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RESUMEN. 

En este trabajo reportarnos el establecimiento y caracterización de un cultivo de 

macrófagos (línea celular P388Dl. de origen murino) infectado persistcntcmente con el 

virus sincitial respiratorio. el cual se ha mantenido por más de 4 años. La persistencia 

viral se ha demostrado por la presencia y expresión del genoma viral,. por diferentes 

técnicas: presencia de antígeno viral por inmunonuorcsccncia y por FACS; producción 

de virus infectivo y de partículas defectuosas y expresión del gene N. 

Dur.inte la persistencia se generaron partículas defectuosas. sugicrcndo la 

participlición de éstas en el mantenimiento de Ja infección persistente. puesto que 

aparcderon y se mantuvieron presentes y en cantidad constante durante lodos los pases. 

En el cultivo obtenido después de la superinfección .. se generó una varianle viral 

que mostró menor eficiencia en la producción de sincilio (RSVper), con respeclo al RSV 

Long de referencia (RSVLab), en células VERO (línea celular de riñón de mono verde); 

mientras que en H358 (línea celular de carcinoma bronquioalveolar., de origen humano) 

la eficiencia en· la formación de sincitio fue similar a la del RSVLab. También se obtuvo 

una reverlanlc · csponlánea (RSVn.,.,). cuya eficiencia en la formación de sincilio en 

células VERO. ·y H358 fue similar a la del RSVL.ab. El tratamienlo con tripsina del 

RSVper incrementa la infectividad,. el número y tamaño de sincitia, por el contrario 

cuando el RSVr<..~' y el RSVL.ab se trataron con tripsina no se observó ningún efecto. Las 

bases .. genéticas del fenotipo observado en RSVper se investigaron comparando las 

secuencias de la proteína F de la mutante, la rcvertantc y el RSV Long. 

Se encontraron cinco cambios en la secuencia de RSVper (Lis123Asn, Lis209Glu, 

lle292Cis. Lis293Tre. Glu294Val. Fcn351Tyr. llc381Lcu y Scr560Cys) que no se 

encontraron en RSVL.ab y RSVr<.,.,, lo que sugiere que algunos de estos cambios pudieran 

estar relacionados con el fenotipo observado en RSVper. También reportamos otros 

cambios en RSVper que se encuentran en RSVrev o RSVLab,. que probablemente no 

estén involucn1dos con el fenotipo de la mutante. La participación de estas mutaciones en 

el fenotipo observado está por determinarse. 
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1 INTRODUCCIÓN. 

Aspectos epidemiol«tgicos y clínicos de la inrección oor el RSV. 

El RSV se considera mundialmente como uno de los principales patógenos 

causantes de infecciones severas del tracto respiratorio inferior que requieren 

hospitalización y son lu principal causa de morbilidad y mortalidad en niños menores de 

2 años (L 2. 3). En México datos epidemiológicos (4) reportan a las infecciones 

respiratorias entre las tres primeras causas de muerte infantil a nivel nacional. En Estados 

Unidos de Norte América. el RSV causa anualmente 9000 hospitalizaciones y alrededor 

de 4500 muertes. el riesgo se incrementa en los casos en que se presentan padecimientos 

tales como hipertensión pulmonar. cirugía e inmunosuprcsión (5. 6. 7. 8. 9). 

La infe~ci~n por este virus se presenta principalmenle en niños entre las 6 

semanas y los nUCVe meses de edad,. origina síntomas respiratorios del tracto respiralorio 

supc~ior ·cfiuj·~:;.;~~~1.· estornudo,. faringitis y malestar en general). Sin embargo. entre el 

25 y 4Ü~ -~~\~-~i-~:~/i,n.~e.Cciones tienen una evolución hacia el tracto respiratorio inferior,. 

cuyas princi¡)alC"S' in3.nifcstacioncs son bronquiolitis y neumonía ( 10. 11 ). 
~. -~, ''. -- -

La iOrCCéión primaria no induce inmunidad protectora por lo que a lo largo de la 

vida se prese~~~~},inÍccciones recurrentes (12). La infección por el RSV en adultos es 

común.,. C~.~:p~~fi§'~~.~-~~Y'?res de 60 años y en pacienles inmunocomprometidos llega a 

presentar.:-.~.·~~::!~~~~~- s~Vera. la mortalidad asociada a neumonía en estos casos puede ser 

muy alla-(80-100%)-(13). 

- Li!s··¡ri~f~t'~Y~~·~s- 'del tracto respiratorio inferior durante la infancia son un factor de 

riesgo_ ~ard_''.~.~·~ ~~~m:·~ollo posterior de padecimientos crónicos de las vías respiratorias en 

adultos •. · E.~t.J~¡'~~? C'pidemiológicos indican que la frecuencia y severidad de síntomas 

pulmonares .en_ adultos están asociados con antecedentes de enfermedad respiratoria 

durante la infancia (13). Neumonías en adultos con padecimientos crónicos han 

demostrado en diversos estudios que el RSV se encontró en el 50% de los casos ( 14). 

La persistencia por el RSV en humanos es un área de interés importante debido a 

que se sospecha de la parlicipación de este virus en procesos de hiperreactividad crónica. 

Padecimicnlos como enfermedad obslructiva crónica y dificultad para respirJr. se han 

asociado con bronquiolilis debida a la infección por RSV (15). 
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Aunque la persistencia del RSV en humanos no está claramente demostrada. 

existen observaciones que lo sugieren como son: 1) el virus se ha aislado de la nasoíaringc 

de niños aparentemente sanos (16); 2) se ha detectado al antígeno viral en ostcocla..c¡tos y 

células de pacientes con Ja enfermedad de Pagel (17. 18. 19); 3) en análisis post-mortcm 

de tejidos de niños se ha encontrado RNAm viral. durante Jos meses en los cuales no es 

posible aislar al virus y puesto que el humano es el único hospedero natural se sugiere la 

persistencia· .(20); 4) las constantes reinfccciones en niños y los casos reportados de 

bron.quitis .Obs;~ctiva crónica y bronquitis recurrente (21. 22. 23); 5) persistencia del 
' ' . ' .. 'o '' ¡:'" ' .. ~ 

viru~ e~ ~ p~~!~~tes con inmunodeficiencia enfermos de SIDA y en niños con 

innl.uno~.C.fi~i~~.~i~~ congénitas (9. 10. 24) y 6) evidencia ;,, vivo de infección pcrsislcnte 

por' ea RSY.C~;li'1f0Cito:;o'de pacientes infantiles que adquirieron al RSV en forma natural 
(25). ::', ·· .. ;? .·., 

La ~ersi.Sten.cia del RSV bovino se ha reportado en su hospedero natural. el RSV 

huma~o y .el: bc;V"ino están altamente relacionados. ya que anticuerpos contra el RSV 

humano reacci~n3n 'con el RSV bovino (26) y también existe alta homología en la 

secuencia de I;.:~· proteínas NS 1 y NS2 (69 y 84% respectivamente) (27). 

ActualmCnte Se· cuenta con estudios de persistencia a nivel experimental por el 

RSV. 

/11 vivo:_)) en el modelo animal de cobayo se ha documentado que dur-dnte la 

infección por el ·RSV, es posible detectar la presencia del genoma y proteínas del virus en 

pulm~n aú~ .·~'?:-~_~é~- de que el cuadro agudo desaparece (28). 2) Otros reportes señalan 

que es ¡Xlsibl~..._deteclar la presencia del genoma del RSV hasta 6 meses después de la 

infecc~·ón .. ;_ -r~~~p~~~ción del virus infeccioso en presencia de altos títulos de anticuerpos 

(29. 30); 

/11 vilro: 1) En infecciones en células HEp-2. BSCt y Linfocitos B (humano) se 

reportó disminución en Ja producción de virus extracclular con respecto a una infección 

aguda. no se observó muerte celular en estos cultivos y por inmunocitoquímica se detectó 

la presencia de antígenos virales en tas células infectadas (31, 32 .. 33. 34 .. 35). 2) En la 

línea celular de fibroblastos de ratón (Balb/C) infectada pcrsistentemente se reportó un 

alto porcentaje de células que expresaron antígeno virdl y producción de virus infeccioso 

cxtracclular en bajos niveles (36). 3) Bangham e1 al. 1986 (37). reportaron la persistencia 
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del RSV en una línea celular de origen linfoide (células B de linfoma de ratón). con 

resultados similares a los reportados por Fcrnic et al 1981 (36). 

Resouesta inmune a la infección oor RSV. 

La respuesta inmune originada por RSV es permanente pero limitada., ya que las 

re-infecciones son frecuentes aún en presencia de altos títulos de anticuerpos 

ncutralizantcs (9. 10. 24). El papel de la respuesta inmune en la protección contra la 

infección por el RSV aún no es claro (39, 40. 41., 42). Si bien la respuesta inmune celular 

parece jugar un papel importante en la recuperación de la infección por el RSV. ésta se ha 

asociado con la exacerbación de la cnfennedad. 

El RSV se considera como un potente estimulador de la expresión y/o secreción 

de mediadores prointlamatorios e inmunomoduladores.. Jo cual se ha demostrado 

ampliamcnle ·en.'célula~ ·epitf?lialcs del tr.1cto respiratorio. que son el sitio primario de 

replicación del'vir.ú~:·Y·,_-~~-·-o~ros tipos de células (monocitos .. macrófagos .. eosinófilos y 

neulrófilos). In vitro., cn'células epiteliales y macrófagos .. se ha demostrado que el RSV 

induce la expresió~,de:n:.-1. TNFa. IL-6. IL-8. IL-10. IL-13. MIP-ta. MCP-1. TARC e 

IFN-13 .. entre otros~_EI TNFa. se ha asociado a procesos inmunopatológicos ya que tiene 

un papel importan~e en el reclulamienlo de neutrófilos y cosinófilos .. quizá por la 

producción incrementada de quimiocinas .. induciendo la extravasación de las células en el 

pulmón. La inducción de IL13 también se ha asociado a la inmunopatología viral., ya que 

parece estar . ~n(;rCmenlada en respuestas alérgicas y en procesos inflamatorios. 

Finalmenle Ja pioducción de MIPl-a. e IL-8 se han visto asociadas con cuadros severos 

de inflamación y daño pulmonar., por su contribución en el rcclutamicnlo celular (10., 12 .. 

39. 43. 44. 45. 46). 

La infección por el RSV se inicia en la nasofaringe .. por lo general se controla a 

ese nivel., no obstante en gran parle de los infantes el virus pasa al tracto respiratorio 

inferior e infecta los bronquiolos y alvéolos donde se presenta una respuesla inflamaloria 

la cual se le asocia con la patología y la sinlomalología de la enfermedad (9. 10 .. 24). 

El mecanismo por el cual se induce la reacción innamaloria no cslá claro. sin 

embargo., es probable que cilocinas producidas por las células infcc1adas (epiteliales. 

macrófagos y linfocitos) en rcspucsla a la infección viral par1icipan en Ja palología. En 

TESIS CON 
FALL;i DE ORIGEN I 



4 

apoyo a esta interpretación se tienen observaciones ;,, vitro y ex ,.;,'O que demuestran que 

dichas estirpes celulares son permisivas al RSV y su infección induce la producción de 

citocinas proinOamatorias (5. 47. 48. 49,. 50). 

lnrección de macrófagos con RSV. 

En la infección por RSV los macrófagos son las primeras células con las que el 

virus tiene contacto después de pasar la membrana basal del epitelio .. además en Jos 

alvéolos durante el proceso infeccioso estas células se encuentran en mayor proporción que otr.is (51 ). 
Los macrófagos alveolares son Ja primera línea de defensa contra patógenos 

inhalados y están expuestos al RSV en el transcurso de la infección. Las partículas virales 

modifican las funciones ,de lo~. macrófagos alveolares9 lo cual puede contribuir al riesgo 

de adquisicióO· .. d~.-~.~~~,~c~?.ºc~: ~~c~nd~rias de tipo bacteriano durante o después de la 

infección·:~~'.~J\ •. irii:S·~·:c~.'-7~f.~·i~~S29;;53).·Se ha reportado que Jos macrófagos alveolares y 

periférico~ .s~~";·~~~c~~~~i~Í.~S··~·. 1a··:.~_~f~c~ión .~r el RSV ;,, vitro (48)9 y producen virus 

infeccioso ~.~-.~~~:d~~25::d~~~.~~·i3:_~,~~~~~i~S in vivo9 en cobayos inoculados con el RSV por 

;:.~::d~na:;:l~i~~~~~~t~~~füt;::~~:'.e: yp:~e:c~:";;i:~.:u::e~o'::::~:t:~:a::~ 
alveolares se asOció COn la patogénesis de una inflamación crónica bronquial (54 .. 559 56). 

La capacidad de los virus para infectar linfocitos y macrófagos tiene 

implicaciones considerJbles en la patogenia de la enfermedad de las vías respiratorias y 

probablemente juega un papel importante en la diseminación de la infección (57). 

Modelo murino de inf'ección por el RSV. 

En 1988 .. Graham reportó un modelo de neumonía con el RSV en ratones BALB/c 

adultos. En ese modelo se necesiló un dosis de 107 unidades fonnadoras de placa~mJ9 el 

inóculo se administró por vía intranasal .. dando como resultado obtención de altos títulos 

de virus en el pulmón .. desarrollo de la sintomatología clínica y patología del pulmón. A 

partir de ese momento se han realizado modificaciones al modelo con la finalidad de 

reproducir la histopatología y estudiar la respuesta inmune que se desarrolla durante la 

infección (42). 
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El modelo murino se ha utilizado ampliamente para el estudio de la inmunidad e 

inmunopatología por el RSV. Además en el desarrollo de nuevas vacunas .. también es 

importante contar con un modelo animal que permita establecer la patogcnicidad de las 

cepas de RSV y producir material genéticamente estable para su uso. Por lo anterior .. en 

este tntbajo decidimos utilizar una línea celular similar a macrófagos de origen murino 

(P388DI) 

Persistencia Viral. 

Para que un virus pcnnanczca en el organismo es necesario que éste sea capaz de 

infectar a la célula sin producir muerte celular y que pueda evadir su detección y 

eliminación por el sistema inmune del hospedero (57 .. 58). 

Los virus han desarrollado diferentes estrdtegias para el establecimiento de la 

persistencia tales como: 

Restricción-de1-'~f¿-~t~-:y¡~~1 ~¡'~~Íí~i~~-~-'. ·.;~: 
Un requerimientO báSié:O-'¡'.j~..,;J~J~?~~is_ieDCia·viral es la sobrevida de un número critico de 

células infcct~-~-~~~-~~,i:i~;~-~-~~?~~~f'.!€l'~-rsistir_ en una célula si no la mata y altera sus 

::=::e; :::ª~i:S~~~;~t~i,ü~~E~tl~;::~:~~:~~ ~~:~: ·::1

:::: ;.;~: :~~:~: 
arenavirus ~o~r~~¡~¡,~ .-~,n-:J'~ -~~~u~l~za originando infecciones crónicas en sus hospederos 

• --~ , .• ,C" , ,. ·, ·- -

(59. 60). 

Coevolu-~iÓ·~:~~:i·~~~'~i-·~·:~: 
El mcca~iS~o p;~ Cl_.cual los virus de RNA citolíticos establecen y mantienen una 

infección perSisterl~e·eia~~é)ulas en cultivo no está claro. pero se tienen evidencias con los 

virus FMDV- (Í~ot --,~~d: ~outh diseasc). poliovirus. rcovirus y parvovirus que co

cvolucionan con_ la célula para el establecimiento y mantenimiento de la persistencia. En 

estos casos las células resisten el efecto citopático y bloquean la infección viral. 

favoreciendo la selección de variantes virales las cuales son capaces de replicarse 

eficientemente en estas células.. lo que sugiere la evolución del virus y la célula 

hospedera. 

Aunque los mecanismos de resistencia de la célula hospedera~ la subsecuente 

adaptación del virus y la coevolución en cultivo y su papel en la persistencia viral aún no 
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están bien entendidos, se propone que la regulación en la expresión de los genes virales, 

es una estrdtcgia probable utilizada por los virus para permanecer en la célula (61 ). 

Generación de variantes virales . 

. La·cvolución de los virus de RNA está dctcnninada por su alta variabilidad. La 

altli tasa de mutación y la recombinación tanto entre homólogos como no homólogos 

pcrm.itCn la generación elevada de secuencias nuevas. Muchas mutaciones pueden ser 

dcleté~~3.'s y eliminadas por selección natural. pero otras se seleccionan con base en al 

ambie-:itc particular en el que el virus se esté replicando (respuesta inmune del hospedero 

y el ·efcclo de- agentes antiviralcs). de esta forma las mutaciones pueden llegar a ser 

dominantes en la población (62, 63). 

Otro factor. que puede innuir en la evolución de los virus y en la selección de las 

variantes virales es Ja influencia de los tejidos y tipos celulares del hospedero duranle una 

infecciórl 'ci:ón~c3. (64.- 65 .. 66). Sin embargo. el factor más imporlanle que puede afectar la 

gencrJción ·de··mu1an1es virdlcs, es la naturdleza misma del virus. De esta manera,. existen 

regiones invariables en el genoma de diferentes virus que no pueden tolerar sustituciones 

y que sOn indispénsables para la replicación viral. (62. 63). 

Exis.te ·un número considerJble de evidencias ;,, vitro de que las mutantes 

gcnerddas a Par_tir de un virus silvestre con características ciloliticas. poseen un potencial 

lítico modificado. Diferentes lipos de variantes virales se han implicado en el 

establecimiento de infecciones persistentes ;,, vitro .. tales como: 1) mutantes tempcratunt 

sensibles. 2) mutantes que producen placa pequeña y 3) partículas dcfcctuosas

interferentes co1·s) (67. 68. 69. 70). 

En .algunos sistemas las bases genéticas de la atenuación son conocidas .. así como 

el papel que desempeñan algunos genes virales en la persistencia. Por ejemplo .. durante la 

persistencia por rcovirus se ha demostrado que mutaciones en genes virales específicos 

son cruciales para el establecimiento y mantenimiento de la infección persistente en 

células L-929 (57). También se ha demostrado que algunas alterdciones en las 

glicoproteínas de virus sindbis modifican el potencial lítico de este virus en las neuronas. 

Estos estudios ilustran el concepto de que pocos cambios en los aminoácidos de los genes 

virales. convierten una infección lítica en persistente (71. 72. 73). 
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Vinu¡¡ Sincitial Respiratorio <RSV>. 

El RSV es un virus envuelto,. su material genético está constituido de RNA de una 

sola cadena no segmentado de 15385 nt y posee regiones no codificantes (lcader y 

trailcr). El RNA viral codifica para 10 proteínas,. 8 estructurales y 2 no estructurales (Fig. 

1). Pertenece a la familia: Puramixoviridae Subfamilia p11e11n1oviri11ae. 

El RNA viral codifica para 10 mRNA subgcnómicos,. cada uno tiene un marco de 

lectura,. excepto M2 el cual contiene dos marcos de lectura. uno codifica para la proteína 

M2-I y otro para M2-2. 

M2-1.2 

,~ ~~. "" '!!'111111~11~.'':';''"'!'] L s· 
re¡;.Mn lrn,.,larada 

Figura. 1 Diagrama esquemático del genoma viral. 

Al inicio de cada gen,. se encuentra una secuencia de 10 nts (gene start,. GS),. 

altamente conservada 3"- CCCCGUUUA .. excepto para el gen L cuya señal es 3• 

CCCUGUUUUA. cada gen tennina con una secuencia semiconservada 12-13 nis (gene 

end. GE) que dirige Ja señal de poliadenilación y la liberación del n1RNA. Los primeros 9 

genes están separados por regiones intergénicas. Los dos últimos genes se traslapan por 

68 nts .• Ja sccuCncia GS de Lse encuentra dentro del gen M2 (74). 

El , RSV::~·contiene una doble capa lipídica. la cual se deriva de la membrana 

plasmáti~·d~·~-~~-célula hospedera .. esta envoltura contiene 3 glicoproteínas virales. la de 

unión a la célula (G), la de fusión (F) y una pequeña proteína hidrofóbica (SH) cuya 

función aún no está clarJ. Cubriendo a la nuclcocápsidc se encuentra la proteína de 

matriz (M) y fonnando la nuclcocápsidc están las proteínas N,. P (fosfoproteína),. L 

(polimerasa) y M2-l (factor de anti-terminación) (Fig. 2). Las proteínas NS 1 y NS2 son 

no estructurales y aunque no se ha identificado su función. se sugiere que pueden estar 

involucradas en la modulación de la transcripción puesto que sus transcritos se sintetizan 
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al inicio de la infección y se acumulan en las células infectadas .. además se ha reportado 

que interfieren con la actividad del inteñerón (27). 

El virion tiene un diámetro entre 1 SO y 300 nm .. similar a los otros paramixovirus. 

La diversidad antigénica de los diferentes aislados está detenninada por la variación en 

las glicoproteínas F y G. Con base en la diversidad genética de la glicoproteina G, et RSV 

se divide en dos grupos A y B. La secuencia completa del genoma de los subgrupos A y 

B tiene el 81 % de homología.. la divergencia más grande se encuentra en el ectodominio 

de la proteína G. la cual tiene el 44% de identidad entre los dos subgrupos; dentro de un 

mismo subgrupo Ja secuencia de aminoácidos de la proteína G puede variar hasta en un 

20%. Estos dos grupos circulan en la población, en una misma epidemiély siendo el de 

mayor prevalencia el grnpo A. Sin embargo, la severidad de la enfermedad no se asocia 

pref'erentemente con alguno de los tipos virales en particular ( 1 O). 

Fusión 

Pr"o1cinaG 

Complejo 
RNP 

Envoltur:i 

Figura 2. Diagrama esquemático de la estructura del RSV, en color amarillo 

se muestra la envoltura viral (proteínas G, F), en azul la matriz (proteína M) y 

en gris se representa la estnJctura del complejo ribonucleoproteico 

(http://www.bio.warwick.ac.uk/easton/diagrams.htm) 

Proteína G. 

