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RESUMEN.

En este trabajo reportamos ¢l establecimiento y caracterizacién de un cultivo de
macréfagos (linca celular P388D1, de origen murino) infectado persistcntemente con el
virus sincitial respiratorio, ¢l cual se¢ ha mantecnido por mas de 4 afos. La persistencia
viral sc ha demostrado por la presencia y expresién del genoma viral, por diferentes
técnicas: presencia dc antigeno viral por inmunofluorescencia y por FACS; produccién
de virus infectivo y de particulas defectuosas y expresién del gene N.

Durante . la persistencia se gencraron particulas defectuosas, sugierendo la
participacién de éstas en el mantcnimiento dc la infeccién persistente, puesio que
aparc:é’i’érbn ¥y se mantuvieron presentes y en cantidad constante durante todos los pases.

En ¢l cultivo obtenido después de la superinfeccién, se generd una variante viral
que mostré menor eficiencia en la produccién de sincitio (RSVper), con respecto al RSV
Long de rcfércnéia (RSVLab), en células VERO (linea cetular de riiién de mono verde);
micntras que en H358 (Jinca celular de carcinoma bronguioalveolar, de origen humano)
la eficiencia en Ira‘ formacién de sincitio fue similar a la del RSVLab. También sc obtuvo
una revertante ‘espontinea (RSVrev), cuya cficiencia en la formacién de sincitio en
células VERO""y H358 fuc similar a la del RSVLab. El tratamiento con tripsina del
RSVper increi'ﬁcflla la infectividad, el nimero y tamaiio de sincitia, por el contrario
cuando ¢l RSVrev y cl RSVLab se trataron con tripsina no se observo ningiin cfecto. Las
bases 'f,‘gcriélicas del fenotipo observado en RSVper sc investigaron comparando las
secuencias de la proteina F de 1a mutante, la revertante y el RSV Long.

:Se encontraron cinco cambios en la secuencia de RSVper (Lis123Asn, Lis209Gilu,
11e292Cis, Lis293Tre, Glu294Val, Fen35iTyr, 1lc381Leu y Scr560Cys) quec mno sc
cncontraron cn RSVLab y RSVrev, lo que sugicre que algunos de estos cambios pudieran
cstar rclacionados con el fenotipo observado en RSVper. También rcportamos otros
cambios en RSVper que se encuentran en RSVrev o RSVLab, que probablemente no
cstén involucrados con el fenotipo de la mutante. La participacion de estas mutaciones en

cl fenotipo observado csti por determinarse.
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1 INTRODUCCION.

Aspectos epide
El RSV se considera mundialmente como uno de los principales patégenos

causantes dc infecciones severas del tracto respiratorio inferior que requicren
hospitalizacién y son la principal causa de morbilidad y mortalidad en nifios menorces de
2 aios (1, 2, 3). En México datos cpidemiolSgicos (4) reportan a las infecciones
respiratorias entre las tres primeras causas de mucrte infantil a nivel nacional. En Estados
Unidos de Norte América, el RSV causa anuvalmente 9000 hospitalizaciones y alrededor
de 4500 mucrtes, ¢l riesgo se incrementa cn los casos en que sc presentan padecimientos
tales como hlperlenmén pulmonar, cirugia ¢ inmunosupresién (5, 6, 7, 8, 9).

La lnfcccuén por este virus se presenta principalmente en nifios entre las 6
semanas y los nucve mescs de edad, origina sintomas respiratorios del tracto respiratorio

supcrlor (ﬂu_|o nasal, cslornudo, faringitis y malestar en general). Sin embargo, entre el

fcccnones recurrentes (12). La infeccién por ¢l RSV en adultos es

mayorc< de 60 aios y cn p.lcncmc< mmunocompromcudo< tlega a

ddullo< Es\uduoﬁ cpndémloléglcos indican que la frecuencia y severidad de sintomas
pulmonares _en’ adultos estin asociados con antecedentes de enfermedad respiratoria
durante la infancia (13). Ncumonias cn adultos con padecimicntos crénicos han
demostrado en diversos cestudios que ¢l RSV se encontré en ¢l 50% de los casos (14).

La persistencia por el RSV en humanos ¢s un drca de interés importante debido a
quc se sospecha de la participacién de este virus en procesos de hiperreactividad crénica.
Padecimicentos como enfcrmedad obstructiva crénica y dificultad para respirar, se han

asociado con bronquiolitis debida a la infeccién por RSV (15).
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Aunquc la persistencia del RSV en h >s no esta cl d rada,

existen observaciones que lo sugieren como son: 1) et virus se ha aislado de ia nasofaringe
de nifios aparentemente sanos (16); 2) se ha detectado al antigeno virat en osteoclastos y
células de pacicntes con la enfermedad de Paget (17, 18, 19); 3) en anidlisis post-moricm
de tejidos de nifios sc ha encontrado RNAm viral, durante los meses en los cuales no cs

posible aislar al virus y pucsto que el humano es el {inico hospedero natural sc sugiere ta

persistencia’ (20); 4) las coustantes reinfecciones en nifios y los casos reportados de

bronqul is  ob: l:uctiya crénica y bronquitis recurrente (21, 22, 23); 5) persistencia del
virusen ' p es “con inmunodeficiencia enfermos de SIDA y en nifios con

cbpgénilas (9, 10, 24) y 6) evidencia in vivo de infeccién persistente

mmunodc_l"c nc

nfo (os' de pacientes infantiles que adquiricron al RSV en forma natural

“La pers tencia dcl RSV bovino se ha reportado en su hospedero natural, el RSV
hum.mo y el bov o estin altamente relacionados, ya que anticuerpos contra el RSV
hum.mo rcdccuon.m ‘con el RSV bovino (26) y también cxiste alta homologia en la
secuencia dc i GA prolcmae. NSl y NS2 (69 y 84% respectivamente) (27).

. At‘l Ime Se ¢ con estudios dc persi: ia a nivel experi I por cl

qa

do quc

lnfccél n y rccupcrucuén del virus infeccioso en presencia de altos titulos de anticuerpos
29, 30)., :
In vitro: 1) En infecciones cn células HEp-2, BSC1 y Linfocitos B (humano) s¢

reporté disminucién en la produccién de virus extracelular con respecto a una infeccién
aguda, no se observé muerte celular en estos cultivos y por inmunocitoquimica se detecté
la presencia de antigenos virales en las células infectadas (31, 32, 33, 34, 35). 2) En la
linea celular de fibroblastos de ratén (Balb/C) infectada persistentecmente sc reporté un

alto porcentaje de células que expresaron antigeno viral y produccién de virus infeccioso
extracelular cn bajos niveles (36). 3) Bangham ez al. 1986 (37), reportaron la persistencia
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del RSV cen una linea celular de origen linfoide (células B dec linfoma de raién), con

resultados similares a los reportados por Fernie er al 1981 (36).

Respuesta inmune a la jinfeccién por RSV.

La respuesta inmune originada por RSV es permanente pero limitada, ya que las
re-infecciones son frecuentes ain en presencia de altos titulos de anticucrpos
ncutralizantes (9, 16, 24). El papel de la respuesta inmunec en la proteccién contra la
infeccién por el RSV atin no es claro (39, 40, 41, 42). Si bicn la respuesta inmune celular
parece jugar un papel importante en la recuperacioén de 1a infeccién por ¢l RSV, ésta sc ha
asociado con la exacerbacién de la enfermedad.

El RSV se consldcra como un potente estimulador dc la expresién y/o scerecién
de mediadores promﬂam.uono# ¢ . inmunomoduladores, lo cual se ha demostrado
.:mplmmcme en: céluhn cpuelldlcs del tracto respiratorio, que son el sitio primario de

replicacién dcl vi y:en; olros tipos de células (monocitos, macréfagos, eosindfilos y

ncutréfilos). In vuro. cn célul.n cpiteliales y macréfagos, se ha demostrado que ¢l RSV

induce la cxpresnén de lL-] TNFa, 1L-6, IL-8, IL-10, IL-13, MIiIP-l1a, MCP-1, TARC ¢

IFN-B, entre olro El TNFa se ha asociado a procesos inmunopatolégicos ya que tiene

un papel: lmporldme en’el reclutamiento de necutréfilos y cosinofilos, quizd por la
produccuén |n¢rcmcnlada de quimiocinas, induciendo Ja extravasacion de las células en cl
pulmén. La induccion de IL13 también se ha asociado a la inmunopatologia viral, ya que
parece estar .incfefncnludu en respucstas alérgicas y en procesos inflamatorios.
Finulmcnlc Ia pl‘bduccién de MIP1-a ¢ IL-8 se han visto asociadas con cuadros scveros
de inflamacién y dafo pulmonar, por su contribucién cn el reclutamicnto celular (10, 12,
39, 43, 44, 45, 46).

La infeccién por ¢l RSV sc inicia en la nasofaringe, por lo general se controla a

esc nivel, no obstante en gran parte de los infantes el virus pasa al tracto respiratorio

inferior c infecta los bronquiolos y alvéolos donde se p 4 una resg inflamatoria
la cual se le asocia con la patologia y la sintomatologia de la enfermedad (9, 10, 24).

El mecanismo por el cual se induce la reaccion inflamatoria no esta claro, sin
embargo, es probable que citocinas producidas por las células infectadas (epiteliales,

macréfagos y linfocitos) en respucsta a la infecciéon viral participan en la patologia. En
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apoyo a csta interpretacion sc ticnen observaciones in vitro y ex vivo que demucstran que
dichas estirpes cclulares son permisivas al RSV y su infeccién induce 1a produccién de
citocinas proinflamatorias (5, 47, 48, 49, 50).

Infeccion de macrifagos con RSV,
En la infeccién por RSV los macréfagos son las primeras células con las que el

virus tienc contacto después de pasar Ja membrana basal del epitelio, ademis en los
alvéolos durante cl proceso infeccioso estas células se encuentran en mayor proporcién
que otras (51).

Los macréfagos alveolares son la primera linea de defensa contra patégenos
inhalados y estin expucstos al RSV en el transcurso de la infeccién. Las particulas virales

modifican las funciones de los macréfagos alveolares, 1o cual puede contribuir al riesgo

de adqu:ﬂcnén de’infecciones  sccundarias de tipo bacteriano durante o después de la

mfcccnén por el: 47,-51,:52 3)." $"¢: ha i-cporlado que los macréfagos alveolares y

pcnférlcos son:susceptible a nfécéién por> el RSV in vitro (48), y producen virus

infccciosé'bo mas'de 25 di

"En es(ud’ S m vivao, en cobayos inoculados con el RSV por

alvcol.:re< se aﬁoc:é con la palogcncﬁn de una inflamacién crénica bronqulal (54, 55, 56).
La capacndad de los virus para infectar linfocitos y macréfagos licne
implicaciones considerables en la patogenia de la enfermedad de las vias respiratorias y

probablemente jucga un papel importante en la diseminacién de la infeccién (57).

Modelo murine de infeccidén por el RSV,
En 1988, Graham reporté un modelo de ncumonia con el RSV ¢n ratones BALB/c

adultos. En ese modelo se necesité un dosis de 107 unidades forimadoras de placas/ml, el
inéculo se administré por via intranasal, dando como resultado obtencién de altos titulos
de virus en ¢l pulmdn, desarrolio de la sintomatologia clinica y patologia del pulmén. A
partir de ese momento s¢ han realizado modificaciones al modelo con la finalidad de
reproducir la histopatologia y estudiar la respuesta inmune que se desarrolla durante la

infeccién (42).
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El modelo murino sc ha utilizado ampliamente para ¢l estudio de la inmunidad e
inmunopatologia por ¢l RSV. Adcmis en ¢l desarrollo de nuevas vacunas, también es
importante contar con un modclo animal que permita establecer la patogenicidad de las
cepas de RSV y producir material genéticamente estable para su uso. Por lo anterior, en
este trabajo decidimos utilizar una linea celular similar a macréfagos de origen murino
(P388D1)

Persistencia Viral.

Para que un virus perr a cn ¢l organi > ¢S ario que éste sca capaz de

infectar a la célula sin producir muerte celular y que pueda evadir su deteccién y
climinacién por el sistema inmune del hospedero (57, 58).
Los virus han desarrollado diferentes eqlmlegme para el cstablecimiento de la

pcrcnlencm ldlcﬁ como: ;

(59, 60).

e Coevolucién virus-célul

El mecanismo por el cual los virus de RNA citoliticos establecen y mantienen una

infeccién pcn ﬁlcnlc cn célulxn cn cultivo no estd claro, pero se tienen evidencias con los

virus FMDV_. (fool nnd mouth diseasc), poliovirus, rcovirus y parvovirus quec co-

o de la persi ia. En

evolucionan con, 1a célula para el cstablecimicato y
estos cusos las ‘células resisten el efecto citopitico y bloquean la infeccién viral,

favorecicndo la 1 ién de variz virales las cuales son capaces de rcplicarse

cficientemente en estas células, lo que sugicre la evolucién del virus y la célula

hospedera.

Aungue los mecani s de r ta de la célula hospedera, la subsecuente

adaptacidén del virus y la coevolucién en cultivo y su papel en la persistencia viral adn no
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cstin bien entendidos, se propone que la regulacién en la expresion de los genes virales,
¢S una estrategia probable utilizada por los virus para permanccer en la célula (61).
- ,Géncrucién de variantes virales.

