equivalente a la IgE de ratén) RSV-especificos, los cuales Juegan un rol
predominante en las respuestas alérgicas en estos animales. En el humano, se ha demostrado la
produccitn elevada de anticuerpos IgE RSV-especificos en nifios con bronquiolitis aguda. Por
lo tanto, se podria sugerir que el RSV pudiera actuar como alergeno y que ademads la
persistencia crénica de RSV en el pulmén junto con la respuesta de IgE RS8V-especificos
pueden ser factores importantes en la patogénesis de asma en nifios infectados con RSV
(Dakhama A et ol 1997). Finalmente, Ostler T y cols. han sugerido que la constante presencia de
células CD§” locahizadas en el pulmén de ratones infectados con RSV. se debe a la
persistencia de virus o de antigeno viral en las células del tejido alveolar (Oster T et ol 2000)
entre los cuales un candidato para que el RSV persista puediera ser el macrotago.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro del curso natural de la infeccién por RSV destaca la participacion del
nacréfago (Cotling P 1996) por ser una céiula permusiva a la infeccién (Panuska J e af 1990} Las
alteraciones observadas en estas células después de la infeceion aguda por el RSV. demuestran
a participacion del macrofago dentro de los procesos inflamatorios presentes en individuos
nfectados con el virus (Becker § eraf. 7991, Cirine N et i [993, Midulla F et ol 7993, Panuska J et al
1995). Algunos precesos inmunopatoldgicos de la infeccidn por RSV como la hiperreactividad
ronguial, se han encontrado asociados con la continua exposicién a antigenc de este virus en
os zlveolos, lo cual sugiere persistencia de RSV {Osier T et uf 2001) Dentro de los alveolos.
os macrdfagos alveolares representan una poblacién mayoritaria v es ademds una eslirpe
elular que se encuentra involucrada en la respuesta lnmune nnata y especifica (Gendelman H &
Worahan £ 1992} Por lo tanto, un candidato para que cf RSV pueda persistir in vivo dentro dei
sulmén y ademds contribuir a la patologia caracteristica de esie virus, ¢s cl macrofago

En el presente trabajo se determinan las alteraciones en el macrdfage a causa de una
nfeccién persistente del RSV en un modelo de persistencia in vire v s¢ sugiere la probable
sociacion entre dichas alteraciones con algunos procesos mmunopatolégicos observados a
sausa de esta infeecidn viral



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto de la persistencia del virus sincitial respiratorio (RSV) scbre
lgunas funciones del macréfago.

Objetivos Especificos
1. Confirmar la infeccidn persistente del RSV en el cultivo de células P38SD1.

2, Determinar las siguicentes funciones del macrdfage en un cultivo persistentemente infectado
con RSV en forma comparativa con ¢élulas sin infectar

a) Acinudad fagocitica (fugocitosis mediada por receprores FoyR)

b) Expresion de Receprores FeyRIVRIH

¢) Produccion de TNF-a

d} Producciron de [L-6

¢) Produceion de [L-10

D Expresidn de moléculas del MUC clase 1

g) Expresion de molecwlas del MHC clase 17

R Procesamicito v presentaeron de antigeno mediante moldciday del MIIC



MATERIAL Y METODOS

VIRUS

1. RSV cepa Long. (ATCC VR-26)

Aislada por Chanock en 1963 de un nifio con infeccidn aguda del tracto respiratorio bajo.
onado por el Dr. M Trudel {Instituio Armand Frappier, Ville de Laval, Canadd). El virus
e propagado en células HEp-2 y la infectividad viral fue determinada por ensayos de placa
1 células HEp-2.

2. Virus recombinante de vaccinia que expresa la proteina de matriz del RSV (rVV-M2)

Virus de vaccinia recombinante que codifica para la proteina M2 del RSV. La
cuencia de esta proteina fue insertada en el vecter de vaccinia pAB174 (Openshaw PJ M. et al
390). El virus fue propagado en células HEp-2 v el titulo viral fue determinado por ensayos de
laca en células HEp-2.

3. Influenza A/X31

Virus recombinante que contiene los genes de hemagiutinina (HA) y Neuraminidasa (N)
e la cepa A/AIchi/2/68 (H3N2) v sus genes restantes de A/PR/8/34 (Bacz M et of 1980). El
irus fue gentilmente donado por €l Piof Alan Douglas (National Instuute for Medical
esearch, London UK) El titulo viral fue determinade mediante ensayos de hemaglutinacion.

LINEAS CELULARES

1. P388D1 (ATCC TIB 63) (ECACC Ref No 85011439)

Obtemida por Dwe y Potier, derfvada de un neoplasma hnfoide (P383) inducido en
itén DBA/Z (H-2% con metlcloantreno Presenta caracteristicas morfoldgleas y funcionales
milares a las del macrdfago. Bsta linca se obtuve de dos fuentes diferentes, una dei ATCC
onada a nucstro laboratorio por ¢} Dr AL Tingle {Universidad de Columbia Britednice)
wacotver, Uaneade) y ulilizada para cstablecer ¢f cultive M®MP La otra del ECACC lue
btenuda directamente del proveedor v se utilizd pana establecer ¢f cultivo P388121P¢r. Los
uitivos s¢ propegaion cn medio RPMIATO » una vez alcanzada la confluencia celular, la
wenocapa fue disociada por pipeteo. Para lines pricticos. en ¢l texto postenor se refenra a las
Slulas de acuardo o su fuente MO (ATCCY y PIERDIT (DCCAC)

.2 MDP

Lirnea de maciofipos persisteniemente inlectados con RSV cepa Long Bl vultive fue
roviamente establecido v catactensado en ol laboratorio de Virologta (Samento Rocrof 2001
wosemente, B linea cebubar P3SEDT se mlecto con ol REV aunam o1 de 18, Tas edulas que
abrevivwron se propaeaen en REME LD v postenionmenie para terementar ol poteentae de

clulas mbectadas ened culuve, s Tizo o siper wloecon o wia nndtphodad de mfeccon



nas alta (m.o.d de 50} Las células de este cultivo se mantuvieron por pases consecutivos 1:2
proximadamente dos veces a la semana y la presencia de virus se ha monitoreado en forma
utinaria.

2.3, LB29 (ATCC, CCL1)

Obtenida por Sanford, Earle v Likely La cepa parental fue derivada de tejido areclar v
dipose de ratén C3H/An. y la clona 929 fue establecida de la 95va generacidn de la cepa
arental. Esta linea presenta una morfologia similar a fibroblastos, asi como el receptor para
(NF-c. vy B Fue gentilmente proporcionada por el Dr. Alejandro Zentella {Instrtuto de
s1ofogia Celular, UNAM). Las células fueron propagadas en medio D-MEM suplementade con
0% de SFB y antibioticos (D-MEM/10), las monocapas celulares se disociaron con una
olucion de verseno/tripsina 0.1%.

> 4. P815 (ATCC TIB 64)
Mastocitoma cultivado de un tumor de ratén DBA/2. H-2°. Las células fueron
ropagadas en medic RPMI/10 en suspension a una densidad de 5 x 10° células/ml.

2.5. AZ0 {ATCC TiB 208).
Linea derivada de un linfoblastoma de células B de ratén BALB/c. Las células fueron
sropagadas en medio RPMI/10 en suspensitn a una densidad de 3 x 10° céluias/ml.

2.6 MDCK (Madin & Darby Canine Kidney) (ECACC Ref. No. 84121903)

Linea celular de células epiteliales derivada de 1ifién de perro. La linea celular fue
lonada por la Dra Gwen Anderson {(dnperal Coflege ar St Mary's, Lowdres, G B) y fuc
propagada en medio D-MEM/10 para subcultivos Una vez alcanzada la confluencia celular, la
monocapa [ue lavada tres veees con PBS y disociada con tripsina (0 /% en PBS)

2 7 HEp-2Z (ATCC, CCL 23)

Establecida por Moore. Sabachewsky y Toolan despuds de inducir la propagacion de
células de carcimoma epidermonde de lannge humana en ratas immunoesuptinudas. Las células
[ucron propagadas cn medio RPMIFLQ para subcultivar, Una vez aleanzada la confluencia
cchubar, fa monecapu {ue lavada tes veces con PBS y disociada ya sca con uipsina (tripsina
(0 1S4 ZEDTA S 3 M) o con solucidn no enzimatica (Signre C #3974)

3. HIBRIDOMAS
31 24G2 (ATCC, HB 197)

L hibndomi se obtuv o [usionande eélulas de micloma P3UT con eélulas esplénicas de
ratas Spraguce-Dawley  las cuales Tecton mmumezadas con o inea celuby de macrdfagos

muarmes J774 1 hibeidomi secreta un anticuepo monoclonal de rata ([pG20) que reacciona
con los reeeptates FeyRIVRIL deraton L nbridoma fue mantemdo en medio MEM/TO 1
anticueipo fue proporaotiido poc el T Tnngque Ontesa (Jusiiaio de fivestigac iones Bromddicas

[ERAYS



2. {8F1-1.1.1) [ATCC HB-189)

La linea fue producida al fusionar células del mieloma SP2/0 con células de bazo de un
tén SJL/J inmunizado con células de bazo de ratéon BALB/c. Esta linea secreta un anticuerpo
onoclonal {IgG2a) que reconoce especificamente H- 2K, Las células se propagaren en medio
PMI/10 v el sobrenadante se recolectd en presencia de azida de sodio (0.02%) v se mantuvo
4°C hasta su utilizacion. Las células fueron gentilmente proporcionadas por fa Dra. Natalia
fartin (Centro Médico Nacional Siglo XXI) y ¢l Dr. Vianney Ortiz-Navarrete (CINVESTAV-

DA,

3. 34-4-208 {ATCC HB-75)
Esta linea secreta wun anticuerpo monoclonal (IgG2a) que reconoce especificamente
Joléeulas H-2D'. Las células se propagaron en medio RPMI/10 y el sobrenadante se recolectd
se mantuvo a 4°C hasta su utilizacion. El sobrenadante celular fue proporcionado per el Dr.
‘lanney Ortiz-Navarrete {C/INVESTAV-IPN).

.4 28-14-85 (ATCC HB-27)

Esta linea secreta un anticuerpo menoclonal {IgG2a) que reconoce especificamente
noléculas H-21°%. Las células se propagaron en medio RPMI/10 y el sobrenadante se recolecté
- se maniuvo a 4°C hasta su utilizacidn. Las células fueron proporcionadas por el Dr. Vianney
rtiz-Navarrete (CINVESTAV-IPN)

3 5. B27M1 (ATCC HB-157)

Esta linca secrsta un anticuerpe monoclonal (1gG2a) que recenoce especificamente
noléculas FILA B27. -B7. Las células se propagaron en medio RPMI/10 ¥ ¢l sobrenadante se
ccolectd vy se mantuve a 4°C hasta su utilizacion. El sobrenadante celular fue gentilmente
sroporcionadas por el Dr Vianney Ortiz-Navarrete (CINVESTAV-IPN).

4. ANIMALES

Ratenes hembras BALBA (11-2 de aproximadamente $-12 semanas fueron utilizados para
2 produccion de las CTLs virus-especificas Los ammales fucton mantenidos y saciificados de
scuerdo a los hncamientos de los hotenos del Tmperial College (Londies. G 13.).

5 PRODUCCION DE VIRUS

51 Propagacion de RSV
La propagacion de RSV se hize en monocapas sein confluentes de células HEP-2. Las
cétulas se mlecton con ¢l RSV auna muluphadad de mleceion (mo 1) de 10 en medio D-
MEM sy suere. despuds de f‘ horas de adsoroon o 37°C/5% COL el sobrenadante se retir¢ y

e reemplaze par medio de D-MIEM suplementado con 2% de SUBy 1 de antibtdticos La
cosecha viral e Ldil/o du.pm\ e transentidds B8 oras de miveuion o hasta obsenvm electo
ctopatico en el 80 70 de L monosapa eclula B L contendo de By bot cllas seorecoleetd con

wvudt de o vendanme para desprender bis celols aon adherndas v se centituen 1



obrenadante se distribuyé en alicuotas de 1 ml, agregindoles MgSO, a una concentracion
inal de ¢.1 M para estabilizar la infectividad del virus {Ferme B & Gerin J 1982) y se
lmacenaron en nitrégeno liquido.

.2.  Propagacion de rVVM2

Bl rVVM2 se propagd en 3 X 10° células HEp-2 en un volumen total de 25 mi en una
otella de 75 cm?, las células se mantuvieron toda la noche a 37°C/5% CO, en RPMI10. Las
Elulas fueron infectadas a una mo.i. de 1 0 en 3-5 ml de medio hibre de suero. Después de
ncubar durants 2 horas a 37°C/5% CO,. la incubacién se prolongd hasta que el efecto
itopatico fuera evidente (células redondeadas) aproximadamente 48 horas Las células se
lesprendieron con ayuda de un gendarme, se centrifugaron a baja velocidad y el botdn celular
e resuspendid en 2 ml de wna solucién de Tris-HC] 10 mM pH 8 8 y se congeld a —70°C. Se
lescongeld y se sonicd por 2 minutos. Los restos celulares se centnfugaron nuevamente y se
ecolectd el sobrenadante. El proceso anterior se repitié una vez mas v se combinaron ambos
sobrenadantes. Se hicieron alicuotas de 50 ul y se mantuvieron a —70°C. Debido a gue las
sarticulas se adhieren fuertemente entre si. el conterudo de las alicuotas se somicd antes de
15a75¢€.

5.3. Propagacion de Influenza virus AfA31

El virus de influenza se propagd en monocapas confluenies de células MDCK en
botellas de 235 em®. La monocapa se lavd dos veces con PBS y se mfectd con ~8 HAU en 500
1l de medio D-MEM sin suero. La monocapa se incubd por una hora a 37°C en una atmésfera
htimeda con 3% CO,. Posteriormente, se adicionaron 5 ml de medio D-MEM con 2 mg/ml de
tripsina-TPCK. (Sigme # T 1426) v las ¢élulas se mcubaron por aproximadamentc 48 horas o
cuando el efecto citopatico fue visible en aproximadamente el 80% de las células.
Transcurrido este tiempo. Ja monocapa se disgicgd con la ayuda de un gendarme y el
contenido de la botella se centrifugd a 400 g por 5 minutos il sobrenadante fue distribuido en
alicuotas de SO0 it y almacenado a —82°C. Esiec proceso se repiitd una vez mas utilizando el
virus producido como indcule (dilmdo 1-300) vy ¢l twle vial obtenido [uc de
aproximadamente 1600 HAU/SG ul

6. TITULACION DE VIRUS POR ENSAYO DE PLACA (PFU/m)

6.1. Virus Sincitia! Respiratone (RSV)

El virus infeceioso fue cuantificado en monocapas de células HEp-2 en placas de 6
pozos Dhluciones seriadas de RSV en 300wl de RPMI 1640 sin sueio fueron adsotbidas por |
hora a 37°C e agatacion constante LI indeulo lue retirado y se agregaron 3 ml de RPME 1640
contenienda 0.3% de avas Iicubiosa A-37 (Brosepre UR) 3 25 % de ST Despuds de 6-7 dins
de meubacion a 37°C en 3% COL ks edlulas fucton fijadas con 4 ml de formatdehido al 16%
en RS por 1 hota dentio de ang campana de extacerén Los pasos fueton lavados con agua
do o el agar fue retiade v se estenbizo antes de desechinse L os pozos Tueron teiidos con
700 pl de una solucion enstal viodeta al e en 0% de MeOH 1 as placas Tueron contadas con
By udat de un wneroscepie PEE il v de placasy (fecton de didaciiag 000)



6.2. Virus recombmante VVM2

El virus rv VM2 fue titulado sobre monocapas de células HEp-2 en placas de 24 pozos
(5 % 10° células/pozo). El virus fue inoculado en diluciones seriadas 1:10 en medio RPMI libre
de suerc en un volumen total de 200 pl Después de dos horas de incubacidn a 37°C/5% CO,,
se agregaron 1 8 ml de medic RPMI/10 y las placas se incubaron por 24 horas. Posteriormente,
se removid el sobrenadante y se adicionaron 300 ul de carbol-fucsina y ias placas se incubaron
por 10 a 15 munutos a temperatura ambiente. El colorante se retird y el exceso del mismo se
lavd con agua de grifo. Las placas se contaron con la ayuda del microscopio. PFU/mi=(# de
placas) (factor de dilucidn) (3) Nota de boseguridad: Las placas de titulacion fueron
mantenidas dentro de un recipiente parcialmente cerrado durante los tiempos de incubacion.