La glicoprotcina G se considera involucrada con la unión del virns a la célula.. 

debido a que esta unión se bloquea con anticuerpos monoclonales específicos (75., 76). Es 

una glicoproteína integral de membrana tipo 11 con una región hidrofóbica cercana al 

extremo N-tenninal, que permite et anclaje a la membrana celular dejando el extremo C-
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terminal expuesto hacia el espacio extracelular. Durante la infección por el RSV también 

se sintetiza una frJcción soluble de la glicoprotcína G, la proteína soluble carece de los 65 

aminoácidos del extremo amino terminal (señal de anclaje a la membrana de las células) 

(77). La proteína G es altamente glicosilada (80-90 kd) (78, 79), sin embargo, es posible 

encontntr formas parcialmente glicosiladas (45-80 kd). E."'i.ta proteína presenta una gran 

variación antigénica, que se relaciona principalmente con cambios en el cctodominio, el 

cual presenta un 44% de homología entre los dos subgrupos .. mientras que el dominio 

transmembranal y el dominio citoplásmico tienen homología del 83% (80, 81 .. 82 .. 83). 

La proteína G del RSV., tiene dos regiones altamente conservadas en el 

ectodominic~ .. que es posible que estén relacionados con el sitio de unión al receptor .. Ja 

región 182-186 (CWAIK) que reconoce al receptor CXC3 y 184 a 198 es posible que sea 

el sitio de uniÓ~··~n el receptor celular (glicosaminoglicanos) (84. 85, 86, 87). 

Pr01cí~'a, S-H~'.·~-

. E..c;;'.:Unll:.!"°pí-Ot~ína ·integral de membrana .. con el extremo C-terminal orientado 

extrJceluÍar~cl.:i'l~~'.'S~ .Ü.cumula abundantemente dentro de la célula en diferentes formas: 

SHO (Mr 7soo)i~SHg (Mr 13000 a 15000); SHp ((Mr 21.000 a 60,r)()()). La función de la 

pro.teína SH ~~-~··--~-ó"·S~ ~onoce. Un virus recombinante que carece del gen SH .. es capaz de 

replicarse· .;~~i~~Í:emente en cultivos celulares y formar sincitio.. sin embargo 

trdnsfectando ·._;~~· Jos genes G.. F y SH la formación de sincitia es más eficiente 

sugiriendo que ~a proteína SH facilita la fusión (88 .. 89 .. 90). 

Proteína F. 

La proteína de fusión (F) se sintetiza como un precursor inactivo (Al. 574 

aminoácidos). participa en la penetración del virus a la célula y en la formación de 

sincitia (91). A> se ensambla como homo-oligómero en el retículo cndoplásmico y se 

corta por Ja acción de una proteasa celular (furina .. RXK/RR) en el trans-Golgi .. dando 

como resultado dos polipéptidos unidos por puentes disulfuro. Fl y F2. En estudios 

recientes se ha reportado que probablemente otra proteasa celular participe en el 

procesamiento de AJ (92. 93. 949 95. 96). Recientemente se ha reportado que la proteína 

F (Fl) se une a heparina (97) y a TLR4 y CDl4 (98), por lo que se sugiere que también 

tenga un papel importante en Ja unión del virus a la célula blanco. 
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F es una proteína integral de membrana tipo l .. contiene en el extremo amino 

tc.rminal una secuencia señal que dirige al péptido naciente a la membrana del retículo 

cndoplásmico .. en donde se le añaden carbohidratos y se ensambla en un homo-oligómcro 

(probablemente un tctrjmcro). En su extremo carboxilo tiene un dominio hidrofóbico que 

permite el anclaje en la membrana .. dejando un tallo citoplásmico corto (20·40 residuos) 

(99. HKI). 

El estudio de la secuencia de la proteína F indica que en el extremo amino 

terminal de la subunidad FI se encuentran 20 residuos que son altamente hidrofóbicos 

(péptido de fusión) .. esta región está altamente conservada entre los parami~ovirus (más 

del 90% de identidad). Existen evidencias experimentales que sugieren que este extremo 

está involucrddo en el fenómeno de fusión. la hidrofobicidad de esta región sugiere que la 

interacción puede ocurrir entre esta región y la membrana celular. 

F tiene dos dominios repelidos. uno (dominio A) adyacente al dominio de fusión y 

el otro (dominio B) adyacente al dominio lransmembranal (Fig. 3). Estos dominios 

pueden formar una estructura en espird.l de tres a hélices. Se sugiere que el péplido de 

fusión cambia su conformación cuando Ja proteína entra en contacto con la membr..1na 

celular. generándose una estructura más fusogénica. 

Secuencia Sitio de Dominio 

Scñ.l corte 

1 ~ ~ C• 

._ .... --------1P.ép•idUDrrm.nin A 

de Fusilln 

Figura 3. Diagrama esquemático de la proteína de fusión en el que se 

muestran los dominios importantes estructural y funcionalmente. 

Los estudios realizados con el virus del sarampión (paramixovirus). han 

demostrado que las mutaciones en el domino B alteran la actividad de fusión. aún cuando 

no se presentan cambios en la formación de Jos oligómeros ni en la expresión de F en la 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



11 

membrana., por lo que se sugiere que este dominio puede estar directamente involucrado 

en promover la fusión (101-109). 

Proteína M. 

La proteína M (matriz)., se encuentra dentro de Ja partícula viral., se proponen dos 

funciones gcncr.dcs: a) participa en el ensamble del virion. mediando la asociación entre 

Ja nucleocápsidc con la envoltura y b) pennile que Ja nuclcocápsidc permanezca 

transcripcionalmente inactiva antes del empaquetamiento (10). 

Proteínas N., P y L 

N: Se une al RNA gcnómico y al antigenómico para formar la nuclcocápside y 

protegerla de la acción de. RNAsas (110). 

P (fosfo_Pr~leíná)_~·se ha sugerido que puede funcionar como una chaperona de N., 

que colabor~ ~n N:para la cncapsidación del genoma y que actúa corno cofuctor de la 

polimernsa (1.10.:~11, ll2). 

L:. cOh~·~-~~~;.:/ s.~is· segmentos discretos que contienen residuos altamente 

conservado~ e~· tO~ Par~~ixovirus .. tiene actividad de polimerdsa (110). 

Proteína~ Nsi~ f.is2; ·· 
NSI, y_/N.$2.:::~~~~---:·-Proteínas no estructurales .. cuando se expresa NSl se ha 

observado tj~~{i~~~¡~,~-:;l~./iCp1¡cación y la lrdnscripción de RNA. NS2 al expresarse en 

altos nivele~---~~-~'~ié~~~~~i~-~~~:~-~ ·erecto inhibitorio (27). 

Pr~te~~~,--~~~i~'~Ü~-~,~~~i~R~:.~_c 
M?-1\~~·~:~~~,·~~-~~~_r,~~ ~nti-terminación esencial para la replicación viral .. se une a 

la proteína .N ~.~~::·~~~~·;;·~ncontrar como parte del complejo N-P (113, 114, 115, 116). 

M2-2::;~~~;~Ugi.ere.que está involucrJda en la rcpliCélción y la transcripción del 

RNA.· Se -ha··~~~';l~dO q'ue ~I infectar células HEp-2 con virus recombinantes que carecen 

del gene M2-2., se observa incremento en la transcripción y reducción en la replicación 

del RNA .. por lo" que el virus mutante crece más lentamente que el virus silvestre (117 .. 

118). 
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11 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Con base en estos antecedentes, se propone el desarrollo de un modelo de 

persistencia del virus sincitial respiratorio in vitro utilizando la línea celular P38801 de 

origen murino similar a macrófagos. Consideramos importante el estudio de la 

persistencia en esta línea celular debido a que como ya se mencionó anteriormente .. Jos 

macrófagos son la primera línea de defensa contra patógenos inhalados y están expuestos 

al RSV en el transcurso de la infección. También se tienen reportes de que estas células 

son susceptibles. a la infección por este virus y probablemente par1icipan en la 

discminació~·de la infección. 

El disp~·ncr de un modelo ;,, vitro de persistencia viral .. provee una herramienta 

para el .. eS~~dic;~d~--.Ja interacción virus-macr6fago y nos permite estudiar los factores que 

innuyen e~ ·el. ~stablccimiento y mantenimiento de la infección persistente por el RSV. 

Adem~s ~rnl_i!e:: el estudio de .aspectos,, ~lulares e imuno16gicos en una estirpe celular 

que probablemenic 'esté relacionada ~n·1~' diseminación de la infección. . .. . . . 
Los virus h·an desarrollado·. diferentes estrategias para el establecimiento y 

- ' . ,' ' . ' 

mantenh~·liento.:d~ 13 P~~:i~tencia; Una estrategia posible es la presencia de cambios en el 

genoma viral res·~~~~bl~~ de qu~··¡.n virus citopático permanezca en la célula hospedera. 

Diferentes tipo~· .. :d~-/~a-í-_iantés-~--~irales se han implicado en el establecimiento de 
- . - - . ,. ,, . ··~ . 

infecciones pcrsisteriies· .. ·;,1·; .. Vitro. tales como .. mutantes temperatura sensibles,. mutantes 

que producen pl~~·~~~~·~~a:· y.partículas defectuosas interfcrcntes. 

El_~~~~i~)~~~'~¿{~~·~:~la~ funciones independientes de los dominios específicos de la 

proteína F.··~-~-~i~~)>~~.i~ir.- crear vectores virales o la optimización de vacunas. En este 

sentido la obtC'rlCióri'·dC.una mutante vind menos fusogénica en el presente trabajo .. nos 

plantCa la po~j~¡-~·jd~d ·¡.-~-~~ludiar a la proteína F y su posible papel en el mantenimiento 

de una infección ··persistente así co1no el análisis del genoma para localización de 

dominos específicos importantes en la persistencia viral. 

Por lo anterior se decidió caracterizar al virus obtenido en nuestro modelo de 

persistencia i11 vitro. con Ja finalidad de identificar las posibles mutaciones en el genoma 

responsables de este fenotipo. 
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111. HIPÓTESIS Y OB.JETIVOS. 

HIPÓTESIS. 

El virus sincitial respiratorio obtenido de cultivos pcrsistentemcnte infectados 

presenta cambios fenotípicos y genotípicos respecto al virus original. 

OD.IETIVO GENERAL. 

Investigar alteraciones fenotípicas y genotípicas del virus sincitial respiratorio 

obtenido de Ja línea celular similar a macrófagos infectada persistentcmentc. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

Establecer el cultivo infectado pcrsistentemcnte con el RSV cepa Long (RSVLab) 

en células P38801 (similares a macrófagos). 

Caracterizar el cultivo persistente por: 

l. Análisis comparativo de la morfología de las células del cultivo infectado 

persistcntcmente versus células no infectadas. 

2. Producción de virus intracelular (por sonicación de las células) y extracelular (en 

los sobrcnadantes). 

3. Detección del antígeno vir~tl en las células infectadas por inmunofluorcscencia y 

por ensayo de citometría de flujo. 

4. Expresión del gene N por RT-PCR. 

5. Resistencia a la superinfccción con el virus original. 

Analizar los virus producidos durante la persistencia viral por: 

t. Producción de partículas interferentes (Drs) a la infectividad viral. 

2. Inhibición de la interferencia viral. 

3. NcutrJlización de la interferencia. 

4. Confirmación del fenotipo del virus obtenido del cultivo persistente. 

S. Determinar comparativamente cambios en el genoma del virus versus el virus 

RSVL.ab. 
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IV. MATERIAL Y METODOS. 

l~íneas celulares • 

Células P388DI (American Type Culture Collection (ATCC) TIB 63). donadas por Dr. 

A. Tingle [Rcscarch Centcr .. University of Vancouver. adquiridas originalmente del 

ATCC]. Esta línea se aisló de un neoplasma linfoide (P388) inducido en ratón DBA/2 (H-

2d) con mctilclorJntreno y presenta características similares a macrófagos (en Jo sucesivo 

se denominarán macrófagos .. M+). Las células se crecieron en monocapa en medio RPMI 

1640-ME. 

Células HEp-2:(~TCC CCL.23). células de carcinon1a cpidcrmoidc de laringe de origen 

humano .. 

Célula:; H358,(~.T~~ 5~07-CRL). línea celular de carcinoma bronquioalvcolar. de origen 

humano. 

Células VE.{(:)'·(A.;:C:c CCL 8 t ). línea celular de fibroblastos de riñón de mono verde. 

Células M49 CATCC CCL 185). células de carcinoma de pulmón humano. 

Las células·. HE~,:i .. VERO y A549 se propagaron en D-MEM. en cambio las células 

H358 en medio RPMI y los macrófagos P388Dt en RPMl-ME. 

La composiCióO de IOs· medios de cultivo. amortiguadores y soluciones se describe en el 

apéndice. 

Virus. 

a. Propagación. 

El RSV cepa Long (RSVLab). fue donado por el Dr. Trudel del Instituto Armand 

Frappie. Canadá y fue propagado como se describe a continuación: Las monocapas de 

células VERO scmiconnuentes crecidas en botellas de 160 cm2
• se infectaron con 

RSVLab a una multiplicidad de infección (moi) de 0.5 durante 1 hr a 37ªC para permitir 

la adsorción del virus. Después de este tiempo se retiró el sobrenadantc y se agregó 

medio D-MEM suplementado con 2% de suero fetal bovino (SFB) (medio para infectar). 

Cuando el efecto citopático fue claramente visible (48-72 hrs post-infección. pi). las 

células se desprendieron mecánicamente y se sonicaron por 10 min (sonicador Colc

Parn1cr Ullrasonic Clcancr mod. 8846-50). Se centrifugaron por 10 min a 1500 rpm .• los 
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sobrenadantes se colectaron y se añadió MgS04 a una concenlrJción de 0.1 M parJ 

mantener la infcctividad del virus. Se conservó a -70ºC hasta su uso. 

b. Purificación. 

La suspensión viral se concentró con polietilenglicol (PEG) a una concentración final de 

8% durante 24 hrs a 4ºC., Y se centrifugó a 9500 rpm. durante 1 hr a 4ºC en un rotor 

Bcckman 45~i. La pastilla obtenida se resuspendió en amortiguador TNE. La suspensión 

se tituló p0r Tc'10;.,.lm1 en células VERO. 

El virus cán~~trJdo , se purificó por gradiente lineal de sacarosa 20-60%.. con 

centrifugación·a 25 .. 000 rpm durante 6 hrs a 4ºC en un rotor SW40 Ti. La fracción que 

contenía una banda visible se colectó. La presencia del virus se determinó mediante Ja 

titulación de la infectividad pOr TCID"°'ml en células VERO y la densidad (g/cm') por 

rcfractomctría (refractómetro Carl Zeiss' 120371) y se calculó mediante la siguiente 

fórmula: p20"C= 2. 7329ri-2.6425, 11= unidades de refr.icción. 

Obtención de anticuerpos. 

a. Inmunización. 

Se inmunizaron conejos Nueva Zelanda de 2.5-3.0 Kg con 150 a 200 µI de virus 

purificado con un título de 4.3xl04 ,TCID,.,¡ml y un contenido de 200 a 300 µg de 

proteína. Se aplicaron tres inyecciones· subcutáneas a intervalos de 21 días utilizando 

adyuvante completo de_ Fr~u!'d.-,e~ la primera aplicación e incompleto en las dos 

siguientes. Los conejos con . .:ln-Íic~~rpos anti-RSV sé ricos neutralizantes de la infectividad 

virdl se sangraron a blancó. 

b. Titulación de anticuerpos neutralizantes en el suero. 

La concentración de anticuerpos neutralizantes se detenninó de acuerdo al método 

descrito por Trudel M. 1993, brevemente: La suspensión viral con un título de 2.8xlo" 

TCID~ofml se diluyó en serie 1:3 en medio para infectar en una proporción de 35 µJno 
µI; 50 µI de cada una de las diluciones se mezclaron con un volumen igual de suero 

inmune sin diluir y se incubaron 60 min a 37'1C. Se añadieron 50 µI de la mezcla virus

anticuerpo a monocapas de células HEp-2 propagadas en placas de 96 pozos, se dejaron 

adsorber durante 2 hrs a 37ºC, después de éste tiempo el inóculo se retiró y se reemplazó 

por 150 µI de medio para infectar. incubándose a 37ºC hasta observar efecto citopático y 
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el título se calculó de acuerdo a la última dilución donde el efecto citopático se inhibió y 

se expresó TCID:-;0 /ml. neutralizados . Para confirmar el título y en aquellos casos en los 

que por el procedimiento anterior la determinación del título no fue clara se realizó la 

siguiente modificación: Se realizaron diluciones seriadas del suero inmune J :3 en el 

medio antcrionncntc descrito. a 50 µI de cada dilución se le agregaron 50 µ1 de la 

suspensión virdl sin diluir. con un título de 2.8x10H TCID~ml y se continuó de acuerdo 

al procedimiento anteriormente descrito. Cada ensayo se realizó por duplicado ( 119). 

c. Purificación de lgG•s por cromatografía de afinidad (Proteína A-Sephal"osa). 

La proteína A se hidrató en una proporción de 1 g en 4 mi de agua dcsionizada 

para una columna de 7 mi (montada en una jeringa de 20 mi). La columna se lavó con 40 

mi de amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 8.0~ seguido por un lavado con 20 mi de 

amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 8. Se aplicó la muestra y se incubó 2 hrs a 

temper-dtura ambiente (TA). Se eluyó con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 8 .. en las 

fntcciones recogidas (lml) se detenninó la densidad óptica (DO) a 280 nm en un 

espcctrofotómetro y se eluyó hasta obtener una densidad óptica de cero. Las lgG•s se 

eluyeron tratando con ácido acético 0.1 M/NaCJ 0.15 M y se detenninó la DO en las 

frJcciones colectadas. Las fracciones recuperadas fueron aquellas con valores de DO 

entre 1..241-2.172. Se juntaron las fracciones y se ajustó el pH a 7 con PBS IOX .. se lavó 

Ja columna con amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 8 y se dejó con amortiguador de 

fosfatos 0.1 M pH 8. Las lgG•s se dializaron contra PBS pH 7.4 y se determinó la 

concentración Qe proteínas por el método de l..owry (120 .. 121). La composición proteica 

de la mezcla se analizó en geles de acrilamida al 10% en condiciones reductoras y se 

determinó el título de anticuerpos neutralizantcs de acuerdo al método descrito. 

Ohtencic'in del cultivo inf'ecludo oersi!'itentemente. 

El cultivo de macrófagos infectados pcrsistentemente (M4-pcr) se obtuvo por 

infección de Mcf> a una moi= 1 con RSVLab .. se incubó 1 hr a 37 ºC. después de este 

tiempo se retiró el medio y se añadió medio fresco (RPMI con 2% de SFB). A las 24 hrs 

pi .. se lavó dos veces con medio fresco y se cambió el medio por RPMI con 10% de SFB 

y se determinó el número de células viables por exclusión de azul tripano a las 24., 489 72 

y 96 hrs pi y se determinó el título del virus extracelular por TCIDso/ml. El cultivo se 
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mantuvo durante 6 días con cambio de medio diariamente. lus células que sobrevivieron a 

la infección.·sc-propagaron. 2 veces a Ja semana. En adelante me referiré a este cultivo 

como McJtpcrO. Paralelamente se realizó un control de macrófagos no infectados el cual se 

trató en las mismas condiciones. La viabilidad se determinó en ambos cultivos a las 24, 

48,. 72 y 96 hrs. La persistencia virJI en el cultivo se confirmó por: 1) producción de virus 

intracelular (por sonicación de las células) y extracelular (en los sobrenadantcs), 2) 

detección del antígeno viral en las células infectadas por inmunonuorcsccncia y por 

ensayo de citomctría de flujo, 3) expresión del gene N por RT-PCR. 4) producción de 

partículas intcrfcrcntes a la infcctividad viral y 5) resistencia a Ja supcrinfccción con el 

virus original. 

Caracterización del cultivo infeclado persislenlemenle. 

a. Morfología de las células del cultivo infectado pcrsistcntementc. 

Determinación del área y perímetro en Mcl> y McJ>pcrO: Se comparó el área y el 

perímetro entre el cultivo de Mcl> y el de M$pcr<l .. mcdianlc el uso de un microscopio 

(Zeiss .. FOMt) con una video cámara acoplada (Hitachi VKM 98E) y un programa parJ 

análisis digital de imágenes (lmage Pro Plus .. Media Cybcrnetics. Silver Spring .. MD). 

Para este efecto las células (1 X JO!'i) se crecieron en portaobjetos de poliestireno de 8 

pozos (Nunc) y se fijaron por 30 min a TA con glutaraldehido en amortiguador de 

fosfatos O.IM pH=7.4. Se lavaron 3 veces con PBS y para cada pozo se analizaron S 

diferentes campos (4 esquinas y uno en el centro). 

b. Producción de virus extracelular e intracelular. 

Titulación del virus por TCID!'io/ml. 

La infectividad de los sobrenadantes de los cultivos de macrófagos infectados 

pcrsistcntemcnte se determinó en monocapas de células VERO semiconfluentes .. crecidas 

en placas de 96 pozos en medio D-MEM con 5% de suero fetal de ternerJ. Los pozos se 

infectaron con diluciones seriadas de Ja suspensión viral 1 :3 en medio 0-MEM con 2% 

de SFB .. hasta una dilución final de 1.2 X 10º'\ incubándose 1 hr para permitir la 

adsorción del virus .. retirando posterionncnte el inóculo. Cada ensayo se realizó por 

cuadruplicado. Las placas se incubaron hasta la observación de efecto citopático (3-6) 
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días. El título viral se expresó en TCID!"olml y se dclcrminó utilizando la fórmula de 

Kürbcr ( 119). 

El virus intracelular se determinó después de lavar los cultivos de macrófagos 

pcrsist~ntcs., .. 20 ~eccs, con RPMI suplementado con 1% de suero fetal, para eliminar el 

viruS . extráéeJular, posteriormente se sonicaron (sonicador Colc-Parmcr Ullrasonic 

Clcaner modelo 8846-50) por 10 min y se tituló la infcctividad por TClD,olml. 

Titulaci6:n Por focos de infección . 

. Células H358 y VERO se propagaron en cubreobjetos, previamente esterilizados 

y coJO~dos en placas de 6 pozos para cultivo. Cuando alcanzaron un 80% de connucncia 

se infeCtaroO cOn SO µI RSVL.ab y con diluciones 1:2 de los sobrcnadantes del cultivo 

persiStente. Después de 24 hrs pi las células se fijaron con acetona 10 min a TA, los 

cubreobjetos se lavaron 2 veces con PBS,, se añadieron 25 µI del anticuerpo anti-RSV 

conjugado con FITC (DAKO, diluido 1:5 en PBS) y se incubó 30 mina 37ºC, se lavaron 

dos veces con PBS y se dejaron secar a TA. ParJ calcular el número de focos infecciosos 

en cada caso se ·contaron 45 campos en un microscopio de epifluoresccncia con el 

objetivo de 40X. 