" La.cvolucién de los virus de RNA cstd determinada por su alta variabilidad. La

alta’ tasa de mutacién y la recombinacién tanto entre homélogos como no homdélogos

permiten ' la generacién elevada de secuencias nuevas. Muchas mutaciones pucden ser

deletéreas y climinadas por i6n natural, pero otras se scleccionan con basc en al

umbiénic particular en el que el virus se esté replicando (respuesta inmune del hospedero

y el efcclo dc- agentes antivirales), de esta forma las mutaciones pucden llegar a ser

dom nan\cﬁ enla poblacién (62, 63).
ey Olro factor que pucde influir en la evolucién de los virus y en la seleceién de las

variantes vnmlcﬁ es Ja influencia de los tejidos y tipos celulares del hospedero durante una

infeccién’ c;émca (64, 65, 66). Sin cmbargo, el factor mis importante que puede afectar 1a

gencra'ciénqdé'mvutamcs virales, es la naturaleza misma del virus. De esta manera, existen
rcgionc< ihvvari’abblc‘:‘ﬂ en el genoma de diferentes virus que no pueden tolerar sustituciones
y que son mdnpcnsdblcﬁ para la replicacion viral. (62, 63).

Exn:lc un nimero considerable de evidencias in vitro de que las mutantes
generadas a parur de un virus silvestre con caracteristicas citoliticas, poseen un potencial
litico . modificado. Diferentes tipos de variantes virales se han implicado en el
cslablccirmichlé de infecciones persistentes in virro, tales como:1) mutantes temperatura
,i°~; 2) mutantes que producen placa pequcha y 3) particulas defectuosas-
interferentes (DI°s) (67. 68. 69, 70).

En algunos sistemas las bases genéticas de la atenuvacion son conocidas, asi como

¢l papel que desempeiian algunos gencs virales cn ja persi Por ejemplo, durante la

persistencia por reovirus se ha demostrado que mutaciones en genes virales especificos

son cruciales para el establecimi y Yy imi » de la infeccién persi en

células  L-929 (57). También sc ha dcmostrado que algunas altcraciones en las
glicoproteinas de virus sindbis modifican el potencial litico dc este virus en las neuronas.
Estos estudios ilustran el concepto de que pocos cambios en los aminoicidos de los genes

virales, convicrten una infeccién litica en persistente (71, 72, 73).
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Virus Sincitial Respiratorio (RSV).

El RSV es un virus envuclto, su matcrial genético estd constituido de RNA de una

sola cadena no seg; ado dec 15385 nt y posee regiones no codificantes (leader y

trailer). El RNA viral codifica para 10 protcinas, 8 estructurales y 2 no estructurales (Fig.
1). Pertencece a la familia: Paramixoviridae Subfamilia pneumovirinae.

El RNA viral codifica para 10 mRNA subgenémicos, cada uno tiene un marco de
lectura, cxcepto M2 cl cual conticne dos marcos de lectura, uno codifica para la proteina
M2-1 y otro para M2-2.

region trastapada

Figura. 1 Diagrama esquemitico del genoma viral.

Al inicio de cada gen, se encuentra una secucncia de 10 nts (gene start, GS),
altamente conservada 3°- CCCCGUUUA. excepto para el gen L. cuya seciial es 3°
CCCUGUUUUA, cada gen termina con uni sccuencia semiconservada 12-13 nts (gene
end, GE) que dirige la seial de poliadenilacion y la liberacién del mRNA. Los primeros 9
genes estin separados por regiones intergénicas. Los dos dltimos genes s¢ traslapan por
68 nts., 1a sccﬁéncia GS de L sc encuentra dentro del gen M2 (74).

Elv,RSlvﬂ.“ty:vomienc una doble capa lipidica. la cual se deriva de la membrana
plasmélic:[d;:’la célula hospedera, esta envoltura contienc 3 glicoproteinas virales, 1a de
unién a la célula (G), la de fusién (F) y una pequena proteina hidrofébica (SH) cuya
funcién adn no esti clara. Cubriendo a la nucleocipside se encuentra la proteina de
matriz (M) y formando la nucleocipside estin las proteinas N, P (fosfoproteina), L
(polimerasa) y M2-1 (factor de anti-terminacién) (Fig. 2). Las proteinas NS1 y NS2 son
no estructurales y aunque no se¢ ha identificado su funcién, se sugiere que pucden estar

involucradas en la modulacién de la transcripcién puesto que sus transcritos se sintetizan
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al inicio de la infeccidon y se acumulan en las células infectadas, ademas se ha reportado
que interfieren con la actividad del interferon (27).

El virion tiene un diametro entre 150 y 300 nm, similar a los otros paramixovirus.
La diversidad antigénica de los diferentes aislados esta determinada por la variacion en
las glicoproteinas F y G. Con base en la diversidad genética de la glicoproteina G, el RSV
se divide en dos grupos A y B. La secuencia completa del genoma de los subgrupos A y
B tiene el 81% de homologia, la divergencia mas grande se encuentra en el ectodominio
de la proteina G, la cual tiene el 44% de identidad entre los dos subgrupos; dentro de un
mismo subgrupo la secuencia de aminoacidos de la proteina G puede variar hasta en un
20%. Estos dos grupos circulan en la poblacién, en una misma epidemia, siendo el de
mayor prevalencia el grupo A. Sin embargo, la severidad de la enfermedad no se asocia

preferentemente con alguno de los tipos virales en particular (10).

Mauriz
Fusién
Complcjo
RNP
Envoltum
ProtcinaG

Figura 2. Diagrama esquematico de la estructura del RSV, en color amarillo
se muestra la envoltura viral (proteinas G, F), en azul 1a matriz (proteina M) y
en gris se representa la estructura del complejo ribonucicoproteico

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

e Proteina G.

La glicoproteina G se considera involucrada con la unidn del virus a la célula,
debido a que esta union se bloquea con anticuerpos monoclonales especificos (75, 76). Es
una glicoproteina integral de membrana tipo Il con una region hidrofobica cercana al

extremo N-terminal, que permite el anclaje a l]a membrana celular dejando el extremo C-
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terminal expuesto hacia el espacio extracelular. Durante la infeccién por ¢l RSV también
se sintetiza una fraccién soluble de la glicoproteina G, 1a proteina soluble carece de los 65
aminoacidos del extremo amino terminal (schal de anclaje a la membrana de las células)
(77). La proteina G cs altamenlte glicosilada (80-90 kd) (78, 79), sin embargo, ¢s posible
encontrar formas parcialmente glicosiladas (45-80 kd). Esta protcina presenta una gran
variacién antigénica, que se rclaciona principalmente con cambios en ¢l cctodominio, el
cual presenta un 449 de homologia cntre los dos subgrupos. mientras que el dominio
tr mbranal y ¢l dominio citoplismico tienen homologia del 83% (80, 81, 82, 83).

La proteina G del RSV, licne dos regiones altamente conservadas en el
ectodominio, que es posible que estén relacionados con el sitio de unién al receptor, la
rcgiénilSZ{lS CWAIK) que reconoce al receptor CXC3 y 184 a 198 es posible que sea

el sitiode u cén el receptor celular (glicosaminoglicanos) (84, 85, 86, 87).

ina--integral de¢ membrana, con el extremo C-terminal orientado

< Se : la abund. dentro de la célula en diferentes formas:
Hg (Mr 13000 a 15000); SHp ((Mr 21,000 a 60.000). La funcién de la

é,'conoce. Un virus recombinante que carece del gen SH, es capaz de

SHO (Mr 7500,
proteina SH a
replicarse: cﬁc lr{ erﬁcnlc en cultivos celulares y formar sincitio, sin embargo
transfcctando’:coh los genes G, F y SH la formacién dec sincitia es mas eficiente
sugiricndo que Ia proteina SH facilita la fusién (88, 89, 90).

e Proteina F. -

La proteina de fusién (F) se sintctiza como un precursor inactivo (FO, 574
aminodicidos), participa en la penctracién del virus a la célula y en la formacién de
sincitia (91). FO sec ensambla como homo-oligémero en el reticulo endoplismico y se
corta por la accién de una proteasa celular (furina, RXK/RR) en el trans-Golgi, dando
como resultado dos polipéptidos unidos por pucntes disulfuro, F1 y F2. En estudios
recicntes se ha reportado que probablemente otra proteasa celular participe en el
procesamicnto de FO (92, 93, 94, 95, 96). Recicntemente se ha reportado que la proteina
F (F1) se unc a heparina (97) y a TLR4 y CD14 (98), por lo que se sugicre que también
tenga un papel importante en la unién del virus a la célula blanco.
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F es una proteina intcgral de membrana tipo 1, conticne en ¢l extremo amino
terminal una secuencia sefal que dirige al péptido naciente a 1a membrana del reticulo
endoplismico, en donde se le aiaden carbohidratos y se ensambla en un homo-oligémero
(probablemente un tetramcero). En su extremo carboxilo ticne un dominio hidrofébico que
permite el anclaje cn la membrana, dejando un tallo citoplismico corto (20-40 residuos)
(99, 100).

El estudio dc la sccuencia dec la proteina F indica que en ¢l extremo amino

terminal de Ja subunidad F1 se enci ran 20 residuos que son altamente hidrofébicos

(péptido de fusién), esta region esta altamente conscervada entre los paramixovirus (mas
decl 90% de identidad). Existen evidencias experimentales que sugieren que .cs!c extremo
estd involucrado en el fenémeno de fusién, la hidrofobicidad de esta regién sugiere que la
interaccién pucdé ocurrir entre esta region y la membrana cclular.

F tiene dos dominios repetidos, uno (dominio A) adyacente al dominio de fusién y

¢l otro (dominio B) adys te al do io Itr branal (Fig. 3). Estos dominios

pueden formar una estructura en cspiral de tres o hélices. Se sugiere que cl péptido de
fusién cambia su conformacién cuando la proteina entra en contacto con la membrana

celular, generindose una estructura mis fusogénica.

Sccuencia Sitio de Dominio
Seigl corte Transmembrana
NH, F1
Péptido Ddminio A Domihio B

de Fusion
Figura 3. Diagrama esquemitico de la proteina de fusién en ¢l que se

mucstran los dominios importantes estructural y funcionalmente.

Los estudios recalizados con el virus del sarampién (paramixovirus), han
demostrado que las mutaciones en ¢l domino B alteran la actividad de fusién, ain cuando

no se presentan cambios en la formacién de los oligémeros ni en la expresién de F en la
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membrana, por lo quc se sugicre que este dominio pucde estar directamente involucrado

en promovecr la fusién (101-109).
e Protcina M.

La proteina M (matriz), se¢ encuentra dentro de la particula viral, se proponen dos
funciones gencrales: a) participa en el ensamble del virion, mediando la asociacién entre
la nucleocipside con la envoltura y b) permite que la nuclcocipside permanezca
transcripcionalmente inactiva antes del empaquetamiento (10).
® Proteinas N, Py L.

N: Se une al RNA gcnémico y al antigenémico para formar la nuclcocipside y
protegerla de la accién de RNAsas (110).

P (f6<f6ﬁrbleind)"$e ha sugerido que puede funcionar como una chaperona de N,

quc colaboru con N:pard la encapsidacién del genoma y que actila como cofactor de la

segmentos discretos que conticnen residuos altamente

avirus, ticne actividad de polimerasa (110).
roteinas no estructurales, cuando se expresa NS1 sc ha
cacién y la transcripcion de RNA. NS2 al expresarsc en

n efecto inhibitorio (27).

e anti-terminacién esencial para la replicacién viral, se une a

1a prolclna N ucde encontrar como parte del complejo N-P (113, 114, 115, 116).
M2—2
RNA. Se ha rcpprtzid(; que al infectar células HEp-2 con virus recombinantes que carecen

del gene M2-2, sc observa incremento en la transcripcién y reduccién en la replicacién

ugicre que estd involucrada en la replicacién y la transcripcién del

del RNA, por lo que ¢l virus mutante crece mis lentamente que el virus silvestre (117,

118).

[ ]
b,

S
FALLA DE




1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
Con basc en cstos antecedentes, se propone el desarrollo de un modelo de
ando la linea cclular P388D1 dc

persistencia del virus sincitial respiratorio in vitro u
origen murino similar a macréfagos. Consideramos importante el estudio de Ia
persistencia en esta linea celular debido & que como ya se menciond anteriormente, los
macréfagos son la primera linea de defensa contra patégenos inhalados y cstin expucstos
al RSV en el transcurso de la infeccién. También se ticnen reportes de que estas células
son suscepﬁbles‘ a la infeccién por este virus y probablemente participan en la
discminacién de 1a infeccién.