7. TITULACION DE VIRUS DE INFLUENZA POR ENSAYO DE
HEMAGLUTINACION (HAU/ml)

7.1. Obtencidn de eritrocitos

Se recolectaron 10 ml de sangre de humano grupo O en solucion de Alsevers para
prevenir la coagulacién (relacion 1:1). Las células se lavaron 3 veces en solucidn de Alsevers
centrifugando a 1800 g por 3 minutos y se resuspendieron en 15 m! de la misma solucioén. En
estas condiciones los eritrocitos pueden almacenarse a 4°C hasta por 4 semanas. Con estos
entrocitos se prepard una suspension ab 10% en PBS. misma que fue dilmida haste una
concentracidn del G.5 % (solucidn de trabajo preparada el mismo dia del ensayo).

2

7.2 Hemaglutinacion

La titulacion del virus de influcnza se llevd a cabo en placas de fondo en U™, haciendo
diluciones senadas desde 110 hasta 1.2360 en 30 wl de PBS por pozo. Como control negativo
se usd 50 pl de PBS. Postenormente, se adicronaron 30 pl de la suspensién de eritrocitos
(0 5%} a cada pozo. Ll contenido de los pozos se mezeld con la ayuda de una micropipeta y la
placa sc incubd a temperatura ambiente por dos horas La hemaglutinacidn se interpretd como
la lormacién de una matla uniforme en ¢l pore Come reaceidon negativa se considerd la
formacion de un botdn celular on ¢l fondo del pove BV dulo correspende al reciproco de a
dilucion mas alta que muestra aglutinacion y repiesenta 1 HAU/S0 pd del viros.

8. AMPLIFICACION DEL GENE QUE CODIFICA PARA LA PROTEINA N DEL
RSV A TRAVES DE TRANSCRIPCION REVERSA Y REACCION EN CADENA Di
LA POLIMERASA (RT-PCR)

81 Extraccion de RNA celular total
La eatraccion se hizo modificando ¢l metodo de Chomesynskr v Sacchn (Chomenvmin P
& S N 1087

Fas edlulas del culinve persistente v del noomifectado se resuspendicion por ppeteo, se
cotocaon en un wiho | ppendarnl v se centifucaton por 3 seoundos e Lo nnaroluga (15 000

pp Bl boten celuler s livo " veces canr PRS L celudas obtenidias se Tes aareeo 230 1l



e solucion D ({sotiocianara de guamdmna 4M, N-laurd séchco 0 5%, curato de sodio 2mM pH 7.0
e adiciona ImM de 2-mercaptoetanol en el momento de wso), se agitd en vortex durante 10
egundos v la mezcla se dejo reposar por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
gregaron 500 ul de fenol saturado en agua, 500 i de acetato de sodio ZM (pH 4.0) vy 100 ul
e cloroformo-alcchol isoamilico 25:1. Se agitd en vortex por 10 segundos v se centrifugd por
0-15 minutos en la microfuga a temperatura ambiente. Se obtuvo el sobrenadante vy se
dicionaron 500 pl de isopropanol frio. La mezcla se mantuvo toda la noche a —20°C para
recipitar la mayor cantidad de RNA y se centrifugd por 10 minutos en la microfuga. La
astilla obtenida, se lavé dos veces con 200 pl de etanol al 75% v se disgregd suavemente con
a puntz de la micropipeta, ya una vez hechos los lavados. la pastilla se dejé secar. Por tiltimo,
1 precipitade final se resuspendié en 206 pl de agua tratada con dietil pirocarbonato (agua-
DEPC) para eliminar las posibles RNAsas. Posteriormente para verificar que el RNA obtenido
0 estuviera degradado, se hizo una electroforesis con un gel de agarosa al 1.2% en solucién
umortiguadora TBE 1X, adicionande 0.5 mg/mi de bromuro de etidio. De cada muestra se
omaron 3 pl del RNA obtenido y 3 pl del colorante de muestra (EDT4 0 2 M/ 23% ficoll 400/
j 1% azul de Bromofenol). El gel se corrid en solucidén amortiguadora TBE 1X a 80 Voltios
lurante 40 minutos. Para determinar la concentracién de RNA obtenido, se hizo una ditucién
le la muestra 1:7100 en TBE 1X vy se hicleron las lecturas comrespondientes a 260 nm, cada
ectura se multiplicod por el factor de dilucién (100) y luego por 20, ya que 1 D.O corresponde
1 20 mg/ml de RNA. Las muestras se guardaron a —20°C.

3 2. RT-PCR

En un tube Eppendoif de 650 pl se colocaron 3-5 ug de la muestra de RNA para
unplificar, 4 pl de amortiguador de reaccion 5X. 2 pl de 100 mM duhothreitol, 2 pl de la
nezela de deoxinucledsidos tifosfato (dNTP) (10 miM de cada dANTPY 0.5 pl (20 U) de
nhibidor de RNAsa y el volomen final se completd 2 20 ul con agua-DEPC Despuds de la
wdicion de 50 pl de aceite minerzl, la mezela se incubd por 5 minutos a 80°C y enfriada
nmediatamente en hiclo, después se agregaron 20 pmol del inrcrador 2 v se incubd a 60°C
luranie 16 minutos. La mezela fue enfriada por § minuios en hiclo v despuds se le agrego 1 pl
200 U) de transcriptasa reversa, la mesela fue incubada a 37°C por 60 niinutos y después a
29°C por 2 5 munutos.

A un volumen apronimado de 20 ul ol cual corresponde al producto total de
ranseripeion, se leoagiegd 8§ pl del amortiguador 10X para PCR. 40 pmal de los dos
niciadorgs pura el gen N (sentido vy antisentido) y 95 ul (25 Uy de fa Tag pohimerasa {7 hermis
weatican La merela se cubnd con 50 pl de acerte mmaal para cvitar su evaponacion durante
o amphificacion ¥ ¢l wbe seontroduo en o) tamoiclador de DNA (PERNI-ELAIER) hasta
completar 35 ciclos de amphficacton (eadi cicko, 94°C por | ann: 65°C por 135 nun 2 72°C
por un nun vy 72°0 por 7 miny Postenormente. se cenfima la amphiicacion para lo cual se
omaron 10 gl del products obtemdo y s¢ coma un gel de agamrosa de maneta sinnla que para
e entraceion del RNA - Ta banda de DINA esperada ue de 278 pb Il peso moleculan de o
handa amplilicadi se calenls de acuerdo o os maeadores de peso molecular estindar ] esto

semantuve a 2070 Los inoadores que e atlvaron fucton disetitdos para asplifiear ana



egion entre los nucledndos 858-1135 del gen N del RSV humano (Cane P, ¢f al. 1991). Los
niciadores 1 y 2 corresponden a las siguientes secuencias:

niciador - (RNAmM sentido) 5 GGAACAAGTTGTTGAGGTTTATGAATATGCS”
niciador 2- (RNAm antisentido) 3'CTTCTGCTGTCAAGTCTAGTACACTGTAGTS”

). DETERMINACION DE ANTIGENG DE RSV POR TINCION POR
NMUNOPEROXIDASA

1x10° células de los cultivos M® o M@P fueron dispuestas en portacbjetos de 8 pozos
Nunc % 177445) en medio RPMUI/10 Una vez adheridas a la superficie del portaobjetos, las
élulas fueron fijadas con 200 pl/pozo de una solucidn de metanol 100%/ 2% H,0, por 20
ninutos a temperatura ambiente Las células fijadas fueron lavadas con PBS/1% BSA e
ncubadas con 100 pl/poze de anticuerpo anti-RSV hecho en cabra (Biogenesis # 7950-0004)
filuido 1:200 en PBS/1% BSA durante 30 minutos a temperatura ambiente Después de un
avado adicional. se agregd un anticuerpo anti-cabra acoplado & peroxidasa {(Sigma # 4-3420)
diluido 1 500 en PBS/1% BSA v se incubd nuevamente a temperatura ambiente por 30
mirutos. La preparacién se lavo nuevamente y se adicionaren 100 ul/pozo dei sustrato (0.5
ng/mi de DAE en PRS + 3 i de H207). La reaccion se detuvo después de 20 minutos lavando
con PBS/1% BSA y se observd en un microscoplo invertido. Al menos 300 céluias en
diferentes cantpos fueron contadas en cada preparacién

10.  MICROENSAYO PARA LA DETERMINACION BE PROTEINAS

Se utilizd el método colmimétrice de Bradford cuya intensidad esta en funcién de la
concentracién de aminedcidos {a a ). ya que ¢l colorante s¢ une principalmente a residuos de
a 4. basices (especlalmente argimna) v aromdticos. obteniéndose ¢l cambio de color azul
brillante de Coomasssic G250 en respuesta a vanas concentiaciones de proteinas (Braeford M
1976).

El microensayo se hizo agiegando 30 pliporo de detergente (0 0324 Truon-XT00 en agua
desidlacdery sobre las células contendas en la placa de 96 poros. de cada uno de ¢lios se tomaron
10 pl v se transfinicron a otro poro limpio, como blanco se utilizd 10 pl de detergente y
todos los povos sc les agread 200 p/poro del 1cacuvo de colur (diluido 1-5 en agua destilada)
Paralelamente, se realizd una cwva pation diluyendo BSA on concentiaciones conockdas en
D03% Irton X-100 La lectura de la placa se hizo 3 minutos despuds de imetada Ia reaccién
cnun lector de DLISA (BIOTLA # EL307¢) 2 495 nm Las fectuas obtemidas se extrapolaron a
la curva patrén y s¢ multiphearon por da cantidad de nicrobiros totaes, enfenlando asl Ia
cancentracion de proleinas (mg/miy en cada poso



1.  ACTIVIDAD FAGOCITICA MEDIADA POR RECEPTORES Feoy

El ensayo colorimétrico utilizado para determinacién de este parimetro se basa
directamente en: la actividad de pseudoperoxidasa de la hemoglobina (Hb) contenida en los
eritrocitos fagocitados por el macréfago, ta cual cataliza la aparicion de un producto colorido a
partir de la 3,3’-Diaminobencidina (DAB) en presencia de perdxido de hidrégeno lLa
intensidad del color es directamente proporcional a la concentracién de Hb.

11.1. Obtencion de eritrocitos

En condiciones de esterilidad se obtuvieron 20 mi de sangre de carnero. Inmediatamente
después se mezcld con la solucidn de Alsevers en proporeién de 1:1.5 v 0.02 % de azida de
sodio. Los eritrocitos se conservaren a 4°C por un periede no mayor de 6 semanas.

11.2. Sensiblihzacion de eritrocitos

La sensibilizacién de los erftrocitos se bas6 en la reaccién 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 sulfénico quedando unido
covalentemente a la célula. Para Ja sensibilizacion se disclvieron 3.2 mg de TNBS en 3.5 ml
de BBS para mezclarse con 400 pl del paguete globular de los eritrocitos de carnero, los cuales
fueron previamente lavados 2 veces con DGVB* (resuspendiendo el botdn celular en 5 ml de
DGVB®" y centrifugando § minutes a 1500 r.p.m. en cada lavado). La suspensidn se mantuvo
en oscuridad agitindose svavemente durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para retirar
el exceso de TNBS libre, se hicieron nuevamente 2 lavados con DGVB®. El boton celular
resultante se resuspendié a una concentracion del 2% en DGVBY

11.3. Titulacién del anticuerpo anti-DNP.

Tomando en cuenta que gran parte de los anticucrpos espetificos dirigidos contra el
hapteno 2,4°-DNP tiencn reaccién cruzada con los grupos 2.4,6-TNP. se utilizd un anticucrpa
monoclonal de ratdn anti-DNP denominado 4F8 (obtenido v proporcionade por el laboratorio
del Dr. Enrique Ortega). El anticuerpo fuc titulado mediante cnsayos de hemaglutinacion
utilizando placas de 96 poros con fondo en V™ donde sc hicieron diluciones seriadas del
anticuerpo ent DGVB*' en un volumen final de 25 pl. A cada difucién se agregaron 25 pl de la
suspension de critrocitos previamente sensibihzados, el contemdo de los pozos se mezeld
cuidadosamente v se dejo sedimentar. Los enitrocitos agiutinados se sedimentaron en forma de
malla en cambio los ne aglutinades come batén en ¢l fonde de poso Los controles fucron 25
pb de DGVB* y 25 pl de critocitos no sensibilizados Bl titulo se caleuld de acuerdo a la
Gltima dilueidn que presentd aglutinacién.

11 4. Opsonizacién de enirocitos

La primera dilueién no aglutinante del anticucipo 41§ se conmiderd como la concentracion
adecuada para la opsomzacion (st & 1986}, de esa manera se evitd o lomacion de
agregados celulares que diffcrlmente podrian fagocitase 1o opsomzacion se Hevd a eabo
meselundo la suspension de entocitos sensibilizados con la cantidad de anticuerpo seenn <

titnlo obtenrdo Ta meschn se meubd en agslacion comstanie v poteerda de la iy por 30



minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, los eritrocitos se lavaron dos veces con
DGVB™ y el botén se resuspendid a una concentracién del 1% en medio RPMI. Los eritrocitos
se opsonizaron para cada ensayo y el volumen que se utilizd estuvo en funcién de los
requerimientos del ensayo a realizar,

11.5. Ensayc colorimétrico para cuantificar la actividad fagocitica mediada por

receptores Foy

En placas de 96 pozos se sembraron 1x10° células/poze (M® o M®P) en 100 p! de medio
RPMI/10, la placa se incubé a 37°C/5% CO, por 6-12 horas. Una vez adheridas las células a la
superficie de los pozos, se agregaron 25 mil de la suspension al 1% de los eritrocitos
opsonizados. Se incubd nuevamente bajo las mismas condiciones durante 90 minutos, después
de los cuales se hizo un lavado sumergiendo ia placa por completo en 400 ml de agua destilada
{moviendo oscilatoriamente la placa durante 1 minuto sin vaciar su contenido} a fin de romper
por choque hipotonico a los eritrocitos no fagocitados. Inmediatamente después se hicieron 2 o
3 lavados con PBS de la misma forma anterior a fin de eliminar la Hb liberada por los
eritrocitos rotos, 1a placa se observd al microscopio para verificar la eficiencia de los lavados.
El PBS se elimind mvirtiendo la placa y sacudiéndola rapidamente una sola vez. Se observéd
nuevamente al microscopio para venficar que las células permanecieran adheridas. Se
afiadieron 100 pl/pozo de la sclucion de lisis (PBS/0.3% SDS) ¢ inmediatamente después se
agregaron 200 pl/pozo del sustrato recién preparado (04 mg DAB/ i2 il Hz02/ 1ml PBS). El
conterrido de los pozos fue homogenizado con una nucropipeta multicanal para evitar
interferencia en la lectura Para eliminar pequefias burbujas, la placa se centrifugd durante un
minuto a 1500 r.p m. Se luzo la lectura en un lector de ELISA a 490 nm 30 minutos después
de iniciada la reaccidon La actividad fagocitica en los M®P fue expresada en porcentaje
tomande como un 100 % la actividad presentade por los M. Con la finalidad de determinar st
las células se conservaban adherndas a la placa durante el ensayo se deiermind la concentracion
de proteinas por pozo antes y despuds de cada ensayo

12. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE RECEPTORES Fcy DE
SUPERFICIE

La cuantificacion de la expresion de receptores e para [¢G ose realizé a través de
cnsayos de citometria de fluyje utilizande ¢l anticuerpo monoeclonal de rata 2.4G2 (19G2b) ant
FeyRII/RIIT marcado con FITC.