El número de focos/mi .. se calculó en Ja dilución en donde se contaron al menos 

100 focos, con base en Ja Siguiente ecuación: 

Focos/mi =" 20 x- número de focos contados x factor de dilución x 5 (área del 

cubreobjetos, que se esta.ndarizó para contar 45 campos usando el objetivo de 40X). 

c. Porcentaje.<:1e: céllllas infectadas. 

Jnmunofluoresccncia indirecta. 

Los macl-Ófagos no infectados. Jos infectados en forma aguda a una moi=l con 

RSVLab y ·¡O~. d{rercntes pases del cultivo infectado persistcntcmente se crecieron en 

portaobjetos de policstireno de 8 pozos (NUNC). tratados con HXl µJ de polilisina (10 

mg/ml) por 20'" a TA previamente lavados con PBS estéril. Se añadieron 1 X 1 O~ células 

y se incubaron por 24 hrs a 37ºC y 5% C02. Posteriormente las células se fijaron con 

metanol por 5 min y acetona 30 seg. la preparación se dejó secar al aire y se lavó dos 

veces con PBS estéril. Se bloqueó 1oda la noche a 4ºC con PBS con 1 % de suero fetal y 

se lavó 3 veces con PBS con 0.25% de albúmina sérica bovina (ASO) y 0.3% de Tween 

20. solución de lavado. Se añadió el anticuerpo anti-RSV obtenido en conejo (con un 
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título de lXIO' TCID,.i/ml neutralizadas) y diluido en PBS con 0.5% de ASB 1:100 y se 

incubó 1 hr a 37ºC. Se lavó 3 veces con la solución de lavado .. posteriormente se añadió 

anti-lgG de conejo conjugado con FITC diluido 1 :500 en PBS con 0.5% de ASB y se 

incubó por 30 min a TA. El porcentaje de células infectadas se detcnninó por 

observación al microscopio de cpifluorcsccncia (Nikon Diaphot) contando al menos 3CX> 

células en diferentes campos. 

Ensayo de citomctria de flujo. 

El ensayo se realizó en tubos cppendoñf previamente sensibilizados con 1 mi de 

amortiguador de lavado estéril (PBS con 0.1 % de ASB .. filtrado por membrana de 0.22 µ) 

a 37ºC por 30 min. 

1 x 10~ macrófagos infectados en forma aguda a moi=l .. macrófagos no infectados 

y diferentes pases del cultivo infectado pcrsistcntemcntc se trataron con PBS con 1 % de 

SFB por 30 min a 4ºC en agitación continua. Después se lavaron en frío 2 veces con el 

amortiguador de lavado y se incubaron 2 hrs en agitación constante a 4ºC con el suero de 

conejo anti-RSV (100 µgen 5CKI µI de medio RPMI). Posteriormente se lavó 2 veces de 

la misma fonna descrita anteriormente y se fijaron con paraformaldehído al 0.5% en POS 

pH 7.4 (preparado en el momento) por 30 min a 4ºC. El anticuerpo anti-lgG de conejo 

conjugado con fluoresccína se utilizó a una dilución 1:500 en amortiguador de lavado y 

se incubó por 2 hrs a 4°C en agitación constante. Finalmente se lavó 2 veces y se analizó 

la fluorescencia en un analizador FACScan (Bccton-Dickinson). en cada determinación 

se analizaron 1 x Iff' células. Las células infectadas con suero normal de conejo se usaron 

como control. 

d. Expresión del gen N del RSV. 

Extracción de RNA 

Las células del cultivo persistente., los rnacrófagos no infectados y los macrófagos 

infectados en forma aguda a una moi=l con RSVLab. se crecieron en placas de 6 pozos. 

Se añadió 1 mi de TRIZOL y se homogenizó pipeteando varias veces. Para permitir la 

completa disociación de los complejos nucleoproteícos. se incubó por 5 rnin a TA. 

Posteriormente se añadieron 0.2 mi de cloroformo y la mezcla se agitó 

vigorosamente por 15 seg y se incubaron por 2-3 mina TA y se centrifugó a 12000 rpm 

15 n1in a 4ºC. 
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La fase acuosa se recuperó y se precipitó con isopropanol (con una fracción de 

volumen igual al obtenido en la fase acuosa) .. incubando por 10 min a TA y se 

centrifugaron a 12000 rpm IS min a 4ºC. El sobrcnadantc se removió y se lavó con 

etanol al 75%. Se dejó secar al aire y se disolvió en 50 µ1 de agua-dictilpirocabonato 

(DEPC) libre de RNasas. 

RT-PCR para la amplificación del gen N del RSV. 

Se amplificó un segmento de 278 pb .. del gene N .. el cual se reporta que está muy 

conservado entre las distintas cepas virales aisladas en la naturaleza. 

Condiciones para la obtención del cDNA: 

Se usaron 4 µI de amortiguador SX (GIBCO-BRL). 2 µI de DTT (GIBCO-BRL). 

2 µI de dNTP·s (1 OmM) (GIBCO-BRL). 0.5 µI de inhibidor de RNasa (GIBCO-BRL). 4 

~11 del RNA y 7.5 µI agua DEPC. Se agregaron 50 µI de aceite mineral y se incubó a SOªC 

por S min .. postcrionnentc se pasaron los tubos al hielo y se añadió 1 µI de oligo dT y se 

incubó a 607c pc:>r 10 min y los tubos se pasaron al hielo por 5 min y se agregó 1 µI de la 

enzima transcriptasa reversa (GIBCO-BRL) y se incubó a 42 ºC por l hr. 

Para· cf::é·n~3yo de PCR se tomaron 5 µI de cDNA. se añadieron 8 µI de 

amortiguad~r:d-~_-';.;.,plificación. 1 µI de DNA Taq polimerasa (GIBCO-BRL). 1 µI de 

aligo NI (40°p;;..;·l}~ºt µ1 de aligo N2 (40 pmol) y 84 µI de agua estéril. Se incubó por 2 

min 30 seg· a·.·99~C y Se llevó a cabo la amplificación por 30 ciclos en las siguientes 
' ·'. "-< 

condicioncS:".94ºC l min, 65ºC 1 min. 72 ºC 2 min. se dejó un periodo de extensión a 

72ºC dC-7 min y se pasaron a 4°C. 

Los oligos Nl y N2, los cuales se diseñaron para amplificar la región 858-1135. 

dando lugar a un producto de 278 pb (122) y se sintetizaron en la Unidad de Síntesis del 

Instituto de Biotecnología. UNAM. 

NI s· GGA-ACA-AGT-TGA-GGT-TTA-TGA-ATA-TGC 3· Tm=75ºC. 

N2 3• CTT-CfG-CTG-TCA-AGT-CTA-GTA-CAC-TGT-AGT s· Tm=74°C. 

e. Obtención de un cultivo homogéneo a partir del cultivo McJlipcrO. 

Por dilución límite. 

Con la finalidad de obtener un cultivo homogéneo se hicieron diluciones seriadas de 

algunos pases del cul1ivo McJ>pcrO y así obtener cultivos a partir de una sola célula. Se 
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realizaron diluciones 1:10 en medio RPMI 1640-ME con 5% de SFB y se contó el 

número de células viables en cada dilución. Las diluciones que tenían menos de 10 

células se subcullivaron, el cultivo que tenía al menos S células/mi fue el que se logró 

propagar y se determinó la presencia de virus cxtracclular por TCID!iolml en células 

VERO. El cultivo obtenido de esta forma se denominó M4f>pcrt. 

Resistencia u la superinfccción. 

La supe~i~~~C.ció~.·~~e.1 cultivo McJ-perl, se realizó a diferentes multiplicidades de 

infección. LaS célu.las' S<;·~h~fectaron con una moi=t. 3, 5 y 10, se incubaron con medio 

RPMI 1640-ME s~·~,.;~~~·;a~o con 2% de SFB durante 1 hr a 37 ºC y después se retiró el 

inóculo. Se inCUbar~·n·:·~or.24,";48, 72 y 96 hrs en medio RPMI 1640-ME suplementado 

con 5% de ~~)' s~"dC~~-~irlÓ. la viabilidad celular, por exclusión de azul tripano. La!<t 

células que sobrcviviCron U la infección fueron aquellas que se superinfcctaron a moi=l .. a 

este cultivo obtenido se le denominó Mcftpcr2. 

f. Presencia de Partículas Defectuosas (Dl"s). 

Ensayo de Interferencia a Ja infectividad viral. 

La presencia de ors se dctenninó por ensayo de inhibición de la infectividad 

viral de acuerdo al método descrito por Treuhaft MW. et al 1982 (123). Las células 

VERO se crecieron en placas de 96 pozos (1 x JO~ células) y se infectaron con ICK) µI de 

cada una de las diluciones de los sobrcnadantcs para titular. utilizando 4 pozos por 

dilución, se incubaron por_2 hr5 a 37ºC en atmósfera húmeda con 5% de C02. Pasado 

este tiempo S<? rctir~ _el -":1cdio y se lavó con PBS. E.c;.tas células se reinfcctaron con el 

virus de referencia (R~V~b) a una moi=0.3 .. se incubaron por 2 hrs. se retiró el inóculo, 

se añadió mediO'·.o~MEM ·para infectar y se incubaron por 72 hrs. Se retiró el 

sobrenadante y·~e adicio'~'Ó solución balanceada de EARLE con rojo neutro al 0.03% y se 

incubaron dur..tntc 2 · hrs (las células que sobreviven a la infección se tiñen con el 

colorante) .. postcrionnente se lavaron 2 veces con POS y se añadió una solución de etanol 

al 50% en NaH2 P04 0.IM por 15 min y se determinó la densidad óptica a 540 nm. 

Los sobrcnadantes del cultivo persistente se purificaron por un gradiente lineal de 

sacarosa 20-60% .. se determinó la densidad de cada fracción (0.5 mi) por refractometría. 

como se describió anteriormente y la concentración de proteínas y ácidos nucléicos por 
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espectrometría. A~í mismo en cada banda se detenninó la infcctividad viral por 

TCIDso/ml y por focos de infección. 

Inhibición de la interferencia virJI. 

La presencia de Dl .. s se confirmó por irradiación con luz UV y tratamiento con 

anticuerpo anti-RSV. La irradiación se hizo utilizando una lámpara 15 W (GencrJI 

Elcctric., G 1578) durJnte 10 min a 30 cm de distancia y posteriormente se realizó el 

ensayo de interferencia descrito anteriormente. 

Neutrdlización de la interferencia. 

La interferencia con Ja infectividad se neutralizó con lgG policlonal anti-RSV 

(CHEMICON), diluciones seriadas (1:3) 'de los sobrenadantes del cultivo infectado 

pcrsistentcmente y de las bandas obtenidaS'cn el gradiente., se incubaron por 2 hrs a 37ªC 

con en anti-RSV a una dilución de 1:9 hecha en PBS +1% de ASB. 50 µI de la mezcla 

anterior se utilizaron para el ensayo de interferencia. Como control del anticuerpo 

remanente, se añadieron 50 µI de RSV moi=0.3 a 50 µI de la mezcla anterior, se incubó 

por 2 hrs a 37ºC y Ja interferencia se determinó en Ja última dilución en la cual se 

observó inhibición de la interferencia. 

Caracleri7.ach'in de las partículas virales ohlenidas del cultivo infectado 

pentistentemenle. 

a. Formación de sincitia. 

Co-cultivo de las células del cultivo M4'>per2 con diferentes líneas celulares. 

Las monocapas de células VERO .. H358. HEp-2 y A549 scmiconnucntcs crecidas 

en placa de 6 pozos se co-cultivaron con diluciones seriadas 1:3. de macrófagos 

pcrsistentemente infectados. Para eliminar el virus cxtracclular .. los macrófagos se 

lavaron previamente al menos 20 veces con el medio utilizado para las diluciones (RPMI 

1640-ME con 1% de SFB). Se incubaron una hora a 37oc, se retiró el inóculo y 

posteriormente se añadió medio RPMI con 2% de suero fetal y de 2% de agar. Las placas 

se incubaron a 37ºC en atmósfcrd húmeda con 5% de C02 hasta la observación de efecto 

citopático (3-6 días). 
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Efecto sobre la formación de sincilia del tratamiento con lripsina de sobrenadantes 

del cultivo de Mcj>pér2. 

El sobrenadantc del cultivo M~pcr2, se incubó con J.25 µg/ml de tripsina por 

media· hora a 37ºC. Monocapas semiconOucntes de células VERO se infectaron con el 

sobrenadante previamente tratado con tripsina y se incubaron por dos horas a 37ºC y 5% 

de C02 , posteriormente se retiró el sobrenadantc y se añadió medio RPMI 1640-ME con 

tripsina (J.25 µg/ml tripsina, sin SFB) y se incubó hasm la observación de efecto 

citopático. Las células se fijaron con metano) por 5 min y acetona 30 seg, se lavaron con 

PBS y se añadió cristal violeta (0.1% en etanol al 20%), para la observación del número y 

tamaño de los sincitia. Paralelamente se hicieron los siguicnlcs controles: a} células 

VERO infectadas con el sobrenadante del cultivo Mcf>pcr2 sin tratamiento con tripsina .. b) 

células VERO sin infectar incubadas en medio con y sin tripsina y c) células VERO 

infectadas con el RSVLab en presencia y ausencia de tripsina. 

También se utilizaron como control células H358 infectadas en las mismas 

condiciones descritas anteriormente. 

lnfectividad por focos de infección. 

Se determinó la infectividad de los sobrenadantes del cultivo Mcf>per2 de acuerdo 

al método descrito anteriormente .. añadiendo únicamente el tratamiento con tripsina. 

Efecto de Ja concentrJción de tripsina en la expresión de la proteína F en la 

membrJna de células VERO infectadas con el sobrenadante del cultivo McJ>per2. 

Monocapas de células VERO se infectaron con sobrenadante de cultivo McJ>pcr2 

tratado con tripsina a diferentes concentraciones (0.5 .. 1.25 .. 5 y 10 µglml) y sin tripsina. 

Cuando el efecto citopático fue evidente .. las células se fijaron con paraformaldchído 2% 

6 con metanol S mio-acetona 30 seg. Posteriormente se lavaron 3 veces con POS y se 

bloqueó con glicina IM 1 hr a TA .. se lavó 3 veces con POS y se incubó 1 hr a TA con el 

anticuerpo anti-F (CHEMICON) diluido 1:500. A continuación se lavó 3 veces con PBS 

y se añadió el anticuerpo conjugado anli-lgG-FITC (AMERSHAM) de ratón diluido 1: IO 

y se incubó 1 hr a TA. 

Paralelamente se infectaron células VERO con el RSVLab a moi=I (como control 

positivo) y como control negativo se usaron células VERO no infectas. 
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b. Análisis gcnómico de la proteína F. 

RT-PCR para Ja amplificación del gen F .. 

A 3 µI de RNA total (obtenido de acuerdo al método descrito anteriormente) se 

añadió 1 µI del Oligo 2 (1 ngfµI) y 1 µI de agua-DEPC y 0.5 µI de inhibidor de RNasa 

(GIBCO-BRL), se hirvieron 3 min y se colocaron en hielo. 

Se añadieron 15 µ1. de la siguiente mezcla: 4 µI de amortiguador SX (GIBCO

BRL), 2 µI dNTP's 5mM (GIBCO-BRL), 2 µI DTT 0.1 M (GIBCO-BRL), 0.3 µI de 

transcriptasa in.i~;.,i;,··~~Perscript 11 (GIBCO-BRL), 6.7 µI H,O y se incubaron por 1 hr a 
42ºC. . ., ... 

-.. :.<·: . . ·.;<\·::,> _':,, :.·. -.;-__ , 
se:.to.marorÍ 0.2 ó: t "µI de cDNA y se añadió 1 µI del Oligo 1 (25 nglµI) y 1 µI del 

Oligo~(:z5~b~15}1 ól~BµI de H,O . 

. S~·~.:~~~di~·~·d~;·:·_.2{ ~l. de la siguiente mezcla: 1 µl de dNTP•s SmM .. 2 .. 5 µI 

amortiguador\~~>'iJ.{~¡ de DNA polimerasa platinum (GIBCO BRL) y,18.2 .:.1 de H 20 

estéril . 

. :se rDezc;;ió ~por agitación y se centrifugó en eppedorff a 13,00o' rpR.·pOí-.3()_.Se.g y se 

pasarotl. Íos·~~~~~{~( ~~rmociclador (Perkin Elmcr DNA Tennal c;cle.r);·:~~~ -;•::~;\;:'_:,t:~;:._'.-~: .. · 
Pa~ · .. ,?-._;-~;:;._p-1_ifiCu:ión completa del gen F se utilizaron .~loS;;sig~·i~s;t-;;;~--'.oligos 

(~intetiza~os.;~'éí~únidad de Síntesis del Instituto de Biotecnologí~;>~~~~(~;~iN''i{' ·. 

O ligo Posición 

del Oligo 

Ft 22 

F2 883 

F3 862 

F4 1853 

FCJ 3U5 

FI 

Fii 1861 

Secuencia 

s·occ-AAT-Ccr-cAA-AGC3. 

S'GGA-CAT-GAT-AGA-GTA3• 

S'GTG-TAA-GTG-AGA-TGG3• 

S'CAA·AGC-ACA-CCA·GCA-GCJ' 

silio Hpnl 

;·:.54 

'. 86 
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Condiciones de PCR 

94ºC 3 min un ciclo 

94ºC 30 ~cg; T°C ••específica para cada par de oligos; 72ºC 2 min 30 seg; 32 ciclos 

72ºC 7 n1in un ciclo 

Oligns ulili:t"..a<lus -r-c •• 
FI. F4 42ºC30 seg 

Ft. F2 42ºC30 seg 

F3. F4 44•c30 seg 

Fl.Fll 44ºC30 seg 

FCI. F4 

FCt. F2 42ºC30 seg 

Purificación de los productos de PCR 
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Los productos de PCR se purificaron en u~ gel de agarosa al 1% (agarosa de bajo 

punto de fusión. preparJdo con TAE y con:· br(njlliro. de etidio, ver apéndice). El 

corrimiento (60-~0 vol Le;)_~- ~et~~-º '!-Ífl~·,_~~~ ~~-~ -~~-~~~-·~~ntc (Orange G, SIGMA) se salió 

del gel .. Sobre-~·- -~r~n~ii~~i-~~\!o~:~.'~~~~:~~~-~J)~~--b.~~-d¡( de_ interés eliminando posibles 

contaminant~.~·--~~-- ;~~u~r~-·!,~ .'~-~~~~+, .. ~~~::~n':~~-l;ci· ~-~~~d~rff y se añadieron 150 µI de TE y 

3 µ de MgCl2 (iM),ys'~);,-~~t,'6':~; ÍO-IS min a 75ºC (con agitación hasta la fusión 

completa de 1a>1ga·r~~)~··~~~t~·~i·~fme~t~ se añadió 1 mi de la resina (tierra de diatomeas) 

y se aiitó_·:·cn··~l'.,·X~~-~e-;c ... ~:,L~i~L~·:·t~nsfi-~ió este volumen a una jeringa de 3 mi estéril 

conectada a-.:, ~ri~-;~~.1-~-.+.·~~··_Wiz3rd a través de la cual se pasó el líquido lentamente. 

DespUé~:; se ·p·r~~~ió ·a lava~ la columna con 3 mi de isopropanol (80%) y se centrifugó en 

un t~bo ePpc~dorfr J miÍt a 13,.000 rpm. Se incubaron las columnas de 5-10 mina TA .. 

para permitir que se secaran y se agregaron 50 µI de agua estéril. Se incubaron 2 min a 

TA .. pasado este tiempo las columnas se tntnstirieron a·un lubo eppendorff limpio y se 

centrifugaron por 1 mina 13.000 rpm. Se recuperaron enlre 35 y 40 µI de DNA .. la pureza 

de los producaos se verificó por electroforesis en un gel de agarosa al 1 % y se cuantificó 

utilizando los marcadores de PM como referencia (A/Hind 111 y q,XI74/Hae 111 GIBCO

BRL). 
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Obtención de la secuencia de .nuclcótidos de la proteína F. 

Una vez que los Productos de PCR se purificaron y cuantificaron. se tomaron 250 

ng de c/u-d~ cll~s S -p;.:.ol/ dCI ofi!;o de interés., en un volumen de 16 µI de agua estéril y 

se enviaron a la.unidéld de secuencia del Instituto de Biotecnología UNAM. 

Pard la -Ób:~¿·nciÓn de la secuencia completa del gen F se usaron los siguientes 

oligos: FI, F2. F3, F4, FCl, FI y Fii (descrilos anteriormente) y RSVA, RSVB, RSVC, 

RSVD, RSVE, RSVF, RSVl 179 y RSV574 (que se describen a continuación). 

O ligo Posicitln 

Olign 

RSV(A} 645 

RSV(B} 905 

RSV(C} 113 

RSV(D} 1568 

RSV(E} 1069 

RSV(F} 1544 

RSVll79 1179 

RSV574 574 

c.fcl Sccucnciu 

5ºCGT-GCA-GAA-TAT-CAA-ATA-TAG3º 

5ºGGT-AAT-TGT-ACT-ACA-TAT-GC3" 

S'GCA-crG-CAT-GTr-GAT-TG3• 

5"0GT-AAA-TCA-ACC-ACA-AAT-ATC3" 

5"CCC-ACA-AGC-TGA-AAC-ATG3 º 

SºGCA-TIT-ACA-TGA-TGT-AAT-AAT-TC3º 

s·ccA-AAT-ATG-A'll-GTA-AAA-TTA-TGJ• 

s·cTT-AAC-CAG-CAA-AGT-G3. 
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V. RESULTADOS. 

1. Establecimiento,. confinnación y caracteñzación del cultivo persistentemente 

infectado. 

Establecimiento de la infección persistente. 

Se estableció un cultivo persistentemente infectado a partir de células P388Dl 

(Me?) que sobrevivieron a la inf"ección por et RSVLab a una moi=l. Las células que 

sobrevivieron se propagaron y a este cultivo se le denominó cultivo MclaperO. Durante los 

pases del cultivo no se observó un cambio significativo en la tasa de crecimiento entre las 

células infectadas persistentemente y los macrófagos no infectados (se subcultivaron 

aproximadamente cada 48 hrs). tampoco se observó lisis celular. sin embargo. fue posible 

en algunos casos y en fonna transitoria observar la formación del sincitio caracteristico 

del RSV (Fig. 1). El cultivo infectado persistentemente se ha propagado durante más de 4 

años. 