El dispo
para el esludlo c la interaccién virus-macréfago y nos permite estudiar los factores que

poncr de un modelo in vitro de persistencia viral, provee una herramicnta

mﬂuyen en cl eslablccnmlenlo y mantenimiento de la infeccién persistente por el RSV,
Adcmd'; pcrrmlc cl cﬁlUdIO de dﬁpcctoc celulares ¢ lmunoléglcoe. en una estirpe celular

lfcrémcs estrategias para el establecimiento y

pociblc es la prc<cncia de cambios en ¢l

B

|ra|cs se han implicado en cl establecimiento dc

sentido . la obtencién de una mutante viral menos fusogénica en el presente trubajo, nos

plantea Ia'ipos‘ lidad de estudiar a la proteina F y su posible papel en ¢l mantenimiento
de una infeccién ‘persistente asi como ¢l anilisis del genoma para localizacién de
dominos especificos importz en la persi ia viral,

Por lo anterior se decidié caracterizar al virus obtenido ¢cn nuestro modclo de

persistencia in vitro, con la finalidad de identificar las posibles mutaciones en ¢l genoma

responsables de este fenotipo.
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111 HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

HIPOTESIS.

El virus sincitial rcspiratorio obtenido de cultivos persistentemente infectados

prescnta cambios fenotipicos y genotipicos respecto al virus original.

OBIJETIVO GENERAL.

Investigar alteraciones fenotipicas y genotipicas del virus sincitial respiratorio

obtenido de la linca celular similar a macréfagos infectada persistentemente.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Establecer cl cultivo infectado persistentemente con ¢l RSV cepa Long (RSVLab)
cn células P388D1 (similares a macréfagos).

Caracterizar el cultivo persistente por:

Anilisis comparativo de la morfologia de las células del cultivo infectado
persistentemente versus células no infectadas.

Produccién de virus intracelular (por sonicacion de las células) y extracelular (en
los sobrcnndanigs). S

Deteccién del antigeno viral en las células infectadas por inmunofluorescencia y
por ensayo de citometria de flujo.

Expresién del gehé N por RT-PCR.

Resistencia a la superinfeccién con ¢l virus original.

Analizar los virus producidos durante la persistencia viral por:

Produccién de particulas interferentes (D1°s) a la infectividad viral.

Inhibicién de la interferencia viral.

Neutralizacién de la interferencia.

Confirmacién del fenotipo del virus obtenido del cultivo persistente.

Determinar comparativamente cambios cn el genoma del virus versus el virus
RSVLab.
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IV. MATERIAL Y METODOS.

Lineas celulares .

Células P388D1 (American Type Culture Collection (ATCC) TIB 63), donadas por Dr.
A. Tingle [Research Center, University of Vancouver, adquiridas originalmente del
ATCC]. Esta linca se aislé de un necoplasma linfoide (P388) inducido en rat6n DBA/2 (H-
2Y) con metilclorantreno y presenta caracteristicas similares a macréfagos (en lo sucesivo
se denominarin macréfagos, Mé). Las células se crecieron en monocapa en medio RPMI
1640-ME. )

Célutas HEp-2. (ATCC CCL23), células de carcinoma cpidermoide de laringe de origen
humano. ;
Células H358 (ATC¢5$07-CRL), linca celular de carcinoma bronquioalveolar, de origen

humaho
Célulaﬁ VER
Célul.m A549

CC_CCL 81), linca celular de fibroblastos de rifién de mono verde.

C CCL 185), células de carcinoma de pulmén humano.

Las célula 2',‘.VERO y A549 se propagaron en D-MEM, cn cambio las células
H358 en mcdio RPMI y 1os macr6fagos P388D1 cn RPMI-ME.

La compo#iéiéﬁ de'los medios de cultivo, amortiguadores y soluciones se describe en el

apéndice.

Virus.

a. Propagacién.

El RSV cepa Long (RSV0iab), fue donado por el Dr. Trudel del Instituto Armand
Frappie, Canadid y fuc propagado como sc describe a continuacién: Las monocapas de
células VERO semiconfluentes crecidas en botellas de 160 cm?®, se infectaron con
RSVLab a una multiplicidad de infeccién (moi) de (0.5 durante 1 hr a 37°C para permitir
la adsorcién del virus. Después dec esie tiempo se retiré et sobrenadante y se agregéd
medio D-MEM suplementado con 2% de sucro fetal bovino (SFB) (medio para infectar).

Cuando ¢l efecto citopitico fue claramente visible (48-72 hrs post-infeccién, pi), las

células se desprendieron mecini y se sonicaron por 10 min (sonicador Colc- 1

Parmer Ultrasonic Clecaner mod. 8846-50). Se centrifugaron por 10 min a 1500 spm., los
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sobrenadantes sc¢ col on y se anadié MgSOs a una concentracién de 0.1 M para
mantener la infectividad del virus. Se conservé a —70°C hasta su uso.

b. Purificacién,

La suspensién viral se concentré con polictilenglicol (PEG) a una concentracién final de
8% durante 24 hrs a 4°C, ¥y se centrifugé a 9500 rpm. durante 1 hr a 4°C en un rotor
Beckman 45Ti. La ‘pd%li"d obtenida se resuspendié en amortiguador TNE. La suspensién
se titulé por TCle/ml en células VERO.

El vnru< conccnlrado ‘se - purificé por gradicnte lincal de sacarosa 20-60%, con
cenlnfugdcuén w25 000 rpm durante 6 hrs a 4°C cn un rotor SW40 Ti. La fraccién que
conl:nld ‘una banda visible sc colecté. La presencia del virus se determiné mediante la
titulacién de la infectividad por TCIDsg/ml en células VERO y la densidad (g/cm®) por
refractometria (refractémetro Carl Zeiss'120371) y se calculé mediante la siguiente

férmula: p20°C= 2.73291n-2.6425, n= unidades de refraccién.

Obtencidn de anticuerpos.
a. Inmunizacién. Rty

Sec inmunizaron concjos Nuéva Zelanda de 2.5-3.0 Kg con 150 a 200 pi de virus
purificado con un titulo de 4.3x10" TC|‘D<m/mI ¥ un contenido de 200 a 300 ug de

proteina. Sc aplicaron tres myeccuonec. subcutineas a intervalos de 21 dias utilizando

adyuvante completo de: Frcund cn la’ primera aplicacién ¢ incompleto en las dos

siguientes. Los conejos con antic yerpo< anti-RSV séricos ncutralizantes de la infectividad
viral se sangraron a blanco.
b. Titulacién de anticuerpos ncutralizantes en ¢l sucro.

La concentracién de anticuerpos ncutralizantes se determiné de acuerdo al método
descrito por Trudel M. 1993, brevemente: La suspensién viral con un titulo de 2.8x10"
TCIDso/ml se diluy6 en seric 1:3 en medio para infectar en una proporcién de 35 ul/7¢
ul; 50 ul de cada una de las diluciones se mezclaron con un volumen igual de suero
inmune sin diluir y s¢ incubaron 60 min a 37°C. Se aiadicron SO ul de Ja mezcla virus-
anticuerpo a monocapas de células HEp-2 propagadas en placas de 96 pozos, se dejaron
adsorber durante 2 hrs a 37°C, después de éste tiempo el inéculo se retird y sc reemplazé

por 150 ul de medio para infectar, incubindose a 37°C hasta observar efecto citopitico y
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el titulo se calculé de acuerdo a la dltima dilucién donde el efecto citopitico se inhibié y
se expresé TCIDsw/ml, ncutralizados . Para confirmar ¢l titulo y en aquellos casos en los
que por cl procedimicnto anterior la determinacion del titulo no fue clara se realizé 1a
siguiente modificacién: Se rcalizaron diluciones scriadas del sucro inmune 1:3 en el
medio anteriormente descrito, a 50 ul de cada dilucién se le agregaron SO ul de la
suspensién viral sin diluir, con un titulo dc 2.8x10° TCIDso/ml y sc continué de acuerdo

al procedimi > anterior descrito. Cada ensayo se realizé por duplicado (119).
c. Purificacién de IgG’s por cromatografia de afinidad (Protcina A-Sepharosa).

La protcina A se hidraté en una proporcién de 1 g cn 4 ml de agua desionizada
para una columna de 7 ml (montada en una jeringa de 20 ml). La columna se lavé con 40
ml 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 aplicé la muestra y se incubé 2 hrs a
temperatura ambiente (TA). Sc cluyé con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 8, en las
fracciones recogidas (1ml) se determiné la densidad 6ptica (DO) a 280 nm en un
espectrofotéometro y se eluyd hasta obtener una densidad 6ptica de cero. Las IgG’s se
cluycron tratando con acido acético 0.1 M/NaCl 0.15 M y se determiné 1a DO en las
fracciones colectadas. Las fracciones recuperadas fueron aqucllas con valores de DO
entre 1.241-2.172. Se juntaron las fracciones y se ajusté el pH a 7 con PBS 10X, sc lavé
la columna con amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 8 y sc dejé con amortiguador de
fosfatos 0.1 M pH 8. Las IgG’s se dializaron contra PBS pH 7.4 y sc determiné la
concentracién de proteinas por el método dec Lowry (120, 121). La composicién proteica
de la mezcla se analizé en geles de acrilamida al 10% en condiciones reductoras y se

determing el titulo de anticucrpos ncutralizantes de acuerdo al método descrito.

El cultivo de macréfagos infectados persistentemente (Méper) se obtuvo por
infeccién de M¢ a una moi=1 con RSVLab, sc incubé 1 hr a 37 OC, después dec este
tiempo se retiré el medio y se afadié medio fresco (RPM1 con 2% de SFB). A las 24 hrs
pi, sc lavé dos veces con medio fresco y se cambié el medio por RPMI con 10% de SFB
y sc determiné el nimero de células viables por exclusién de azul tripano a las 24, 48, 72

y 96 hrs pi y se determiné el titulo del virus extracelular por TCIDso/ml. El cultivo se

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




17

mantuvo durante 6 dias con cambio de medio diariamente, las células que sobrevivieron a
la infeccion se propagaron, 2 veces a la semana. En adelante me referiré a este cultivo
como M¢pcl() Paralelamente se realizé un control de macré6fagos no infectados el cual sc
tratS cn las mismas condiciones. La viabilidad se determiné en ambos cultivos a las 24,
48; 72 y 96 hrs. La persistencia viral en el cultivo se confirmé por: 1) produccion de virus
intracelular (por somicacién de las células) y extracelular (en los sobrenadantes), 2)
deteccién del antigeno viral en las células infectadas por inmunofluorescencia y por
ensayo dec citometria de flujo, 3) expresién del gene N por RT-PCR, 4) produccién de

particulas interfercntes a la infectividad viral y 5) resistencia a la superinfeccién con el

virus original.

a. Morfologia de las células del cultivo infectado persistentemente.

Determinacién del drea y perimetro en Mé y MdperQ: Se comparé el drea y el
perimetro entre el cultivo de Mé y cl de Méper(), mediante el uso de un microscopio
(Zeiss, FOM1) con una video cimara acoplada (Hitachi VKM 98E) y un programa para
aniilisis digital dc imdgenes (lmage Pro Plus, Media Cybernctics, Silver Spring, MD).
Para este cfecto las células (1 X 10%) se crecieron cn portaobjetos de poliestireno de 8
pozos (Nunc) y se fijaron por 30 min a TA con glutaraldechido en amortiguador de
fosfatos 0.1M pH=7.4, Sc lavaron 3 veccs con PBS y pura cada pozo se analizaron S
diferentes campos (4 esquinas y uno en ¢l centro).

b. Produccién de virus extracelular e intracelular.
e Titulacién del virus por TCIDso/ml.

La infectividad de los sobrenadantes de los cultivos de macréfagos infectados
persistentemente se determiné en monocapas de células VERO iconfl crecidas
cn placas de 96 pozos cn medio D-MEM con 5% de sucro fetal de ternera. Los pozos se

infectaron con diluciones scriadas de la suspensién viral 1:3 en medio D-MEM con 2%
dec SFB, hasta una dilucién final de 1.2 X 10 incubindose 1 hr para permitir la
adsorcién del virus, retirundo posteriormente el inSculo. Cada ensayo se realizé por
cuadruplicado. Las placas se incubaron hasta la observacién de efecto citopitico (3-6)

.
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dias. El titulo viral se¢ expresé en TCIDso/ml y sc determind utilizando la férmula de
Kirber (119).
El virus intracelular se determinG después de lavar los cultivos de macréfagos

pcrﬂmlenlcﬁ, 20 vcccq con RPMI suplementado con 1% dc sucro fctal, para eliminar el

virus exlmceluldr. posteriormente s¢ sonicaron (sonicador Cole-Parmer Ultrasonic
Clcancr modclo 8846-50) por 10 min y se titulé la infectividad por TCIDso/ml.

. Tnulacn&n por focos de infeccién.

’ clulds H358 y VERO se propagaron en cubreobjetos, previamente esterilizados
o0s en placas de 6 pozos para cultivo. Cuando alcanzaron un 80% de confluencia
6h ‘con 50 pul RSVLab y con diluciones 1:2 de los sobrenadantes del cultivo

persistente. bcspuéﬁ de 24 hrs pi las células se fijaron con acetona 10 min a TA, los
cubrcobjelos se’ lavaron 2 veces con PBS, sc afnadieron 25 pl del anticuerpo anti-RSV
con_lugado con FITC (DAKO, diluido 1:5 en PBS) y sc incubé 30 min a 37°C, se lavaron
dos veces con PBS y se dejaron secar a ‘TA. Para calcular el nimero de focos infecciosos
en cada caso se contaron 45 campos en un microscopio de cpifluorescencia ‘con el
objetivo dc 40X. :

El nimero de focos/ml, se calculé en la dilucién en donde se¢ contaron al menos
100 focos, con basc en Iii siguiente ecuacién:

Focos/ml = 20 .x  nimero de focos contados x factor de dilucién x 5 (irca det
cubrcob_u:lo%, que se eelanddnzé para contar 45 campos usando el objetivo de 40X).
c. Porccnl.uc dc celulas mfecladas.