1X10 célulag M o M®P fueron teficdas con 3 pg del anticuerpo anti-FeyRIRIT en
un volumen total de 300 ul de medio RPMIZTO Las muestras se incubaren dutante 2 horas a
4°C enagitacion constante Postenormente, las células se lavaron 2 veces utilizando para cada
lavado 300 pd de PIS/1% BSA [io. Las ¢élulas se Njmon agregande un mi de una solucidn de
PYFA recién preparado (PBS/C 5% PEAY ¢ imeubande por 30 munutos o 4°C en agrlacion
constante Despuds de Tavar 2 veees nuevamente. 1as células fueron resuspendidas en un ml de
PRS0 1%BSA Como conttoles se wtihizaon Las e¢lulas de ambos tpos de coltive pero sl
presencia del anbicacrpo Fas muestras fueton adqguindas utthzando un TACScan Beeton
ickison v fos datos Tucren analizados unhzando el maeo progoani: de adgusieon ysis 1



13.  DETERMINACION DEL TNF-o EXTRACELULAR

Para determinar la actividad de esta citocina en ¢l socbrenadante de las células M®ON o
MQ@P, se utilizd un ensayo bioldgico de alta sensibilidad basado en la lisis celular ocasionada
por la umidn del TNF-o 2 su receptor expresado en fibroblastos murinos (1.929) tratados con
actinomicina-D para detener la divisidn celular (Currenrs Protocols m Immunology 1991). La

actinomicina—D inhibe la sintesis de RNA ya que se une a DNA y blogquea el movimiento de la
RINA polimerasa.

Las células £929 se sembraron en una placa de 96 pozos a una depsidad de 5 x 10°
células/pozo en 100 ul de medio MEM/10. Después de incubar por 12 horas a 37°C/53%C0O, y
retirar totalmente el medio, se adicionaren 100 pl de los sobrenadantes de pruchba (Ix/09
células M® o MOP en 300 il de medio RPMIIG, después de 24 horas los sobrenadantes se
recolectaron individualmente en tubos eppendorf y se centrifugaron por 5 segimdos en la microfuga a
fin de evitar la presencia de células en los sobrenadantes, ocasionanando falsos pestiivos). Una vez
dispuestos los sobrenadantes, se agregaron 50 ng de actinomicina D/pozo vy la placa se incubd
por 17 horas a 37°C/5%CO,. Posteriormente, se retiraron los sobrenadantes y se hizo un
lavado con 200 ul de PBS para después adicionar 50 pi/pozo de la solucién colorante (0.05%
de cristal violeia en 20% de etanol). Las células se incubaron por 10 minutos a temperatura
ambienie. El colerante se retird y se hicieron dos lavados llenando los pozos con agua fria y
eliminando muy cuidadosamente el agua con una micropipeta, evitando dajiar la monocapa
celular. La placa se dejo secando toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se
agregaron 100 pl/pozo de metanol {1009%) y se leyo inmediatanente en un lector de ELISA a
595 nm. Como control negativo se utilizo 160 ul/pozo de medio RPMI/10 (observandose una
confluencia cclular del 100%) y como contrel positivo 100 pl/pozo (10 ng/ml) de TNF-a
recombinante murine (8 & D # 470-MT). El porcentaje de la actividad citotdxica se calculd de
la siguientc manera: % = (2.0 Conirol ncgative} (D.0. muestra)/ (D O. control negativo)
(D.0O. control positivo) X 100,

14, DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE IL-6 EXTRACELULAR

Esta interfeucina se deternind en los sobrenadantes de pases del cultive M®OP y M, a
través de un ELISA de captura, utlizando un anticuerpo conjugado con biotina come
anlicuerpo secundario.

En una placa de 96 pozos paa LIA/RIA se abadicron 50 pl/pozo del anticuerpo
monccioval antt 11.-6 ¢Phardingen FISO710) (5 png/ml en solucion amortiguadora de captura)
La placa se meubd toda la noche a 4°C Al dia siguiente se retiraron los sobrenadantes y se
hieweron 2 lavados (300 jlpozo PES/G03% Tween-20, para cada loavedo se mantinve esta solucton of
mienos bomnnto eu contacto con le placa ames de asprrarla v oretirarla totalmente sobre el papel
secante). Postenormente, se anadicton 200 pi/peso de una solucion blogqueadara (PRSF0%SEE)
v se incubd por 2 hoas o kemperatuta amblente. Despues de hacer nuevamente 2 lavados, se
adictonaron 100 ul de los controfes vy de Tos sobenadantes de prueha a0 los posos
cotrespondicnites (- I celutay Vo M car SO0 1 oo miedio R desprees de 2 Boras



oy sobrenadantes de prueba se recogieron de la musma manera que para TNF-a). La reaccion se
ncubd toda la noche a 4°C y se hiclerop 4 lavados. Se agregaron 100 pl del anticusrpo
nonocional biotinilado antt IL-6 (Phardingen #/8082D) (2 ug/mi en PBS/10%SFB) y 1a mezela
e incubd durante 45 minutos a temperatura ambiente y se hicieron 6 lavados. Posteriormnente,
e agregaren 100 pl de streptavidina-peroxidasa ({:300 en PBS/10% SFB) y se incubd por 30
ninutos a temperatura ambiente. Después de hacer un minimo de 8 lavados, se adicionaron
100 nl del sustrato (/350 mg 2,2"-Azmo-bis (3-ethylbenziiuazoline-deido sulfomce) en 500 ml de
icido citrico 0.1M pH 1 35 ajustando con NaOH. Antes de usarse se agregaron 10 mi de H207 al
0% por cada 11 mi de sustrato) y se esperd a que la veaccion desarrollara color (10-80
ninutos). La reaccion se leyé a 405 nm en un lector de ELISA. En el control negativo se
ttilizaron 100 ul de medio RPMI/10. Paralelamente a cada ensayo se hizo una curva patrén de
IL-6 (R & D # 406-ML} en diluciones seriadas de 20 a 1 ng/ml en medio RPMI/10 donde se
=xtrapolaron los datos obtenidos para determinar la concentracién de IL-6 en las muestras.

15.  DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE IL-18 EXTRACELULAR

Para la determinacidn de esta citocina se empled un inmunoensayo de ELISA de
saptura Quantikine™ M (R & D Swslfems # MLBOO).

Para la obtencién de las muestras, se dispusieron 1x10° células (Md» o M®P) en 500 pl
le medio RPMI/10, después de 24 horas los sobrenadantes de prueba se recolectaron de la
nisma manera que para la determinacion de TNF-¢.. 50 p} de cada muestra y controles se
agregaron a los pozos de la placa pre-tratada con un anticuerpe monoclonal anti IL-1p. La
laca se incubd por dos horas a temperatura ambiente y postcriormente sc hicicron cuatro
avados con el reactivo correspondiente. Sc agregaron 100 ul del anticusrpe policlonal
conjugado anti-IL-13 y s¢ incubd nucvamente por dos horas a temperatura ambiente. Sc
realizaron 4 lavados y se agregaron 100 plipozo del sustrato antes de mncubar la placa 30
minutos a temperatura ambiente y protegida de la fuz. Por diume, se agregaron 100 it del
cactivo para detencr la reaccion y la densidad Sptica fue leida a 430 nm Los dalos obtenides
[ueron extrapolades ala curva patrén imclwida en ¢l ensavo

16. ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO PERSISTENTE P388D1Per

El cultivo P388II Per fmaciofagos persistentemente infectados con RSV se establecid
de acuerdo a las condiciones reportadas por Swmiento Ry colaboradores (Sarmenio B el ol
2007). Breveraente, | X 10° macréfagos P388D1 (H-2"% fueron infectados con RSV cepa Fong
1 una mo Lode [0 por 2 horas a 37°C. Despuds de la incubacion, se agregaton 5 mil de medio
RIMIA0. Las eélulas que somevivieron se propagaron 3 subcultivaton P o) pase namere S,
ch cultive se super-infeetd con RSV o una moi de 50 v las células que sebievivicron se
subcultivaron en medio RPMIZ10. Con la finahidad de incrementar ¢l poreentaye de eélulas
inlectadas, se hizoe una seleccton de Lis células que expresaban dnheeno de RSV 4 5 10
cclulis de los pases 1.2-14 del cultive persistente (P388D 107071 se meubaron con skl del

anticucipa pohctonal iotndado Bogeneses 4 wirody dilide 1 HO0 e seludien



mortiguadora (PBS/ASE 0 5%/ EDTA 2mM) durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente, las
€lulas fueron incubadas con 30 ul de microesferas magnéticas acopladas a estreptavidina
Miltengy Biotec # 481-02) por 15 minutos a 4°C. Las células se lavaron nuevamente como se
nenciond anteriormente, se resuspendieron en 500 pi de la solucién amortiguadora v se
asaron a través de una columna Macs MSY ™ (Miltengy Biotec # 422-01 ) en medio de un campo
nagnético. Las células no tefiidas fueron recolectadas como la fraccion negativa. Después de 2
avados con la misma solucion, la columna fue retirada del campo magnético v se recolectaron
as células correspondientes a la fraccidn positiva. Las células se lavaron nuevamente con
PMI/10 ¥ se resuspendieron en 30 ml de RPMU/I0. Las células sobrevivientes se
ubcultivaron aproximadamente dos veces a la semana y la persistencia del RSV fue verificada
‘monitoreada mediante a deteccidn de prozeinas virales v la produccién de virus extracelular.

7. DETERMINACION DE ANTIGENO VIRAL POR CITOMETRIA DE FLUJO

7.1 Proteinas de superficie de RSV

La determinacién de proteinas de RSV (FO y F2-F1) en la superficic de células infectadas
e realizd tanto en células P388D1, P388D1Per como en células P388D1 infectadas con RSV
- una m.o.d. de 2.0 por 24-48 horas. Se utilizé una mezcla de anticuerpos monoclonales
narcados con FITC. 3X10° células por muestra fueron incubadas con 160 ul de un anticuerpo
nonoclonal de rata para blequear los receptores Foy (Pharnngen # 533141 diluido 1:500 (en
'B5/1% BSA) durante 30 minutos a 4°C. Después de dos lavados cen PBS/1% BSA, se
gregaron 100 pl de anticuerpos anti-RSV (Dako IMAGEN # K6102) diluidos 7.100, las células
e incubaron por 30 minutos a 4°C Finalmente se hicieron 3 lavados con PRS/1% ASB y las
nucstras s analizaron utilizando el citémetro de flujo Coulter EPICS Elite. De cada muestra
¢ anatlzaron 30, 000 ¢élulas.

7 2 Doble tincion de preteinas intracelulares de RSV y virus de influenza

La determinacion de la expresion de antigeno intracehular se llevd a cabo en células
38801y P388D [ Per mediante ensayos de doble tincidn intracchular. Células P388DI] Y
388D 1Per [ucren lavadas dos veees con RPMI y posteriormente fucron infectadas con virus
le wfluenza cepa A/X31 (50 HAU por cada 1 X 10 por 90 minutos. Las células fueron
avadas dos veees con RPMI/10 y fueron mantemdas en este medie por 9 horas hasta la
lcterminacion  de  la expresion de antigeno  intracelulu Aproximadamente 3 X10°
Clulas/muestra fueron Gjadas con 500 pl de formaldehido al 4% cn PBS por 20 miutos a
emperatura ambiente. Las muestias Tucten lavadas dos veees con 100 k] de PBS/1% BSA.
Ina ez lavadas las células, las membranas celulaies fucton permeabnlizadas con 100 ul de
na solucidn de saponine (€ 5% de sapomina/PBS/H% BSA 1% wzida de sodio) por 16 minutos.
| edos los favados posteriores vy diluciones de anticuerpos se realizaron utilizando 12 solucién
fe saponma v las meubaciones se hicieron o temperatuia ambiente Las eélulas fueron
neubadas con 00 1 de un anticuerpo monoctonal anti-NI” de Influensa (Serorec # A 700)
ilusdo 1100 Despues de des Javades, Tas muestias se meubaton con 100 pl de un segundo
nteuerpo mareado con PHC G #7040 dihndo 12500 Pasado ef tempo de meubacion

A mestias e bvaron nuesamente dos veces 3 s menbaron coa 100 1l de un anticuerpo

N



oliclonal anti-RSV biotinilado (Biogénesis # 7950-0104) diluido 1:100. Después de dos
avados mas, la reaccion antigeno anticuerpo fue revelada por la adicion de 100 pl de
streptavidina conjugada con Q.R. (Sigma #5-2899) diluida 1.500. Finalmente, las muestras
ueron lavadas dos veces con la solucién de saponina y una vez con PBS/1% BSA/ 0.1% de
zida de sodio Las muestras fueron meantenidas a 4°C hasta su adquisicidén utilizando el
tometre de flujo Coulter EPICS Elite, Para cada muestra al menos 30,000 células fueron
onsideradas para su anéhisis utilizando el programa WinMDI (Sar Diege CA, USA).

8. DETERMINACION DE LA EXPRESION EN SUPERFICIE DE LAS
MOLECULAS CLASE I'Y I1 DEL, MHC

La expresién en superficie de las moléculas clase | dei MHC fue determinada en 3 x 10°
élulas tanto del cultivo P388D1 como de P388D1Per. Para la determinacion de la expresion
le las moléculas clase I, las muestras fueron primero incubadas con 100 pi de
nmunoglobulina humana {Seroglubin. PROBIFASA S.A. de C.V.) diluida 1:40 en RPM] para
sloguear los receptores para Fe. Posteriormente, las muestras fueron incubadas en 100 ul de
>ada uno de los sobrenadantes de los hibridomas productores de los anticuerpos anti-moléculas
lase 1 del MHC por 30 minutos a 4°C. Después de la incubacion, las células fueron lavadas
los veces con PBS/0.1% BSA frio vy tefiidas con un anticuerpo anti-ratén marcado con FITC
Becton Dickinson # 903 7) diluido 1.25 durante 30 minutos a 4°C. Las células fueron lavadas y
jadas con 160 ul de formaldehido (4% en PBS) por 20 minutos a temperatura ambiente.
Después de lavar dos veces, las células fueron mantenidas a 4°C para su posterior adquisicion
:n el citdmetre de flujo Coulter EPICS Elite. Para cada muestra al menos 30,000 células
fueron consideradas para su analisis utilizando el programa WinMDI (San Diego C4, USA).
Para la determinacion de las moléeulas clase 11, las células se incubaron durante 30 minutos a
1°C con 100 pl de un anticuerpo para blogquear receptores Fey (FeBlock) {PharMmuen #
012414) diluido 1:200 en PBS/BSA 1%. Después de dos lavados con 200 pl de PBS/BSA 1%,
las muestras fucron incubadas nucvamente por 30 minutos a 4°C con 100 pl de un anticuerpo
anti I-AY acoplado a P (PharMmgen # 060354) diluido 1:250. Como control de isotipo sc usé
un anticucrpe de raton 1gG2b (Pharbimgen #1/0354) diluido 1:250. Por dltimo. las células
fucron lavadas, fljadas v analizedas con ¢l mismo procedimiento mencionado anteniormente
para la determinacion de las moléculas MHC 1.