Figura t. Sincitio característico de la infección por el RSV en el pase 10 

del cultivo persistente (M4»per0). 

Morfología. 

Un parámetro utilizado para determinar cambios en la célula por la persistencia 

del virus fue el análisis de la morfologia. Las mediciones de las células del cultivo 

J\..lcJ»perO (se contaron 317 células) .. área (X =~J::?.31 µ 2
) y periinetro (X=74.:?4 µ 2

). se 

compararon con los macráfagos no infectados (Mcl>) (se contaron 205 células área). área (K 

=200.22 µ 2
) y perímetro (X=70.59 µ 2

). El análisis mostró una diferencia significativa en 

el área (P< O.OS} y no así en el perímetro (P< 0.1401) (Fig.2}. 
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Figura. 2. Análisis morfológico del área y perímetro de las células del 

cultivo M4'pcr0 y de los macrófagos no infectados. Panel A y B pase 10 

del cultivo M.¡.pcrO. A) área y B) perímetro. Panel C y D M.¡., área y 

perímetro respectivamente. 

ProducCión ·(¡~·virus cxtntcclular e intracelular. 
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La pr·~~~i,~j_;;·~/d'~.1·!.:~:~rus.::. Cn cada pase del cultivo pcrsistcntemcnte infectado se 

confirmó. i>o-~:-:/~i.i~~;¡~~i~~---~;~~-r-·virus infeccioso en los sobrcnadantcs del Mtf»pcrO por 

TCID,.,/mlen-Célul;;;¡,VÉRO_;_ 

LoS: ~í~·~í~S_:~w::J~~*~~~tracelular (producido en 72 hrs) en los primeros pases del 

cultivo estu~i~~~,~:-.:;~,~~~.~·T~'.ng~ de 1.1X103-2XIO!'i TCID~o/ml. El título del pase 8 fue 
similar a l~S·:.~~l~~-~~~~:;·,~?:~-~~-;:¡idos en una infección aguda en macrófagos (IXIO!'i-tXJO" 

TCID~o/ml), 10'.~_qü~·:.;,s"Ugi.c;rC; que puede ser el resul1ado de virus que se produjo en 

infecciones ag~-d-~~<~·t~'~)a suma del producido más el remanente del virus original. La 

figura 3 mueslrJ la produ~ción de virus exlracclular en cada pase del cullivo. A parlir del 

pase 9 y hasta el. pase. 26 se enconlraron lílulos entre IXIO~ y 6XI03 TCID!'io/ml .. 

posteriormente no se pudo detectar virus en los sobrcnadantcs del cultivo pcrsislente por 

esta lécnica (Fig. 3A). 
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Figura 3. Virus extracelular infeccioso obtenido dc1 los sobrcnadantes del 

cultivo persistentemente infectado. El virus extracelular se determinó por 

TCID,o/ml. A) Cultivo obtenido a partir de las células que sobrevivieron a 

Ja infección con el RSV a moi=l (Nl<J>pe¡-0), B) Cultivo obtenido por 

dilución !imite del pase 26 del cultivo l'vft!>perO (Mcflpert) y una sublinea 

obtenida después de la superinfección del M4tperl con el RSVLab a 

moi=I (M4j>per2). 

Porcentaje de células infectadas en el cultivo infectado persistentemente. 
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La presencia del antígeno viral en las células del cultivo infectado 

persistentemente se determinó y cuantificó por inmunofluorescencia. indirecta y por 

citomt!tria de flujo. 

Inmunotluorescencia indirecta 

Los resultados obtenidos por inmunotluorescencia mostraron que el porcentaje de 

células positivas fluctuó entre 40-60o/.en. los. pases PI al P26 del cultivo M4>pert) (Fig. 4). 
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Figura 4. lnmunofluorescencia indirecta. A) Mcl»perO y B) M«I> sin infectar. 

Ensavo de citometria de flujo_ 

Con ta finalidad de obtener un valor más preciso del porcentaje de células 

infectadas. se decidió utilizar ensayo un método más sensible y confiable para la 

detección de antígenos virales (ensayo de FACS),, así como para la cuantificación del 

porcentaje de células positivas. 

Los ensayos de FACS se hicieron en diferentes pases del cultivo infectado 

persistentemente. La figura S muestra los resultados obtenidos por ensayo de FACS en el 

pase 24 McltperO (Fig. SB),, en donde los porcentajes de positividad fluctuaron entre el 40-

50%. La infección aguda de macrófagos mostró un pico de células positivas bien 

definido, en el rango de intensidad de 10= a 101 (Fig. SA). Por el contrario en los perfiles 

obtenidos en los diferentes pases del cultivo de McPperO. se observa superposición de las 

curvas positivas con las negativas,. lo que probablemente representa poblaciones con 

diferente grado de expresión de antígeno. El porcentaje de células que expresan antígeno 
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por este método es similar al valor obtenido por inmunofluoresccncia indirecta (Fig. 4), 

lo que valida nuestros resultados • 

. A .1 j~ ... 1 .. · ,.,.l. -:~;::~===.-'~:~--J.l 
FL1-H PLl+f 

Figura 5. Perfiles de fluorescencia de macrófagos infectados en forma aguda 

y en forma persistente con el RSV. El porcentaje de células que presentan 

antígeno está señalado en números sobre las barras. A) M~ infectados en 

forma aguda; B) M,Pper<J. pa•e 24. 

Expre•ión del gen N del RSV. 

Con la finalidad de- confirmar la expresión del genoma viral se hizo RT-PCR para 

determinar la e;pr~,~~ó~: ~~I gene N (nuclcocápsidc) en el cultivo Mlf>pcrO. 

~s , ~C~1;1.1_t_~d0f;~1:~~~~~~~os , por RT-PCR mostrdron una banda de 278 bp, 

correspondiC~le~3J ·scg~Cñto- amplificado del gen N. La banda se observó en todos los 

pases a·naliZa·cÍc;s~:t-?~-r~~ult~dos se muestrJn en la figur.i 8. (Líneas 3 y 4). 

Obtenció.n ·de un cultivo homogéneo. 

Por dilución límite. 

Con la finalidad de tener un cultivo con un mayor porcentaje de células 

infectadas .. se realizó una clonación por dilución a partir del pase 26 del cultivo McJ»perO. 

sin embargo .. no fue posible obtener un cultivo a partir de una sola célula .. solo a panir de 

5 células se pudieron recuperar algunos subcultivos. Se obtuvieron 12 subcultivos en Jos 

que se determinó el virus cxtracclular .. porcentaje de células que expresaron antígeno y la 

expresión del gen N por RT-PCR. En los 12 subcultivos se detectó la presencia de virus 
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extracclular y Ja expresión del gen N, sin embargo. el séptimo presentó una mayor 

cantidad de células que expresaron antígeno determinado por FAC .. S. alrededor del 60% 

(Fig. 68) y en los perfiles obtenidos no se observó un solo pico, lo que sugiere 

heterogeneidad en la concentrJción del antígeno presentado por la población celular. Con 

base en los resultados anteriores se continuó trabajando el subcultivo 7. el cual dio lugar 

al cultivo Mcj>pcrl. 

La persistencia viral se confirmó en el cultivo McJ.pcrl por: virus cxtracelular por 

TCID~o/ml en células VERO encontrándose títulos que Ouctuaron entre JX102 y 2Xl03 

(Fig. 30). Sin embargo, despu~s de los primeros pases no se detectó virus extrdcclular 

por TCIDso/ml, al so~i~r_.--.•,~s ~é_l~las se obtuvieron virus con títu_l~s de lxlO~ TCID~o/ml. 
Probablemente por·. sori~C.Cióri · sC ~ liberó virus · intr..tceh.Ílar- O: viruS que permanecía 

adherido a la membrana; ya· que se ha reportado que durante la propagación del RSV en 

líneas celulares una parte de la prog~nie viral permanece asociada a la célula (124, 125). 