- lnmunoﬂuo ﬁccncm indirccta.

bps ma fago: no infectados, los infectados cn forma aguda a una moi=1 con
RSVLab y Io% d ferentes pases del cultivo infectado persistentemente s¢ crecieron en
portaobjetos de pollcsureno de 8 pozos (NUNC), tratados con 100 ul de polilisina (10
mg/ml) por 20’ a TA previamente lavados con PBS cstéril. Se afladieron 1 X 10° células
y se incubaron por 24 hrs a 37°C y 5% CO;:. Posteriormente las células se fijaron con
metanol por 5 min y acetona 30 scg, la preparaciéon se dejoé secar al aire y sc lavé dos
veces con PBS estéril. Sc bloqued loda la noche a 4°C con PBS con 1% de suero fetal y
se lavé 3 veces con PBS con 0.25% de albimina sérica bovina (ASB) y 0.3% de Tween

20, solucién de lavado. Se anadié ¢l anticucrpo anti-RSV obtenido en concjo (con un
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titulo de 1X10° TCIDsw/ml neutralizadas) y diluido en PBS con 0.5% de ASB 1:100 y se
incubd 1 hr a 37°C. Sc lavé 3 veces con la solucién de lavado, posteriormente se anadié
anti-IgG de conejo conjugado con FITC diluido 1:500 ¢n PBS con 0.5% dc ASB y se
incub6é por 30 min a TA. El porcentaje dec células infcctadas sc¢ determiné por
observacién al microscopio de epifluorescencia (Nikon Diaphot) contando al menos 300
células en diferentes campos.

e Ensayo dc citometria de flujo.

El ensayo sc rcaliz6 en tubos eppendorff previamente sensibilizados con 1 ml de
amortiguador de lavado estéril (PBS con 0.1% de ASB, filtrado por membrana de 0.22 p)
a 37°C por 30 min.

1'% 10° macréfagos infectados en forma aguda a moi=1, macréfagos no infectados
Y difcrcntés pases del cultivo infeclado persistentemente se trataron con PBS con 1% dec
SFB por 30 min a 4°C en agitacién continua. Después se lavaron en frio 2 veces con el
amortiguador dec lavado y se incubaron 2 hrs en agitacién constante a 4°C con el suero de
conejo anti-RSV (100 pg en 500 pl de medio RPMI). Posteriormente se lavé 2 veces de
la misma forma descrita antcriormente y se fijaron con paraformaldehido al 0.5% en PBS
pH 7.4 (preparado en el momento) por 30 min a 4°C. El anticuerpo anti-lgG de conejo
conjugado con fluoresceina se utilizé a una dilucién 1:500 en amortiguador de lavado y
se incubé por 2 hrs a 4°C cn agitacién constante. Finalmente se lavéd 2 veces y sc analizé
la fluorescencia en un analizador FACScan (Becton-Dickinson), en cada determinacién
se analizaron 1 x 10* células. Las células infectadas con sucro normal de conejo sc usaron
como control.
d. Expresién del gen N del RSV,
e Extraccién de RNA

Las células del cultivo persistente, los macréfagos no infectados y los macréfagos
infectados en forma aguda a una moi=1 con RSVLab, se crecicron en placas de 6 pozos.
Sc afiadié 1 ml de TRIZOL y sc homogenizé pipetcando varias veces. Para permitir 1a
complcta disociacién de los complejos nucleoproteicos, se incubd por 5 min a TA.

Posteriormente sc¢ aifadieron 0.2 ml de cloroformo y la mezcla se agité
vigorosaumente por 15 scg y sc incubaron por 2-3 min a TA y sc centrifugé a 12000 rpm
15 min a 4°C.
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La fase acuosa sc recuperd y se precipité con isopropanol (con una fraccién de
volumen igual al obtenido cn la fase acuosa), incubando por 10 min a TA y se
centrifugaron a 12000 rpm 15 min a 4°C. El sobrenadante sc removié y se lavé con
ctanol al 75%. Se decjé sccar al airc y se disolvié en 50 ul de agua-dictilpirocabonato
(DEPC) libre de RNasas.

e RT-PCR para la amplificacién del gen N del RSV.

Sec amplificé un segmento de 278 pb, del gene N, el cual se rcporta que esta muy
conservado entre las distintas cepas virales aisladas en la naturaleza.

Condiciones para la obtencién del cDNA:

Se usaron 4 tl de amortiguador 5X (GIBCO-BRL), 2 ul de DTT (GIBCO-BRL),
2 pl de ANTP's (10mM) (GIBCO-BRL), 0.5 pl de inhibidor de RNasa (G1BCO-BRL), 4
pd del RNA y 7.5 ul agua DEPC. Se agregaron 50 pl de aceite mineral y se incubé a 80°C
por S min, posteriormente se pasaron los tubos al hiclo y se afiadié 1 pl de oligo dT y se

incubs a 60°C por 10 min y los tubos se pasaron al hiclo por 5 min y se agregé 1 pul de la

enzima lranﬁc ptnu reversa (GIBCO-BRL) y se incub6 a 42 °C por 1 hr.
" yo.dec. PCR sc tomaron 5 ul de cDNA, se aiadiecron 8 ul de
amplif'cacién. 1 pl de DNA Taq polimerasa (GIBCO-BRL). | pl de

Para

amorlnguador

oligo Nl (40 pmol), 'l' p.l de oligo N2 (40 pmol) y 84 ul de agua estéril. Se incubé por 2

min 3() ch ‘a 9°C y se llevé a cabo la amplificacién por 30 ciclos en las siguientes
,4°C 1 mm, 65°C 1 min, 72 °C 2 min, sc de¢jé un periodo de extensién a

conducnoncs
72°C dc 7 mln y se pasuron a 4°C.

"Los ollgos N1 y N2, los cuales se disefiaron para amplificar la regi6én 858-1135,
dando’ lugar a un producto de 278 pb (122) y se sintetizaron cn la Unidad dec Sintesis del
lnslilu‘t‘o de Biotecnologia, UNAM.

N1 5° GGA-ACA-AGT-TGA-GGT-TTA-TGA-ATA-TGC 3" Tm=75°C.

N2 3° CTT-CTG-CTG-TCA-AGT-CTA-GTA-CAC-TGT-AGT 5° Tm=74°C.

c. Obtencién de un cultivo homogéneo a partir del cultivo MéperQO.

e Por dilucién limite.

Con la finalidad dc obtencr un cultivo homogénco sec hicicron diluciones secriadas de

algunos pases del cullivo MéperO y asi 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 conté ¢l
ndmero de células viables en cada dilucién. Las diluciones que tenian menos de 10
células se subcultivaron, el cultivo que tenia al menos 5 células/ml fue el que sc logré
propagar y se determiné la presencia de virus extracelular por TCIDso/ml en células
VERO. El cultivo obtenido dc esta forma se denominé Méperl.

- Rcemtcncm alas upe' infeccién.

cl cultivo Mdéperl, se realizé a diferentes multiplicidades de

infecci6n. Las células
RPMI 1640 ME _cnlado con 2% de SFB durante 1 hr a 37 ©C y después se retir6 el
inéculo. Se mcubaron or. 24, 48 72 y'96 hrs en medio RPMI 1640-ME suplementado
con 5% de SFBy e d l;nn 6 1a viabilidad celular, por exclusién de azul tripano. Las

fectaron con una moi=1, 3, 5 y 10, se incubaron con medio

células que syolircvi‘v'iérzonrt_i‘ la infeccién fucron aqucellas que se superinfectaron 2 moi=1,a
este cultivo obtenido se le denominé Méper2.

f. Presencia de Particulas Defectuosas (DI’s).

e Ensayo de Interferencia a Ja infectividad viral.

La presencia de DI's se dcterminé por ensayo de inhibicién de la infectividad
viral de acuerdo al método descrito por Treuhaft MW. ct al 1982 (123). Las células
VERO se crecieron en placas de 96 pozos (1 x 10° células) y se infectaron con 100 ui de
cada una de las diluciéhcs de los sobrenadantes para titular, utilizando 4 pozos por
dilucién, se incubaron por 2 hrs a 37°C en atmoésfera himeda con 5% de COz. Pasado
cste tiempo se rcuré cl mcdlo y se lavé con PBS. Estas células se reinfectaron con cl
(RSVLab) a una moi=0.3, sc incubaron por 2 hrs, se retiré cl inéculo,
'MEM para infectar y se i baron por 72 hrs. Se retiré cl

virus de rcfercnc

se abadié med

sobrenadante y se ‘adicion6 solucién balanceada de EARLE con rojo neutro al 0.03% y se
incubaron durante 2" hrs (las células que sobreviven a la infeccidn sc tifien con el
colorante), posteriormente se lavaron 2 veces con PBS y se ahadié una solucién de ctanol
al 50% en NaH>PO4 0.1M por 15 min y sc determiné la densidad Sptica a 540 nm.

Los sobrenadantes del cultivo persistente sc purificaron por un gradiente lineal de
sacarosa 20-60%, s¢ determiné la densidad de cada fraccién (0.5 ml) por refractometria,

como sc describié anteriormente y la concentracién de proteinas y dcidos nucléicos por
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espectrometria. Asi ‘mismo en cada banda se decterminé la infectividad viral por
TCIDsg/ml y por focos de infeccién.
e [nhibicién de la interferencia viral.

La presencia de DI’s se confirmé por irradiacién con luz UV y tratamicnto con

anticuerpo anti-RSV. La irradiacién se hizo utilizando una ldmpara 15 W (General
Electric, G 1578) durante 10 min a 30 cm de distancia y posteriormente sc realizé el
cnsayo de interferencia descrito anteriormente.

e Neutralizacién de la interferencia.

La interferencia con la infectividad se necutralizé con 1gG policlonal anti-RSV
(CHEMICON), diluciones seriadas (1:3) _ldg los sobrenadantes del cultivo infectado
persistentiemente y de las bandas obtenidas en el gradiente, se incubaron por 2 hrs a 37°C
con en anti-RSV a una dilucién de 1:9 hecha en PBS +1% dc ASB. 50 ul de la mezcla
anterior se utilizaron para el cnsayo . de interferencia. Como control del anticuerpo
remanente, se aiadieron 50 pul de RSV moi=0.3 a 50 tul de la mezcla anterior, se incubé
por 2 hrs a 37°C y la interfercncia se determiné en la dltima dilucién en la cual se

observé inhibicién de la interferencia.

persistentemente.
a. Formuacién de sincitia.

e Co-cultivo dc las células del cultivo Méper2 con difercntes lincas celulares.

Las monocapas de células VERO, H358, HEp-2 y A549 semiconfluentes crecidas
en placa de 6 pozos se co-cultivaron con diluciones scriadas 1:3, de macrSfagos
persistentemente  infectados. Para eliminar el virus extracelular, los macréfagos se
lavaron previamente al menos 20 veces con cl medio utilizado para las diluciones (RPMI
1640-ME con 1% dec SFB). Se incubaron una hora a 379C, sc retiré cl inéculo y
posteriormente se afiadié medio RPMI con 2% dc sucro fetal y de 29 de agar. Las placas
se incubaron a 37°C ¢n atmésfera himeda con 5% de CO: hasta la observacién de efecto

citopitico (3-6 dias).
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> con tripsina de sob

e - Efecto sobre la formacién de sincitia det tr
det cultivo de Méper2.
El sobrenadante del cultivo Méper2, se incubé con 1.25 ug/ml de tripsina por

media-hora a 37°C. Monocapas semiconflucntes de células VERO se infcctaron con el

sobrenad previ te tratado con tripsina y se incubaron por dos horas a 37°C y 5%
de COa3, posteriormente se retiré ¢l sobrenadante y se ainadié medio RPMI 1640-ME con
tripsina (1.25 pg/ml tripsina, sin SFB) y se incubé hasta la observacién de efecto
citopitico. Las células se fijaron con mectanol por 5 min y acetona 30 seg, se lavaron con
PBS y sc aiadié cristal violeta (0.1% cn ctanol a1l 20%), para la observacién del mimero y

tamaiio de los sincitia. Paralelamente sc¢ hicieron los siguicntes controles: a) células

VERO infectadas con cl sobrenadante del cultivo Méper2 sin tratamicnto con tripsi b)
células VERO sin infectar incubadas en medio con y sin tripsina y ¢) células VERO
infectadas con el RSVLab en prescncia y ausencia de tripsina.

También se utilizaron como contro! células H358 infectadas en las mismas
condiciones descritas anteriormente.
e Infectividad por focos de infeccién.

Se determiné la infectividad de los sobrenadantes del cultivo Méper2 de acuerdo
al método descrito anteriormente, aitadiendo dnicamente el tratamiento con tripsina.
e Efecto de la concentracién dc tripsina en la expresiéon de la proteina F en la
membrana de células VERO infectadas con el sobrenadante del cultivo Mdéper2.