19.  PRESENTACION DE ANTIGENO

19 1. Inmunizacion de animales

Ratones BALB/c de 8&-10 semanas de edad (Flarfun Oluc Led) fucron mantemdos en
condictones hibie de patdgenos Para mmunizar ratones con RSV, los ratones fucron rasuiados
en fa base de la cola, Despuds de 2 a 24 horas, Tos animales se infectaron con 10 pl de rtVV-M2
(10° 2 3 X 10" PFUMD. el valumen fue dispuesto en el Jbrea asurada y distibudo en un dea
de bem® v con T avuda de unz aguga se fucieron de 60 0 100 taspadinas muy leves Despuds
do dos semanas, estos nusmos anmmades fucron infectados mtianasalmente con 3~ 10" PFO e
RSV en un valumon de S8 ob de maocilo Los mmades inmuszados con mlloensa fucien



igeramente anestesiados con éter y se infectaron con 30 HAU del virus de influenza en 50 ul
le PBS via intranasal. Los bazos de los animales inmunizados con RSV o con influenza,
ueron utilizados 2-3 semanas después completado el esquema de infeccidn.

19.2. Produccién de células citotdxicas virus-especificas

Los bazos de los animales inmunizados (va sea de animales infectados con RSV o con
nfluenza) fueron removidos y disgregados a través de una malla de nylon v los eritrocitos
fueron eliminados con una solucién de cloruro de amonio. Como células respondedoras, se
wilizaron directamente 1.5 x 107 ¢células que fueron dispuestas en botellas de cultivo de 25-cm?
i 10 ml de RPMI/10. Para estimular estas células, se infectaron 3.8 x 10° células va sea con
2.0 PFU RSV por célula o con 1000 HAU de virus de influenza A/X31 por cada 107 células, y
se incubaron por 2 horas a 37°C. Estas c¢élulas estimuladoras fueron resuspendidas en 5 ml de
RPMI/10 y agregadas (sin lavar) a las botellas individuales conteniendo las células
respondedoras para completar 15 ml como volumen iotal por botella. Las botellas fueron
incubadas a 37°C en 5% CO, por 5 dias para generar las células citotoxicas especificas
respondedoras).

19.3 Preparacién de células bianco para los ensayos de citotoxicidad

Las células usadas en los ensayos de citotoxicidad fueron P388D1 y P388D1Per. Las
células P815 (H-2) fueron usadas como control. Las céluias blanco para las CTL-RSV
cspecificas fueron infectadas a una m o.i. de 2 0 antes de la suspensién a la concentracién de
10° células por ml en RPMI/I0 por 24 horas de incubacién. Las céhulas blanco para las CTL-
mfluenza cspecificas fueron infectadas con el wvirus A/X31 (500 HAU/IY célntas) o bien
puisadas toda la noche con ¢l pépudo de 1a proteing NP, ; ;s de influenza a una concentracién
de 10°M. Las células blanco previamente infectadas con RSV o pulsadas con el péptido fueron
marcadas durante 1.5 h a 37°C con Na,'CrQ, (10 pCi/10° células) Las células blanco
infectadas con influenza fueron simultdnecamente marcadas con el *'Cr al mismo ticmpo quc la
mfeceton con cl virus A/X31. Todas las células blanco fueron lavadas tres veees con 10 ml de
RPMI/10 ¢ incubadas por | hora a 37°C previo a los cnsayos de citotoxicidad para reducir ¢l
fondo en Ja lisis especifica de las eélulas blanco.

19 4 Ensayos de citotexicidad

Los cnsayos de citotoxicidad fucron llevados a cabo por triplicado en una placa de 96
pezos con fonde en V™ usando 1 x 10" células blanco marcadas v distintas relaciones
blanco cfectoras por poro en un volumen total de 200 ul. Después de 6 heras. las placas fucron
centrifugadas o 2000 rp.am por 2 nunutos y 50 pl del sobrenadante fucron analizados ¢n un
contador gamma (Yop Cownr Paockerd). Bl porcentaje de hsis especitica (L) se caleuld de
acuerdo a la siguiente formular L {(muestra ¢ pm -hberacion espontdnea c.p.m.) {(total c.p.m.-
liberacion espontanca cpan )| » 1000 donde el total epm es Ta radioactividad hberada por tas
células blanco tratadas con Titon X-100 (2 % cn agma destrfada) y Ta liberacidn espontinea es
obtemida al incubar Jas eéhulas blanco sin 1.



6. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis de las diferencias entre los cultivos de macréfagos no infectados vy
nacréfagos persistentemente infectados con RSV fue hecho usando la prueba de Mann-
Whitney. Los vaiores de I’ < 0.05 fueron considerados estadisticamente significantivos cuando
imbos grupos fueron comparados.



RESULTADOS

1. CONFIRMACION DE LA PRESENCIA Y EXPRESION DEL RSV EN LAS
CELULAS MOP

En el trabajo actual, la persistencia del RSV en el cultivo MOP se menitored a través de la
determinacion de la expresién de RNA y antigenos virales mediante ensayos de RT-PCR e
inmunoperoxidasa respectivamente.

1.1. Expresidn de RNA del RSV en células del cultivo MOP

Un criterio tomado en cuenta para comprobar la persistencia del RSV en el cultivo M®P,
fue la determinacién de la presencia del genoma del virus en las células infectadas a través de
la amphficacion de algune de los genes virales por medio de RT-PCR. Se decidid amplificar el
gen que codifica para la proteina N del RSV ya que ]a secuencia de este gen (el cual consta de
1203 nucledtidos), ¢s una de las mas conservadas ¢n el genoma del virus de cepas de aisladas
de pacientes. Ademds, es una secuencia Unica por lo que se descartd la union inespecifica de
los iniciadores como lo reporta Cane P. y cols (Cane P 21 af 1991). En la figura 1 se observa un
gel de agarosa al 1.2% que muestra el cDNA amplificado por RT-PCR correspondiente a un
segmento del gen que codifica para la proteina N. el segmento se observa come una banda de
278 pb, (figura 1, carril 4) calculada de acuerdo a los pesos moleculares (50-2000 pb), que
corresponden al DNA proveniente del plasmide pBR322 (figura 1. carril 1). A o large del
estudio se analizaron distintos pases del cultivo persistente observdndose 1a banda mencionada
como la que sc obscrva en un pase tepresentative del cultive persistente {fignra I, camil 2).
Como control negativo se utilizd RNA de células sin infectar (M) y para ¢l control positivo
se extrajo el RNA de macrdfagos infectados en forma aguda con el RSV a una m.o.i. de 5.0
despuds de 48 horas de infeccion (MDA) (figara 1. carel 3)

278 bp

1 2 3 4

Figura 1 Deteccion del RNAmM de ia proteina N del RSV en los macréfagos
infectados persistentemente con el virus La banda de 278 pb conesponde al prodeuto
amphiicado de una secuencta conservada {entie los nueledados 838 v T135) def gen N del
RSV Carnd 1Pesos modeculaes 502000 ph, Cacodes 2-0 RNA aviasdo de Mb, McbA
vodde nn pase representativo fnumere S0) del culino MOP respeetnivantente



.2. Expresién de antigenc de RSV en células del cultivo M®P

Ctro crterio para momnitorear la persistencia del RSV en los macrdfagos, fue la
cterminacion de expresion de antigeno viral v el porcentaje de células infectadas a través de
incidn de inmuncperoxidasa utilizando un anticuerpo policlonal anti-RSV y un segundo
nticuerpo acoplado a peroxidasa. Esta tincion se llevd a cabo como sistema de monitoreo
ealizéndolo previo a cada ensayo tanto del estudio de la actividad fagocitica como de la
voduceién las citocinas pro-inflamatorias. Se analizaron diferentes pases del cultive RSV
ersistente (M®P) a lo largo de tode el estudio a partir del pase 12 hasta el pase 30,
bteniéndose un porcentaje constante de células infectadas. Como control negative se
tilizaron células sin infectar (figura 2C). Los resultados reflejan la obtencién de un cultivo
cterogéneo donde existe un porcentaje de células infectadas de aproximadamente un 75 a 30
o (figura 2 A y B).

Una vez comprobada la persistencia viral en los macréfagos persistentemente
nfectados con RSV, se determind una serie de actividades dispensables para el macréfage con
a finalidad de evaluar el efecto de la persistencia del RSV sobre estas células. Las actividades
nalizadas fueron:

a} Actividad fagecitica.
by Expresion de receptores Fey

¢) Produccidn extracelular de citocinas pro inflamatorias incluyende: IL-15. IL-6 v
TNF-ct.

dy Lxmesion de Tas moléeulas elase Iy 11 del MHC.
¢) Presentacion de antigeno

Ln todas las determunaciones, ¢l comportamiente de las células persisientes se
cotnpard con el de los macidlagos sun infeclar.

2. ACTIVIDAD FAGOCITICA

2 1 Determinacion de la actividad fagocitica mediada por receptores Fey en ios MdbP

Para Ta deternnnacion de este parametro se wealizaon 4 ensayos con un total de 8 pascs
fel cultive poristente a lagocitosis de eritrocitos opsontzados con ledi lue cuantificada
nidicndo T actividad de pseudoperoxidasa de la hemoglobina por medio de un ensayo
solormmético. Despuds de disponer lus eélulas en los pozos v despuds de realizar cada ensayo,
s determime Ta concentracion de proteinas (mg/inl) por ¢l método de Bradford anahzando un
voro de cada pase del cultivo de MaP s de edlatas M para conflirmar que 1o cantdad edhalas
fueran Las musimas on todos Tos pozos despuds de dos Lavados realizades dusnte T mecheron de

L actnbad faroomen Tos datos tucian expresados comoe porcentafe de fagocttoss definda



Figura 2. Expresion de proteinas virales en los macrofagos persistentemente
infectados con R3V. Células de M®P y M fucron fijadas y tratadas con ant-RSV
y la reaccion antigeno anticuerpo fue revelada usando un conjugado de peroxidasa
como segundo anticuerpo. (A y B). MOP v (C) M®, Barra 50 pnm.



omo se menciond en material ¥y métodos. En la figura 3 se muesira un experimento
eprescntativo de los cuatre que se llevaron a cabe deonde se observa que los macrofagos
ersistentemente infectados mostraron una actividad fagocitica significativamente mas zlta
Jue las células no infectadas (P<0 004). El porcentaje de incremento al comparar los
nacrofagos persistentes y las células sin infectar resulté en un 460 % mas alto.

700 ~ m Mo
N 600 “' [ MODP pases
?_\O, 18 23

o 900

L

S 400 -

(o))

=

- 300 S

S

< 200 J

0

<

100 4

0

Poblaciones de Macrofagos
Figura 3. La persistencia del RSV en macréfages incrementa su actividad
fagocitica mediada por receptores Fcy Los valores en la ordenada corresponden al
porcentaje de actividad fagocitica La barra oscura representa las células sin infectar
Las barras cluras representan distintos pases de las células M®P (<0 004). Los
niimeros dentro de cada barra correspenden al niimero de pase analizado  Expenmento
representativo de cuatre experinentos independientes



2.2. Determinacion de la expresion de receptores FoyRIFeyRIll en la superficie de
los MOP y M@

Con la finalidad de determinar si el aumento observado en la fagocitosis especifica del
cultivo M®FP estaba dado por un incremento en los FeyR, se cuantificaron los receptores
FeyRIVHI expresados en la superficie de los macrofagos a través de citometria de flujo,
utilizando un anticuerpo monoclonal de rata marcado con FITC. Se realizaron tres
experimentos con un total de 9 pases del cultivo RSV persistente. Como se muestra en la
figura 4, se observé un incremento en la expresién de los receptores Fey en la superficie de los
M®P cuando se comparé con los macréfagos sin infectar (M®). El incremento fluctud entre
un 7] y un 171 % y fue estadisticamente significativo (P=0 3).
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Figura 4 La persistencia del RSV en macréfagos incrementa significativamente la expresidn
de receplores FoyRII en la membrana de los macréfagos Delenmmacion mediante citomel ia
de Mugo utihzando un anticuerpo monoclonal e rata marcado con U Los histogramas rellenos
eorresponden a los mactolagos sionfectn v los istogramas clatos 1 los diferentes pases analirados
del culive RSV pasistente Ton ntmeros en jos recuadios cotespontden al nimero de cada
expenimento realizado £7-0 03



3. PRODUCCION DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS

3.1.1L-18

La produccion extracelular de la IL-1 B se determiné en los sobrenadantes de los cultivos
M@P y M® mediante ensayos de ELISA de captura. En la figura 5 se muestra un experimento
representatuvo de tres expenmentes realizados. La concentracion de 1L-1 B expresada en pg/mi
fue determinada ep diferentes pases del cultivo persisiente. Los resultados de esta
determinacién revelan un incremento significative en la concentracion IL-1 § producida por

los M¢P cuando se compard con la produccién de los Mo El incremento varid entre un 30 a
un 100 % (P=001).
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Poblaciones de Macrofagos

Figura 5 Incremento en la produccién de la {L-1/) por efecto de la persistencia del RSV
en los macrofagos M&P  Sohrenadantes libres de celuias de pases de M®P o de celulas MO
lieron recolectados despues de 24 hoas de incubacion v la concenttacdn de 11-1f fue
deternunada come se desenbio en matenial vy métodos La coneentracién de -1 (e caleulada
de una curva estandar ebtemda con 11213 recambimante murma Baas oscuras (M), banas
clavas (Pases de celulas MDY Los datos sepresentan ¢f promedio de tres detenmnaciones
(7 4ty Los numeros dentio de las haas sepresentan e nmero de pase del cidnve MP
anabizados en cada cosava Tos datos conrespontden o un experimento representative de custio
expronpentos ndependientes



3.2 IL-6

La determinacién de esta interleucina en los sobrenadantes de las células infectadas se
realizé mediante ensayos de ELISA de captura utilizando dos anbcuerpos monoclonales. Los
resultados de estos ensayos revelan un incremento significativo en la concentracion (ng/ml) de
[L-6 producida por los MoP con respecto a los M. Los datos mostrados en la figura 6
muestran los valores en D O correspondientes a un experimento representativo de los 3
ensayos realizados. Los valores obtenidos en cada ensayo corresponden al promedio de af
menos 3 determinaciones para cada muestra. El incremento varid de un 87 % a un 140 % en
los diferentes pases estudiados (P=0.0717).
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Poblaciones de Macrofagos

Figura 6. Incremento en la produccién de la [L-6 (ng/mi} en los
sobrenadantes de macrdfagos persistentemente infectados con RSV
Determinacion por cnsayos de FLISA de captura [as barcas oscwas
representan eéluias smomfectar Las barras claras iepresentan diferentes pases
de MDP anabizados Lo nimeros denno de cada bama conesponden o
diferente numere de pase. Los datos mostiados conesponden & un ensayoe
representativo de tes experimentos independientes (£-60.0/7)



3.3. TNF-«

La actividad del TNF-o en los sobrenadarites de los M®P fue determinada a través de
ensayos de citotoxicidad en céiulas L.929 en presencia de actinomicina D. Los resultados
reflejan una disminucion en la actividad del TNF-a en los M®P con respecto a los macréfagos
sin infectar En la figura 7 se muestran los datos correspondientes a un experimento
representativo de 6 experimentos. La disminucion varié entre un 70% y un 250 % entre los
pases analizados. El efecto de disminucidn fue estadisticamente significative (P=0 02}
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Figura 7. Bisminucién en la actridad citotoxica del TNF-u én fos
sobrenadantes de los macréfagos persistentemente Infectados
con el RSV, La actividad del INF-a e deternmnada usando células
LO29 en presenca de actmenicina 1) Las batras oscuras conesponden a
los  sobrenndantes de los M@ Las burras claras epresentan los
sobrenadantes  de los M<DP O Lo pumeros dentie de cada bana
cottesponden al namero de pase analizada (1 102)



i ESTABLECIMIENTG DE LA PERSISTENCIA DEL RSV EN MACROFAGOS
CULTIVO NUEVQ)

Debido a que el cultivo previamente establecido se perdié durante el traslado a Londres
londe se habia planeado realizar los experimentos que se describen a continuacion, fue
1ecesario establecer nuevamente el cultivo de macrdfagos persistentemente infectados con
RSV Se utifizd la linea celular P388D1 obtenida de ECACC y se infectd con lz cepa RSV
~ong del laboratorio de] Dr. Openshaw de acuerdo a las condicicnes reportadas por Sarmiento
tal. (Sarmiento R er al. 2001).