100 

.A 
FLt-H 

~~~~~~~~~~~~~~~~ 

!! 

-~ 
J .. 

B 

60 

Figura 6. Perfiles de fluorescencia de macrófagos infectados en forma aguda 

y en forma persistente con el RSV. El porcentaje de células que presentan 

antígeno está señalado en números sobre las barras. A) Me!» infectados en 

forma aguda; B) Células del cultivo Mcj>pcrl. pase 4. 

La presencia del genoma viral en las células del cultivo Mq,perl. se confirmó por 

la expresión del gen N por RT-PCR, en todos los pases analizados se encontró N, la 

fígura 8 (líneas 5 y 6) muestra dos pases representativos. 

Por superinfección. 

Una característica frecuente de algunos cul1ivos infectados pcrsistentemcnte es 

que son resistentes a la supcrinfccción con el virus utilizado inicialmente para el 

establecimiento de la infección pcrsislcnte (virus homólogo) y que la supcrinfccción 
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incrementa el ~rccntajc. de células i.nfectadas en un cultivo persistente (126).- por esta 

razón se decidió. rcinfCctar el 'paSe-10 del cultivo M+pcrt con RSVLab a diferentes moi t .. 

5 y to. 

LJ?s. c.ul~i.~~s i_~--~~~~~d~:~-~ -_inoi=.~ y 10 no resistieron la rcinfección. Sin embargo. 

los rcinféciado~---~--·mo¡~·1_:.~~~rcviVi~rOn y se subcuJtivaron dando lugar al cultivo McJ»pcr2. 

En los-·prime-~OS-~a~~~\lé--i:~-:~U~riñrCCción'se detectaron títulos de virus extracclular por 

TC10,.v.,:;1; quci'n~;;t~'á'iori~nÍr~lXt02 y 6X103 (Fig. 38). probablemente estos títulos se 

debaO -~·-,~~-~~~-~-ri~~':;d~~,_:~t~~-: ~~-~·~~d~· durante la superinf"ccción y/o infecciones agudas 

de la~: ~~:~.~~-:~~-~~-~~:,~~~¡~~~~:,i-,~~~~(~das. Sin embargo. a partir del pase 11~ no se detectó 

virus extraCCl~J~f ñ_i. illt~~.•~~~á~~ .d~~C~iriadÓ. por TCID;"io/ml en células VERO. 

La· perSisl~ncia· dCJ; ~s_y _:e·n··: Cste cu.Jtivo se confirmó con base en las técnicas 

utilizadas a~terionn~n~c: tiÍUla.;¡6-~ de virus cxtracclular por TCID;"io/ml (Fig. 38), por 

ensayo de FACS se cnéontró_un porcentaje de células que expresan antígeno que nuctuó 

entre un 92 y 96% (Fig. 7. B. C y D). 

100 

1 ... 
1-2~] 
,.~•t:-. 1u-' ,., ... .~Á 

Figura 7. Perfiles de nuorescencia de Me? infectados en fonna aguda y 

células del cultivo Mcf>per2. El porcentaje de células que presentan 

antígeno está señalado en números sobre las barras. A) Mcf> infectados en 

forma aguda; B) M<j>per2. pase 18. C) M<j>per2. pase 12 y D) M<j>per2. pase 

24. 
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Los resultados obrcnidos por RT-PCR mostraron una banda de 278 bp (Fig. 8, 

Líneas 7 y 8), correspondiente al segmento amplificado del gen N. La banda se observó 

en todos Jos pases analizados del cullivo M4>pcr2. 

PM 
603 
3IO 

271 

2 3 4 5 6 7 8 9 

Figura 8. Productos de Ja amplificación del gen N del RSV. 1) DNA 

marcadores, 2) Mq, infectados en fonna aguda con el RSV .. 3 y 4) McJtpcñl. 5 

y 6) Moj>pcrl. 7 y 8) Moj>pcr2 y 9) Moj> sin infectar. 

Presencia de partículas defectuosas. 

Una primera aproximación par..i caracterizar las partículas virales en el cultivo 

persistente fue definir si en los sobrenadantcs obtenidos de dichos cultivos se encontraban 

mutantes o variantes virales (partículas defectuosas). 

El stock de RSVLab utilizado para obtener el cultivo mostró una sola banda en el 

gradiente de sacarosa con una densidad de 1.18 g/ml (Fig. JOB) que es el valor reportado 

parJ el virión del RSV (119). En esa banda se observaron los valores más altos, respecto 

al resto de las fracciones rccoletadas en el gradiente, de proteína y ácido nucleico 

(medidos espectrofotométricamente) y no presentó interferencia a la infectividad viral 

(Fig. 9. línea 11 ), lo que sugiere Ja ausencia de partículas defectuosas o bien su presencia 

en bajas concentraciones. 

En el cultivo M~perO la presencia de partículas interferentes se observó, a partir 

del pase 11 y en todos Jos pases siguientes tanto de McJtpcrO, así como M~pcrl y M4>pcr2 

(Fig. 9. líneas l. 4 y 7 respectivamente). En los pases 11 al 15 del cultivo Moj>pcrO se 

observó un alto porcentaje de interferencia (80-90), postcrionncnte Jos valores de 

interferencia fluctuaron entre 40-60% en los pases siguientes del cultivo M4>pcr0 (16-26), 

1 al 6 del cultivo M4>pcrl y 1 al 27 del cultivo M4>per2 (Fig. 9, muestra un pase 

representativo de cada cultivo, lineas 1 .. 4 y 7). Como ya se mencionó anteriormente 

durante la propagación del virus en cultivo, una parte permanece asociado a la célula., por 
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lo que se decidió confirmar sonicando células del cultivo M,Pper2 (Fig. 9. linea 1 O) y 

células· infeCtádas ·-.en ·-rom:.i~ 8guda·-· (Fig. 9 tírlea 12),- la presencia de panículas 

interferCntes intracelulares. 

La confiñntlción de i~ .Pr~Sen~·iª_-~e:: ~-~-í~_uiá.S_"~efectuosas en los sobrenadantes de 

vaños.'pases de Mlj>per (Mlj>pere;·~.pp.,;r·l •}(~.¡;p·~á);c.se ·realizó por inactivación de la 

infectividad del vi~s por irradia~ión-co~·:,.~~·(Fi~. :?~~:¡~~as 2.-s y 8) y por tratamiento 

con anticuerpos anti-RSV (Fig. 9, lineas· ?X ~:.-~--~):-:éo_n Ílmbos tratamientos se inhibió la 

interferencia a la infectividad viral 

% lnterf'erencia 
100 -.-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~., 

ea 

60 

40 

20 ~ 
~ 
~ @ 

0 -L""!"-2=-~3,,._.~~~:/~-L..:=5~~6,__~__.~,_,e=-~s=--'1~0,,..._.~~~,~1°=-1~2~~~ 

Mlj>perO M,Pperl M,Pper2 M,Plnfección 
Aguda. 

Figura 9. Porcentaje de inteñerencia con la inf'ectividad viral. l, 4 

y 7 sobrenadantes d~ los cultivos infectados persistentemente (rvl.,PperO. 

M.Pperl y M4>per2 respectivamente); 2., 5 y 8 sobrenadantes tratados con 

luz U.V.; 3:t 6 y 9 sobrenadantes tratados con anti-RSV; 11 sobrenadante 

de infección aguda; 1 O y 12 células sonicadas de los cultivos ~l4>per2 y de 

intbcción aguda. 

Los sobrenadantes del cultivo l\;lci>per2 se analizaron por ultracentrifugación en 

gradiente de sacarosa. En la figura 1 O A se observan 5 picos con densidades de 
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flotación de 1.019., .1.09., 1.13.,-1.18 y 1.268 g/ml, mientras que el pico observado en el 

panel B, corresponde al RSVLab. En las bandas obtenidas en ambos gradientes se 

analizó la infcctiv_idad· pOr.·TCID~o/ml y por focos de infección y la presencia de 

partículas. int~.rfer~Ílté::S.·". 
Por.' fo~~··~d-~:~~·j~fecciÓn ·se detectó antígeno viral en lm; células VERO 

infcctadás eón las bandas.-·1.13,-1.18 y 1.268 g/ml sugiriendo la presencia de virus 
, -.,,¡ . • 

infcctivo. En c;I ensayo dt:; intCl-rercncia co_n la infectividad vird) solo las bandas 1.019 

y L 13 ~~~lniiO~ -i.:¡tert:erC~cia del 41.4 7 y 40% respectivamente. 

A 

... 

a't:::::=.-.!'!!::!~:!::=~~~~~~~~..la'*-' 
1 2 3 •e 6 7 as 1011121:J1•1s1s1?1s1a2021222:12• 

Fracciones 

l-260 a2e0! 

B 

Fr~s 

·-~c:r.190! 

Figura 10. Gradiente de sacarosa. Las densidades ópticas y de nolación se 

determinaron en cada fracción del gradiente .. los números se refieren a las 

densidades de notación de las bandas obtenidas en el gradiente. A) 

sobrcnadantcs del cultivo Mcj>pcr2 y B) del stock del RSVL.ab. 

2. Caracterización de las partículas virales obtenidas del cultivo M4>per2. 

Formación de Sincitia. 

Las células VERO se utilizan preferentemente para la propagación y titulación del 

RSVLab .. en estas células el virus oblenido del pase 12 del cultivo M4>pcr2 (en adelante 

me referiré a este como virus RSVper) mostró una reducción considerable en la 

eficiencia de formación de sincitio. Sin embargo .. en células H358 se observó sincitia con 

una eficiencia comparable con la del RSVLab. Una posible explicación a estos resultados 
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podría ser que la infcctividad del virus RSVper fuera menor que 1a·del RSVLab~~·o bien 

que- la cónceritraciÓrl d6 p,t'rlí~ulas inf~ctiv~s en Cste sobrenadaritc fÚ~ra-·rTiuy baj~. 
Con . base!;~~~ .,mos·-. resultado~. ant~ri~rcs ·se 'd~~idió, eval1:1~~'. 'I~> i~f~_Cti~icÍ~d del 

RSVp~i- m'Cdia_~~c: ·'. :_~>:-·· ~ua~~~fi-~~-i~_~:\-~c·1-' __ ~~~~~: e~fr~~-~º~ª-~-:~·:¡.~r~~~-i_Y~;, ~--~=·:º~~~a.des 

=~:~~~~::ª:u:j1::~l :.::~:: ::;;~~~~~;-~~~;!%~~;·,it~~Á~~~~¡:~~;~:~ ,~::: 
,~\(,>;:'':' -· ¡ ~~¡;,,_···' ··.; -~::f. ,, 

,,' ~··,~'.:('.'.!fr~i;·,:~;;.; : . ' 

~ª¡~~~~~if f lliJliiffe~ 
RSVLab. 

RSVper 

}~~~~,~~~_i¡f&1;~;.~~:''~'~{]"t;,::~iJ~1:: .. 
J.9Xl0 

J.4XI03 

Tabla l.. Focos de infección en células VERO y en H358. 

Los resultados demuestrJn que el RSVper es infectivo aún cuando no se 

observaron sincitia ni se detectó virus cxtracclular por titulación con la técnica de 

TCID,.,/ml en células VERO. 

Formacj6n de sjncitio Ceo-cultivo). 

Los datos anteriores demuestran Ja presencia en el cultivo persistente de una 

variante viral (RSVper) que infecta células VERO. sin embargo su eficiencia para formar 

sincitia está disminuida respecto a la del RSVL.ab. Para investigar los cambios en la 

variante, en primer tennino se realizó un ensayo de co-cultivo (Tabla 2). 
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Los resultados del co-cultivo se muestran en las figuras 11 y 12. células del 

cultivo Mcl>pcr2 co-cullivadas con células VERO no fonnaron sincitia (Fig.11). pero si Jo 

formaron co-culti~~~as con células H358 (Fig.12). M4> no infectados se usaron como 

control negativo". Células VERO y H358 infectadas con el RSVLab se usaron como 

control poSitivo~''eñ ambos casos se observaron sincitia. 

º~Los ··,e~·~'í:t~do~ anteriores confirman que el virus obtenido de Mcl>pcr2 presenta un 

cambi~ fen~~·¡p~i~~~- una variante cuya eficiencia para formar sincitia en células VERO. 

está disminuida.· 

Células del cultivo Mtj>per2 con: 

Células VERO 

Células H358 

Mtj> 

Mtj>con: 

Células VERO 

Células H358 

Células VERO infectadas con RSVL.ab 

Células H358 infectadas con RSVL.ab 

Sincitia 

+ 

+ 
+ 

Tabla 2. Co-cultivos de células del cultivo Mcl>per2 con células VERO, 

H358y Mtj>. 
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e D 

Figura 11. Ce-cultivo de 1\.-lcPper:? (pase 12) con células VERO. A) Células 

VERO, B)Células VERO infi!ctadas con RSVLab. C) CClulas VERO con 

células del cultivo ~14»per2 y D) células VERO con ?\-f4>-

A B 

e D 

Figura 12. Ca-cultivo de fwfcPper2 (pase 12) con células H358. A) Células 

H358, B)Células H358 infectadas con RSVLab, C) Células H358 con 

células del cultivo M,Pper2 y D) células H358 con M,P. 
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Efecto de la tripsina. 

Ensayos preliminares mostraron que se obtenía el sincitio característico del RSV 

en las células VERO infectadas con RSVper tratado con tripsina. Por lo anterior 

decidirnos analizar el efecto de la tripsina en la infcctividad y formación de sincitia., del 

virus RSVper en células VERO así como en células H358. 

lnfectividad del RSVper tratado con tripsina 

La infcctividad del RSVper se analizó por cuantificación del número de focos/mi 

y se comparó con la infcctividad del virus RSVLab, en ausencia y presencia de tripsina. 

Cuando el RSVLab se lrJtó con tripsina., no se observó diferencia en la 

infcctividad, ya que el número de focos obtenidos en células VERO y H358, fue similar 

cuando se infectó con virus tratado con tripsina y sin tratar. 

Sin embargo, cuando el RSVper se trdtó con tripsina, en células VERO se observó 

un incremento en 136%. Cn ·el númerO de focos/mi, mientras que en las células H358 el 

incremento solo fue del 7% (Fig. 13). 

ASVL.ab RSVPf" 

VERO 

RSV Lab RSVPtPr 

H35B 

Figura 13. Efecto de la tripsina sobre la infcctividad del virus RSVLab y 

RSVper en células VERO y H358. 
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Fonnación de sincitia (tamaHo y número) 

Para evaluar el efecto de la tripsina sobre el virus RSVper, se determinó el 

número de sincitia y número de núcleos por sincitio, en células VERO y en H358 

inf'ectadas en ausencia y presencia de tripsina (Fig. 14), y se comparó con células 

infectadas con RSVLab. 

El tratamiento con tñpsina del RSVper incrementó el número de sincitia y tamaño 

del sincitio (más de 40 núcleos), en las células VERO. Resultados similares se obtuvieron 

en presencia y ausencia de tripsina con el vi.nis RSVLab a 48 hrs pi. Sin embargo .. en las 

células H358 durante la inf'ección con el RSVper tratado con tripsina se observó un 

incremento en el número de sincitia, no así en el número de núcleos por sincitio, respecto 

al RSVLab. Estos resultados muestran un efecto c1aro de la tripsina en la formación de 

sincitia, lo que sugiere que puedan existir mutaciones en el genoma que reduzcan la 

eficiencia de cone a la acción de la furina presente en las células VERO. 

# 
s 
1 

N 
e 
1 
T 
1 

A 

um Tripsina-(+) Tripsina-(·) 
RSVLnb en VERO 

8 10 12 14 16 IH :U Z.1 .)O 

J 
. -·"·-----------º'¡ 

RSVper en H358 

#Núcleos 

Figura 14. Etecto de la tripsina en la tbrmación y tamai\o de sincitia en 

células VERO y H358 infectadas con el RSVLab y el RSVper. 
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Expresión de la proteína F en células infcc1adas con el virus RSVper. 

En la f~rmación del sincitio por el RSV es necesaria la presencia de la proteína F 

procesada (Fl-F2) en la membrdna de las células infectadas. Por esta razón se decidió 

determinar por inmunonuorcscencia indirecta .. la presencia de la proteína F en células 

VERO infectadas con RSVper con y sin tripsina. Nuestros resultados mostraron la 

presericia de la proteína F en la membrana de las células VERO y un incremento en la 

intensidad de la fluorescencia en función de la concentración de tripsina (Tabla 3). 

lnmunoOuorcsccncia Indirecta 
Tripsina (µg) 

'''. o o.s 1.2 s• to•• 

RSVL.ah en VERO '+++ .+++ +++ +++ +++ 
(intracelular) ' 

RSVLah en VERO 
(en la mcmhmna) 

.. +++ +++ +++ +++ +++ 

Células VERO lnfccludas con +++ +++ +++ +++ +++ 
RSVpcr (ilracclular) 

Células VERO Infectadas con + + +++ +++ 
RSVpcr (en la mcmhranu) 

Tabla 3; Célul.as VERO se infectaron con RSVLab y con el RSVper 

tratado_ con tripsina a diferentes concentraciones (0.5. t.25. 5 y 10 µg/ml) 

y sin tripsina. La intensidad de la nuore~encia se expresa por cruces. 

Obtención de una revcrtantc. 

A partir del pase 27 del cultivo Mtf>per2. se obtuvo en forma espontánea una 

revcrtantc fenotípica (RSVr<.."v). es decir un virus capaz de formar sincitio en células 

VERO. El comportamiento de este virus en la formación de sincitio e infectividad en 

presencia y ausencia de tripsina fue similar a lo reportado para el virus RSVL.ab. 
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Análisis gcnómico de la proteína ~del virus RSVLab. RSVper y RSVrc:..,..,. 

Los resultados·· ··anteriores -· -sugieren cambios genórnicos probablemente 

responsables del rénoti~~~bscryado. PÓr Jo tanto se propuso el análisis de la secuencia de 

F. Se ampWicó e.1.se.n~.;,ª, <;'.'Rl~l~to del gen F (1846pb) por RT-PCR y se secuenciaron 

los productos Obt~~id,~~:::·:·r~--~·t 
_.Las se_~uenci~s·o_b_tc-:i~d~~ pare& RSVL.ab. RSVper y del RSVrev se compararon con 

la reportada p~ra la:bepa . ._..:;n~'(NCBI Scquence vicwer M22643 GI 333938) 

L;;s.feS~1lad~s·_'del>anáÍisis genómico (Fig. 15) de F mostraron que el RSVper 

prescntá mu·t~ci¡;nes -rcspeCto al virus original (RSVLab). RSVr<..'l' y respecto a la 

secuencia reportada para la cepa Long. 

Los cambios en Lisl23Asn. Lis209Glu. lle292Cis. Lis293Tre. Glu294Val. 

Fcn351Tyr. lle381 Leu y Ser560Cys encontrados en la secuencia del RSVper, no se 

encontraron en RSVLab y RSVrev. lo que sugiere que algunos de estos cambios pudieran 

estar relacionados con el fenotipo observado en RSVper. También reportarnos otros 

cambios en que se encuentran en los tres virus que probablemente no estén involucrados 

con el fenotipo de la mutante. 
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VI. DISCUSIÓN. 

t. Establecimiento y caracterización del cultivo persistente. 

El cultivo infectado pcrsistentementc que se obtuvo en el labor.uorio presentó 

características similares a las reportadas en otros cultivo infectados pcrsistcntcmcnte con 

el RSV. No se observó muerte celular durante los pases .. es decir no se observaron 

periodos de crisis .. y la tasa de crecimiento entre las células del cultivo persistente 

respecto a las células no infectadas no difirió significativamente. 

La pres~ncia y expresión del genoma viral en los diferentes cultivos (M4tpcr0 .. 

Mct»pcrl Y. Mcf>per2) se demostró por diferentes técnicas: presencia de antígeno viral por 

inmunOnuo~~~-~~"'nci~, y por FACS; producción de virus infectivo y de partículas 

defectuosas Y. cXpre~ión del gene N. 

El ·~ultf~.~ .M4'Per~ que se· obtuvo después de la supcrinfección. mostró un alto 

porcentaje .·de. -céJUla~ _ qlle .. ~xp~es":IÍ-o~. antígeno. probablemente el incremento en la 

cantidad de células positivas fué:-_el_.rCsultado de la infección de los McJ> no infectados 

presentes en el cultiv~. _l·o~ --~~~·~~~~--~-~~·¡·~~~ctaron en forma aguda y es posible que algunas 

células murieran. Si~. e~b~í-~~~:; ~~-·:·~~ .-~dSca~ta la posibilidad de que algunos de estos Me?. 

se infectaran pcr~is'te~-t.~~~~Jg~\~~~/fr~~=~·.·" 
El establcci~iC;.;(.;"'Y\~~~~~~!~¡·~-~ento de una infección persistente por un virus de 

RNA. puede ~c~r~i._~:~·~·<:'.f~,~~~~'j~~ecanisrnos. entre ellos gencrJción de mutantes o 

variantes vircd~~ (~~~;¡c;tí·~~~:d-;f~~l~~sas). La participación de las partículas defectuosas 
"" . -·· ---··,-· - - .. 

en el cstablecimiCñi~:rde1 ·_CUiliVo_ f,e"rsistente que reportamos en este trabajo es discutible • 
. . ·-~~--,.,·;,> ."< ':'.~ ... ~::.~:~!,..'. :: ;,: . ' 

debido a qucJcn .. ~~~J~~~~~'.,vi.m:al qlle se usó parJ el establecimiento de la infección 

persistente n~-~~~~fd:~~~~~;-~-~~~ partículas defectuosas. por los métodos antes descritos 

(ensayo de inte.r~cfe~~.ici. a la infectividad viral y por grddientc de sacarosa). Sin embargo. 

nuestros res~~-'-~~~~'..~~,gieren la participación de estas partículas en el mantenimiento de la 

infección pe~¡~·~·~:~i~,- puesto que se detectaron en los diferentes cultivos (McJ>perO. 

McJ>perl y M4>.,Cf2) obtenidos y se mantuvieron presentes y en cantidad constante durante 

todos los pases. Nuestros resultados coinciden con lo descrito por Holland JJ. et al 1976 

(127). en donde reportan en Ja infección persistente por el VSV en células BHK2L la 

presencia constante de partículas defectuosas aún cuando hay una baja producción de 
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virus cxtracclular y que lodas las células del cultivo o casi . •odas.: producen gr.andes 

cantidades de antígeno viral susiricndo.1as ·o, .. s.son caPaces d~··rcp1ic;.~e~~'-E.~i~~ autores 

proponen que la presencia de las DI'~ es ne~saria p~~~ mantC;.cr u·n.· estiidÓ_:Do citocida y 

así modular Ja virulencia: eÓ. la~· céJUtas'."-8HK21 -~u~::(s~~: alta~~n1.;:_,;;u~~p1ib1es· a· la 

infección c127). · · · <'5~~:.~;_-:·;{/:::~·~:;r~~-:-;:s~~~,~;:~::} ~·{ ·:.:~ .. \:·: ". '.: :.~·<.:: :·;:··· ·>·.:~~·:,~ .. -,_ ,., .· 
Infecciones pcrsiStentCS ·oon·~di~Ci-SOS ·y¡~~s·'d~: RNA :se ·¡..an···obté'1ido ·en diferentes 

:::::::,~&¡g~¡¡t~~~~~~:~féf~~~ff:~?I 
(36). _~in· c~bllrgO· :tú{' pOSib1C~--~S13b1·~-~~r·~··pCrsiS1~'1éiá ;v"i·rai~·Sin :.1a·,··lií-CSC;]c¡a·.·dC rlictores 

- - - , . - '--· ' ' . . - . . " . ' - " .. - . . . . . . "~-- - -' ' - . - . 

cxternOs / (31. :-~~)·/. ~~.· :c~t.~: ·1.~..1.b~~~·'' ~.ePoft3nlOS ·:el: -eStitble~·i·~~C~l~ :·~~:-.-~ria infección 
persi~tentc co~· ~1-RSV. ~¡~ .~~.-~re~n-~ia :de fuctore~ externos.:' ,.·": ;.' . .'':- .·.:. ~. 

Los -mu~~ófagos alve~larcS soit I~ prime~a ~~n~~~.·:~.~.·:~:.~~~~·~,~~\-:~.~tr..i patógenos 

inhalados y están cxp~estos al RSV en el tr..tnscu~so de. la:irire~~ióri_:- S~~.h~ .reportado que 
.. · ... -; .·..:·:1·-,·. ,· ... -. ','.'• 

los macrófagos alveolares y periféricos son susceptible~ a la inf~,~.i.~n J>:Or efRSV in vitro 

(48) y producen virus infeccioso por más de 25. díD:S- E!1.·~~t~~i~~·;,r· vi,10. en cobayos 

inoculados con el RSV por vía intrJ-nasal se derriostró quC. )~a~··)'~otC_íólis ~irales y el RNA 

genómico pueden persistir en el pulmón hasta más de .6().-.dfa~;~S~~-¡-~-fcc~ión. Ja presencia 

del virus en los macrófugos alveolares se asoció ~n Ja patogéncsis de una inOamación 

crónica bronquial (54. SS. 56). La infección del RSV en los macrófagos tiene importantes 

efectos tales como: incremento en la producción' de mediadores con actividad 

inmunorcgulatoria (24. 39. 45., 52, 54) y una disminución en la capacidad fagocítica del 

macrófago. Recientemente se ha documentado el efecto de la persistencia sobre las 

funciones biológicas del cultivo M«Jtper2. expresión de genes celulares (IL l. IL-6., 

TNFa) y sobre sus funciones (fagocirosis) (130). 

Otra característica importante de nuestro cultivo persistente es el r.ípido 

establecimiento y reproducibilidad del mismo. que probablemente se deba a la generación 

durante los primeros pases de una variante vind no cilolítica. que se haya seleccionado 

durante los diferentes cultivos M«JtperO. M4>perl y M4-pcr2. 
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2. Caracterización de los cambios l"enotípicos y Jlenotípicos de los virus obtenidos 

del cultivo Mcl>per2. 

Durante el cultivo M4tpcr2. se generó una variante viral que mostró una menor 

eficiencia en la producción de sincitio (RSVper). respecto a la cepa Long en células 

VERO. También se obtuvo una rcvcrtante espontánea (RSVrev). cuya eficiencia en la 

formación de sincitia fue similar a la del RSVLab. 

Análisis de infcctividad. 

Una posibl~ cxplica~ión al fenotipo observado en el RSVper. era que las células 

VERO hubicrJn ·, sufridO '.-u~ cambio de tal manera que ya no fueran susceptibles a la 

infección.~~;.··e1_,.RSV;.\~~~lo.antcrior. se decidió analizar la infcctividad del RSVper 

dctcrmiÍl·~-~~~--~-:~r-.;~~:::~cifcf·?_~~-·: foCos infecciosos/mi. l.Ds resultados mostraron que aún 

cuando· lá: ~·fi-~f~-~~¡·~\ ~'~·~·~&~\.~ormaciÓn de sincitio del RSVper en células VERO estaba 

disminuíd~:~1' V{~~.~::~ . .Si'."¡·ri~~~'~io.so.- Por tal motivo se pensó que Ja actividad fusogénica de 

la proteín~·F:-~~-~~~,~-:~i~~~Jd;~>'.··.·> , 

Análisis de la'·áCti'VidiÍd fusOgénica: 

~ ÜC:ti~id~d f~~~.;~é'~iCa d~··la p~oteína F, depende de diversos factores: 

a. El proces~n;i~rú:~ d-~~t-Pre~J~6~ FíL.-~:_;~:~·~ 
. - .. ·"' . - : • . . ., . ".· ·,' -.. : ... ·>' 

La act_iv~ci~n :deJ-'precurSoí-. ~es nc::ceSaria para la actividad fusogénica, para la 

discminació~ d,;·)a·:i·~~~~ci~n,-.Ya ~~á-:~-~· -,¡~n1ción de partículas infecciosas y para la 

diseminación célula-célula. El corte proteolitico ocurre principalmente en la región 

KK.RKRK 1:\f1 por la acCió~- ~e una pro·t~a.sa celular (furina presente en el lntns-Golgi, esta 

cndoproteasa es capaz de cortar precursores de una amplia variedad de proteínas) ( 131, 

132), la cual corta al precursor Rl en las subunidades Fl y F2, que permanecen unidas 

por puentes disulfuro. E....;¡tudios recientes reportan a Ja secuencia RARR10"J como otro 

sitio de corte accesible a furina y se ha observado que cuando la secuencia RARRm•1 se 

cambia por NANRutt1 o RANNu,., el corle por furina no se presenta. Aún cuando., estas 

mutantes pueden ser procesadas en el sitio 136., la fonnación de sincitio se reduce. Sin 

embargo .. al tratar las mutantes con tripsina convierten a la· proteína F en su fonna 

fusogénica. Lo que indica que las dos secuencias consenso tienen que ser cortadas para 

activar correctamente a la proteína de fusión (98). E...;¡tudios hechos en olros 

paramixovirus (SV5) .. reportan que una mutante en el sitio de corte, que no puede ser 
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procesada en la célula por furi11:a .. se f>.Ucde activar a su forma fusogénica mediante Ja 

adición de tripsina CxÓgCn'a (133;-i34~- t3s.·· t36). En el virus de Ncwca"~tl.c se reporta que 

una cepa 'avi~~lcnta·~., e.:.···~ c-ual .• ~. J>'rolci~ª- F no'. pucdC ser, prOceslida por las enzimas 

intracé_1_u_1.~~c~::~~~~·: .. S_i·_ ·p~-~~-~- ~~-~i~~-e-~'· f~~· ~~Vo-: ~r_ '1~:.-~.c~i~~ _d~_ .cnzim_~~--~~tracelularcs; in 

~i~~~1m~~~i~11~~1~~~f.t~::::,:::::: 
sincitia:- Se_-·en~-n~~ó ~q~C aÍ~~~~J~~~ 815.~¡l-u~· RSVper con tripsina e infcctll~ c_éJU_1~~-:YE~~ se 

obscrva~On ·-~~·- si~~_i_ú_~ .· Q~~~,~~~S-~ic~s -·~e·.:'·ª. infección por el Rs_v. -~ic;n1·~~~-,:'~·~c)~l· .:_~º 
tratado __ mostró uÍta_:_:b~Ja·.~~-fi~i_~-n~i~.'·cn: Ja formación de sincitia. La' .. defi~i~-~~¡.~·:_·~¡.; Ja 

formución de sincitill se pl-esentó en -células VERO y no en H3589 sin embargO 'dur~mie la 

infección de. cél~l~~>-13~~ ~on-~~.'. RSVper. se observaron los sincitia car.ict~rísti~oS. E.fito 

se puede ·explicar P<J:rq.Ue· se tratán de dos líneas celulares diferentes y probablemente la 

diferencia más· importÚnte9 ·es la similitud de las células H3589 con las células ClarJ 

(células epitelialeS <i"e,. pulmÓn) que pudier.in estar produciendo otrJ.s proteasas que 

activen a la proteína: de fusión. El RSVrLll'., no mostró cambio significativo respecto a la 

forn1ución de sincitia en presencia o ausencia de tripsina en ambas líneas celulares. 

El efecto de la tripsina sobre el RSVper también se evaluó mediante la 

cuantificación del número y tamaño de sincitia. Los resultados mostraron que Ja tripsina 

tuvo efecto tanto en el número como en el tamaño de sincitia en el virus RSVper. y se 

observaron valores semejantes a los obtenidos con el RSVLab en ausencia de tripsina. 

Estos resultados sugieren una deficiencia en el procesamiento de la proteína de fusión o 

bien cambios conformacionales que eviten que el péptido de fusión intcrJccionc con la 

membr-Jna celular y que al agregar la tripsina se exponga y produzca una fusión eficiente. 

Debido a que la actividad fusogénica de F depende del procesamiento de A>. una 

pregunta interesante en el RSVper .. es saber si la proteína F está siendo procesada en las 

células VERO en presencia de tripsina. para lo cual se sugiere la identificación de las dos 

subunidadcs (FJ-F2). por ensayo de inmunoblot utilizando anticuerpos monoclonales. 

Los estudios en este sentido están en proceso. 
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b. Transoortc de la nrotcina F hacia la membrana de las células infectadas. 

La actividad fusogénica de la proteína de fusión del RSV., está determinada por la 

expresión de la proteína F en la membrana de las células infectadas. Existen reportes que 

sugieren que el precursor FO no es capaz de llegar a la membrana de la célula (96) puesto 

que se ha reportado que cuando el procesamiento intracelular es parcialmente inhibido .. F 

no se detecta en la membrana celular. Mientras que otros autores reportan que el corte 

protc<>_~lític~ ~o- es un requisito esencial para el transporte a la membrana de las células 

infccta,daS~· yU.· que al infectar células L.oVo., carentes de furina .. o células HEp-2 en . . . 
presencia de u_~.inh.ibi'1:or de furina., es posible detectar a F. en la membrana celular (95). 

_ Un.a ·po~i~le. expl~cación al fenotipo observado en el RSVper es la posibilidad de 

que l~- de.fici~O;;:;i~·~. en: .la· formación de sincitio,. pudierd deberse a que la proteína F .. .· ... ' .. 
proccsad_a,. no· _sC .. CxpresarJ en la membrdna de las células infectadas. Por lo que se 

decidió analiza~ ~~ C:xpresión de F en células VERO infectadas con RSVper en ausencia y 

presencia de t~ipsina. Los resultados mostraron que la proteína se identificó en la 

rncn1brJna de las células infectadas aún en ausencia de tripsina .. sin embargo en presencia 

de tripsina la intensidad de fluorescencia se incrementó. E.o;;tos resultados sugieren que la 

proteína F del RSVper esta presente en la membrana de las células VERO infectadas y 

que probablemente la tripsina pudierJ estar favoreciendo la expresión y reconocimiento 

de F en la membrana. Posiblemente,. mutaciones en el genoma pudieran contribuir al 

ícnotipo observa~o en la mutante RSVper,. al provocar cambios conformacionales que. 

evitaran la expOsición correcta del péptido de fusión y de Jos epitopcs que reconoce el 

anticuerpo monoclonal y que la tripsina favoreciera la exposición de éstos. 

c. Mutaciones en el genoma. 

Nuestros resultados sugerían la posibilidad de mutaciones en la secuencia de F. 

que fueran responsables del fenotipo observado. por lo que se decidió analizar Ja 

secuencia de F de los virus. RSVper, RSVr<..'l' y RSVLab y compararlas con la secuencia 

reportada para el RSV Long .. 

Los cambios encontrados en las secuencias de RSVper RSVrev y RSVLab con 

respecto a la secuencia reportada .. se mencionan de acuerdo al sitio en que se ubican en el 

genoma. 
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¡.-z, 
En las secuencias obtenidas para F de Jos,virus, RSVL.ab .. RSVper y RSVrL~'. se 

encontró en los tres casos· un cambio· en llc79Met .. que no repercute en un camb_io de 

carga y puesto que ~··c.nc~_enl~cl· en los .. ~ Vi~u:; pr~·ba1!1~mente no tenga participación en Ja 

pcrsistcnCia :~-_ir~(.~-~ Sin :-·~~bllr~o, ~~~:. i~Po~~-~ntC s~ñala~~·qtic c..~te cambio se encuentra 

cercano a u~ _siti~ _i.nm~nod~~~~an~'? (aass.-.~3) (t<~):' 

cambi~:~7;~!7;~~~~;~~~~~:~~iI~,~~~~fü~~2t~~~E;~n:i.:~c:;:::~ 7: r:;,Jr~:::: 
otros paramixovirus.J en~ los. cuale's :·un ~·cambio ,:en> el: sitio .de ~.corte. abate·· 1a actividad 

fusog~~-¡~~(?~X:~~~-;~f§~:.~,~1?~~~~-~~{~1~~};~;~~~l;i~1~~J~~?Í·~~:)~.'X~;tG;~l!;.:~~~·~i;_:~~~~; ·--~~.<i[)·~·'.:_:··· · -
• El. ca~~i~·:·~isl~~~~ .. -.q~~: .. ~'·~~r~.~. ~~~~·:;~.e/.~-~~~~.t~:~.~~~. -~ª -~~~e_nc.ia· del RSVper, 

~~~21~i~l~~t~f~&%~?~~~~~ª:~ 
(99) y propicd~'(¡¡:;~;'i;.;~u'~.:;IÓgi~~\j~ F cl40, 141;:Í:4~;;143) . ._.;.proteína F madura tiene 

3 sitios dc·:_N={il·i~~Si.Í.aCiÓ~-~N27:'~ Ñ70 ._y Nsob.,, la. ··eliminación de estos .. no evita el 

transport.e de: l~~~:-~~~i~'.Í~~~~.~~'. Í~-... ~e~b.ran~· ·c~lul~·-r--c'í44). Él sitio NSOO forma parte del 

dominio rcP·c~i~-~~//fj"{~:.-· ~-e, 'cn·c~~n~rj adYac~~tc· ~¡· dominio trdnsmcmbranal. La N

glicosilación-.ci~:i""~itio~ NsOO .. ~s importante parJ la actividad de fusión .. ya que mutantes 

NS<.NJO prod~~~~:·~~; rCdu~Ción diástica en ia actividad de fusión. En cambio N27 y N70 

se encuentr.in e;¡ 1-~' sub~ni-dad F2, y se ha observado que se pueden eliminar sin producir 

una reducción en Ja formación de sincitio. Esto indica que la N-glicosilación de Ja 

subunidad F2 es m'?nos importante en la actividad de fusión (99). 