Monocapas de células VERO se infcctaron con sobrenadante de cultivo Méper2
tratado con tripsina a diferentes concentraciones (0.5, 1.25, 5 y 10 pg/ml) y sin tripsina.
Cuando et efecto citopitico fue evidente, tas células se fijaron con paraformaldechido 2%
6 con metanol 5 min-acetona 30 scg. Posteriormente se Javaron 3 veces con PBS y se
bloquecé con glicina 1M 1 hr a TA, se lavé 3 veces con PBS y sc incub6 1 hr a TA con cl
anticuerpo anti-F (CHEMICON) diluido 1:500. A continuacién se lavé 3 veces con PBS
y sc afiadié el anticuerpo conjugado anti-lgG-FITC (AMERSHAM) de ratén diluido 1:10
y se incubé 1 hr a TA.

Paralelamente se infectaron células VERO con ¢l RSVLab a moi=1 (como control

positivo) y como control negativo se usaron células VERO no infectas.
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b. Andilisis genémico de la proteina F.
e RT-PCR para la amplificacién dcl gen F.

A 3 pl de RNA total (obtenido de acuerdo al método descrito anteriormente) se
anadié 1 pl del Oligo 2 (1 ng/u!) y 1 pl de agua-DEPC y 0.5 pl de inhibidor de RNasa
(GI1BCO- BRL), se hirvicron 3 min y sc colocaron en hielo.

Sc anddlcron 15 pl dc la siguicnic mezcla: 4 ul de amortiguador 5X (GIBCO-
BRL), 2 ul dN sva(GlBCO BRL), 2 ul DTT 0.1 M (GIBCO-BRL), 0.3 ul de
trunscrlpl sa mve upe ‘c}ipl n (GlBCO-BRL), 6.7 pl HxO y sc incubaron por 1 hr a

.

1 pll de cDNA y sc anadié 1 pl del Oligo 1 (25 ng/ul) y 1 ul del
8 pl de H20.

ul de la ﬁuguncnle mezcla: 1 ul de dNTP's SmM 2‘5 pul

(smlcllzadoﬁ en la Umdad dc Sintesis del Instituto de Blolccnolog ia, UNAM

Oligo Pnsicién' i v Sccuencia
.del Oiign . : ]

Fl1 22 | 5"GCC-AAT-CCT-CAA-AGC3®

F2 883 5'GGA-CAT-GAT-AGA-GTA3"

3 862 5°GCA-AAG-TTA-CTC-TAT-C3*

Fa 1853 5’GTG-TAA-GTG-AGA-TGG3"

rFC1 305 5'CAA-AGC-ACA-CCA-GCA-GC3* R

FI 1 5°CGG-GAT-CCC-GGG-GGC-AAA-TAA-CAA-TGG3®
sitio BamH|1 LA R

[51] 1861 5"GGG-GTA-CCC-CCT-ACT- TM—ATA-GTG-TM-GS‘ L 82
sitio Hpnl
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Condiciones de PCR
94°C 3 min un ciclo
94°C 30 scg: T°C **especifica para cada par de oligos; 72°C 2 min 30 seg; 32 ciclos
72°C 7 min un ciclo

Oligos utilizados T™C **
Fi, F4 42°C 30 seg
F1,F2 42°C 30 scg
F3,F4 44°C 30 seg
FI, FI{ 44°C 30 seg

FCI1, F4 42°C 30 seg
FCl1. F2 42°C 30 seg

@ Purificacién de los productos de PCR SN
Los productos de PCR sc purll'caron en un gcl de agarosa al 1% (agarosa de bajo
punto de fusién, preparado con TAE y con’ bro_' uro de etidio, ver apéndice). El
cornmlcnlo (60-80 volls) se detuvo una vez que el coloranlc (Orange G, SIGMA) se salié

de! gcl band' dc interés climinando posibles

conlummantce se n tubo cppcndorﬂ'y se afiadicron 150 ul de TE y

Despu é > cd|6 a ldvur la columna con 3 ml de isopropanol (8()%) y sc centrifugé en
un tubo cppcndorﬂ' I 'min a 13,000 rpm. Sc incubaron las columnas de 5-10 min a TA,
para pcrmlur que se sccaran y se agregaron 50 pl de agua estéril. Sc incubaron 2 min a
TA, pasado cste ticmpo las columnas sc transfiricron a'un tubo eppendorff limpio y sc
centrifugaron por 1 min a 13,000 rpm. Se recuperaron entre 35 y 40 ul de DNA, la purcza
de los productos sc verificé por electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se cuantificd
utilizando los marcadores de PM como referencia (A/Hind 111 y $X174/Hac Hi GIBCO-

BRL).
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- Oblcncién de la secuencia de huclcélido< de la proteina F. .
Un.l vez‘quc los produclo< dc 'PCR sc purificaron y cuantificaron, se tomaron 250

ng de c/u de ell

s 5 pmol/ dcl ohgo dc interés, en un volumen de 16 pl de agua estéril y
se enviarona la umd d dc <ecucncm del Instituto de Biotecnologia UNAM.

" Para I.| obt ncién de la sccuencia completa del gen F sc usaron los qugu:cnlc%
oligos: F1, F2, F3, F4, FC1, FI y Fll (descritos anteriormente) y RSVA, RSVB, RSVC,’
RSVD, RSVE, RSVF, R§V1179 y RSV574 (que se describen a continuacién).

Oligo Posicio del Tm C
Oligo
RSV(A) 645 S'CGT-GCA-GAA-TAT-CAA-ATA-TAG3® 56
RSV(B) 905 5'GGT-AAT-TGT-ACT-ACA-TAT-GC3" 54
RSV(C) 113 5'GCA-CTG-CAT-GTT-GAT-TG3’ 50
RSV(D) 1568 5'GGT-AAA-TCA-ACC-ACA-AAT-ATC3’ 56
RSV(E) 1069 5’CCC-ACA-AGC-TGA-AAC-ATG3" 54
RSV(F) 1544 5’GCA-TTT-ACA-TGA-TGT-AAT-AAT-TC3* 58
RSV1179 |1179 5"CCA-AAT-ATG-ATT-GTA-AAA-TTA-TG3" 56
RSV574 574 5°CTT-AAC-CAG-CAA-AGT-G3* 46
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V. RESULTADOS.
1. Establecimiento, confirmacién y caracterizacién del cultivo persistentemente
infectado.
e Establecimiento de la infeccion persistente.

Se establecié un cultivo persistentemente infectado a partir de células P388D1
{(Mé) que sobrevivieron a la infeccién por el RSVLab a una moi=1. Las células que
sobrevivieron se propagaron y a este cultivo se le denomind cultivo MéperO. Durante los
pases del cultivo no se observé un cambio significativo en la tasa de crecimiento entre las
células infectadas persistentemente y los macrofagos no infectados (se subcultivaron
aproximadamente cada 48 hrs), tampoco se observo lisis celular, sin embargo, fue posible
en algunos casos y en forma transitoria observar la formaciéon del sincitio caracteristico
del RSV (Fig. 1). El cultivo infectado persistentemente se ha propagado durante mas de 4

afios.

Figura 1. Sincitio caracteristico de la infeccion por el RSV en el pase 10

del cuitivo persistente (Mdper0).

s Morfologia.

Un parametro utilizado para determinar cambios en la célula por la persistencia
del virus fue el analisis de la morfologia. Las mediciones de las células del cultivo
MperO (se contaron 317 células), area (X =232.31 p?) y perimetro (X=74.24 u?), se
compararon con los macréfagos no infectados (M) (se contaron 205 células area), area (X
=200.22 u?) y perimetro (X =70.59 p?). El anilisis mostré una diferencia significativa en

el area (P< 0.05) y no asi en el perimetro (P< 0.1401) (Fig.2).
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Figura. 2. Anilisis morfoldgico dcl drea y perimetro de las células del
cultivo Méper) y de los macréfagos no infectados. Panel A y B pase 10
del cultivo M¢perO. A) drea y B) perimetro. Pancl C y D M¢, drea y

perimetro respectivamente.

e - Produccién de virus extracclular ¢ intracelular.

rus.en cada pase dcl cultivo persistentemente infecltado sec

similar ‘a los
TCIDso/ml),
infecciones zigud

“y/o a’la suma del producido mis el remanente del virus original. La
figura 3 muestra la r;fddu:écién de virus extracelular en cada pase del cultivo. A partir del
pase 9 y hasta el p.nc 26 sc encontraron titulos entre 1X10° y 6X10® TCIDsw/ml,
posteriormente no se pudo detectar virus en los sobrenadantes del cultivo persistente por

csta técnica (Fig. 3A).
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Figura 3. Virus extracelular infeccioso obtenido del los sobrenadantes del
cultivo persistentemente infectado. El virus extracelular se determiné por
TCIDso/mi. A) Cultivo obtenido a partir de las células que sobrevivieron a
la infeccion con el RSV a moi=1 (Mdper0), B) Cultivo obtenido por
dilucion limite del pase 26 del cultivo Méper0 (Mdper!) y una sublinea ‘
obtenida después de la superinfeccion del Mdperl con el RSVLab a j
moi=1 (Méper2). '

» Porcentaje de células infectadas en el cultivo infectado persistentemente.

La presencia del antigeno viral en las céiulas del cultivo infectado
persistentemente se determind y cuantificd por inmunofluorescencia indirecta y por
citometria de flujo.

1 uor ia jndi

Los resultados obtenidos por inmunofluorescencia mostraron que el porcentaje de

células positivas fluctud entre 40-60%.en los pases P1 al P26 del cultivo MéperO (Fig. 4).
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Figura 4. Inmunofluorescencia indirecta. A) Méper0O y B) M¢ sin infectar.

Ensayo de citomerria de flujo.
Con la finalidad de obtener un valor mas preciso del porcentaje de células

infectadas, se decidié utilizar ensayo un método mas sensible y confiable para la
deteccion de antigenos virales (ensayo de FACS), asi como para la cuantificacion del
porcentaje de células positivas.

Los ensayos de FACS se hicieron en diferentes pases del cultivo infectado
persistentemente. La figura 5 muestra los resultados obtenidos por ensayo de FACS en el
pase 24 MéperO (Fig. 5B), en donde los porcentajes de positividad fluctuaron entre el 40-
50%. La infeccion aguda de macréfagos mostro un pico de células positivas bien
definido, en el rango de intensidad de 10° a 10 (Fig. 5A). Por el contrario en los perfiles

obtenidos en los diferentes pases del cultivo de MéperO, se observa superposicion de las

curvas positivas con las negativas, lo que probabl e repr a poblaciones con
diferente grado de expresién de antigeno. El porcentaje de células que expresan antigeno
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por este método es similar al valor obtenido por inmunofluorescencia indirecta (Fig. 4),

lo que valida nuestros resultados.

Counts
0 0 8 120 1 W

10<
FL1-

-

Figura 5. Perfiles de fluorescencia de macréfagos infectados en forma aguda
y en forma persistente con ¢l RSV. El porcentaje de células que presentan

antigeno esta sciialado en nd 0os sobre las barras. A) M¢ infectados en

forma aguda; B) MépcerQ, pasc 24.

» Expresién del gen N del RSV.
Con la l"i' alidad dc: confirmar la expresién del genoma viral se hizo RT-PCR para
determinar la ciprésiéh el g"c'ne N (nuclcocipside) ecn el cultivo MéperO.
‘Los: éos ;por . RT-PCR. mostraron una banda de 278 bp,

correspcﬁ;d Jmﬁliﬁcado del gen N. La banda sc observé en todos los

pases analizad ﬁultﬁdos sc mucstran en la figura 8. (Lineas 3 y 4).

. : Obiencién de un cultivo homogénco.

Con la" finalidad de tener un cultivo con un mayor porcentaje de células
infectadas, se realizé una clonacién por dilucién a partir del pase 26 del cultivo Méper0,
sin embargo, no fuc posible obtener un cultivo a partir de una sola célula, solo a parnir de
5 células sc pudieron recuperar algunos subcultivos. Sc obtuvieron 12 subcultivos en los
que se determing el virus extracelular, porcentaje de células que expresaron antigeno y la

expresién del gen N por RT-PCR. En los 12 subcultivos s¢ detecté la presencia de virus
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extracclular y la cxpresién del gen N, sin embargo, cl séptimo presenté una mayor
cantidad de células que expresaron antigeno determinado por FAC'S, alrededor del 60%
(Fig. 6B) y en los perfiles obtenidos no sc¢ observé un solo pico, lo que sugicre
heterogencidad en la concentracién del antigeno presentado por la poblacién celular. Con
base en los resultados anteriores se continué trabajando el subcultivo 7, el cual dio lugar
al cultivo Méperl.