+.1 Establecimiento y monitoreo de la infeccion persistente en macréfagos

La persistencia del RSV en macrofagos (P388D1Per) fue establecida al subcultivar las
¢lulas que scbrevivieron después de infectar las células P388D1 con el RSV a uma
nultiplicidad de infeccién de 1.0. Sin embargo el porcentaje de células posttivas fue bajo
alrededor de un 10 %). Con la finalidad de reducir la poblacion de células sin infectar dentro
fel cultivo persistente, las células del pase nimero 3, fueron super infectadas a una m.o.1. de
>.0, esperando gue las células no infectadas no sobrevivieran a la infeccién de alta
nultiplicidad. No obstante que se observé una alta muerte celular (aproximadamente un 80%),
1l porcentaje de células persistentemente infectadas continué bajo (15 %). La siguiente
sirategia utilizada para incrementar el porcentaje de células infectadas fue la seleccién
ositiva de células infectadas mediante el uso de un anticuerpo policlonal anti-RSV biotinilado
/ microesferas magnéticas acopladas a biotina anticuerpos v una columna en presencia de un
ampo magnetico. Después de [a seleccion el porcentaje se incrementd hasta un 40 % {(figura
7:3

La persistencia viral fuc confirmada por la produccién continua de virus infeccioso
Xtracelular y por la expresién de antigeno viral en las células. Aunque el titulo de virus
xtracelular (figura 84) no fue significativamente diferente del producido cn el cultivo
nteriormente estabiceido. un menor porcentaje de céiulas positivas (10-16 % vs 40-80 %
espectivamente) fue observado en los pases miciales del cultivo, De los macréfagos
ositivamente scleccionados se obtuve un cultive con mayor porcentaje de células que
xpresan antigeno viral (~30-40%). La concentracién de virus extracclular tambicn varié,
nerementindose de 1-3.6 x 10" PFU/mi hasta una concentracion de 1-2.3 X 107 PFU/m
lespucs de la seleceién positiva (figura 8B). Es importante mencional que aunque previo a la
cparacién se observd un porcentaje pequetio de células infectadas con RSV, estas céiulas
stuvieron presentes on todos los pases. mostrando que ia infeecion viral pucde peumanecer a
ravés de los pases. Los pases del 24 al 30 fueron utilizados para reahyar las postcriores
leterminacioncs.
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Figura 8. Produccién de virus infeccioso y expresion de antigeno de RSV de
los P388D1Per A. sobrenadantes de diferentes pases del cultive P288D1Per fueron
anzlizados para determinar [a presencia de virus infeccioso por ensayos de placa. B,
macréfagos  persistentemente  infectados con RSV (P388D1Per); macréfagos no
infectados (P388D1) y macréfagos infectados con RSV 48 horas antes del ensayo
(P388D14) fueron teiidos con anticuerpos monoclonales anti-RSV conjugados con
FITC y analizades por citometria de flujo.

10"



5. PRESENTACIGN DE ANTIGENO

5.1 Expresidn de las moléculas del MHC en la superficie de los macrofagos
persistentemente infectados con RSV

Debido a la importancia del macrofago come célula presentadora de antigeno, se
determind la expresion de las moléculas clase T y II del MHC en la superficie de los
macrofagos persistentemente infectados con el RSV (P388D1Per) mediante ensayos de
citometria de flujo

Con la finalidad de estudiar si la persistencia de]l RSV en los macrofagos era capaz de
inducir 1a expresion de las moléculas clase II del MHC, se determind la expresidn de estas
moléculas en la superficie de los macréfagos persistentemente infectados con RSV. Las
moléculas clase II del MHC no se expresaron en las poblaciones de macréfagos analizadas
como puede observarse en la figura 9. Solo en el histograma correspondiente a las células A20
usadas como contro! pesitiva se observa un claro desplazamienta,

o P388D1
o / P388D1Per
P388D1A
AZ0
vl
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e
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Expresion de MHC 1|

Figura 9 — La persistencia del RSV en los macréfagos no induce la
expresidn de las moléculas del MHC Il La expresion en supetficic de las
difetentes poblaciones de maciofagos analizadas fue determinada mediante
crtemenfa  de flyo  usando  un anticueipo mAb  ann-l-AY

P388D 12 - macidlazos persistentemente nlectados con RSV,
PISBD IA=macrdfagos mlcctados en forma aguda con RSV aunam o1 de 30
durante 24 horas, P38 = macrdlagos no infectados Los datos mostados

SO Lepreseniaiivos de tres experimentos sunilares
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Respecto a la expresion de las moléculas del MHC I, la figura 10 muestra los valores
medios de intensidad de flucrescencia obtenidos en las determinaciones de los tres diferentes
alelos de MHC 1 con los cultivos P388D1, P38RD1Per y P388D1 4. Como puede observarse,
la expresién de los alelos K¢ y DY en los macréfagos persistentemente infectados fue
significativamente mas alta que en los macrofagos no infectados (P<005), en cambio la
expresién dei alelo LY pricticamente no cambié. Un comportamiento similar se observé
cuando se analizaron las células infectadas en forma aguda en comparacion a las células no
infectadas. El valor de la intensidad de fluorescencia que se obtuvo cuando las ¢élulas se
tifieron con el anticuerpo usado como control de isotipo fue de aproximadamente 15. Las
células P815 fueron usadas como control positivo de expresién de estas moléculas {figura
10). La misma tendencia de incremento se obtuve cuando se hicieron ensayos precliminares
con el cultivo de macrdfagos persistentes (MOP).
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Figura 10 - La persistencia del RSV
incrementa la expresion de las moléculas de
MHC | en la superficie de los macréfagos
persistentemente infectados con RSV A, la
expresian en superficie de los alelos K, DY v [
e los  macidlagos  fueron  determmados  por
citometria de flujo usando diferentes anticucrpos

monoclonales.  P388D1= macréfagos  no
mfectados. P388D1 Per= macrofages
persistentemente nfectados  con RSV y

P38 4= macréfagos nfectados  en forma
aguda con RSV a uea mo de 30 durante 24
hotas antes del ensayo » - P<0.05 entie los
cultivos P38 Per o PIREDIAL compaados con
P38S0DI, B, las céhulas PRIS fieron usadas como
contral positivo de expresion de estas moléeulas,
Los datos mostiados son representativos de
cualto expenmentos smulates



5.2. El efecto de la persistencia del RSV sobre los macrofagos para presentar
antigeno viral a CTLs virus especificas

Para investigar la habilidad de P388D1Per para procesar v presentar antigeno de RSV
en moleéculas MHC I, se determind el porcentaje de lisis especifica usando CTLs RSV-
especiiicas. Como se muestrz en la figura 11, las células P333D1Per fueron lisadas por las
CTls RSV-cspecificas tan efectivamente como las células infectadas en forma aguda con el
RSV (P388D14), sugiriendo que la persistencia del RSV en los macréfagos no alterd la
capacidad para presentar v procesar antigenos de RSV a células CTL RSV-especificas.
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Figura 11 - Presentacion de antigenc de RSV por macrdfagos
persistentemente infectados con RSV, Las células efecroras de ratones
micetados  con 1VV-M2  hsaron  eficientemente a los  macréfagos
persistentemente nfectados con RSV {Q), a les macréfagos infectados en
forma aguda (M), pero no a las células sin mfectar (#) Los datos son
representativos de cuatto experimentos eon resultados sinularcs

5.3. Efecto de la persistencia de RSV en macréfagos para presentar antigeno de una
nfeccion viral secundana

Como se deduce de los ensayos anteriones, la capacidad de los P388DIPer para
procesar y presentar antigeno de RSV en o contexto del MIIC 1 no se vio alterada S
embargo. la habilidad de esta poblacion para preseatar antigeno proveniente de una infeceion
vual seeundari podin ser timbadn explorada Par tal proposito, < considetd prumeramente
co-infectm a oy PISSDE/er con el virus de mfluenya La presencia del virus de imfluensn fue
detectada mediante una tneidn inhacelubin usando un anticueipo monoclonal duteido contra
Ly proteinag NP del vuus de mtluensa Ademas, se detenming simmultineamente Ly presenci



intracelular de antigenos de RSV. La figura 12 muestra que la poblacion de P388D1Per fue
susceptible a la co-infeccion cen el virus de influenza, aunque en menor porcentzje que los

P388D1, siendo aproximadamente un 50 % v un 83% respectivamente el porcentaje de células
influenza-positivas.
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Figura 12 — La poblacién de macréfagos persistentemente infectados con
RSV son susceptibles a la co-infeccion con el virus de Influenza. P388D1 y
P34ED 1 Per fucron infectados o co-nfectados con el vitus de Influcnza A/X31 per 90
minutos en medie hbre de sucto Las células fueren fjjadas a las 9 horas post-
infece1én, petmeabilizadas y sometidas a una doble tincién para delectar antigenos de
RSV ¢ Influenza (NP) y anzhzadas por citometria de flujo Bl porcentaje de células es
indicade en cada cuadrante Los dales son respresentativos de cuatro expetimentos
sinnlares

Una ver determinada la suseeptibilidad de Tos macrdfagos a laomfeceién por el virus de
mtluenza, s¢ procedio a determinar s1la persistencia del RSV comprometia la capacidad del
mact¢iiigos para procesar v presentan antigeno proveniente de una infecaidn viral secundana.
La estiategia expermmental consistid en peserar células CTLs mfluenza (IFu) especificas y
usarlas como eélulas efectoras contia eéhulas blanco ilectadas con el virus de influenza I'nia
frura F3A se muestia ¢l poreentine de hisis espeoifica para cudat edlula blancee Se observa gue



2| porcentaje de lisis por CTLs-Influenza especificas al reconocer antigeno de Influenzz en
P388D1Per fue menor que la observada para los P388D1 infectados con el misme virus
figura 134). Simulténeamente, se deiermind también la capacidad de las células para
presentar péptido viral previamente procesado. Para lo anterior, se sensibilizaron las células
P388D1, P388D1Per y P815 con un péptido antigénico derivado de la proteina NP de
nfluenza el cual es presentade vy reconocido por CTLs Influenza-especificas (Townsend 4 et af
1984). Como se muestra en la_figura 1358, los tres tipos de células blanco fueron eficientemente
isadas por CTLs-Fiu especificas cuando se cargaron con el péptido exdgeno de influenza.
Estos resuitados indican que la habilidad de los macréfagos persistentemente infectados con
RSV para presentar antigeno previamente procesado (péptide de influenza) no se vié
comprometida. Sin embargo, con respecto a ia disminucién en el procesamiento de antigenos
del virus influenza, se sugiere que el decremento observado se deba a un menor grado de
nfeccidén o de expresion de proteinas del virus de influenza durante ia co-infeccién.
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Figura 13 — Presentacion de antigenos de Influenza por células P388D1 vy
P388D1Per a células CTLs Flu-especificas. Células T clectoras obtenidas de catones
mfectados intranasalmente con vius de influenza cepa A/X31. A, Células blance infectadas
90 minutos con vius de Influenza B, Células blanco sensibilizadas toda la noche con el
péptido NF de influenza P383D1 (@), P388DI1Per (O) y P15 (A). El % de lisis espeeifica
corresponde a la hsis de las cdlulas infectadas o sensibihizadas con antiseno de wibluenza
menos ¢l % de lisis de las células smonfectar. Los dates son representativos de cuatro
CXPCrIMEntos simlares



DISCUSION

Entender la respuesta inmune a la infeccién por RSV es uno de los principales objetivos
en el estudio de este virus. Deniro de la respuesta inmune, asi como en los mecanismos
inmunopatoldgicos de la infeccion por el RSV destaca la participacién del macrdfago. Los
macrofages alveolares contribuyen a la respuesta inmune mediada por células durante [a
infeccion por RSV a través de la presentacidn de antigeno y de la secrecién de algunas citocinas
tanto en modelos de ratdn (Franke-Ullman G et al 1995} como de humanos (Midulla F et af 1989). La
alleracitn en estas actividades del macrofago contribuyen a los cuadros inflamatorios {Becker S e
al 1991} y de huperreactividad broaquial observados en la infeccién por este virus (Schwar=e /. e af
1999q). Las frecuentes reinfecciones que caractenizan a la infeccion con el RSV v a las cuales se
atribuye la hiperreactividad bronguial, asi como los cuadros de bronguatis crépica y las secuelas
de asma desarrolladas después de cuadros de bronquiolitis aguda, son algunas de las evidencias
para proponer que la persistencia por RSV se presenta en humanos.

En el presente trabajo se utilizé un modelo de persistencia in vitro para investigar si la
continua presencia del RSV en estas células altera algunas de sus propiedades bioldgicas
mvolucradas en la respuesta inmune. Los resultados obtenidos nos permiten discutir su posible
participacion en los procesos inmunopatoldgicos en la infeccién por este virus.

Para confirmar lz persistencia del RSV en e cultivo de macrofagos. se determind la
presencia de antigeno viral por inmuneperoxidasa, lo que demostrd que aproximadamente un 75
a 80% de la poblacion total de células expresé antigenos del RSV. Con el mismo propdsito de
confirmar la persisiencia pero desde ¢l punto de vista gendmico, se amplificé una region del gen
que codifica para la proteina N, ¢l cual €5 un gen altamente conscrvado no s6lo on este virus sino
en los pncumovius en general (Johnson P et al 1989, Buwr J et al 1997). En todas los pases
anahizados se encontrd la banda de 278 pb correspondiente a la regién amplificada. Bl mecanismo
a través def cual ef virus logra persistir en este cultivo se desconoce, sin embargo probablemente
se trata de un cultivo acattcador, en el cuad un ndmero de células es infectado por el virus v la
produccion viral de estas mfecta a las ¢élulas sanas dentro del mismo cullivo (Ahmed R 1926} 0
bien ¢l virus probablemente permancrea en ¢l eitoplasma (donde leva a cabo su ciclo replicativo)
y durame las divisiones célularcs, los viriones scan pasados a las células hijas. Aunque no se
descarta que L manera en la que la persisiencia del R§V se mantiens cn el eultivo de macrétagas
pudicra ser una mevela de los dos mecanismos emncionados

Una ver confirmada ia presencia del RSV en los maciofagos, se estudié el efecto de la
persislencia sobre alpunas de las actividades de ostas eélulas Al analiar L actividad fagocinea
mediada por receptores ey o especilica, observamoes un meremento significatve en lay células
del cultivo persistente ¢l cual resultd hasta en un 460 % mas alto con respecta a las eélulas sin
mifcetar B meremento ohservado sugind gue el electo podifa estar influenciade por una sabre-
expresion de Tos reeeptores Foy e lag celutas mlectadas persistente mente con REV ] Lo cund s
estudio al determmar B expresidn de los PeyRIZRIE on I superfione de Jos nierdlagos Ml
Pos resultados demupestom un ineremento que vt entie un 7S5y un 171 9 sepiin el pase del



cultivo M®P analizado. Los porcentajes de incremento enire la actividad fagocitica v la
expresion de receptores no coinciden, lo que sugiere que la sobre-expresién de receptores
contribuye al aumento de la actividad fagocitica pero que pudiera no ser ¢l tnico factor
involucrado. Sin embargo, cabe sefialar que en este trabajo, las determinaciones de Ja actividad
fagocitica y expresion de receptores no fueron reahzados en forma simultinea por lo que
tampoco se descarta que la discrepancia esté dada por ser diferentes experimentos.