La activación protcolítica de la proteína F del RSV .. tiene lugar en un dominio que 

contiene aminoácidos (aa) básicos el cual se corta por Ja acción de endoprotcasas 

celulares. En otrds glicoproteinas virales se ha demostrado que Ja N-glicosilación puede 

afectar la eficiencia de este proceso .. por ejemplo en el virus de lnnuenza se ha observado 

que una cadena de carbohidratos cercana al sitio de corte. en Ja proleina HA. interfiere 

con el corte proteolitico. La pérdida de la cadena de oligosacárido resultó en un 
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incremento en la capacidad para procesar eficientemente a la prolcína y en la virulencia 

del viru~ de inn~·~~za·(~·~S).·:·, ·_ . 

1:-°S oti-O~-~--~i,~i~~---p01~-n~-~~-'-e_~_-C1~--~1~c~sil~~i~n (~1_16. Nt20 y Nl26) que tiene la 

prot~í!1a F -~~~u~~~--~i+~--~~~H~~:tn·:~~~~-ri~,s_:~-~- ~iti~ de corte. sin embargo en la proteína F 
mad~·ra es~~~-_s~i!l,i·~-~~--~~-s~c~~~~-;;-~~-~íi~"~g1¡~~i_iaci~s .. ··se ha reportado que cuando se cambia 

N 1260.·:~ F,. es.: .:¡.¡ás·~··ru~·ógénitjí~_0SUg¡;¡éirid~-c,~quc ~la·' aspardgina en esta posición controla 
V• , • ,·, '' :-,:• •:< .. :O:,·,: ,:'•:;.,'~,~ ;',•.\•, ,-~.':''~' ,¡,.;,, '/•;,- ~ ¡,,,, ·:-<~:)::!'. •,.;:_~'~; :f:~: : ~~-· '_ < • < 

ncga:ti~a~~-~~~-::1_a·:,:~-~1_i.~i~a·~-y-~~-c/_f~-~i~~:,:;·1~~er~~.an1e ·es mencionar que en la -secuencia 

glicop_rot~.í~~':·~·H~~'.'~i;J~~:~~~~~":'.- ~-~::· ~-~-~-~-~~ª tiene un patrón de oligosacáridos complejo, 

::::-::~~z 1f ~~f t"~ •·~ ~·"···, .. ~- "-" "" ,..ro ••• ~·= .... ~. 
En la sec~~:~,c~a· ~~~-virus RSVLab se encontró un cambio en Tre 152llc, este cambio 

se ha rcpor~ado po~ Zimmer el al 2001 (98) en una cepa que produce sincilia 

eficicnlcmcntc y por Pringle et al 1995 (147), en la cepa Edinburgh. 

En el dominio repelido A del virus RSVLab se encontró Val 185Scr. este cambio no 

modifica la carga, cabe señalar que éste no se ha reportado anteriormente. En el mismo 

dominio en el RSVper se encontró un cambio Lis209Glu que representa un cambio de 

carga. El dominio repetido A está situado en el extremo terminal del sitio de corte y es 

capaz de formar a-hélice trimérica con una estructura ··coilcd coir· central. Se cree que 

las regiones repetidas forman trímeros con estructuras similares a horquillas (hairpin-like) 

como se ha reportado parJ proteínas de fusión de otros virus. Probablcmenle esa 
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estructura facilite la unión de Ja membrana celular con Ja envoltura del virus favoreciendo 

la fusión de mcrnbrn.nas y·la cntrctda a Ja célula.(107). Eo;otos datos sugieren que el cambio 

en Lis209Glu podría ser: impona;_tc Cn la estructura del dominio repetido A y estar 

relaci~nado co"n el ~!!notipo c;>bscrvado del RSVper. 

Ghosh el al~· 1997 ·(148) hU.n reportado una secuencia de las proteínas de fusión de 

paramixo~irus que contiene un motivo similar a zippcr de leucina. localizado entre las 

regiones repetidas A y B. Se sugiere que este dominio es importante pard la fusión.

puesto que el péptido 5269-307 esta región del virus Sendai inhiben la fusión. la 

actividad antiviral de CSC péptido SC cree que puede deberse a .. que: inte~dClÚC. c0n. 

dominios funcionales de la proteína F. probablemente formando com11:lejo.s .co·~~·péptidos 
derivados de las regiones repetidas A y B o bien a·q~C-inlciUCtú~: ~~~-.~·'.~c;·~b;~~~~~Clul~r 
evitando la unión de la proteína de fusión. En SVS .... la p;~t·C:·¡;.·~_·\1:c·.·¡;~·~iÓ'~.'í.~~~~·-~;t,ercer 
dominio repetido. en el cual una Lcu está presc~te c'1cJ'1'si~te·:r'esid~.;s·en.'.u~alongitud de 

::: .. : :·~·•;; ·j{~~~:~ff ;p~~li!~·!:::~~!::~~::~:: :::~!::~ 
SVS 27 5 .·:: ~~~!o.T.Y_MQMV.!_KIELPT!._TVQPATQI IDLAT.!_S 

SENDAI 269· .. DV.°'!._ERYMVT!._SVKIPI!._SEVPGV!._IHKASS.!_S 

En la regiÓ~ 29.~ ~·;:294 se encontnuon varios cambios en las tres secuencias. el 

RSVL..ab mostró un cambio en Lis293Val. que genera un cambio en Ja carga. sin embargo 

este cambio no repcrcu~e en la capacidad del virus para inducir la formación de sincitia. 

puesto que el RSVL..ab induce eficientemente sincitia. En cambio el RSVper cambió 
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llc292Cis (no cambia carga) •. Lis293Trc (cambio de una aa básico por un no polar) y 

Glu294Val (cam,bio dC .ur:i aa ácido por un·no polar). 

En la ~ecu.en~ia. ª':llcrior se mucslrd con rojo los sitios en los que se encuentran 

ubicad~s JoS .;.~-~iO.s d~·Jlc292Cis. Lls293T..-e y Glu294Val en el RSVper,. aún cuando 

para cl-~S·V_-;..o_·_~~~--h~--~-~~ostr..ido.quc alterJciones en este sitio sean importantes en Ja 

función ~c··_1a:proteína:.F.,.Jo·reportado parJ SVS y NDV .. sugieren que probablemente 

cambios._en -~~t_ll~ ~egió"n :p.Í.Jdieran estar involucrados en el fenotipo observado del RSVper. 

_En· ~~Y,Rc.'V se crlcontró el cambio lle292Val. aún cuando este cambio no se ha 

..-cportado pa;.a ·alguna cepa d-el RSV Humano. se ha reportado que Ja lle292 en el virus 

RSV, Ó~~i-~o P~~d~- se.r Vlll (147). Además aunque se encuentre en Ja región mencionada 

antcriofin,cnté.-Cs~~-mutación no genera un cambio de carga .. lo que sugiere que no está 

afectando la capacidad_ de fusión puesto que RSVrev .. es tan eficiente para formar sincitia .. 

como lo es RSVL.ab. 

Una región' estructuralmente importante en la proteína de fusión es Ja región rica en 

Cis .. se. ha reportado que las Cisteinas están muy conservada entre las distintas cepas 

(147). Nosotros rcporta~os un cambio en Tre323Ser .. este cambio no alter.1 la carga y 

está presente en los tres Virus estudiados.. lo que sugiere que probablemente no sea 

relevante en la fusión. También dentro de esta región encontramos los siguienles cambios 

Fen35 JTir e llc386Leu. sólo en el virus RSVper .. sin embargo debido a que no 

representan un cambio en la carga probablemenle no sean rclevanles para la fusión. El 

cambio de Tir391His .. Jo encontramos en Jos virus RSVper y RSVrL'V. sin embargo 

puesto que el RSVr<.."V no presenta alteración en la fusión .. probablemcnle csle cambio no 

eslé relacionado· con la alteración en la fusión del RSVper. Casi al final de esta región 

encontntmos .otro ·cambio Ala442Val .. el cual es1á presenlc en los tres virus y que 

corresponde a. ~?:-~~parrado por Zimmer el al 2001 (98) y a Ja secuencia reportada por 

Pringle el al 1995 (147) par.i la cepa A2 de RSV. 

Como ya .. ~·_.'~cncionó anteriormente el dominio rcpcrlido HRB par1icipa en la 

aclividad de fUSión: En cslc dominio enconlrJmos en RSVLab .. RSVper y RSVrev el 

cambio de _Met526Lcu .. lo que sugiere que probablemente cslc cambio no participa en la 

aclividad de fusión. 
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REGION TKANSMllRANAL: 

En Ja región lransmcmbranal de Jos virus analizados (RSVLab., RSVper y RSVrev) 

no cnconlramos cambios en la secuencia. 

REGION INTRACITOPLASMICA: 

La región intracitoplásmica de la proteína de fusión del RSVper presentó un cambio 

Scr560Cis. Alteraciones en el tallo citoplásmico de la proteína F en donde la actividad de 

Ju proteína está alterada .. se han reportado en infección persistente con el virus del 

sarampión (150) y en SVS se han reportado mutaciones en el dominio citoplásmico que 

alteran la actividad de fusión (151._ 152). Además cabe señalar que en el dominio 

citoplásmico se encuentra cercana otra CisSSO, lo que pudierd ser de importantes 

consecuencias ya qt.Íc podr~a· fo~a~ pu.entes disulfuro con Cis560 .. 

El cultivo · infectadO :.: ·persistentemente que reportamos (M.Ppcr2).. provee un 

modelo i11 vi~r~: .~ª.r~<· ~~.~-.e:~~~·~¡~ .'.·_d~ -~~: inter~cción virus-rnacrófago Y. el. ~~c3ni~~o de 

~:~=5&~1~~~~~~~Eª~~;:~f~iS~€:~ 
RSV. HemOs vi~~~-;~:~-~~-~~~;;.~l~ la persistencia se generdron partículas -d~fC:ct~O~as_, y úna 

variante viral -~~~~,::~-n~ ~-;,.¡~~e;~ eficiencia en la formación de sincitio,. -.q~c p~~h~blemente 
colaboren en el mantenimiento de la infección. 
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VII. CONCLUSIONES. 

Se logró establecer un cullivo infectado pcrsistcntcmcnte con el RSV en la línea 

celular de macrófagos (P388DI). 

El cultivo obtenido no presentó periodos de crisis .. solo en algunos pases del cultivo 

Mcf>pcrf> se observó el sincitio carn.ctcristico. 

Durante la persistencia se gcner..tron partículas defectuosas, en un porcentaje entre 40-

60%. 

El cultivo McJ>pcr2 presentó casi el 100% d.e células infectadas. 

El virus obtenido del cultivo Mtftper~:.(RSVper),"moStró una menor eficiencia en la 

formacióri de sincilio respecto a la d.cl, ..:..i~~_::d.~~· r2.:f~r~·~~ia. en ~llllas .. ·V~RO., En· cambio 

en células H358, no se observó difércn~ia:·~~·-.1~·~,fiCi~O:ci~ Para ~o~ar sin~itiO. 
se obtuvo una rcvcrtantC cspontái:J_Ca .~~~rev::·c'~irtu_n.u· eficiencia para formar sincitia 

comparable con la del RSVLab. .,.,>~·:·~·~ '-·::1:·.-:·~·'. ~,··.'7~-

El análisis de la sCcuCnCia' -de g¿~-¿;,~¿~'.~·~~~:~> ~;~-~~¡.() .VariOs cambios respecto u la 

secuencia obtenida para el virus: RSVGb.·~Lit·"¡;~~;¡:~i~~ciÓn de éste y otros cambios en el 
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VIII. PERSPECTIVAS. 

Rccicntcmcntc el estudio de la proteína F, ha despenado un gran interés puesto 

que se ha tratado de utilizar a ésta como vacuna. por su capacidad pard inducir y 

aumentar Ja respuesta inmune protectora en modelos animales de infección por el RSV 

(153 .. 154 .. 155). Se ha descrito que F es el principal antígeno de protección contra 

distintas cepas y se expresa en la membrana de Jas células infectadas, que pueden ser 

blanco de células T citotóxicas (156). Además se ha reportado que anticuerpos 

monoclonales anti-F ... neutrJlizan la infcctividad e inhiben la fusión y protegen contra la 

infección en r~ton~s, _rata de algodón y tcrner..i, pero no son capaces de eliminar una 

infccci~n ya· ~~iab~~<;ida~ (156). 

El COnOCiltl"ie.Oi.0-dC las funciones independientes de los dominios específicos de la 

proteína F~' .;o·,J~Ían ·~ilnitir crear vectores virJ.les o la optimización de vacunas. En este 

sentido la .. _Obl~_~C¡'~·~·-~~-.e-.-·~~~·-~-~ta.n.tc ".:'.irJl meno~.~u~_og~~i~.~r:t-~1- p~csente trJbajo. nos 