La persistencia viral se confirmé ¢n el cultivo Mdéper1 por: virus extracelular por
TCIDsy/ml en célul.n VERO encontrindose titulos que fluctuaron entre 1X10% y 2X10°
(Flg. 3B). Sin cmbargo, despuci de los primeros pases no sc detecté virus extracelular
por TCIDsg/ml, al soni &1 laq se obluvlcron vuru< con til uloc de 1x10° TCqun/ml
Probablemente - por ‘S0
adherido a la mcmbrand, yd que se ha rcponado quc durame Ia propag-lcnén dei RSV en

sc lnbcré virus . mlmcelular o’ virus que permanecia

lincas celulares una parte de la progenie viral perma asociada a la célula (124, 125).
= =
= A 100 s
= t "o T i =
2 i.
< -
- -
10° o’ 102 107 10 R
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Figura 6. Perfiles de fluorescencia de macréfagos infectados en forma aguda
y en forma persistente con ¢l RSV. El porcentaje de células que presentan
antigeno cstid seiialado cn nameros sobre las barras. A) Mé infectados en
forma aguda; B) Células del cultivo Méperl, pase 4.

La presencia del genoma viral en las células del cultivo Méperl, se confirmé por
la expresién del gen N por RT-PCR, en todos los pases analizados se encontré N, la
figura 8 (lineas 5 y 6) mucstra dos pases represcentativos.

Por superinfeccién.

Una caracteristica frecuente de algunos cultivos infectados persistentemente es
que son resistentes a la superinfeccién con el virus utilizado inicialmente para cl

establecimiento de la infeccién persistente (virus homoélogo) ¥y que la supcrinfeccién
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incr nta el por je: de célulaq infectadas en un cultivo persistente (126), por esta
razén se dccudlé rcmfcclar cl pase 10 del cultivo Méperl con RSVLab a diferentes moi 1,
S5y10.0

5 y 10 no resistieron la reinfeccién. Sin bargo,

kueron y se subcultivaron dando lugar al cullivo M¢pcr2.

utilizadas amcrlormcntc. llluldcnén ‘de virus extracelular por TCIDso/ml (Flg 3B), por

ensayo de FACS sc cnconlré,un porcemajc de células que expresan antigeno que fluctué
c¢ntre un 92 y 96% (Fig. 7, B, Cy D).

3 B
= A ' 100"‘ i =
%3 4 B
gs Ea
< -
“ie et ot e Vo
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=
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5a 3
3 «

Figura 7. Perfiles de fluorescencia de M¢ infectados en forma aguda y
células del cultivo Mdéper2. El porcentaje de células que presentan
antigeno estd scfialado en nimeros sobre las barras. A) M¢ infectados ecn
forma aguda; B) Méper2, pase 18, C) Méper2, pase 12 y D) Méper2, pase
24.
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Los resultados obtenidos por RT-PCR mostraron una banda de 278 bp (Fig. 8
Lineas 7 y 8), correspondiente al segmento amplificado del gen N. La banda sc observs

en todos los pases analizados del cultivo Méper2.

PM

603

310

271

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 8. Productos de la amplificacién del gen N dcl RSV. 1) DNA
marcadores, 2) M¢é infectados en forma aguda con el RSV, 3 y 4) MéperQ), S
y 6) Méperl, 7 y 8) Méper2 y 9) Mé¢ sin infectar.

e Presencia de particulas defectuosas.

Una primera aproximacién para caracterizar las particulas virales en el cultivo
persistente fue definir si en los sobrenadantes obtenidos de dichos cultivos se encontraban
mutantes o variantes virales (particulas defectuosas).

El stock de RSVLab utilizado para obtener el cultivo mostré una sola banda en el
gradiente de sacarosa con una densidad de 1.18 g/ml (Fig. 10B) que es el ‘valor reportado
para el virién det RSV (119). En esa banda se obscrvaron los valores mis altos, respecto

al resto de las fracciones recoletadas en el gradiente, de proteina y 4dcido nucleico

(medidos espectrofotométric: ) ¥ no pr 6 interferencia a la infectividad viral
(Fig. 9, linca 11), lo que sugiere la ausencia de particulas defectuosas o bien su presencia
en bajas concentraciones.

En ¢l cultivo Méper0 la presencia de particulas interferentes se observé, a partir
del pase 11 y en todos los pases siguientes tanto de Méper0, asi como Méperl y Méper2
(Fig. 9, lincas 1, 4 y 7 respectivamente). En los pases 11 al 15 del cultivo MéperO se
observé un alto porcentaje de interferencia (80-90), posteriormente los valores de
interferencia fluctuaron entre 40-60% cn los pascs siguientes del cultivo MéperQ (16-26),
1 al 6 decl cultivo Méperl y 1 al 27 del cultivo Méper2 (Fig. 9, muestra un pase
representativo de cada cultivo, lineas 1, 4 y 7). Como ya se mencioné anteriormente

durante la propagacién del virus en cultivo, una parte permancce asociado a la célula, por
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lo que se decldlo confrmar somcando células. del culnvo Méper2 (Fig. 9, linea 10) y

células: mfectadas en forma aguda (Flg "‘9"' linea l”), la'‘presencia de particulas

mlerferemes mtrucelulares g
La conﬁrmncnon de la presem:la de particulas defectuosas en los sobrenadantes de

g ,reahzo por inactivaciéon de la
eas 2,5 y 8) y por tratamiento

con anncuerpos anti-RSV (Fig. 9, lxneas Con ambos tratamientos se inhibio la
interferencia a la infectividad viral ool

% Interferencia
to0

a0 -

.
2 3 8 9 10 11 12

MéperO Méperl Mdoper2 Méolnfeccion
Aguda.

Figura 9. Porcentaje de interferencia con la infectividad viral. 1, 4
y 7 sobrenadantes de los cultivos infectados persistentemente (Mépero,
Mébperl y Méper2 respectivamente); 2, 5 y 8 sobrenadantes tratados con
luz U.V.; 3, 6 y 9 sobrenadantes tratados con anti-RSV; 11 sobrenadante
de infeccion aguda; 10 y 12 células sonicadas de los cultivos Méper2 y de

infeccion aguda.

L.os sobrenadantes del cultivo Méper2 se analizaron por ultracentrifugacion en

gradiente de sacarosa. En la figura 10 A se observan 5 picos con densidades de
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flotacién de 1.019,-1.09, l 13 -1.18 y 1.268 g/ml, micntras que ¢l pico observado en el
pancl B, corresponde al RSVLab. En las bandas obtenidas cn ambos gradicentes se
analizé fa mfccuvu ad” por TCle/ml y por focos de infeccién y la presencia de

purticulas mlcrfer

Por’ foéds nfeccién ‘se. detecté antigeno viral en las células VERO

|nfeclada< con Ia bandd -13,°1.18 'y 1.268 g/ml sugiricndo la presencia de virus

infectivo. En el ens: yo dc terfercncia con la mfccuvndad viral solo las bandas 1.019

23456 78 9101112131416161718192021222324 og BRI B R RO ER

Fracciones Fraccones

=760 G359 [EE=os0)
Figura 10. Gradiente de sacarosa. Las densidades 6pticas y de flotacién sc
determinaron en cada fraccién del gradiente, 10s ndimeros se reficren a las
densidades de flotacion de las bandas obtenidas en el gradiente. A)
sobrenadantes del cultivo Méper2 y B) del stock del RSVLab.

2. Caracterizacién de Jas particulas virales obtenidas del cultivo Méper2.
e Formacién de Sincitia.
Las células VERO sc utilizan preferentemente para la propagacion y titulacién del
RSV Lab, cn estas células el virus obtenido del pase 12 del cultivo Mdéper2 (en adelante
me referiré a este como virus RSVper) mostré una reduccién considerable en la
eficiencia de formacién de sincitio. Sin embargo. en células H358 se observé sincitia con

una eficicncia comparable con la del RSV Lab. Una posible explicacién a estos resultados
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podria ser que la lnfccllVlddd del virus RSVper fucra ‘menor que Ia dcl RSVl.Ab o blcn

que la conccnlmcndn de parllcul.n mfcclwaﬁ en eﬁlc <obrcndddnlc fucra muy bd]d

Sc ‘evalué la mfccuvudad del
cclularc; VERO 'y H358 'y c
determinacién de los fococ. dc
pdralel.nmcnlc se realizaron lo< >
estos controles no se obscr_vé flu
expresada cn # de. focos/ml obte
tabla 1. .

RSVLab.
RSVper

s o 1.4xm~‘
--Tabla 12 Focos dc infeccién en células VERO y en H358.

Los resultados demuestran que el RSVper cs infectivo adn cuando no se
observaron sincitia ni se detecté virus extracelular por titulacién con la técnica de
TCIDsw/ml ecn células VERO.

E aci sincitio_{(co-cultivo).

Los datos anteriores demucstran la presencia en ¢l cultivo persistente de una

variante viral (RSVper) que infecta células VERO, sin bargo su cfici ia para formar
sincitia estda disminuida respecto a la del RSVLab. Para investigar los cambios en la

variante, en primer termino sc rcalizé 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 dei

cultivo Méper2 co-cullivadas con células VERO no formaron sincitia (Fig-11), pero si lo

form.aron co-culuv.ad«n con células H358 (Fig.12). Mé no infectados sc usaron como
. Células VERO y H358 infcctadas con cl RSVLab se usaron como

conlrol negut

amboq casos se observaron sincitia.
oﬁ amcrlorcﬁ confirman que el virus obtenido de M¢per2 presenta un
‘una variante cuya cficiencia para formar sincitia en células VERO,

esta disminuid

Sincitia
‘ Células del cultivo Méper2 con:

Células VERO -
Células H358 _ +
Mé ' -
Mé con: .'

Células VERO o e
Células H358 - AR
Células VERO infectadas con RSVLab : +
Células H358 infectadas con RSVLab /i =+

“Tabla 2. Co-cultivos de células del culuvo M¢pcr2 con células VERO,
H358y M¢.
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Figura 11. Co-cultivo de Mdper2 (pase 12) con células VERO. A) Células

VERO, B)Células VERO infectadas con RSVLab., C) Células VERO con
células del cultivo Mdper2 y D) células VERO con M.

- | -
- | -
Figura 12. Co-cultivo de Mdper2 (pase 12) con células H358. A) Células
H358, B)Céd¢lulas H358 infectadas con RSVLab, C) Células H358 con

células del cultivo Méper2 y D) células H358 con Mé.
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e - Efccto de la tripsina.
Ensayos preliminares mostraron que s¢ obtenia cl sincitio caracteristico del RSV
en las: células VERO infectadas con RSVper tratado con tripsina. Por lo anterior
decidimos analizar el efccto de 1a tripsina en la infectividad y formacién de sincitia, del

virus RSVper en células VERO asi como en células H358.

Infectividad del RSV per tratado con tripsina

La infectividad del RSVper se analizé por cuantificacién del nimero de focos/ml
y se comparé con la infectividad del virus RSV Lab, en ausencia y presencia de tripsina.

Cuando ¢l RSVLab se traté con tripsina, no sc observé diferencia en la
infectividad, ya quc el nimero de focos obtenidos en células VERO y H358, fuc similar
cuando se infecté con virus tratado con tripsina y sin tratar.

Sin embargo, cuundo el RSVper se trat6 con tripsina, en células VERO se observé
un incremento en 136%”e’n'eil :nﬁll'n‘g.‘.rb de focos/ml, mientras que en las células H358 cl
incremento solo fue del 7% (Fig.: 13).

2s0

%focos

Figura 13. Efecto de la tripsina sobre la infectividad del virus RSVLab y
RSVper en células VERO y H358.
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i inciti amer

Para evaluar el efecto de la tripsina sobre el virus RSVper, se determiné el
numero de sincitia y namero de nicleos por sincitio, en células VERO y en H358
infectadas en ausencia y presencia de tripsina (Fig. 14), y se comparé con células
infectadas con RSVLab.

El tratamiento con tripsina del RSVper incrementd el namero de sincitia y tamafio
del sincitio (mas de 40 ndcleos), en las células VERO. Resultados similares se obtuvieron
en presencia y ausencia de tripsina con el virus RSVLab a 48 hrs pi. Sin embargo, en las
células H358 durante la infecciéon con el RSVper tratado con tripsina se observé un
incremento en el nimero de sincitia, no asi en el namero de nicleos por sincitio, respecto
al RSVLab. Estos resultados muestran un efecto claro de la tripsina en la formacion de
sincitia, lo que sugiere que puedan existir mutaciones en el genoma que reduzcan la
eficiencia de corte a la accion de la furina presente en las células VERO.

ton Tripsina — (+) Tripsina — (<) 33
RSVLab en VERO

RSVper en VERO

“a o

2 4 & W 1612 14 16 18 30 22 24 3¢ 2K 38 32 34 36 13 40

4 6 4 1012 1416 TR 20 22 24 36 38 30 32 34 36 3K 30 4,

RSVLab en H358 L RSVper cn H358
")

PeAd=0Z~0

@

E

»

o
2 4 4 B 10 12 14 16 1% 2 23 30 40 2468 NDEHUHEHITUXRRAS NSNS

#Nucleos

Figura 14. Efecto de la tripsina en la formacion y tamafio de sincitia en
células VERO y H358 infectadas con el RSVLab y el RSVper.
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e Expresién de la proteina F en células infectadas con cl virus RSVper.