Nuestros resultados ceineiden con los reportados con Olchowy T. v colaboradores donde
utifizande macréfagos alveolares de terneras infectadas con RSV bovino (BRSV, estrechamente
relacionado al RSV humano) determinaron la actividad fagocitica, utilizando eritrocitos de
carnero opsomzados con IgG especifica y marcados con *'Cr. Las resultados reportados por los
autores son muy variables, sin embargo el incrementc que ellos observan es sigaificative y
fluctud entre un 67 % v un 830 %. Sugleren que este incremento también esté relacionade con el
aumento en la actividad de unién de los receptores Fe, el cual varié entre un 51% y un 76 %, lo
cual similarmente & nuestros datos no coincide con el alto porcentaje de incremento observado en
la fagocitosis (Qlchewy T et el 1994},

Dentro de la respuesta inmune inflamatonia inducida por la infeccién por RSV, destaca el
papel tanto del TNF-a, IL-6 ¢ IL-1P Se ha sugerido que ¢l TNF-o puede tener un papel durante
la infeccion por RSV, ya sea limitando la infeccién por el virus o mediante la moduiacion de la
respuesta inflamatoria al RSV en el pulmon. En el presente trabajo, esta proteina se determiné
por su actividad citotéxica sobre células L929 v la posibilidad de que el efecto citopatico del
RSV presente en los sobrenadantes del cultive persistente interfiriera en el ensayo, se descartd al
exponer las células 1.929 a altas concentraciones de virus (10° TCIDso/ml) inactivado ¥ ne
inactivado con luz U.V. Los resultados obtenidos demoestraron que el RSV per se no tiene efecto
citotdxico sobre la linea celular L929, por lo tanto consideramos que la citotoxicidad observada
se debid exclusivaments al efecto del TNF-w sobre los fibroblastos Nucstros resultados
demuestran que la persistencia del RSV origing una disminucion de la actividad citotdxica del
TNF-o encontrada cn los sobrenadantes del cultivo El porcentaje de disrmnucion varién entre un
08 % y un 250 % en los datos reportados stos 1esultados dificren de los obtenidos en modelos
de infeccién aguda con RSV, donde se observa un incremento en la actividad citotéxica de esta
proteina despuds de infectar macrdfagos alveolares con el virus. (Becker § er ol 1991, Franke G et af
1994, Franke ¢ cr ol 1993}, Nuestros resultados pudicran analizarse dentro del contexto de estudios
in vitro donde ha demostrado que la incubacion de eélulas mononucleares de sangre perifénca
con la proteina G del RSV, suprime la actividad del TNT-o0 (Komg 5 e ol 1996) Este hecho
pudicra atbuiisele a la union dirceta del 'NF-w con la proteina G interfinendo asi con las
funciones apoptéticas y antivirales del TNF- Esta mterpretacion se basa en que existe una
homologia entic un subdeminio del recepter de $5hDa para ol TNE (ITNE1) con una region de ia
proteing G {fangdyk 7 ot of 1998) ¥ et gue este subdomimo del receptor cs importante para la
umon del TNEF ya que se ha demosirado que el uso de anticuerpes ant-subdonumo bloguea la
muerte celulur por INVewo (Fheene € o ot 1997) Cabe mencionar que ¢l mecanismo de
interferenca de Yo actividad del TNF-w por proteinas virales homaologas al receptor de esta
ciocm ha stdo reportade paa oros visus (Swuh € orul 1993, Sheledhanoe S ot o 1993 Soneh O ot af
1996) La pelevancia de nuestios resultados pudien estar apoyada por fos estudios heches en
ratenes mifectadas con RSV os cuales senaban que el blogueo del TN -comediante antieuerpos
especilicos, ongmi una exacerbacion durante ¢l curso de Taenfermedad mduerda por el virs,



esujtando en vna mayor pérdida de peso y una recuperacién mas lenta (Neuz K et ol 1996), de tal
nanera que una disminucion de esta citocina podria contrinuir a la inmuniopatologia del RSV.

La produccion de la IL-6 e [L-1f en nuestro modelo de persistencia se vi6 incrementada.
.0s resultados obtenidos en este estudio indican que la persistencia del RSV en los macrofagos
nduce un aumento en ta produccion IL-1[ el cual varié entreun 30 % y un 100 % y de un 87 % a
n 137 % para la [L-6. De acuerdo a estos datos, sc podria especular que esta continua
roduccién de citocinas durante la infeccion persistente por RSV, podria estar relacionada con los
uadros inflamatorios crénicos presentes en pacientes infectados con el virus. Cabe sefialar que
uestros resultados coinciden con los obtenidos en infeccidn aguda en macréfagos alveolares
Becker S et al 1991, Panuska J et al 1992, Franke G et al 1995) y en monocitos de sangre periférica
Roberts N £ al 1986). Aunque los niveles de incremente varian segin el modelo utilizado para el
studio de estas citocinas. Nuestro datos podrian relacionarse

Debido a la pérdida del cultivo persistente (M®P) utilizado en los experimentos
nteriores, las determinaciones posteriores se llevaron a cabo con un nuevo cultivo (P388D1Per),
1 cual fue establecido de acuerdo a las condiciones reportadas previamente (Sarmiento R. et ol
091). Sin embargo, en esta gcasion se utilizé la Hnea celular proveniente directarnente de la
“oleccion europea de cullivos celulares animales (ECACC), donde la poblacién celular en
uspensién fue de aproximadamente un 40 %, esta caracteristica se habia perdide a través de los
ases en el cultivo anterior En la linea celular P388D1 del cultivo anterior aproximadamente un
% de la poblacién celular se encontré en suspensidn. Este es importante sefialarlo porque al
stablecer la persisiencia del virus en el cultivo P388D1 Per, observamos un porcentaje menor de
¢lulas infectadas (29-40%) comparado con el cultivo anterior M®P (75-80%), lo cual podria
leberse a la prescncia de las células no adherentes o menos diferenciadas, las cuales son menos
usceptibles a la infeccion por RSV (Midullu F et al 1989, Gunenez H 1989). La persistencia del
SV en este cultive fue confirmada meduante la cxpresién de antigene v produccién de virus
xtracelular [a cantidad de virus producido. asi como la mtensidad de antigeno expresado en las
¢lulas infectadas de P388D1 Per fue similar a lo observado en M®P, lo que ademés de confirmar
a capacidad del wvirus para permancecr en ¢l cultivo de macréfagos. también demuestra que el
nodele de persistencia wtilizado es reproducible

Otra de las actividades del macrofago considerada en este trabago fue ¢f estudio del
rocesamicnto y presentacion de antigeno a través de las moléeulas del complejo principal de
nstocompatibilidad Respeto al estudio de la expresién de moléeulas clase [, los datos oblenidos
lemostraren que la nfeccion persistente del RSV en ¢l cultivo de macerdfagos incrementd la
xpresion de los alelos Koy 13 de las moldéenlas clase Tdel MEC. peto no alterd significativamente
a expresion del alelo o Resultados sinulares se reportan por Garofalo R. y cols. utilizando
Chulas epitehales de ongen humano (A349) iafectadas en forma apuda (48 h) con ¢ RSV Los
wilores attibuyen eseneremento a la aceion autdctina del IFN-f ¢ {L-Ta bberados por las eélulas
nlectadas con b vaus (Guwofada B oo af 1996) Dwnante b estudio del efecto de la infeccion
wersistente det RSV <obie i oxpresion de las molcéeulas METC L se observd gue la persistencia
el RSV nooindujo suespresion en supateie Smoembaigo no se descanta que el RSV no
MOIMLUCYA S CAPICSION. Ya olios tepottes demuestean que Lo mleecion por RSV en maciofagos
dveolares puede mducn Lo oxprosion de las moleculas MUC T1 (Favnde 7oer of 1992 ¥ la
presion dealeunas ottas protemes mnoluctadas en el procesinuento de antigeno como



API/LMPZ/LMP7 en células epiteliales, cuyos genes se encuentran dentre de la regién que
odifica para las moiéculas MHC I (Jamaluddm M. er af 2007). Probablemente para determinar la
nduccion de estas molécuias por efecto del RSV en el modelo de persistencia seria necesario
eterminar su expresion con téenicas mas sensibles como un northem blot o un PCR cuantitativo.

Tras la determinacion de las moléceulas clase I del MHC en los macréfagos, se analizé la
apacidad de las células persistentemente infectadas con RSV para presentar antigeno viral.
‘rimeramente se estudio la capacidad de los macrdfagos para procesar y presentar antigeno de
XSV a céluias CTL RSV-especificas Los resultados demostraron que la persistencia del RSV no
ltera el procesamiento ni presentacion de antigeno proveniente de! virus persistente. El constante
rocesamiento y presentacidn de antigeno sugeridos por nuestros resultados permite especular
obre su asociacion con los mecanismos immunopatolégicos originados por la infeccion de RSV:
jor upa parte, una excesiva respuesta de células T citotoxicas centribuiria a la patologia del
ulmoén al ocasionar un mayor dafie tisular (Cannon M et ol 1988, Grakam B et ol 1991). Por otro
arte, datos recientes obtenido en un modelo de infeccién primaria en ratén, sugieren que la
ersistencia del RSV o de antigeno del virus podria estar involucrada en la persxstenc:a de células
[ CD8" de memoria en el tejido alveolar del pulmén y que estas células T CD8" pierden su
wiividad citotdxica después de prolongados tiempo de infeccidn (Osiler T er al 2001) Lo anterior
odria asociarse a los proceses inflamatorios crénicos y de hiperrespuesta en las vias respiratorias
scasionados por la infeccién por RSV, ya que se propene que las células T CD8" no citotdxicas
sroductoras de IL-5 (Schwarze J er o/ 1999) contribuyen al reclutamiento de eosindfiles dando
-omo conseuencia los cuadros de inflamacion mencionados (Hamelmann E et al 1996, Schwarze J et
il 19995).

Dentro del efecto de la persistencia del RSV sobre el procesamiento y presentacion de
intigeno viral, se contempld también investigar st la persistencia por RSV nterferfa con la
sresentacion de antigenos dertvados de otro virus. Para determinar lo anterior, las células del
ultivo persistente se co-infectaron con el virns de wflucnza & se pulsaron con un péptido de la
oroteina NP (NPi47.55) del virus, el cual sc ha reportado come el péptido inmunodominante del
virus de influcnza (Towmsend 4 er of 1984) Las células fucron co-culiivadas con cdlulas CTLs
nfluenza-cspecificas. Nuestros resultados demuestran que la presentacién de antigeno NPyazss
péptido previamente procesade) no se vid alterada en las oélulzs persistentemente infectadas con
2l RSV Sin embargo, al anahizar la capacidad de los macrofagos RSV-persistentes para procesar
y presentar antigeno proveniente de la infeceién del virus de influcnza, sc obscrvé una
lisminucion de aproximadamente un 5¢ % cn la hsis especifica de las células co-infectadas con
mmbos virus  [sta disminucién en ¢l procesamicnto y presentacion de antigeno podria cstar
relacionada con la disminueidn observada en la expresion de las proteinas del virus de nfluenza
0 los macrGfsgos REV-persistentes, Ta cual fue tambicn de un 30 % aproximadamente La
sxpresion de las proteinas de inllucnsa en las eélulas pesistentemente mfectadas con o} RSV fue
onitereada mediante deteecion de la proteing NP, 1a cuad contiene ¢l péptude inmuncdominante
que reconocen las edlulas CTL infloensa-espeificas BE mecanismo  responsable de esta
disminueion en la sintesis de proteinas se descanece peto os prebable que ol electo pueda deberse
1 una competencnt a nivel de L sintesis de prowcings entie ambos vitus como se epoita en oltos
wrabajos (Sheyols Af et el 2000% o ien ol clecto del TFN tpo 1 el cuad puede erereer su acthividad
ntivnal al mdoerr [ expresion de las protemas M va que se sabe que en el modelo munmoe es fa
profeing MxD producidi en ndeleo. Lo gue inhibe o bloguea Ly sintesis del RNA Jel vious de
mdlucnza (Hornherac V1993



En resumern, nuestros resultados sugieren que la persistencia de RSV podria relacionarse
on tos cuadros de bronquitis erdnica, donde pudieran estar contribuyendo {a IL-1 e [L-6. A su
ez, la disminucién del TNF-o podria contribuir a la exacerbacién de los cuadros de la
nfermedad. Por otro lado, la constante presentacién de antigenc de RSV a células T CD8+
specificas podria contribuir tanto al dafio histolégico en el pulmén de organismos infectados con
]l RSV como a las secuelas de asma observadas en pacientes infectados con RSV en edades
empranas (Nicholson K et al 1993)

Dentro de las perspectivas de este trabajo, se contempla el estudio del efecto de la
ersistencia sobre la sintesis de algunas quimiocinas inflamatorias incluyendo la MIP-le, la cual
e ha relacicnado recientermente con cuadros severos de bronguiolitis (Garofuio R et af 2001} y
vatologia en el pulmon (Haeherle £ e uf 2001) después de la infeccién por RSV. Otro aspecto
onsiderade, es el estudio de las alteraciones en la actividad microbicida por efecto de la
ersistencia del virus ya que existe una estrecha asociacién entre la infeccién por RSV e
nfecciones bacterianas secundarias (Takela 4. et ol 1993) y ademds se ha demostrado gue una
nfeccion aguda por RSV en macréfagos modula su actividad bactericida (Raza N, et al. 2000).

Cabe sefialar que a pesar de las limitaciones de nuestro modelo experimental por tratarse
iel estudio de una sola estirpe celular, los resultados resultan muy nteresantes no solo por ser los
rimeros en relacionar los efectos de la persistencia del RSV con la respuesta inmune, sino
orque dan la pauta para considerar Ia respuesta inmune in vivo en un modelo de persistencia
odiera ser diferente que en una infeccidn aguda. Ademds, sugieren que los efectos de la
ersistencia por este virus podrian ser los responsable de algunos cuadros inmunopatoldgicos
vbservados en individuos infectados por el RSV. Dentro de este contexto. se considera como otra
erspectiva de este trabajo, estudiar la respuesta inmune contra el RSV en un modelo de
ersistencia i vivo usando ¢l modelo de raton. lo que ayudariz a entender de una manera mas
ercana la respuesta mnmune ¢ inmunopatolégica al RSV en humanos.



CONCLUSIONES

La persistencia del RSV alterd algunas de las funciones del macrdfago determinadas en
ste trabajo como: la actividad fagocitica, la expresion de receptores Fey, la produccion de IL-
B eIl-6, la actividad citotdxica del TNF-o y la expresién de moléculas del MHC clase 1. Sin
mbargo, se demostréd que la persistencia del RSV no tuvo efecto sobre Iz presentacion de
ntigeno en el contexto de moléculas clase I del MHC.

Por lo tanto, los datos obtenidos en este trabajo sugieren que en una infeccion
ersistente in vivo, los macréfagos pudieran estar contribuyendo a la patologia observada en
1UIMAanos.