plantea la ~si~ili·d·~d_~;i.~~-i-~«:1ia~ .. 3::1a~.Proteí~~ ·~::·~'.-~~-~~i~.1C'.:·~~·~~ e·~·~·· n:a~nte'nimiento 
de una infecció·n-: pérSi~iC'n.té ',·llsí ::-como , C1.: anáúSis·:·.·de(:'ge~OrTiá·;: p·a~J·. aOcalización de 

~~~~~rN~,,~~~~~~B~?~T~~r~:::::: 
• Analiz~r ct~---~g~~;fJ·~¡~~Üi~-:d~--.F~(Ft-F2)~ en.células VE~O infectadas con el RSVper 

en ~res~n-~iii~d¿~};¡-~~i~1.~~'. ·E.~re -ánáliSis resultaría de gr.in importancia puesto que nos 

p~r~i_t¡·;j~~~-. .-i)·:~~'.~-p~~~~/-~¡ el precursor FO del RSVper se procesa adecuadamenle en 

célulaS .vER.;i~-j~f~~l~dás. 2) correlacionar los datos del procesamiento con los datos 

obtcriidos.:d_C:_·:_·¡,_r~SCncia _de Ja proteína F en la membrana de células infec1adas. 3) 

sugerir _qu~;'.'.~i-.:.-bios en ·el genoma de F. pudierJn estar asociados en el fenotipo 

observado.-- Se .Propone' analizar por inmunoblot mediante el uso de un anticuerpo 

n1onoclonal_(Mab19 .. que reconoce la subunidad Fl). el procesamiento del precursor 

A> .. compar.iridolo con el virus RSVL.ab en células VERO. 

• Confirmar que el virus RSVper es capaz de establecer una infección persistente con 

mayor facilidad que el virus de referencia para lo cual se propone es1ablecer 
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infecciones con ·el virus RSVper en diferentes líneas celulares haciendo una 

comparación Con la· infección del virus de referencia. 

• Así mismo· se ·propone clo.nar el genoma dC F en un vector adecuado.. pard su 

expresión ~n _,célÚJas de mamífero.. en las que probablemente se observe una 

deficiencia ··en la fusión y posteriormente cOn mutagéncsis dirigida cambiar la 

sCc_ucnciit .. -con la del virus de refcrenciac esperando que se restablezca el fenotipo del 

virtÍs con el que se inició la persistenéiu viral 

• No descartamos en el cultivo la presencia de las partículas defectuosas que pudicrJn 

estar participando en el establecimiento y mantenimiento de la persistencia viral por 

el RSV en este cultivo. sin embargo aún estamos en el proceso de caracterización de 

éstasª 
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IX. APENDICE. 

MATERIAL Y REACTIVOS. 

Células: 

Células VERO. ATCC (CCL81) 

Células P3888DI. ATCC (TIB 63) 

Células HEp-2. ATCC (CCL23) 

Células H358, ATCC (5807-CRL) 

Medios y sunlcmcntos para cullivo· 

D-MEM (GIBCO 12100-046) 

RPMI 1640(GIBC031800-022) 

Medio de cultivo pára las células P3S8Dl (RPMI 1640-ME). 

58 

RPMI 1640su~l~~c;,t~~,o'c::e>n lo% suero fetal bovino (SFB),:2.2 g/lt de Hepes. 2.2 g/lt 

de bicarbonato ~~·'.~.~~.~~."Y:~-~,000 u~idáde's internacionales (Ul)/lt de penicilina G y 100 

mg/ll de sulfaio d~'.é:S:l'r~Ptofrliéina ·y'0.1 % de 2-mcrc3ptoclanol~ 
-,.•¡ _,· ... :. -,;; 1/·/i /~_./"·-'-

Me::d~:tl\~~~i'~:fül~f=~~~~E:~:c:P~I ~:t~k2 g/lt de· Hepcs, 2.2. g/lt de 
bicarbonato de s;;cJ¡¿'=:.~\-,",,: ..;._;,;.-, ,_.-'.";, -. . -

' -;._::~l'· • ·-:-.· 
·. ·,,,: (.:,._::·:· 

Medio d~ ~~·~i~~~?~Ü~~·:·¡~~:·¿~Í~la~/VE~~ y HEp-2. 

D-MEM supÍ,i~'g~i~'ciri,'~';;~'0s% d;, SFB. 2.2 gflt de H~pes. 2.2. g/lt de bicarbona10 de 

sodio, 1oÜc:1 Ul/l;::-c1·~z-~6~i~iÚ-,;á ~. icx> ·mg/lt de sulfato de estreptomicina . 
.. .. - .,,. .-: ._ ··>.:,:.,5·.:,~': '~-r.·.· .·. --

Suplcmcnlos. 

Suero fc1al bovino (GIBCO-BRL 10437-028) 

Hepcs (SIGMA H-0763) 

Bicarhonato de sodio (PRODUCTOS QUÍMICOS MONTERREY 1290) 

Penicilina G (SIGMA P-3032) 

Sulfa10 de eslreplornicina (SIGMA S-6501) 

2- Mercaploclanol (BIO-RAD 161-0710) 
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Agar (DIFCO 0142-01) 

Reactivos: 

NaCI (MERCK 6404) 

CaCI 2 anhidro (OUIMICA DINÁMICA C320.0) 

NaS04 ·71-lz0 (MERCK 6649) 

NaH2PO. (J.T. BAKER 790) 

Mgso. (J.T. BAKER 25Clll) 

MnCb. (J.T. BAKER 2500) 

Azul Tripano (SIGMA T5526) 

Rojo Neutro (SIGMA N-7005) 

Albúmina Séric-.t- Bovina (SIGMA A-3350) 

Polilisina (SIGMA P-1399) 

Polictilcnglicol (PEO 61Kl0 SIGMA. P-2138) 

3.-3 • Diamino bcnzidinu (SIGMA D-5637) 

Twccn 20 (BIO-RAD 170-6531) 

Sacarosa (MERCK K-3985251) 

Tripsina (SIGMA 1989) 

Etanol (MERCK 1/15853) 

lsopropanol (MERCK 21582) 

Cloroformo (MERCK 15854) 

Mctanol (MERCK MX04488-l) 

Acetona (MERCK 15852) 

Pamformaldchído (SIGMA P6148) 

Glutamldchído (MERCK 820603) 

H202 (PRODUCTOS QUÍMICOS MONTERREY 56<Xl) 

Dimctilsulfóxido (J.T. BAKER 9224) 

Dictilpirocarbonato (SIGMA D5758) 

dNTl,.s (INVITROGEN 18427-013) 

Transcriptasa reversa supcrscript 11 (GIBCO-BRL 18064-014) 

lnhibidorde RNasa (GIBCO-BRL 15518-012) 

DTTO.IM (GIBCO-BRLpart YIKl147) 
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Amortiguador 5X (GIBCO-BRL part YIK1146) 

Amortiguador de amplificación. lOX (GIBCO-BRL part Y02028) 

Cloruro de inagneslo 5ámM (GIBCO-BRL part Yll2016) 

DNA poli.;..e..,;saPlatini;m Taq (GIBCO-BRL 10966-1126) 
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'· '.· .,_; ,-,··-·. ,.'~:.,,_., ."' - ' 
Marcadores .de'DNA.·AIHind 111 GIBCO-BRL 1441ll-IH2 y ,PX174/Hae 111 GIBCO-

B R L' 4:~.~~;~.)~~.~·::2~~ _::_:/· :·::} -~:~;:~:~ 
DNA polimerasa Taq·(GIBCO-BRL 11615-036) 

Trizo1.· <Gi iíco:~R:í:tlli596-c126) 
c. ·:' . .,::-:': 2-~·.1 · ~> '~_i; • 

<.:· •" 

AntiCUcrnoS y· coOjU{:adoS ( 

Kit Anti~R.sv b;:.·,;j~ga:do .::~n FITC (DAKO K6102) 
,,·_ ·-.' ·-· "• - -.. •. ' 

Anti-RSV (CHEMICON) 

Anti-lgG conejo conjugado con pcroxidasa. obtenido en cabra (AMERSHAM NA933) 

Anti-lgG conejo conjugado con FITC. obtenido en burro (AMERSHAM NA857). 

Anti-F (CHEMICON MAB 8581) 

Anti-lgG de ratón-FITC (AMERSHAM NXA931) 

AMORTIGUADORES Y SOLUCIONES 

PBS 
NaCJ 8 gr 
KCI 11.2 gr 

Na2HPO.dl.96 gr 

KH,ro, 11.2 gr 

Se uf ora a l litro._ se ajusta el pH a 7.4 y se esteriliza por autoclave 

TNE 
Tris-HCI 511 mM PH 7.5 

NaCI 11.IM 

EDTAlllmM 
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EARLE 
CaCb anhidro 0.(KJ2 gr 

KCI 0.004 gr 

Mgso.~7· 1-1,0 11.02 gr 

NaCI 11.668 gr 

NaHC0,0.22 gr_ 

O-Glucosa 0;·1 gr. ' 

ParJ'·e(cns~~~·d_e interferencia utilizar rojo neutro 3.3 mg. 

Afonir a 100 mL. 

TAEC50Xl . 
Tris bas~ 242 gi-
57 .1 ·mi de.ácido acético glacial 

ICKJ mi d~ EDTA O.SM (pH=8) 

Afor.ir a ICKKJ ~l. · 

TE 
Tris HCI 10 mM. 

EDTA lmM 

pH=7.5 

A111orti}:11ador de carJ:u para J.:eles de a¡,:urosa. 

Glicerol 1%cnTAE IX 

Omnge G (SIGMA 0-1625) tmzas. 

Bromuro de ctidio J_O µg/ml en agua estéril. 
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So/11cid11 stock'!~ id--~~i~i~ ~~~iíf~::i~.: ~,,-~_/~ 'p~~j~~~~i'!1~ _de los prod11ctos de l'CR. 

25 g de ticrra · d_C -_di~_io~~~~~-'.--~~-~·~~~::i?;~~~)~: ~f~~~r a·sOO mi con agua estéril. agitar y 
dejar reposar· 3 h·~s:y·:~ii~-~~ar_·cl· Sób;~«":-~ad~·~¡e·. E .. sCdimento se resuspcnde el 100 mi de 
agua estéril. · .. _:.~-~-::!~:= ·.·: r>~J{~{Zd/ ;~-,-~ 

En un vaso de ~i-c~¡p¡~~~~~~:·sc:,,~'.~~~~·~.: · : 
4 mi de isotiocianato de guanidina (11.82 g, SIGMA G-6639) 
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2.5 mi de tris 1 M pH=7 

1 mi de EDTA O.SM 

lml del stock de la resina 

Se afon1 a 25 mi con agua csléril. 

An1ortiguudor de f<.1.o;futos pll=H. 

Fosfato monobásico de sodio 0.5 M. 

Fosfato dibásico de sodio 0.5 M. 

MATERIAL DE PLÁSTICO. 
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Portaobjetos de policstircno de 8 pozos (NUNC Roskiide Denmark Cat no.177445). 

Botella para cultivo celular de 25 cm2 (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 163371) 

Botellas para cultivo celular de 80.cm2 (NUNC, Roskildc Oenmark Cat no. 144881) 

Botella para cultivo cc.lular de .. 15.0 cm2 (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 147589) 

Cajas pctri para cultivo celular 60 ·cm2 (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 172931) 

Cajas pctri para c.ultivo. celular' úio cm2 (NUNC. Roskildc Denmark Cat no. 172934) 

Placas de 96 pozos p·ar.. culti;,Ó .cehllar (NUNC, Roskildc Denmark Cat no. 167008) 

Placas de 6 pozos.par.i ·cultivo Q:1uiar (COSTAR, Broadway. Cambridge., Cat no. 3590) 

Cuhrcobjetos dcyidrio dc_io ~m (KNITrEL GLÁSER Alemania) 
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Abstruct 

A pcrsislcnlly infcctcd cullurc obtuincd from immonalizcd murinc macrophagc-likc ccll~ which survivcd n:spird
tory syncytial virus (RSV) infcction at multiplici1y of onc. wus cstablishcd and chaructcrizcd. 'Thc pr-cscncc of RSV 
through thc pnssascs was confirmcd unJ monitorcd by (a) dctcction of infcctious virus by TCID~ml. (b) dcfcctivc 
punicles by virul infcctivity intcrfcrcncc and buoyant dcnsity dctcrminations. (e) ccll surfacc unligcn by indirccl 
immunonuoresccncc and FACS. and (d) cxprcssion of a viral gene by RT·PCR. Morcovcr. ccll morphology changes 
by compurison of macrophagc ar-ca and pcrimetcr wcrc Jctcrmincd. A sccond culture wus obtaincd by ccll clonin¡; out 
of this culture. und u third culture was cstablishcd by supcrinfcction with thc original virus. in which 92-9So/o of thc 
macrophagcs cxprcsscd vir..tl antigcn without ccll dcstruction and rcleascd dcfcctivc particlcs but low lcvcls of 
infcctious virus. Allhough thc thrcc cultures muintuincd thc char..tctcristics of pcrsistcntly infcctcd cclls. conccntr.stions 
of rclcuscd infcctious virus. dcfcctivc particles. and pcrccntagcs of cclls bcaring viral antigcn varicd. RSV pcrsistcntly 
infcctcd murinc macrophagc cuhurcs providc an in 'ldtro modcl to study virul-macrophugc intcr.iction and to allow 
thc experimental use of a ccll im¡-.onant in dis:.cminaling thc infcction. In addition. duc to thc widc array of ccllular 
and humoral rcagcnts in lhc mousc. studies on immunologic aspccts of vir.il immunity are facilitatcd. C 2002 Elscvicr 
Scicncc ll.V. Ali rights rcscrvcd. 

K.-_, . .,,.nrilf: RSV; PJ8RD1: Pcrsii>tcncc; Dcícctivc paniclc:s 

1. lntroduction 

Respiratory syncytial virus (RSV). a pneu
movirus of thc Paramixoviridac family. has long 
bccn rccognizcd as the single most important 
virus causing acule severc rcspiratory-trnct ·infcc-

• Corrcsponding author. Tel.: + .52·!55-623-2469; íaJC.: + 52· 
55-623-2386/82. 

E·mail aJdr~.s.s: bcsomcz@scrvidor.un•m.mx (B. Oómcz). 

tions in children who require hospitalization 
(Hall. 1998; Símocs. 1999; Wayde. 1998). RSV 
has bccn also implicatcd in scvcre lung diseascs in 
ndults. cspccially in thc cldcrly (Han et al.. 1999). 
lnfcctions with RSV frcquently occur in thc early 
yeurs of lifc nnd rcpcated infcctions are common 
in all age groups. The role of the immunc re
sponse in protcction against RSV infection is not 
well undcrstood (Hall. 1998; Opcnshaw. 1995a.b: 
Van Schaik. et al .• 2000). Although. ccllular im-
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munity appcars to play u promincnt role in rccov
cry from RSV infcction it has also bcen impli
catcd in cxaccrbating or augmcnting thc clinical 
discase (Hall. 1998; Opcnshaw. 1995a: Van Schaik 
et aL. 2000; Waydc. 1998). Macrophagcs play 
pivotal role in ccllular immunc response to virul 
infcctions. and participatc in both inna1c and 
ucquircd immunity. Thcsc cclls are widcly dis
tributcd in thc organism and thcir prcscncc in 
major organs. scrous spaccs. and sitcs of inflam
mation suggcsts tlmt thcy are urnong thc first 
immunc cclls cncountcrcd by thc invading virus. 
Furthcnnorc. thcy play an important role in dis
scminating the discase (Augcr and Rose. 1992). 

lntcructions betwcen RSV und macrophagcs 
havc bcen addrcsscd by in vivo (Beckcr et al .• 
1991: Frankc-Ullmann et ul.. 1994; Panuska et al .• 
1992). ex-vivo (Fisher et al. 1997: Frunke-Ull
munn et ul.. 1995; Midulla et ul.. 1993; Auger and 
Rose. 199:?; Punuska et al.. 1995; Stadnik et al.. 
1997: Sonc et al.. 1997) and in vitro studics (Guer
rero-Plata et al.. 2001; Sakai et al .• 1997). Dcspite 
the fact that long-term viral persistencc in immor
talizcd macrophagcs providc u modcl for studics 
or virus-host cell intcractions in a stable. well 
characterizcd. and homogenous ccll population. 
no rcports are availablc in establish RSV pcrsis
tcncc in macrophagc-likc ccll lincs. 

This rcport describes the establishment and 
charactcristics of pcrsistcntly infcctcd immortal
izcd macrnphagcs with RSV Long strain. Two 
ditTcrcnt ccll lincs wcrc used to establish pcrsis
tcntly infcctcd cultures. u human promonocyte 
(U937; ATCC CRL 1593) and a murinc 
macrophagc-likc linc (P3880 1). This line is 
dcrivcd from a DBA/2 mousc lymphoma and is 
induccd by methylchlontntrcnc: it displays a num
bcr of macrophagc charactcristics and is consid
crcd as a nearly maturc macrophage (Koren et al.. 
1975; Ralph. 1980). DBA/2 micc are commonly 
uscd as experimental modc:l to study RSV im
munc response (Opcnshaw. 1995b). 

RSV persistcncc in U937 cclls: was not sus
taincd cclls werc pcnnissive. produccd infcctious 
virus. ronncd charactcristic RSV syncylia and sur
vivcd only a fcw passagcs. On thc other hand. 
pcrsistencc was casily und rcproducibly induccd in 
M<ft. and thc culture w.as charactcrizcd by typical 

pcrsistcncc propcrtics. Macrophagcs wcrc choscn 
for the study. as thcy urc particularly importunt 
to thc immunc response to RSV in that thcy are 
rccruited to thc sitc of infcction in large numbers 
(Auger and Rose. 1992). Morcovcr. macrophagcs 
are among thc ccll typcs sclccted by human and 
animal virus to persist (Ahmcd and Chcn. 1999). 

2. Materlal •nd mcthods 

2.1. Virus ami ce/Is 

Stock of respiratory syncytial virus Long strain; 
(ATCC. VR-26) purified by plaque ussay and 
aftcr prccipitation with polycthylene g:lycol in su
crosc gradicnt (Fig. 48. 26) was propagated. ti
tratcd in Vero cclls grown in DMEM (Gibco BRL 
Ncw York. NY) and supplcmcntcd with 
NaHC03 • HEPES. antibiotics (pcnicillin 100 UI/ 
mi. strcptomycin 100 mg/ml. Sigma-Aldrich. 
Toluca. Mcxico). and IO'Yu fetal bovine scrum 
(FBS). Viral infcctivity was cxpresscd as TCI D5d 
mi (Payment und Trudcl. 1993). lntracellular in
rectious virus werc dctennined aftcr sonicating IQ#> 
cclls/ml for 1 O min (Sonicator Branson B32H). 
The P388D1 ccll linc (ATCC TIB 63: hcrcaflcr 
macrophagcs (M<ft). was grown as monolayer in 
RPMI 1640 (Gibco) supplcmentcd with NaHCOJ• 
HEPES. nntibiotics. O.Jo/., of 2-mcrcnptocthanol 
(hcreaftcr mcdium). and IO'Y.1 FBS (complete 
mcdium). 

2.2. Persiste111 c11/turcs 

Persistently infcctcd cultures (Mcf>~r) wcrc ob
tained by Me? infccted with RSV at multiplicity of 
infcction (moi) of 1.0. Aftcr absorption for 2 h at 
37 C and rcmoving non-absorbed virus. mcdium 
with 2o/., FBS was addcd. Cell viability was deter
mincd by trypan blue exclusion and viral infcctiv
ity and defcctivc particlcs. as describcd 
subscqucntly. Titc culture was maintaincd ror six 
days with a daily changc of complete mcdium. 
Thercaftcr. surviving cclls were extcnsivcly 
washed with mcdium and propagated with com
plete medium. Twicc a wcck (cvcry 3-4 days). 
they werc subculture at 1:2 dilutions. During thc 
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passugcs. viral pcrsistenc.c was verificd and moni
torcd by detennining thc prcscncc of cclls bcaring 
viral untigcn. the cxprcssion of a viral gene. and 
thc production or infcctious virus and defectivc 
particles. 

2.3. Dctcrmination of viral partide.o; inteefcring 
w/th RSV infcctivlty (clcfcctivc partic/es: DI) 

Thc prcsencc of DI in M~rer supernatants was 
detcnnined by interfcrcncc in vintl infcctivity and 
the presencc in sucrosc gradicnls of bands with 
difTcrcnt buoyant dcnsity than that obscrvcd in 
thc original RSV stock. Thc viral infcctivity intcr
fcrcncc detcnnination was adaptcd from the col
orirnctric assay of Trcuhaft (1983). BricOy. Vero 
cclls werc overlaid with supcrnatants (clarificd by 
ccntrifugation at low specd) from passagcs of thc 
pcrsistent infcctcd cultures. Aftcr incubation for 2 
h at 37 ºC. thc liquid was removed and thc ccll 
monolaycr cxtensivcly washcd and infcctcd with 
RSV stock (moi of 0.3) for 2 h at 37 ºC. Thcn. 
non-absorbed virus was removed. and mcdium 
was uddcd and incubated for 72 h nt 37 ºC. 
Thcreafter. culture Ouid was removed and re
placcd with neutral red in Earle solution (Sigma
Aldrich). After washing: twicc with POS and 
incubation for 2 h al 37 ºC. the colonmt was 
absorbed by ethanol in 0.2M NaH~PO .. and its 
conccntration detcrrnincd by absorbancc. Positivc 
controls wcre cells acutcly infcctcd with RSV (moi 
0.3. 72 h p.i.) anc.1 ncgative control mock-infoctcd 
cclls: both controls wcrc includcd in cach dctcnni
nation. Jntcrfcrcncc uctivity was cxprcsscd as pcr
ccntugc und calculatcd by thc following formula: 
(OD samplc - 00 positivc control)/(00 ncgative 
control - OD positivc control) x 100. 

Buoyant density analysis of supcrnatants ob
tuined from M$1'<'~ passagcs was done by lineal 
sucrose grndicnt (20-60'Yo) ccntrifugation (Deck
man SW 40 Ti 90.000 x ¡.: 2 h 4 ºC. Bcckman 
Centrifugc L860M) uftcr conccntration with 
polycthylcne glycol (Payment and Trudel. 1993). 
Gradients were fractionatcd from lhc top: ·buoy
ant dcnsity of ea.ch fmction (0.5 mi) was detcr
mined by refractometry (Carl Zeiss 120371) and 
protcin and nuclcic ucid conccntr..uion by spcc
trophotornetry (Bcckman DU640). Buoyant den-

sity was calculatcd with thc following formula: 
p20oC=- 2.73291¡-2.6425. 11.,. rcfraction units. 

2.4. lnltibitiun cif viral /11fectivily i11tcifercncc 

In M~,...... supcrnatanls and in buoyant dcnsity 
bands obtaincd from sucrosc gn•dients. DI prcs
cncc was confinned by mcasuring inhibition of 
viral intcrfcrencc after irrudiation with UV and 
trcatmcnt with anti-RSV. Thc UV irradiation 
dosc uscd (1 O s. 30 cm distancc. General Elcctric 
lamp IS W (01578)) was highcr that rcquired to 
reduce RSV infectivity > 6 1og10 TCID5'J/ml. 

Viral infectivity intcrfcrcnce was ncutralized as 
follows: to 89 µl of Mct>,..,.r supcrnatant and to 
serial dilutions (1 :3) in DMEM werc addcd 11 µI 
of goat polyclonal lgG :mti-RSV (Chemicon ln
ternutional. lnc .• Temccula. CA) 1:9 in POS+ Jo/., 
bovine scrum albumin (POSA. Sigma). then incu
batcd 2 h at 37 ºC (incubation mixture). Therc~ 
aftcr. 50 µI or the incubation mixture was uscd to 
determine interfcrcncc on viral infcctivity as dc
scribcd. As control of free neutralizing antibody. 
50 µ1 of RSV stock (moi of 0.3) was addcd to thc 
remaining 50 µI of the incubation mixture and 
aftcr incubating for 2 h at 37 ºC~ viral infcctivity 
was dctennincd. lntcrfcrcnce activity was calcu
latcd from thc supcrnatant dilution. in which no 
vint.l ncutralizing antibody was detectcd. 

2.S. /11dircc1 im1nunof/011resccncc 

Ccll-vir-..tl antigcn was dctectcd by immu
nofiuoresccnce assay as prcviously described 
(Sarmiento et ni .• 1997). First untibody was anti
RSV scrum obtained in our labonttory from Ncw 
Zcaland rabbits after thrcc immunizations with 
lineal sucrosc gmdicnt purified RSV (10" TCID~,/ 
mi and 400 rng protein/ml) and with a infectivity 
neutralizution titer of 1-2 x 10~ TCID'°/ml (Pay
ment and Trudcl. 1993). Donkey unti-rabbit JgG 
fluorcsccinc linked wholc antibody (Amcrsham 
lnternational. Duckinghumshire~ UK) dilutcd 
1 :500 in POSA was uscd ns sccond antibody. 
Positive control was M.P infcclcd at moi of t .O for 
24 h. Thc numbcr of fluorcscent untigen-positive 
cclls was dctennined by obscrvation with a Nikon 
Diaphot microscopc and at least 300 cclls wcrc 
eountcd in different ficlds. 
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2.6. Flow cytometry ana/ysis 

Mucrophagcs (1 x 105 ) cithcr from Mcf» cultures 
or Crom difTcrcnt M4',....r cultures wcrc trcatcd with 
PBS + 1% FBS ror 30 min al 4 •e with continu
ous shaking. Aftcr incubating with rabbit anti
RSV scrum. (100 µg; in RPMI. 500 µI) at 4 •e for 
2 h._ thc c.clls wcrc washcd twicc with cold PBSA 
und fixcd for 30 min al 4ºC with O.So/.. 
pan1formaldehyde (Sigma) in PBSA pH 7.4. Scc
ond antibody donkcy anti-rabbit JgG fluorcsccinc 
Jinkcd whole antibody (Amcrsham) was addcd 
and incubatcd 2 h at 4 ºC; thcrcaftcr. it was 
washed with POSA and ccll Ouorcsccncc-analyzcd 
in a FACScan analyzcr (Bccton-Dickinson. 
Mountain Vicw. CA). In cvcry mcasurcmcnt. 1 x 
t O .. cclls wcrc analyzcd. 

2. 7. Reverst.• transcriptasc pol)'nrcruse c/1uin 
rc•actio11 (RT-PCR) 

Of total RNA (from Mct> or Mcf>rcr cclls). 3-S 
µg in 4 µJ of rcaction buffer 5 x (Gibco) was uscd 
to obtain cDNA (Chomczinski and Sacchi. 1987). 
To thc samplc .:?. µI of dNTP (10 mM or cach: 
Gibco), 1.0 µI of" dlT (Gibco), 1.0 µI (20 U) oí 
RNAsc inhibitor (Dochringcr. Mannhcim. Gcr
many) wcrc nddcd and brought to 20 µI with 
DEPC (Sigma) water. Aítcr addition oí SO µl oí 
mineral oil. thc rcaction mixture was incubatcd at 
80 ºC during S min and coolcd on ice. Thcrcaftcr. 
J µI (0.S µg/µI) of oligo dT (Gibco) was addcd. 
incubated at 60 ºC for 10 min and ioc coolcd ror 
S min. Subscqucntly. 1 µ1 -.>f Superscript 11 RNa.~ 
1-1-Rcvcrsc Transcriptasc (Gibco): was addcd and 
the mixture incubatcd at 42 ºC for 1 h. To thc 
transcription volume (2-5 µ1) wcrc nddcd 8 µI of 
PCR buffer 10 x (Gibco). 40 pmol of" primcrs J 
and 2 nnd 0.5 µ1 of Tuq polymcrasc (Gibco). 
cDNA was amplified as dcscribed (Cune and 
Pringlc. 1991 ). 

2.8. Ce// arco and perimcter determinatious 