En la formacién del sincitio por el RSV e¢s necesaria la presencia de la proteina F
proccsadés (F1-F2) cn la membrana de las cflulas infectadas. Por esta razén sc decidié
determinar por. inmunofluorescencia indirecta, la presencia de la proteina F en células
VERO 'inféctudas con RSVper con y sin tripsina. Nuestros resultados mostraron la
presencia de la proteina F en la membrana de las células VERO y un incremento en la
intensidad de 1a fluorescencia cn funcién de la concentracién de tripsina (Tabla 3).

g
Tripsina (ug)
05 1.2 ] S*. 0] 10**

RSVLab ¢n VERO Lt 4+ +++
(intracelular) e oL N
RSVLab en VERO SR preeaie BRNETENE RS s
(en la membrana) C a . O
Células VERO Infecuadas con Forwe +++ 4+ prarary +4++
RSVper (llracclular) -
Célutas VERO Infectadas con + + e prevery E
RSVper (en la membrana)

Tabla 3’.-’CélulvaSVVERO se infectaron con RSVL6iab y con ¢! RSVper
tratado con tripsina a diferentes concentraciones (0.5, 1.25, 5 y 10 ug/ml)

"y sin tripsina. La intensidad de la fluorescencia se expresa por cruces.

e  Obtencién dec una revertante.

A partir de!l pase 27 del cultivo Méper2, se obtuvo en forma cspontinca una
revertante fenotipica (RSVrev), es decir un virus capaz de formar sincitio en células
VERO. El comportamicnto dc cste virus en la formacién de sincitio ¢ infectividad en
presencia y auscacia de tripsina fue similar a lo reportado para ¢l virus RSVLab.
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& - Anilisis genémico ch la protcina F del virus RSVLab, RSVper y RSVrev.
‘. Los " resultados" a :
responsables del "fé‘ ‘
F. Se amp}éfic@,pl
tos producios ob cni
“Las secuen obtenidas para RSVLab RSVper y del RSVrev se compararon con

la rcporlada para‘la ccpd Lohg (NCBI Scquence viewer M22643 GI 333938)
ult s genémico (Fig. 15) dc F mostraron que ¢l RSVper

‘-anteriores 7 ¢ sugicren - cambios genémicos probablemente

bservado. Por lo tanto se propuso el aniilisis de la secuencia de

o del gcn F (1846pb) por RT-PCR y sc sccuenciaron

prcscntﬁ ~mﬁvl5cibnes rcspcclpi al .virus original (RSVLab), RSVrev y respecto a la
secuencia ;éﬁoﬁuda para la cepa Long.

“Los cambios .en’ Lis123Asn, Lis209Glu, 1e292Cis, Lis293Tre, Glu294Val,
Fen351Tyr, He381Leu y SchGOCy< encontrados en la secuencia del RSVper, no se
encontraron en RSVLab y RSVrev. 1o que sugicre que algunos de estos cambios pudieran
estar relacionados con cl fcnoupo observado en RSVper. También reportamos otros
cambios cn que se encuentran en Ios tres virus que probablemente no estén involucrados

con cl fenotipo de la mutante.
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VI. DISCUSION.
1. Establecimicnto y caracterizacion del cultivo persistente.
El cultivo infectado persistentemente que se obtuvo en el laboralorio presenté

caracteristicas similares a las reportadas en otros cultivo i ados persi con
cl RSV. No se¢ observé mucrte 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 difirié significativamente.

La ‘prc>s¢‘:ncia y expresién del genoma viral en los diferentes cultivos (MéperQ,

Mdoperl y. M¢pér2)§e demostré por diferentes técnicas: presencia de antigeno viral por

inm\ihdﬂﬁo;ésccnc-a y por FACS; produccién de virus infeclivo y dc particulas
defectuo: y cxprcﬁlén del gene N.
El cul

pOl’CcI’“d_]c dc cclulaﬁ que cxpre

vo M¢pcr2 que sc- obluvo después de la supcerinfeccion, mostré un alto

el incr o en la

aron. anugeno. pr

cantidad de cclul.n posi ultado de la infeccién de los Mé¢ no infectados
presentes en el culuvo, Iov ’ y

células murieran. Si

El establec
RNA, puedc ocu‘

iral ‘que sc us6 para cl establecimiento de la infeccién
detectaron particulas defectuosas, por los méiodos antes descritos
- a infectividad viral y por gradiente de sacarosa). Sin embargo,
nuestros result n la participacion de estas particulas en el mantenimicnto de ta

infeccién pers nte,. puesto que se¢ detectaron cn los diferentes cultivos (MéperO,

Moperl y Md)pci'zi ‘'obtenidos y se mantuvieron presentes y en cantidad constante durante
todos los pases. Nuestros resultados coinciden con lo descrito por Holland 1.3, ¢t al 1976
(127), en donde reportan en la infecciéon persistente por el VSV en células BHK21, la

presencia constante dc particulas defectuosas ain cuando hay una baja produccién de

TESIS CON
iaLLA DE ORIGEN




46

virus extracelular y que. todas las celulus dcl culuvo o casi_ lod.n produccn grandes

s 'son capaccc dc rcp |canc Es!o dulorc<

cantidades dc antigeno viral %ugmcndo I«n

proponcn que la prcﬁcnc a dc las Dl S es 1 un c%ldd n CllOCldd y

presencia de

con mutantcs

pcrﬁntcnlc ‘con cl RSV sin R

Los mdcréfdgos alvcolanm son Ia pnmem lm

los macrofago: dlveolarcﬁ y penfcnco: qon ﬁu<ccpt|ble
(48) y producen virus infeccioso por mas de 25 dia

inoculados con ¢l RSV por via intra-nasal se dcmoﬂré quc las proteinas virales y el RNA
fccc:én, la presencia

gendmico pueden persistir en el pulmén hasta mids de 60 d S POSt-|
del virus en Jlos macrS6fagos alveolares se asocié con Ia palogencsn de una inflamacién
crénica bronquial (54, 55, 56). La infeccién del RSV en los macréfagos ticne importantes
efectos tales como: incremento cen la produccién’ de mediadores con actividad
inmunorecgulatoria (24, 39, 45, 52, 54) y una disminucién cn la capacidad fagocitica del
macréfago. Reci tc se ha dc ado el efecto dc la persistencia sobre las

funciones biol6gicas del cultivo Mdéper2, expresién de genes celulares (IL 1, 1L-6,
TNFa) y sobre sus funciones (fagocitosis) (130).

Otra caracteristica importante dc nucstro cultivo persistente es ¢l ripido
establecimiento y reproducibilidad det mismo, que probablemente sc deba a la generacién
durante los primeros pases de una variante viral no citolitica, que se haya seleccionado

durante los diferentes cullivos MéperQ, Méperl y Méper2,
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2. Caracterizacién de los bios fe ipi ¥y & ipi de los virus obtenidos
det cultive Méper2.

Durante el cultivo Méper2, se generdé una variante viral que mostré una menor

eficiencia en la produccién de sincitio (RSVper), respecto a la cepa Long en células
VERO. También sc obtuvo una revertante espontinca (RSVrev), cuya eficiencia en la
formacién de sincitia fue similar a la del RSVLab.
® Anidlisis de infectividad.

Una pé;iblc ckplimcidn al fenotipo observado en el RSVper, era que las células
VERO hub-eran sufrido ‘un’ cambio de tal a que ya no fueran susceptibles a ia
mfccclén por e RSV po Io amcrior. se decidié analizar la infectividad del RSVpcr

diseminacién: d drmfec 6n, ‘ya se r Ilbcracnén de particulas infecciosas y para la
diseminacién cclula ccluld. El cor(c prolcohuco ocurre principalmente cn la regién
KKRKRR, 3, por I.: ncclén dc una prolcdsa celular (furina presente en el truns-Golgi, esta
endoproteasa es capaz de cortar precursores de una amplia variedad de proteinas) (131,
132), la cual corta al precursor FO en las subunidades F1 y F2, que permanccen unidas
por pucntes disulfuro. Estudios recicntes reportan a la secucncia RARR g9 como otro
io de corte accesible a furina y se ha abservado que cuando la secuencia RARR o sc

si
cambia por NANR 4o o RANN o ¢l corte por furina no se pr Atln cuando, estas

mutantes pucden ser procesadas en el sitio 136, la formacion de sincitio se reduce. Sin

embargo, al tratar las mutantes con tripsina convierten a la proteina F en su forma
fusogénica. Lo que indica que las dos secucncias consenso ticnen que ser cortadas para

activar correctamente a  la proteina de fusién (98). Estudios hechos en otros

io de corte, gue no puede scr

paramixovirus (SVS5), reportan que una mutante en el s
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procesada en la celul.n por furina, se pucdc activar ‘a su forma l‘u-:.ogcmca mediante la

adicién de lrlpﬁma cxégcn (I33‘ 134 135 136). En cI virus dc Ncwc‘nllc se reporm que

una ccpd dvnrulc 12

s¢ pucde cxphcar porquc se tratan dc dos lineas celulares diferentes y probablcmenlc la

itud de las células H358, con las células Clara

diferencia mis |mporldnle, c< la sim

(células epnclmlcﬁ de pulmén) que pudieran estar producicndo otras proteasas que

activen a la prole ina de fusién. El RSVrev, no mostré cambio significativo respecto a la

formacién de e.mcn ia en presencia o ausencia de tripsina en ambas lineas celulares.

El c(‘cclo de la tripsina sobre el RSVper también se evalué mediante la
cuantificacién del nimero y tamaiio de sincitia. Los resultudos mostraron que la tripsina
tuvo efecto uuilo en el nimero como en el tamaio de sincitia en el virus RSVper, y se
observaron valores semejantes a los obtenidos con el RSVLuab en ausencia de tripsina.
Estos resultados sugiceren una deficiencia en el procesamiento de la proteina dc fusién o
bicn cambios conformacionales que cviten que el péptido de fusion interuccione con la
membrana celular y que al agregar la tripsina se exponga y produzca una fusién eficiente.

Debido a que la actividad fusogénica de F depende del procesamiento de FO, una
pregunia interesante en €l RSVper, es saber si la proteina F estd siendo procesada en las
células VERO e¢n presencia de tripsina, para lo cual se sugiere la identificacion de las dos
subunidades (F1-F2), por ensayo de inmunoblot utilizando anticuerpos monoclonales.

Los cstudios en este sentido csldn en proceso.
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La actividad fusogénica de la proteina de fusién del RSV, csti determinada por la
expresion de la proteina F en la membrana de las células infectadas. Existen reportes que
sugicrcri q‘uc ¢l precursor FO no es capaz de llegar a la membrana de la célula (Y6) puesto
que se ha rc‘ponado quec cuando el procesamiento intracelular es parcialmente inhibido, F
no se¢ detecta en ' lu membrana celular. Micntras que otros autores reportan quc ¢l corte
prolcorlilico ho'cs'unrcquisilo escncial para el transporte a la membrana de las células
infccu’n’désf.} yd quc’al infectar células LoVo, carentes de furina, o células HEp-2 en
i hibfdor de furina, es posible detectar a F, en la membrana celular (95).

presencia de un

le cxp'ICAClén al fenotipo aobservado en el RSVper es la poslblllddd de
que l.n dcf‘cncnc n la formacnén dc’ sincitio, pudicra deberse a que la prolemd F
proc;sddd. no k cxprc<.|ra en la membrana de las células infectadas. Por lo que se
decidié anuhzar lu exprcﬁlén de F e¢n células VERO infectadas con RSVper en ausencia y
pre<cnc1..\ dc ll’lp<lnd. Los resultados mostraron que - la proteina se identificé en la
membruna de |d§ céluhﬁ infectadas aiin en auscncia de tripsina, sin embargo en presencia
de tnpsma la lnl;nsnd.:d de fluorescencia se incrementé. Estos resultados sugieren que ia
protcina F del RSVper esta presente cn la membrana de Jas células VERO infectadas y
que probablemente la tripsina pudicra estar favoreciendo la expresién y reconocimiento
de F cn la membrana. Posiblemente, mutacionés en el genoma pudieran contribuir al
fenotipo observado en la mutante RSVper, al provocar cambios conformacionales que,
evituran la exposicién correcta del péptido de fusién y de los epitopes que reconoce cl
anticuerpo monocional y que la tripsina favoreciera la exposiciéon de éstos.

c. Mutaciones en ¢l genoma.

Nuestros resultados sugerian la posibilidad de mutaciones en la secuencia de F,
que fueran responsables del fenotipo observado, por lo que se decidié analizar la
secuencia de F de los virus, RSVper, RSVrev y RSVLab y compararlas con la secuencia
reportada para ¢l RSV Long.

Los cambios encontrados cn las secucncias de RSVper RSVrev y RSVLab con

respecto a la secuencia reportada, se mencionan de acuerdo al io en que se ubican en el

genoma.
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- En ldﬁ \ccucncms obtenidas para F dc'los \nruﬁ, RSVLab, RSVper y RSVrev, sc

cncontré cn lo< tres c‘wo@-un camblo en lIc79Mcl que no repercute en un cambio de

pcrs:slcncm

cercano a un

este cambm r
6 'y N500), excepto el

ltc los piramixovirus;

sitios pou:n’
N12().' ‘lo:
sugiriehdo [ d funcional, estructural
(99) y propicd 140, 1< 43). La proteina F madura tienc
de \ . C minacién de estos, no evita el

(144) El sitio NS00 forma parte del

3 sitios de N

transporte de ‘
dominio rcbi:l ncucnlm ddyaccnlc’ al dominio transmcmbranal. La N-
glncomlacnén dcl s Ao NSOO es lmporlamc para ta .:cuv:d.xd de fusién, ya que mutantes
N5000Q produc

se encuentran en Ia eubumdad F2, y sc ha observado que sc pucden eliminar sin producir

una reduccuSn dr.wuan enlu acllvndad de fusién. En cambio N27 y N70

una reduccién cnfl.n;l'ormdcmn de sincitio. Esto indica que la N-glicosilacién de la
subunidad F2 es m:_:hos i‘mportantc en Ja actividad de fusion (99).