APENDICE

"REPARACION DE SOLUCIONES

\GUA-DEPC
JEPC 0.1 ml
\gua destilada ¢.b.p. 100 ml

viezclar vigorosamente. Digjar incubando toda la noche a 37°C. Esterilizar por autoclave.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)

“loruro de sodio 8.0 gr
“loruro de potasio 0.Zgr
‘osfato dibasico de seodio 096 gr
“osfato monobésice de potasio 0.2¢r
Agua destilada ¢.b.p. 1000 ml

Se ajusta el pH a 7.4, Esterilizar por autoclave.

PBS (1L-6)

“loruro de sedio 8.0 gar
“osfato de sodie 1.16 gr
“osfato de potasic 0.2 ar
“loruro de potasio 02 gr

Agua destilada ¢.b.p. 1000 ml

5¢ ajusta el pH a 7.0 v se esteriliza por autoclave,

SOLUCION AMORTIGUADORA PARA ELISA DE CAPTURA (I1L-6)

3icarbonato de sodio 0.1M
Ajustar ¢l ptf 8.2

VERSENO

Clorwro de sodio 8.0
Clarure de calcio 0.4 gr
CDTA 02
[Tis-base 3.04 w
Agua destiladac b p 1000 ml

sterilivar por autoclave. Agicgar ¢ 1% de tnipsimay ostendzar por (ltacion (0 2210, Guarda
xn alicuotas a -20°C

SOLUCION DE ALSEVERS

Dextiona 205w
Clorure de sodio P
Citrato de sodio ALY
Acide citnico SIRRY,



\gua destilada ¢.b.p. 1000 1al
vjustar el pH a 6 2. Esterilizar por filtracién (0.22p). Guardar a 4°C.

OLUCION AMORTIGUADORA DEXTROSA-GELATINA-VERONAL (DGVB™)
jelatina 025 gr

darbital 0.23 gr
dextrosa i2Z5¢r
“lorure de sodic 21 er
lerare de calcio 1M 75 ul
lorure de magnesio 1M 250l
\gua desionizada c.b.p. 500 ml

! barbital {veronal) y la gelatina son disueltos en 250 m! de agua calentando, y después son
nezelados con los otros reactivos. Ajustar el pH 7.3. Esterilizar en autoclave. Guardar a 4°C.

SOLUCION AMORTIGUADGRA DE BORATOS (BBS)

\cido bdrico (0.2M) 6.18 gr
“loruro de sodio (0.15M) 438 gr
\gua desionizada ¢.b.p. 5006 ml

\justar el pH a 8.5. Esterilizar por autoclave.

VIEDIO RPMI
dedio RPMI 1640

Iepes 22ar
dicarbonato de sodio 22 g1
-Mercaptoetanol 1x10°°M

\gua destilada c.b.p, 1000 ml
\justar ¢l pH a 7.4. Esterilizar por filtracidn (0.22,.). Guardar a 4°C.

MEDIO RPMI/10
RPMI, suplementado con 10% de suero fetal bovino{Gibeo) inactivado(56 0./30 min.),

~glutamina (ZmM) y antibidticos (Sulfato de estreptomicina 100ug/ml, Pemicilina G 100
JI/ml).

IEDIO MEM

Aedio MEM

lepes 22ar

Jicarbonato desodio 22 gr

vgua desuladac b.p 1000 ml

\Justar el pll a7 4. Fstenhizar por filtracion (0 22p) Guardar a 4°C.

a5

VIEDIO MEM/10
MEMIL suplementado con 10% de sucio fetal bovino (Broexpor ny inactivadoe (360730

it ), antimicoucos (Nistaima 0 Tmg/ml) v antibiotices (Sulfato de estreptonnema 100pg/m.
entetivng G G Ul/mb
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Persistence of Respiratory Syncytial Virus in
Macrophages Alters Phagocytosis and Pro-inflammatory
Cytokine Production

ANTONIETA GUERRERO-PLATA,! ENRIQUE ORTEGA,? and BEATRIZ GOMEZ!

ABSTRACT

Functions of macrophage are known to be altered by acute infection with respiratory syn-
cytial virus (RSV). Hewever, it is unknown whether the persistent presence and expression
of the RSV genome have any effect on the functions of these cells. We used a murine
macrophage-like cell line (P388D,) persistently infected with RSV to determine: (i) phago-
cytic activity mediated by Fcy receptors, (i) expression of Fey receptors, and (iif) produc-
tion of TL-18, IL-6 and TNF-a. Viral persistence was found to increase phagocytosis, ex-
pression of Fey recepiors and the production of IL-18 and IL-6. In contrast the biological
activity of secreted TNF-ov decreased. In this study we give novel evidence that RSV persis-
tence alters the biological activities of macrophages.

INTRODUCTION

Rmvma\i(nw SYNCY DAL VIRUS (RSV) i considered a4 major cause of severe mfections of Jower 1espira-
tory tract 1 mfants and chikdren worldwiade, and may cause severe and even fatal lung disease m im-
munccompromned and elderly percons, Although in immunecompetent individuals RSV fection siimu-
lates a measurable anttbody response, these antibodies do not prevent einfection, which occurs multiple
times during hie (13) Atiempts 1o cotrelate resistance to rainfection with the Tevels of RSV antibody in
serum or hung lavage thad have yielded conflicting results (19). Moreover, a toomahn-inactivated RSV vac-
cine not only did ot induce protective immuntly, but the vaceinated group suflered a more severe discase
upon tofection by the virus (15,17,18) These observations suggest that defense mechanzsms other than a
humotal antibody 1esponse are necessary for contiolling the discase On lhe other hand, (he 1ole of cellu-
lar dedense mechiansms w the contal of wlecuon are stllt anelear (13,149

Vital pnimary repheatton tahes place m the upper respiratny tract, from where it apreads and reaches the
bronchioalyeolw regon. inducing mflammation o ternumal lroncioles and - alveoli, sites whete
mactophages constituge the Lireest populatien of defense ellector oells (10} £ vive, macrophuages may be
exposed (o RSV through mhalation of vial pacticles andder by viral teplication m epithehal cells (13), In-
lection ol ulveolar maciophases by RSV s Dikely, as studhies arviro and ey v have demonstaied that

Depactameno de Mirobrolara s Parastiolora Dacutt el de Mediogme und Dep gt de Tamaaalopa s
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wman (24) and murine (8) macrophages and even a macrophage-like cell Iine (32) is pernussive to RSV,
[he relevance on RSV wifection of macrophages for the pathogenesis of the disease is not known. How-
ver, 1t 18 noteworthy that RSV infection of mononuclear phagoeytes has sigmficant effects on these cells,
uch as an increased production of mediators with immunoregulatory acuvity (3,26,37), and a reduction in
hagocytosis (9).

RSV persistence in lymphod (2 and nenlymphoid (1,11,14,29) cell lines has been reported. Despite the
ecognition that viral infection of a cell can modulate the expression of cellular genes and therefore the
-e1l’s functions, the effect of RSV persistence on functions related to host defense mechamsms has not been
locumented. Therefore, we sought 1o determine if the persistence of the viral genome and its expression
-ould alter the biclogical functions of macrophages. In this paper, we report that the persistent infection by
RSV of a macrophage-like cell line modulates the phagocytic activity, the expression of FeyRs, and the
roduction of immunoregulatory molecules (IL-143, IL-6, and TNF-&).

MATERIALS AND METHODS

Viras. Respiratory syncytial virus Long stram (ATCC. VR-26). kindly provided by Dr. Michael Trudel
(Insutute Armand-Frappier, Montreal, Canada} was propagated in HEp-2 cells. Viral infectivity was deter-
mined on HEp-2 cells and expressed in TCIDsp/mL, as described by Payment and Trudel (28).

Cell lines. Dr. Aubrey Tingle (University of British Columbia, Vancouver, Canada) kindly provided the
macrophage-like cell Iine P388D, (ATCC TIB 63; hereafter Mdb). The M<D line was derived from a murine
lymphoma induced with methylchlorantrene and 18 considered as a mature macrophage (20) P388D, cells
persistently infected with RSV (hereafter M®P) were obtasned and characterized m our laboratory
(Sarmiento R. and Gémez B., submtted) by infection of P388D, cells with RSV at a m.o.1. of 1 0 and sub-
culturing the surviving cells by spliting | 2 approximately twice a week The culere has been maintained
for more than 3 years. Cells from passages 14-46 were used for the expenments reported here. RSV per-
s1isience was verified and monitored dunng the passages. Mactophages (MDP and M®) were propagated
in RPMI 1640 mediwm (GIBCO/BRL, Grand Island, NY) supplemented with antimictics (pemalhin 100
UlimL., steptomycin 100 pg/mL), 0 26 NaHCO,, 10 mM HEPES. 1 X 107% M of 2-meicaptacthanol and
10% heat mactivated {36°C, 30 mun) fetal calf scrum (FCS) (GIBCO/BRL. Grand [sland, NY) [1.929 and
HEp-2 cells (ATCC CCLA and CCL3Y, kindly provided by D1 Alejandro Zentella (Umversidad Nacienal
Autdnoma de Méaco) and Dr. Aubrey Tingle, iespectively, were propagated in MEM (GIBCO/BRL Grand
[sland, NY} supplemented as desenbed tor RPMI but wathout 2-mercaptogthanol

Immunopersvidase staining. MAP ot MU eells grown for 24 b tissue culune chamber shdes (Nunc
[ne, Naperwille, 1L}y m supplemented RPMI medium, wete [ined wath abselute methanol + 2% 1,0 (100
pLlAwell) for 20 min at room temperatne Tixed cells were wished wath PBS/1% Bovine serum albumm
(BSA) and nmcubated with 100 pliwell of goat anti-RSV polyclonal 1eG {Biogeness Inc., Brentwood, NH)
diluted 1,200 1 PBS/1% BSA dunng 30 min at toom temperature After additional washing, peroxiudase
conjugated rabbit anti-goat 1gG (Sigma Chenucal Co. St. Lows, MQO) dituted 1.500 in PBS8/19% BSA was
added and ineubation was continued at roor temperatuze for 30 min Alter fuither washang, 100 gl of sub-
strate soletion (05 mg/mL of DAB m FBS + Sul of H,05) were added, the reaction was stopped after 5
10 20 mm by wishing with PBS/19% BSA and observed i o Niken Diaphot (Tokyo. Tapan) mictoscope, At
least 300 cells i ditletent Nelds were counted 1 every prepatation

RI-POR. Total celt RNA from M and MEBP was obtained accotding 1o the guanidimmm thioeyanate
protocol (73 ¢DNA synthesis and polymerase chan scactuon (PCRY amphlicanon was cinned out an the
sane tube in 20 pl o Total RNA (3 1005 pa) was mused with 3 pll ol reaction buffer 53X (GIBCO/BRIL
Coand Isdamd NYY 2 pb ol INTP (10 i cach, GIBCOMRL Geand [sband, WYY, 005 o1 (20 1) of RNASe
mlibiter (Bochnneer-Mannherm, Maneheon, Gernang 3 and brouvht to 20 pl. watly DEPC water, At
el SOl o immera! oo, the eaction mntme was imeubated at 807°C dume 5 nmand cooled on e
Prover 27000 ooty was adeed ot the twbe was moubated an 608 C Lo 1O mm and e cooled Tor 5 i,
U siesediues SModenes svnme leshomns v WU GGIRBCOIBRD Ganberadsae 5 wow aedddedd and the

st sas e ahetod o VT top O mam 099t Uy e Lo i dansonpion voliime (20 et 8 ol
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of PCR buffer 10x (Perkin Elmer. Norwalk, CT), 40 pmol of pumers #} and #2, and 05 U Taq poly-
merase {Biotecsa, Mexico, D.F, Mexico) were added The sample was covered with mineral oil and am-
phfied for 35 cycles (94°C for 1 mun, 65°C for 1.5 mun; 72°C for 1 min) and at 71°C for 7 min, thereafter
kept at 4°C. An aliquot (10 pL) of reaction mixture was analyzed mn a 1 2% agarose gel With the primers
used- (#1, SCTTCTGCTGTCAAGTCTAGTACACTGTAGTY', #2, 5 GGAACAAGTTGTTGAGGTT-
TATGAATATGC3"), a segment of 278 bp between nuclectides 858~1135 of RSV gens N was amphified
(5).

Phagocytosis assay. Phagocytosis of 1gG opsomized sheep red blood cells (IgG-SRBC) was determimed
by a modifrcation of the method of Jungi (16). SRBC were labelled with TNP (2 4.6-trinitrophenol) by in-
cubation with TNBS (I mg/mL) m 02 M borate buffer pH 8.5, for 15 nun at RT After washing, TNP-
SRBC were opsonized by incubation with a subhemagglutinating concentranuon of affimty-purified murine
monoclenal anti-DNP 1gG, prepared 1n our laboratory, followed by extensive washing in Hanks® balanced
salt solution (HBSS). M® or M$P cells were grown overmight in 96-well tissue cubture plates (10° cells m
200 pl/well) Twenty-five microliters of a 2% suspension of opsomized SRBC mn culture medium were
added per well, and the plates were incubated for 60 min at 37°C. Thereafter. the plates were inverted 1o
pour the medium and noningested SRBC were Tysed by mmmersing the plates in distilled water for 5-10
sec followed immediately by three washes with phosphate-buffered saline (PBS) After the last wash, the
cells in each well were lysed with 100 uL of 0 3% sodium dodecylsuifate (SIS} in PBS. Pseudoperoxi-
dase activity of the hemoglobin in ingested SRBC was determined 1 the cell Iysates by adding 50 uL of
a solution of 3,3'-diaminobenzidine (0.4 mg/mL + 1.2% HaO» m PBS) Opucal density (OD) was read at
492 pm n an enzyme-hnked immunoadsorbent assay (ELISA) reader.

In all experniments, phagocytosis of opsomzed and nonopsonized SRBC was determined 1 sixtuplicate
wells Lysates from two additional wells to which no SRBC were added. but which were subjected to the
same washing steps and immersion in hemalyzing solution, were used to determine cell protein concentra-
uons by the method of Bradford (4).

To compensate for polential differences in the number of cells per well among different cell populations
after washes. phagocytosis was calculated as the rato of the OD value at 492 nm over the proten concen-
uation 1 mg/ml, and expressed as percentage relative to the phagocytosts by nonmfected cells (nonin-
fected cells = 100%).