Both paramctcrs wcrc comparcd bctwccn Mct> 
and Mq,,_... cclls. and thc dcterminations of cach 
unalyzcd ccll wcrc done using software for digital 
imagc analysis (lmagc Pro Plus. Media Cybcrnct-

ics. Silvcr Spring. MD) with u microscope (Zciss. 
FOMI) anda video camcnt (Hitachi VKM 98 E). 
Cclls grown in cight wcll tissuc culture chambcrs 
(1 x 105/wcll; Nunc. lnc .• Napcrvillc. IL) wcrc 
fixcd with 2o/u glutar..tldchydc (Sigma) in 0.1 M 
phosphatc buffer pJ-1 7.4 íor 30 min al room 
tcmpcraturc. Thc cclls wcrc then washed threc 
times with POSA and cxarnincd. For cach wcll. 
fivc differcnt ficlds (four corncrs and a ccntcr 
ficld) wcrc analyzcd. 

3. Rewlts 

3.1. Per.<ristent/J• iefected cultures 

To obtain RSV pcrsistcntly inf"cctcd cultures. 
M<J> was inf"cctc:d with RSV stock at moi from 0.1 
to 5.0. Thc culture inf"ectcd at moi of LO prc
scntcd thc highcst proportion or cclls cxprcssing 
viral antigcn without causing syncytia. Although 
ccll viability dropped during thc first hours post
infcction f'rom 83% at 24 h to 30'Y.. at 48 h. after 
72 h macrophagc dcnsity bcgan to incrcasc. Thcsc 
cultures could be furthcr propag:atcd and viral 
pcrsistcncc detcrmincd. 

In various cxpcrimcnts. cultures obtaincd from 
macrophagcs surviving thc infcction (Mcf>,,_.) did 
not cxhibit ccll dcstruction phascs.. although in 
somc cultures and in thc first passagcs. syncytia 
charJcteristics of RSV wcrc cvcntually and tran
sicndy obscrved ( Fig. 1 ). 

One or thcsc cultures (Mcf>,..."') ~·as subculturcd 
ror 26 passagcs. Each time thc cclls wcrc subcul
turcd viral prcscncc was dctcrmincd. Ccll-viral 
antigcn was detcrmincd. thc cxprcssion of thc N 
gene was contirmcd. in thc supcmatants inícctious 
virus was titrcd (Fig. 2A). nnd thc prcscncc or DI 
was mcasured by interf"crenL"C capacity in viral 
inf'cctivity (Fig. 3). Allhough virnl pc:rsistcncc was 
confirmed thc pcrccntagc of cclls cxpressing viral 
antigcn was low (40-60) (Fig. 68). 

With thc aim of incrcasing thc numbcr or cclls 
cxprcssing viral antigcn wc attemptcd to obtain 
cultures from a single cclJ. Howcvcr .. to propaga te 
macrophagcs a mínimum of fivc cclls was rcquircd 
rcgardlcss of whcthcr they stcmmcd from MiiP or 
Mcf>,...,..... From M4>,_..u passage 26 nnd aflcr cloning 
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the cclls by limited dilution three times. ten difTcr
cnl cultures with charactcristics oí bcing pcrsis
tcntly infected wcrc ohtaincd. One was furthcr 
propagated (M4>,_r 1). und although it was rc
garded as pcrsistcntly infcclcd no increasc in thc 
perccntagcs or cclls presenting viral untigcn (40-
60) was obscrvcd (Fig. 6C). Thcrcíorc. its re
sponse: to superinícction wus studicd by infccling 
with thc original virus at various moi. By supcrin
íccting passagc 10 or M4>rcr• al moi of 1.0. a 
sccond culture CM4>rcr:i:) was establishcd in which 
90-95'X1 oí thc cclls cxpressed viral untigcn (Fig. 
60, E and F) and RSV pcrsistcncc was monitored 
and confirmed. 

3.2. Itrfecrious 11ir11s 

lnícctious virus levels (detcrmincd by TCID!lo/ 
mi) wcrc not always detectable during M4>1'C'ri•• 
M4>J>C."rl• or M4>re-r::i passagcs (Fig. 2A and D). In 
the first passagcs of M<f>,..,.'1,• high viral titcrs wcre 
detected; in thc eighth passagc. a viral concentra-

tion (2 x 105 TCID,,.Jml) similar to thal obtaincd 
by acutc infcction of macrophages ( 1-4 x 105 

TCID"°/ml. data not shown) was observcd. Thc 
high titcr could be duc to thc rcmuining input 
viruscs and/or those produced by acutely infectcd 
macrophages. In subsequcnt passages (10-26). 
virus. concentrations decrcased to reach unde
tcctablc Jcvcls (Fig. 2A). To thc contrary. in 
M4>rcr• and Mct>""""::i thc highcst viral conccntration 
obscrvcd was S x IOJ TCID,,..1/ml (Fig. 28). which 
is lowcr than that produccd by acule infccted 
macrophages. Morcovcr. aftcr thc first passagcs 
no cxtracellular inícctious virus was dctccted in 
M4>rcr• and M4>P'~2• Whcn cclls from the passagcs 
in which no extracellular virus was cvidcnt wcrc 
sonicated aftcr cxlensivc washing. intraccllular in
fcctious virus with a titcr oí approximatcly t x 
102 TCID!IO/ml was observed. 

Although no infectious virus was obscrvcd by 
TCID!l'1/ml. viral titers ftuctuating bctwccn 1-3 x 
10::! TCID!IO/ml wcrc obscrved by plaque assay 
dctcrmincd in Vero cclls (results not shown). 

Fig. 1. C)·lophulic cfTcct in RSV pcrsistcnlly iníccted M4t eclls. Charactcristic syncyda of RSV in M4>,...... ecll passap: 10. 
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Fis. 2. Tilcr or infcctious virus from supcrniuants obtaincd from M•- cul1urcs. EA1racellular v1ru11CS were dctennincd by 
TCID,.Jml. Panel A. cuhu.-e oblaincd from Mq, o:lls lh•I survivcd RSV infcicdon at moi of 1.0 (Mci>~). Panel B. subline M4>r-•• 
obti.1incd by ccll cJoning M4t,_.. at pan.ase 26 and sublinc Mcit,....2 obtai.-1 from M4'r- 1 passase 10, oclls thal survived 
surcrinfcction ~i•h thc original virus. 

3.3. Defecrivc particles 

Thc prcscncc of DI in Mct>,_,.. cultures was in
ferrcd by biological assay. intcñcrcncc of viral 
infcctivity. and by thc prcsencc in sucrosc gradi
ents of bands with diffcrcnt buoyant densitics 
from those obscrvcd in the stock virus. lntcrfcr
cncc in RSV stock virus muhiplication in M4lf'<'rt:1 
did not appcar until passagc 1 1 and thcn was 
prescnt in all subscqucnt passagcs of M4t,.,...o. 
M4t,.,... 1 • and Mqt ...... 2 • Thc highcst intcrfcrcncc pcr
ccntagcs (80-90) wcre obscrvcd in thc first M4l,.....o 
passagcs (11-15). Thcreaftcr. intcrfcrcncc valucs 
of 40-60"/o werc obtaincd in all subscqucnt pas
sagcs of M4l,.,. .... (16-26) Mq,f'<',.. {1-6). und 
M<ttrr~~ cultures ( 1-24). With thc aim of investi-

gating whcthcr dcfcctivc particles rcmain insidc 
acule infcctcd Mqt and Mq,CW"' cclls. macrophages 
wcrc sonicatcd and infcctious virus and viral in
tcñcrcncc wcrc dctcnnined. lnfectious virus with 
a titcr of approximatcly 1 x 1Q2 TCJD50/m1 was 
rclcascd by sonication or Mq, acutc infcctcd cclls 
(rcsults not shown). Viral intcrfcrcncc oí approxi
matcly 30"/o was obscrvcd by sonicatcd cclls from 
M4»,.,... cultures; in contrast. no significant incrcasc 
was observcd whcn cclls from acutc infcctcd Mqt 
wcrc monicatcd (Fig. 3) suggcsting that DI remain 
insidc Mcf»rer cclls. 

No inteñcrcncc of viral infcctivity was dctectcd 
whcn supematants from various passagcs of thc 
pcrsistcntly infcctcd cultures wcrc irradiatcd with 
UV (Fig. 3). Morcovcr. thc intcrfcrcncc prcscnt in 
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supernatanls from Mct>rc"r cultures was ncutralizcd 
by polyclonal lgG anti-RSV (Fig. 3). To assurc 
ncutralization of thc defcctivc particles without 
affecting thc titcr of the stock RSV uscd in the 
assay. supcrnatants at diffcrcnt dilutions wcrc 
uscd. lt is particularly important in this assay nol 
to havc free anti-viral antibodies bccausc in their 
prcsencc rcsults can be misleading. 

Supcrnatants from M<f>f><."r: culture were nna
lyzcd by ultraccntrifugation in a sucrosc grndicnt 
und thc fractions ussuycd as dcscribcd. As shown 
in Fig. 4A. fivc bands with buoyant dcnsities of 
1.019. 1.09. 1.13. 1.18. und 1.268 g/ml wcre ob-

80 

20 

o 
1 2 3 

M41perO 

4 5 
M41per1 

6 

scrved. In contrast. analysis or stock RSV (Fig. 
40) showcd only one band or 1.18 g/ml corrc
sponding to the rcportcd RSV virion buoyant 
dcnsity (Paymcnt and Trudcl. 1993). Furthcr
more. thc prcscncc or DI nnd infcctious virus was 
dctcnnincd in thc dUTcrcnt bands. Viral infcctivity 
dctcnnincd by TCID50/ml and by plaque assuy. 
Viral antigcn was obscrved in Vero cclls infcctcd 
with bands ) .13. 1.18 and J .268. suggcsting thc 
prcscncc of infccting virus; in contrast no viral 
antigcn was dctectcd when thc infcction was cur
ricd out with thc rcmaining bands. lntcrfcrcnce in 
viral infcctivity was obscrvcd with buoyant den-

9 10 11 12 

Acule infected M+ 

Fig. J. Pcrcc:ntaFC: oí intc:ñcnmc:c: on vi.-al infoctivity. lntc:ríc:rcnc:c in RSV titc:r by sonicatc:d cella and supernatants harvntcd írom 
~t.:»,...~ c:uhurcs and ~14' ucutc inía::tc:d wus dc:tc:nninc:d as dc:scribc:d in Matc:rials and Mc:thods. Supcrnatants: or M4',_ cultures l. 
4. and 7; UV0 trcu1c:d ::!, .S. und 8: 11nli·RSV untibody·ln:atc:d J. 6, und 9; írom acutc: infectc:d cclls 11: sonic:uc:d cclls írom M~,.....:i 
to. and írom ucu1c: iníc:ctc:d 12. 
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Fig. 4, Linear •UCT<J'liC grudicn1 or RSV stock and supematants from Moto.-2 culture. Buoyanl und optic.I dcnsitics werc dctcnnincd 
íor each fraclion as d~ribcd in Material and Mc1hod._ Thc numben .-efcr to lhc buoyan1 dcnsi1y values of 1hc obscrvC'd grudicn1 
bands. runcl A supcrnuOtnt from 1\14»,_.2 cuhurc. Panel B from RSV stock. 

sity bands of l.09 und t.13 g/ml (41.47 and 40'Yo. 
respcctivcly). 

3.4. Ce/1-viral antigen 

During an extended period of M<t>,...,.111 nnd 
M4>prrl passagcs. 40-60'Yn of cclls displaycd 
fluorcsccncc. Howevcr. judgcd by the intcnsity of 
immunofluoresccnce the lcvcl of RSV protein cx
prcssion varicd. and fluon:sccnt-positivc 
macrophagcs with undctcctablc. intcnncdiatc. and 
bright Jcvcls of fluorcsccncc (implying diffcrcnccs 
in viral antigcn conccntrations among the cclls) 
are shown in u rcprcscntativc photomicrograph of 
M4>,..,.r0 cclls (Fig. SA). Faintly staincd cclls werc 
infcctcd becausc similar pancms wcre not cvidcnt 
in uninfcctcd controls (Fig. SB). A substantial 
incrc:asc of .cclls cxhibiting viral antigen was ob
taincd by supcrinfcction of Mc?,..,. .. 1 passagc IO. 

Fluorc:sccncc microscopy docs not lcnd itsclf to 
uccuratc quantitation of anligcns: thcrcforc. cyto
mctric analysis was pc:rf"onned. Whcn thc fluorcs
ccncc: intcnsity of anti-RSV antibody treatcd M4> 
cclls and Me?"'"' .. cclls was comparcd. a signiticant 

incrcase was obsc:rvcd in Mcft,_ .. cclls. which could 
be attributcd to thc prcscncc of RSV antigcn (Fig. 
6). Acutc infcctcd Me? cclls displaycd spccific 
fluoresccncc in a symmctrical distribution (Fig. 
6A). implying that a single positivc ccll popula
tion was prcsent. In dctcrminations done with Mq, 
and M4>,_ .. o or M<ft,...... 1 cclls. overlapping of thc 
curves was cvidcnt; ncvcrthclcss, infcctcd cclls 
(40-60"'/u) could be idcntificd (Fig. 68 and C). In 
contrast. whcn assays wcrc carricd out with Mct» 
and M<ft,_ .. 2 • no ovcrlapping of curves was ob
scrvcd and thc pcrccntagc of fluorcsccncc-positivc 
cclls was > 95 ( Fig. 60. E. and F). Furthcnnorc, 
thc infcctcd cclls wcrc distributcd asymmctrically 
suggcsting macrophagc populations with diITcr
cnccs in viral antigcn conccntrations. Thc prcs
cncc of vir..il antigcn in pcrcentagcs similar to 
thosc obscrvcd in immunonuorcsccncc assays 
confirmcd thc accuracy of our dctcrminations. 

3.S. An1pliftcu1ion of mRNA frmn u RSV g~ne 

Thc rcsults obtaincd by RT-PCR assays 
showcd a clcar band of 278 bp (Fig. 7) corre-
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Fig. 6. F1uo~ profiks oí rn.croph.-se-lilu: ccll5 acule and pcni•Cently infectcd with RSV. Suñacc viral anliscn on cella from 
Mclt acutc infectcd and M4',... .. , cuhun:s was trcalcd wilh anti-RSV scrum and staincd with anti-rabbit ftuorcsccine isothi~anale 
conjugatc (Amenham) and analyza.1 by How cytometry a5 dC'-Cr;bcd in thc Section 2. In each c:...pcrimcnt. an isotypc control 
(prc-immune .erum) wa• included and thc obtaincd ftuo~ intcnaily valuc wa• subtnictcd in all auays. The log of ftuorcwccncc 
in1ensity is ahown in the abaciasa and thc ccll number in thc ordinalC. The pcn::entaac of cclls pres.entina RSV antip:n are in 
numben. A. M4t cella acule infcctcd; B. M+- cclls pauasc 24; c. M.;._.. 1 cclls pauage 4; D, M4'_..:z cella paasagel8: E. M4'r--, 
rauagc 21. and F, M4i_.,2 pass.ge 24. Filiad his10f:ratns uninfccted m.crophaees •nd open histo¡:rams infcctcd rnacrophaf'CS. 

sponding to thc amplificd gene N segmcnt (7). 
This was observcd in ali thc studicd passagcs: 
Mcf>rno (passagcs 22-24). Mcl>P"'rl (passagcs 1-10) 
and Mcf>,...r2 (passagc J -24). 

.3.6. Cell n1orpllo/ogy 

No appreciublc diffcrcncc in growth rute bc
twccn Mq,~. Mcl>,..., 1• or Mcl>,_..2 cultures with 
respcct to M<ti was obscrvcd. although slight mor
phologic altcrations could be obscrvcd in 
macrophagcs. Thcrcforc. thc arca and pcrimctcr 
of Mcl>,..,.o (passagc 25). Mcft,_. 1 (passagc 8). and 
Mcf>~2 (passagc JO) wcrc comparcd with Mct> 
cclls. Thc diffcrcncc bctwccn thc arcas and 
pcrimctcr of thc infcctcd macrophagcs <Me?""°'" 
M<fi,.....h or M4trer2) with rcspcct to Mcl> cells was 

analyzcd using non-paramctric Mann-Whitney Z 
test (Sigma Plot Scicntiflc Graphic Software 3.0). 
Fig. 8 shows thc rcsults obtaincd with Mcf>..,....:i and 

-;:--- -------
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Fi¡:. 7. Apro5C sel clc:ctrophorcsis of RT-PCR produ1."ts. 
DNA prirncrs for the RSV sene N K"smcnt oí 278 bp bc1ween 
nuclcocidcs 8!58 and 113!5 werc uscd to •ynthcsizc cDNA and 
amplify it by PCR accordina: to thc dc9cribcd proccdun:. TI1C 
PCR produch wen: run on aproe &el and vicwcd wilh • UV 
nwnitor cmnct'D. ancr cthidium brornidc atainina:. Lanc 1. 
DNA •~ •tandards 4tX17 .. DNA/lt.c 111 (Oibco). Arnplilicd 
RNA cx.t~i:d írom aculcly infecti:d M4' cells (Lanc :n. 
Mi;Jt- cells (Lanes J and .. >. M4',_.1 cclls (lancs !5 and 6). 
M4t_..2 cells (Lanes 7 and ti}. and M4t ccll• (Lanc 9). 
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Fig. K. Morphologic analysis or macrorhage-like cells pcnistcntly infectcd with RSV and non-infccted cells. Panel A and B or 317 
macrophages from M4>r-0 (passage 10). A cell arca und B. pcrimcter-. Panel C and O or 205 macr-opha~ from Moti culture. C cell 
arca and D pierimcler. Analysis showcd significant di1Ten::noe5 in the ccll arca (Fig. 8A and C; P< 0.0129). and no signilic.u.nt changc 
in the perimcter (Fig. 88 and O; P<0.1401). 

M4>. P valucs of < O.OS wcrc considcrcd signifi
cant. Analysis showcd a significant diffcrcncc in 
ccJI arca (Fig. 7B and D) but no significant 
changc in pcrimctcr (Fig. SA and C). 

4. Discussion 

Similar chamctcristics to RSV pcrsistcntly in
fectcd cultures describcd hcre wcre reponed in 
pcrsistcntly infcctcd human ( Baldrigc and Scn
tcrfit. 1976; Bangham and McMichael. 1986; 
Iankcvich and Prcizin. 1977: Parry et al .• 1979). 
monkcy (Pringlc et al .• 1978) and murinc (Fcmie 

et al .• 1981) cell lincs. No cell destruction phasc 
was obscrvcd during continuous passagcs. and 
growth pattcrns bctwccn infccted and non-in
fectcd cultures wcrc similar. Aftcr an initial pro
duction of infectious virus, thc culture stabilizcd 
with low-to-undctcctable lcvcls of virus produc
tion and rcsistcd supcrinfcction with the original 
virus. In addition ccll-vir..il antigcn dctcctcd by 
immunoflouresccncc was cxprcssed although thc 
percc:ntagc varicd; rarcly all cclls wcrc fluorcs
cc:ncc positivc in MCR-S (Parry et al.~ 1979) and 
in monkcy BS-C-1 ccll lincs (Pringlc et al .• 1978). 
In contrast. 17-29"'/o of human HcLa cclls prc
sentcd viral antigc:n (lankevich and Prcizin. 1977). 
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In thc culture wc repon. on here. 40-60'Yo or 
rnacrophages were inmunofluor-esccnc-positive in 
thc pcrsistcnt cultures obtaincd írom cclls surviv
ing thc initial RSV inf"ection (M4>rw10) or by 
cloning (Mf.:f>,....r 1). Ahhough M<t>P<'f1, and M4>,,_. 1 

werc regardcd as persistenlly iníccted cultures. thc 
pn:scncc or non-infcc1cd M4> was not excludcd. In 
fact, thc prescncc of non-infcctcd macrophages 
can be infcrrcd by thc rclativcly Jow percentagc of 
cclls expressing viral antigcn (40-60) (Fig. 6 B 
and C) and by the incrcasc in infcctious titcr virus 
by supcrinft..-ction with thc original virus. A sub
stantial incrcasc in the pcrccntage of cc:Jls bearing 
viral antigen (90-95%) (Fig. 60, E, and F) was 
cvidcnt in macrophagcs surviving the supcrinfcc
tion (M4>po.-2 ). Thc incrcasc in fluorcsccncc posi
tivc cclls and in produccd virus can be cxplaincd. 
Mct> could becomc acutc infcc1cd with concomi
tant production of virus and ccll lysis by exposurc 
to thc original virus. Howcvcr. thc possibility that 
sorne M4» might bccomc pcrsistcntly infcctcd can
not be cxcludcd. 

Thc cvidcncc that RSV gcnomc wus prcscnt 
und cxprc.-sscd in M4-J'CI" cclls was bascd on scvcral 
typcs of assays: thc prcsencc of viral antigcn by 
immunofluorcsccncc and FACS. production of: 
thc virus and defcctivc paniclcs. and by cxprcs
sion of u virul gene N. "Jñis gene was sclcctcd 
bccause no significant changcs in its scqucnce 
have beco rcportcd in RSV isolatcs from vurious 
countrics (Canc and Pringlc .. 1991 ). 

Stuble pcrsistcnt infcctions of culturcd cclls 
with RNA virus havc bccn obtaincd by a varicty 
of methods. such as infccting in thc prescncc of 
antivirul antibody. infccting simultancously with 
dcfectivc particles. infccting with mutants at re
strictive temperaturcs (ts) or using naturally resis
tant cclls (Ahmcd und Chen. 1999). Ahhough 
RSV persistcntly infccted cultures havc beco read
ily estublishcd without cxtcrnal factors (Baldrigc 
and Senterfit. 1976; Bungham and McMichacl. 
1986: Fcmic et al.. l 981: lankevich and Preizin. 
1977; Parry et al .• 1979; Pringle et al.. 1978) the 
use ofts mutants (Parry et aL. 1979: Pringle et al .• 
1978) and partially rcsistant cells (Fcrnie el al .• 
1 98 1 ) has beco reported. 

In thc prcscnt study persistcnt infcction of an 
immorlalizcd macrophage ccll linc with RSV 

Long strain was .uchievcd without cxtcmal fac
tors. Although antibody to human RSV is almost 
universal in aduh bovinc scrum il was not prcsent 
in thc fetal bovinc scrum (rcsults not shown) in 
which lhe pcrsistently infcctcd cells wcrc propa
gatcd. Thcrcforc. antibody was not csscntial for 
cithcr initiation or maintcnance of thc pcrsistent 
infcction. Although the viral genomc of a 
paramixovirus (SV5) can pcrsist in a quiesccnt 
statc (Fcarns et al.. 1994). this cannot be taken in 
considcration in the persistently infcctcd immor
talizcd macrophage culture dcscribed hcrc becausc 
mRNA of" RSV gene N was found in all RT-PCR 
detcnninations. 

Pcrsistcncc establishment and maintenancc of 
RNA virus in ccll cultures can occur through a 
variety of mcchanisms. Among thcsc are the gen· 
cr.ation of' mutants or variants by chunges in the 
vintl gcnome (Ahmed and Chen. 1999; Bangham 
and Kirkwood. 1990: Villarrca1 et al .• 2000). such 
as thc production of DI (Bangham and Kirk
wood. 1990). The participation of DI in thc estab
lishment of RSV pcrsistencc in thc culture that we 
repon is questionable; no DI were detected in the 
viral stock uscd to cstablish M4>re .. o· To thc con
trary. DI might be invotved in thc maintenancc of 
Mct>,..,.. cultures: indccd. DI werc present in M<t>per0 
aftcr the c1evcnth passage. and then after ali pas
sages in M<t>rc.- cultures. Thcrcfore. it is possible 
that maintenancc of RSV pcrsistencc was medi
atcd by DI interferencc with infcctious RSV. In 
contrast. in RSV persistcntly infcctcd BS-C-1 cul
tures no DI were found (Pringle et al.. 1978). 

RSV pcrsistently infectcd P388D1 macrophagc 
cultures are casily and reproducibly cstablishcd; 
pcrhaps rclativcly nocytophatic variants might be 
sclcctcd rapid1y. Studies to characterize RSV vari
ants in supcrnatants obtaincd f"rom M4>"'" .. 2 are in 
progrcss. 

lnfcction in vivo of macrophagcs by RSV is 
very probable. as studics in vivo and ex vivo havc 
demonstrJtcd that human (Midulla et al.. 1993; 
Panuska el al .• 1990a.b; Sone et al.. 1997) and 
murinc (Franke-Ullmann et al.. 1994) 
macrophagcs and even a macrophage-likc ccll line 
(Sakai et al ... 1997) are pcrmissive to the virus. 
Morcovcr. RSV infcction or macrophagcs has sig
nificant etTccts on cclls. such as an incrcascd 
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production of mcdiators with immunorcgulatory 
activity (Bcckcr et al.. 1991: Midulla et al •• 1993: 
Opcnshaw. 199Sa: Panuska et al .• 1990a.b) and a 
rcduccd phagocyte cupacity (Franke-Ullmann et 
al .• 1995). Rcccntly, wc documcntcd thc effcct of 
viral pcrsistencc on thc biological functions or 
McPrcr::t. cxpression of cellular genes (interlcukines 
1 and 6. tumor necrosis factor a. and Fcy Rll and 
Fcy Rlll receptor) and on its functions (phagocy
tosis) (Guerrero-Plata et al.. 2001 ). 

Tbe culture we describe. Le. long-tcnn RSV 
persistently infccted murine macrophagc-likc cul-

• ture (M4>rcr::tl in which virus - spccific antigcns 
wcrc prescnt in ncarly 100"/o ofcells without caus
ing syncytia. providcs an in vilro modcl for thc 
study of thc manncr in which thc macrophagc and 
thc virus interacl. and thc process of maintaining 
RSV pcrsistcncc. Furthcrmorc. thc culture allows 
cxperiments using a cell typc that has the propcrty 
of disseminating thc infcction and facilitating ex
pcriments on the ccllular aspccts of immunity duc 
to the availability of thc wide arr.1y of cellutar and 
humoral fuctors in thc mousc. 
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