Expression of FeyRIT and FeyRIIL Cell suiface expression of Fey recoptors was determined by flow
cytomelry using flourescein-labeled rat monoclonal antibody (MAb) 2 4G2 (1eGspn. anti-FeyRIVFeyRI)
{36). MAD 24G2 was punibied from hybridoma cells (ATCC HB179) superatants by protein G-agarose
chrematography. and labeilod with Muoiescemn sothiecyanaie (FITCY in our laboratory, essentially as de-
senbed by Godimg (12) Cells (1 X% 10%) eather hom MeD cultes or Lrom ditterent MEP passages, were
ncubated n 300 uL oot RPMT wub 3 g of Hourescen lubelled 2.4G2 anubody at 4°C for 2 b After -
cubation, the cells were washed twice with cold PBS/0 19 BSA and lined for 30 min at 4°C with 0 5%
puraformaldeiyde (Sigma, Chenneal Co . St Lows, MOY m PBS pH 734 Cell 1lunrescence was analyzed
a FACScan analyzer (Beeton Dichinson, Mountun View, CA) In every measutement, 1 X 107 cells were
analysed,

[L-§f3 and T-6 assays, MOP and M (100,000 eells/0 T miY were cultaed in 96-tat well plates for 24
fn supplemented RPMI medam 1L-18 was nieasured mn 50 gl of the 24 Iy supetnatants by captuie ELISA
wang 1 commercial kit (Quanthme™ M, RED Systems ine . Mmneapohs, MN), 1ecombmant mouse 10.-
173 was used as standad

IL-6 was samdlarly detesmimed m {08 g ol calture supernatants by captuie LLISA usimg two MAbs spe-
crbe formonse fL-6 (Phamngen. San Dieso, CA) Recombinant mouse 1 -6 (R&1 Systems Ine, Min-
neapolis, MNY was used as standaid

TNF-ee amsaey, TNE e setivaly o culire supernatanis was meastired by brolosweal assay on 1929 celis
treated with actimoniven 1Y (sianne Chertueal oSt Lotis, MO as desenbed by Rott and Gittord (31
Brocthy, 100 200 ob ol e superatants from RO and Meds were added 1o marobayers of 1929 cells, and
wenbhaied Tor FY L ab 3770 The mosnobivers swere washied with PRS stomed wath crvstal vielet, dissolved
sl e absoriuree 0 N i was detornnned man FLISA oo Positive contial FSTIES
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rere included m every experiment. The cytotoxic activity was expressed as cytotoxicity percentage and
alculated by the following formula (OD negative conirol ~ OD sample)/(OD negative control — OD pos-
1ve control) X 100,

Statistical analysis. Analysis of the differences between M®P and M@ for each biological funcuon
shagocytosis, FoyR, IL-18, IL-6, and TNF-a} was performed with the nonparametric Mann—Whitney U-
:st. For each biological function the values obtained in all the assays were grouped and the groups from
1fected versus nominfected macrophages were compared. When in a group two values were identical a cor-
>ction for lnkage was performed. P values = 005 were considered statisucally significant when both
roups were compared (33).

RESULTS

The effect of RSV persistence on macrophage functions was studied by comparing the functional prop-
rues of MPP and M cultures. For each characieristic examined. a1 least three independent experiments
vere performed. In each experimens, M® and 1-4 different passages of M®P were tested simultaneously.
\Ithough the M®P culture has been characterized as long-term persistently infeeted. we deaded through-
ut the course of the work to routinely confirm viral persistence 11 M®P.

Confirmation of RSV persistence. Persistence of RSV in passages of M®P was confirmed by deter-
nimng the presence of the viral N gene, after amplification by RT-PCR. This gene was selected because
o significant changes in its sequence have been reported 1n RSV 1solates from vartous countries (6) The
esults obtained by RT-PCR assays showed a clear band of 278 bp (Fig. 1) corresponding to the amplified
ene N segment and was observed 1 all the MPP passages In addision, the percentage of cells expressing
nral anirgen was determmned by indirect immunoperoxidase We rouumely observed a high percentage of
clls from M®P colires (70 to 85%), which were stained by the anti-RSY serum (Fig. 2), demonstratng
hat viral antigens werc expressed No positive cells were observed in Mdb cultures, To determine the pres-
nee of extracellular infections virus, HEp-2 cells were wfected with M@P supematants Even though no
cell death was evident (probably due to the low sensivity of the techmgue). viral antigen on seme HEp-2
ells was demonstrated by immunoperoaidase stuning (data not shown)

Effect of RSV persistence on macrophage functions

Phagocytosts medrated by Foy 1ecoprors. Phagocytosis of opsonized ciythiocytes mediated by Fey re-
cptors was determned as desentbed m the Matenals and Methods seetion, 1 eight passages of M{P
ow diflerent eapertraents, The tesults we shown m Fig. 3

1 2 3 4
FIG 1 Araroseletidum biotide seb clectiophoresis of RT PR prolucts DNA primess fon the RSV pene N e
ment ol TS b between pucieotides 858 amd T3 were vsed 1o sanhesize CONACad uphts by PCR ccondine o

i proweedone desenbed i the Matenads od Methods sccton e TOONA sz standards SO2000 bp fadder (1w
I al Brbatatosies dlacales €AY Tane * 0 aomphind BN expractd from M cellv ibane M aciels mfected M

cotl thane Sy aod N o g epresent dee MODP pasae (0 ane 9
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FIG. 2. Indirect ummunoperonidase stumng of RSV antygen i macrophages. Fixed cells from MOP passages o
M was reated with antt RSV 126 and the antigen-antibody complex was revealed with a perovadase conmugated vee-
oqd antibady, as desenibed m the Mazerad and Methods seetion, (AY and (B MOP cells. (Cp Meb celis, Bar, 30 gm
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FIG. 3. Phagocyuc activity of M®P passages and M cells Phagoeytosis of [gG opsonized SRBC cells was quan-
tified by measuring the haemoglobin pseudoperoxidase activity by a colonmetric assay, as desenbed in the Material
and Methods secton Data arc eapressed as percemage of phagocytosis defined as mentioned. Filled bars (M® cells),
apen bars (MIPP pawages) Values we the mean of erght determimations = one standard deviation (p < 0 004)

Persistently infected macrophages showed higher phagoeyue activity than noninfected cells. The differ-
ence 1 phagocytess between the MeP passages and the M<D cells was staustically significant (p << 0 004)
In the same experments we also determined as control the nonFey-mediated phagocytosis with nonop-
sonized erytiuncytes Newbher M aor MOP phagoeytzed nonopsonized erytinacytes

Hxpression of oy recepiors The expression FeyRIVFeyRII was quanufied both i the MKPP culture
and m umnlected cells These determinations were done i three independent assays, which mcluded mine
MOP passages (Fig <)

Botl MOP and Md cells expross FeyRa, as determaned by binding ol Nourcscein tabelled MAL 2 4G2,
which iecognizes an epitope commmon W the eatiaceltular dostans of wunine FeyRIDand FoyRHE AR the
MPP passages showed Huoteseence miensity values, which were fugher than the nomntected celis, the
mean flumescence mtensry marcased 77-17 14 withoiespeet to M® The dilference between the mean fiu-
orescence mtensities of the persetently mlected cultures and M was stausteally significant (p = 0.035).

Detevmiedion of H-103, -6, and INF-a0 To detcomine the elfeet of RSV persistence i the secretion
of immunomodulatony mediators. we exammed the production of prointlammatory eytohimes such as .-
16, 110, and TNT «

-1 was deternnmed i supernatants from 1O ditterent MPP passages m thiee independent eapernmments
Przine 5 shows the results B cach mdividual eapermment the coneentianon of -1 supamatants from
MDD pussages was logher than the obtamed trom M cultures. When the combmed data from all thiee ex-
penmments was analveed the differences between the two groups (MBI and M) were found to be statis-
Geally siemhcant (- (1O

The concennation ol 11 -6 was mensied oy superatants of seven MOP passaees, m thiee imdependent
assavs (e 61 For cach passase the value shown s the averaee of ciehitdecnmmanens Higher amounts
ol secreted 16 wete alngivcd me gl e NP passaoes thae s 30D cultines When the ctouped valoes

were compared the ilerence bovaon the swo eronps CVRE d A s st ly seembicant £
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FIG. 4. Fluorescence pieliles of Foy receptots expression in macrophiges from M$P possages and MM ceils Sur-
face Foy recepiors on cells from M<PP passages or M cultures were stained with Foy RIFey Rll-speeific MAb and
analyzed by flow eytometry, as desenbed i the Materinds and Methods sccton. The Black histogram shows the data
Fromn M cells and the white mstogram from MOP passages The log of fluoreseence ntensity 18 shown i the abserssa
and the cell number i the ordinate (p < (0 035)

The activity of seereted tmor neciosis factor alpha (TNF-a) was measured by a biolegical assay on L929
cells Because the assay for determination of TiNF-e¢ 15 based on 1fs ¢yotoate activity, il wds imporiant 1o
verdy that the mensuted cell death was not due o infectious wirus present in the MP supematants. The
cticet of RSV on viability of L929 cells was deternuned by adding esther snlectrous or ulttaviolet (UV) -
activated virus (1% 10° TCIDgml) to L929 monelayer No difference in cell viability was obseived be-
tween infectious or UVeanadiated RSV idicanng that infeetious virus does not have cytotonic eficet on
LY29 cells {data not shown) Thus, we deerded to work without subjecting the supernatants o UV irradia-
ton

Supeinatants of o total of 10 passages were used 1o determime production of "INB-q 1n six independent
assays (Fig 7). I eaeh assay posttive and negative contiels were included The abserbanes values ebtmined
for all the MePP passages were Ingher than fon Meb cells, implymng lower cylotone acuvity i MOP -
pernatants Maorcover, the ditterence in cell eytotoxieny between MOP passages and Mdr was statsneally
siantfcant (p 7O 02)

DISCUSSION

The mechamsm by which the cellubin Tocal mimune response contubutes o respuatany ssnoynal saus
hearonee aod o e i lamnnaton ol e Brosichaeodos and alveolo ohserved nrashants st KSY mfecton s

e lear Homvover, aes hhely O monenus Loas phasoosies swinch ae Touud s Leee mmmbers o the an
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FIG. 5. 1L-18 concentration supernatants from M®OP passages and M cells Cell-free fluids from MebP pas-
wges eultures or Md eells were coliected after 24 h of mcubation and [L-15 concenttanion was deicimined, as de-
ibed i the Matenals and Methods section, Concentration of IL-18 was calculated from a standaid curve obtamed
ath recombimant mouse IL-1 8 Fulled bais (M celin), open bais (MbP passages) Dagr values are the mean of three
clerminations * one standard deviauon ¢ = 001

ays of REV nfected patients, ate playing an mmpottant 1ele. Both i1 viro and v rne studies demonstrate
Lt the auute infecton by RSV aiters the biologacal activities ol macrophages shortly after infection Syn-
wars of eytohmes mcluding (L1, [L-6, and TINF-ev 15 enbanced (24.30) and bactericidal ACHIVILY S¢S (O
¢ mmpaned (93, The studies eported here were designed to determime 1f the long-term puisistence and ex-
ression of the RSV genome 1 cells of the menocytie hineage (persistently infeeted) aliers the biclogical
clevities ol these eells

The clfect of RSV peisistence m mactophage dctviues was evaluated inan i were model esing un-
1ilahized macrophages (P38 peristently mifecled with RSV The continsous presénce of the RSV in
woictephages used in s work was regulaly moniored by amphfication of the viral & gene The ea-
ression of the RSV scnome was conlirmed by the presence of viral anttgens i the Mebp

The percentage ol cells that were positive by imnunoperoatdase saned from 70 o 85% among differ-
e passages (g0 21 The different vatues i the number o maciophages that could be shown 1o express
ad anbigens could be due to varations o the fevel of vial aene expession 1w the inteeted eefls. Tn Tact,
dterent levels ol perosidase stumimng i the prepataton can be obseryed (Frg 3 Mucrophages eapressing
Ul antreens mofow amouns may escape detection because of the innted sensivity o this methodology

Hased on the percentascs of celis that can be shown 1o express Vit anfgens by pmmunostumng inoous
CESISTENE L, e cannod rule oit the posstble co castence of persistently actiely mbected and non-
soted macrophages mthe culime I this seirse our cufline nught resemble the movive attabion, whee
o vatianon nyhe lovel of vl eene expression amaone duterent cells and coesisience of persistently,
cutely ndected amd wnnlected colbs s ikely 10 occ

Ca b bl MR pass ey cvammed meested mene 1ot apsenzed cnviirogaies per celd un s

e elien 0 gquanit e sl e objectinve detenmmaton ol phacoavtons swe measthed the
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FIG. 6. IL-6 concentration in supernatants from Md®P passages and M ceils. Cell-free supernatant from differ-
enl passages was collected after 24 b of incubanon and was used for guantificauon of 1L-6 by capture ELISA. Con-
centration of IL-6 was caleulaied from a standard curve obtarned with recombinant mouse 1L-6 Filled bars (M<b cells).
open bars (M@P passages). Data are expressed as mean of erght determnations = one standad deviauon (p = 0017).
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pseudoperoxidase activity of the hemoglobin of the ingested erythrocytes. Te eliminate possible differences
lue to different number of macrophages in wells containing MOP or M®. we apphed a correction for the
protein concentration of each different lysate The phagocytesis of IgG opsonized SRBC was about four to
five times higher im M®P than in M$ (Fig. 3). The difference 1 phagocytosis of the two cell populations
was found to be staustically significant (p << 0.004). Our finding of an increase 1 Fery receptor-medhated
caused by RSV persistence agrees with the observation reported in an 2 vivo calf model where phagocytic
activity was determined 1 alveolar macrophages obtained from calves nfected with bovine respiratory syn-
cytial virus (23). This virus belongs to the same Genus (Prneamovirus) as human RSV, and both of them
present simular clinical manifestations i their natural host. bovine and human respectively (21} In con-
rast, 2 decrease in non-Fey mediated phagocytosis was observed in assays with S, cerevisiae by RSV-in-
fected murine macrophages (9).

The observed increase in phagocytic activity could be mediated, at least in part, by the observed increase
in FeyRs (Fig 4) In both M®P and M®, the percentage of ceils stained by MAb 2.4G2 (anti-FoyRIi-Fc-
yRIIT) was simular (between 94 and 99%). However, the mean fluorescence intensity was higher in M®P
than in the controls (the percentage of merease varied from 80 to 170 in different passages). It is notewor-
thy that 1n all samples examined there was a single peak in the flucrescence histograms

Dastunct effects of RSV infection of cells of the menonuclear phagocyte system have been documented
Thus, for example, RSV infection in murine alveolar macrophages caused an increase in secretion of TNF-
e, IL-1, and 1L-6 (9,35), although their release of reactive oxygen mntermediates, phagocytosis of S, cere-
visiae, and kalling of protozoa was reduced (9). Reports in human alveclar macrophages are contradictory-
in one study, RSV markedly stimulated expression of IL-10 and the protem levels of TNF-g, but did not
alter IL-153 and decreased IL-8 production {24) Another stedy reported induction of TNF-er, IL-6, and IL-
8 (3). In human milk macrophages, exposure to RSV resulted 1n an increased expression of IL-183, 1L-6,
and TNF-a (34) Although therc ars some contradictory results, 1t 15 apparent that RSV infection can alter
cytokine production in cells of the mononuclear phagocyte system Some of the discrepancies among the
cffeets found in ditferent studies may arise frons differences in the maturation or activanion state ameng the
cells used. Indeed 1t has been shown (23) that RSV infection mnereased eapression and secietion on TNF-
a in human alveolar macrophages, but not in blood menoccytes (22)

We found a staustically significant merease n seerction of IL-14 and 13.-6 produced by RSV persistence
(Fgs 5 and 6}, In contiast. the biological activity of TNF-or was wigiuficantly lower 1n the persistently in-
teeted culture than 1 the animfected cells (Fig 730 At this ime, we cannol postulate a mechanism respon-
sible ter the obseived changes in eytohie production by the infected cells The expression of viral genes
and the alterauon ot cellular gene expression by the vius may iduce orepress different cellulue genes
Ths would change the properties of the infected cells, simular o the action of extaccllular regulatory cy-
tohmes that by altering macrophage eene eapression induce changes i the functional propertics ol these
cebls Moreuver, s known that the induction of gene expression by eytohines is wsuably regulated by more
than one ~peeific extracellular signad, and interactions among the ditferent signals acting at any given time
define the preeise phenotype (27)

Although persistent mfection by RSV have been reported i vanous cell hnes (BCL (2], BS-C-1 [29],
HEp-2 11, Hela f14], and BALB/C L), ow results e the fust w show that RSY persistence moan n-
mortalized macrophages can alier thew biologieal functions

Although, we consider 1t more Ttkely that the ebserved functional changes w the biglogical activites
of the mracrophages aie caused by the presence and expressien of the RSV genome, we cannot tule out
the conteibutzon of nomutected maciophages, whose Belogieal activaties anght be influenced by cytokmes
seeteted by idected cells Furtber studies ate i progress o chfferentate between these possitnhties
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