La activacién proteolitica de lu proteina F del RSV, tiene lugar en un dominio que
conticne amihoécidos (aa) bisicos el cual se¢ corta por la accién dc endoprotcasas
celulares. En otras glicoprotcinas virales s¢ ha demostrado quc la N-glicosilacién puede
afectar la eficiencia de este proceso, por ejemplo cn el virus de Influcnza se ha observado
que una cadena de carbohidratos cercana al sitio de corte, en la protcina HA, interficre

con el corte proteolitico. La pérdida de la cadena de oligosacirido resulté en un
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a la proteina y cn la virulencia

l'llC e< mchIondr que en la ‘secuencia

polcnc:al de glicosilacién en N123 que

=

? s de asparagina en la

\'nruﬁ'RSVLdb se cncontrd un cumbio en Trel52He, este cambio
se ha rcpor do por Zummcr ct al 2001 (9Y8) en una ccpa que produce sincitia
cficicntemente y por Pringle et al 1995 (147), ¢n la cepa Edinburgh.

= En ¢l dominio repetido A del virus RSVLab se encontré Val185Ser, este cambio no
modifica la carga, cabe seialar que éste no se ha reportado anteriormente. En ¢l mismo
dominio en ¢l RSVper se encontré un cambio Lis209Glu que representa un cambio de
carga. El dominio repetido A esti situado en el extremo terminal del sitio de corte y es
capaz de formar a-hélice trimérica con una estructura *“coiled coil™ central. Se cree quc
las regiones repetidas forman trimeros con estructuras similares a horquillas (hairpin-like)

como se ha reportado para proteinas de fusién de otros virus. Probablemente esa

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




52

estructura facilite la unién de la membrana celular con Ja envoltura del virus favoreciendo

1a fusién de mcmbmnac y‘la'énlr'aaa ala célula'(l()?) Estos datos sugieren que el cambio

en Lis209Glu podria se lmpon.mlc en' ta’ estructura del dominio repetido A y cstar

rcldcmnado con el fcnoupo obﬁcrvado del RSVpcr

®= Ghosh'el al. 1997, (148) ‘han’ reportado una secuencia de las proteinas de fusién de
paramixovirus que conticne un'motivo similar a zipper de leucina, localizado cntre las
regiones rcpetidas Ay B. Sc sugierc que este dominio es importante para la fusién,
pucsto quc el péptido $269-307 csta regién del virus Scndai inhibcn la l'ueién.' 1a

actividad antiviral dec ese. péptido se cree que puede dcbcmc al quc nlcractu

ccon

dominios funcionales de la protcina F, probdblemcnlc formando OmpICJ

derivados de las regiones repetidas Ay Bo biena que mtcracluc con la mbrana celular

evitando la unién de la proteina de fusién. En SVS 1a’ prolema e Fusién tienc un tercer

ERYMVTLSVKIPILSEVPGVLIHKASS Is

SENDAI 269 L

En la regldn 292 a 294 sc encontmron viarios cambios en las tres secucencias, el
RSVLab moﬂré un cambuo en Lis293Val, que genera un cambio en la carga, sin embargo
este cambio no repcrculc en la capacidad del virus para inducir la formacién de sincitia,

puesto que cl RSVLab induce eficientemente sincitia. En cambio el RSVper cambio
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1 an dCldO pcr un'no poldr)
ierior, se mucﬁlra con ro.|o los sitios en los que se encuentran
llﬂc292C|s, Lis293Tre y Glu294Val en ¢l RSVper, atin cuando
o ‘c;{losiﬁddlquc alteraciones cn este sitio sean importantes en la

'rEnla.A

c a‘:,F' lo'rcpormdo para SV5 y NDV, ﬁugicren que probablemente

afcctﬁhdd la cupacidad de fusién puesto que RSVrev, ¢s tan eficiente para formar sincitia,
como lo es RSVLdb. :
- Un.x rcglén cﬁlruclumlmcnlc importante en la proteina de fusién es la regién rica en

Cis, sc. ha rcporlado quc las cisteinas estin muy conservada cntre las distintas cepas
(147). Nosotros rt.porl.dmos un cambio ¢n Tre323Ser, este cambio no altera la carga y
estd presente en los -tres virus citududoe lo que sugicre quc probablemente no sca
relevante cn la fusién. Tdmblcn dentro de esta regién encontramos los siguientes cambios
Fen351Tir ¢ lIc386Leu. sélo en el virus RSVper, sin embargo debido a que no
representan. un cdmbxo l:n‘ la carga probablemente no sean relevantes para la fusién. El
cambio dc Tir39ll-ii< lb cncontramos ¢n los virus RSVper y RSVrev, sin embargo
puesto quc el RSVrev no presenta alteracién en la fusién, probablemente este cambio no
esté n.l.sc:onudo con 1a alteracién en la fusién del RSVper. Casi al final de esta regién
cncommmoswolro ‘cambio Alad42Val, cl cual estd presente en los tres virus y que
correspondc‘a‘ brr;cportado por Zimmer et al 2001 (Y8) y a la secuencia reportada por
Pringle cl al 1995 (147) para la cepa A2 dc RSV.

mencioné anteriormente ¢l dominio repertido HRB  participa en la

= Como ya:
actividad de fu<u§n. En cste dominio encontramos en RSVLab, RSVper y RSVrev el

cambio de »Mc1526l.cu. lo que sugicre que probablemernte este cambio no participa en la

actividad de fusibn.
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REGION TRANSMBRANAL.:
®  En la region transmembranal de los virus analizados (RSVLab, RSVper y RSVrev)
no enconlramos cambios en la sccucncia.

REGION INTRACITOPLASMICA:
®  La regién intracitopldsmica de la proteina de fusién del RSVper presenté un cambio
Ser560Cis. Alteraciones en cl tallo citoplasmico de la proteina F en donde 1a actividad de
la proteina estd aliecrada, se han reportado en infeccién persistente con ¢l virus del
surampién (150) y en SV5 se han reportado mutaciones en el dominio citopldsmico que
alieran la actividad de fusién (151, 152). Ademads cabe sefialar que en ¢l dominio
citoplismico sc cncuentra cercana otra Ci<550 lo que pudiera ser de |mporldnle=
consecucncias ya que podrm formar pucmc= dlsulfuro con Cis560. :

El "cultivo’” mfccldd rsistentemente que reportamos (M¢pcr2), provee un

modclo in vitro pars e Id interdccion virus- mdcréfago y el mccan smo de

que proba

variante v-ral con un: mcnor cl'cnencm en la formacién de sincitio, que probablemenle,

colaboren en cl mdmcmmlcmo de la infeccién.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




55

VII. CONCLUSIONES.
e Sc logré establecer un cultivo infectado persistentemente con ¢l RSV en la linca
cclular de macréfugos (P388D1).
® El cultivo obtcnido no present6 periodos de crisis, solo en algunos pases del cultivo
Mdéper() se observé el sincitio caracteristico.
e Durante la persistencia sc gencraron Pdl‘llCuldS defectuosas, €n un porcentaje entre 4()-
60%.
e . E]l cultivo Méper2 prc<cnlé casi cl IOO% de cclulzN mfcc(adds

e El virus obtenido del cultivo M¢per2 RSVp«.r), mo<lr6 una menor cl'cncncm en la
en célulne. VERO. En camblo

formac-dn dc sincitio respecto a Ia dcl v refcrcnc:

ficiencia para formar <|ncmo.

n un; ef‘cncncm pdl‘a formar sincitia

elro dr|o= cambios respecto a la

secuencia obtenida para el vnru< RSVLJ pa cnpacnén dc éste y otros cambios ¢n el

estableci oy imicnto de I

feccién’ pcrsnslenlc estil por determinarse.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




56

VIIL PERSPECTIVAS.

Recientemente el estudio de la proleina F, ha despertado un gran interés puesto
quc sc bha tratado de utilizar a ésta como vacuna, por su capacidad para inducir y
aumentar la respuesta inmune protectora en modelos animales de infeccién por el RSV
(153, 154, 155). Sc ha descrito que F ¢s el principal antigeno de proteccién contra
distintas cepas y se expresa ¢n la membrana de las células infectadas, que pueden ser
blanco de células T citotéxicas (156). Ademids se ha reportado que anticuerpos

monoclonales .ml» F,: neutrallz-in la infectividad ¢ inhiben la fusién y protegen contra la

mfcccnén en mlone

, r.na dc algodén y ternera, pero no son capaces de eliminar una

mfcccnén ya es blcc1d' (156)

rcrear vectores virales o la opumlzacnén de vacunas. En cste

1’ mulnnlc vnml menos fusog

a en’ cl | lraba'o, nos
presen: i

si el precursor FO del RSVper se procesa adecuadamente en
, 2) correlacionar los datos del procctumienlo con los datos

observado!- Se proponc anatizar por inmunoblot mediante ¢l uso de un anticucrpo
Mab19, que reconoce la subunidad F1), ¢l procesamicnto del precursor

monoélonhl_
FO, combér&ﬁaolo con el virus RSVLab cn células VERO.
. Conﬁrmar'zjué el virus RSVper es capaz de establecer una infecciéon persistente con

mayor facilidad que ¢l virus de referencia para lo cual sc proponc establecer
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infecciones’ con el virus® RSVper: en difcrcnlcﬁ lineas celulares haciendo una
compdrdcndn con l.x lnfcccaén del virus de rcfcrencm.

ASI mmmo <c proponc clon.ar el gcnomd de F en un vector adecuado, para su
cxpre<|6n en, cclul.u‘. de mdmlfcro, en las que. probablemente se observe una

dcl"cucncm en’la’ fusién y posteriorm con gé is dirigida cambiar la
<ccucncm, ‘con la del virus de rcl‘crcncm e-;pcrando que se restablezca cl fenotipo del
v:ru< con' el que se inicié la pcrﬂlv.u:ncm viral

No descartamos cn cl cultivo la presencia de las particulas defectuosas que pudicran
estar pariicipando en ¢l establecimiento y imi > de la persi ja viral por
el RSV c¢n cste cultivo, sin embargo ailn estamos en el proceso dc caracterizacién de

éstas.
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1X. APENDICE.,
MATERIAL Y REACTIVOS.
Cdélulas:
Células VERO, ATCC (CCL 81)
Células P3888D1, ATCC (TIB 63)
Células HEp-2, ATCC (CCL23)
Células H358, ATCC (5807-CRL))
Medios y suplementos para cultivo:
D-MEM (GIBCO 12100-046) .
RPM! 1640‘(GIBCO 3’1#00@22) :

- Mcdlo de cultlvo p ra las celuldﬁ P388D1 (RPMI 1640-ME).
RPMI l64() <uplcmcnmd con 10% suero felal bovino (SFB), 2.2 g/lt de Hcpeﬁ, 22 g/
00000’ unidades mlerndc:onalee (UI)/Il dc pcmcnllnd G y 100

L |c1nJ y 0‘]% de 2-mcrcaptocldnol‘

de blc.arbondto de sodi

mg/lt dc <ulfdlo e

c’Hepes, '2.2.°g/It de

) : SFB 2.2 g/it de Hcpeﬁ, 2.2 g/ll dc blCdl'bOI‘Ile de
sodio, 1000 Ul/ll‘d 'G 10() mg/lt de sulfato de estreptomicina.
- Suplcmcﬁ(os. -
Suero fetal bovino (GIBCO-BRL 10437-028)

Hepes (SIGMA H:0763)

Bicarbonato de sodio (PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY 1290)
Penicilina G (SIGMA P-3032)

Sulfato de estreptomicina (SIGMA S-6501)

2- Mercaptoctanol (BIO-RAD 161-0710)
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Agar (DlFCO ()142-01)
Reactivos;

NaCil (MERCK 6404)

CuCl 2 unhidro (QUIMICA DINAMICA C320.0)
NuSO0,-7H:0 (MERCK 6649)

NaH>PO4 (J.T. BAKER 790)

MgSO.: (J.T. BAKER 2500)

MnClz: (.-T. BAKER 2500)

Azul Tripano (SIGMA T5526)

Ro;o Nculro (SIGMA N-7005)

Albummd Scnca Bovina (SIGMA A-3350)
Polllmlnd (SIGMA P-l399)

Pollculengllcol (PEG 6000 SIGMA, P-2138)
3,-3° Dmmmo bcnzndlnu (SIGMA D-5637)
Tween 20 (BIO-RAD 170-6531)

Sucurosa (MERCK K-3985251)

Tripsina (SIGMA 1989)

Etanol (MERCK 1/15853)

Isopropanol (MERCK 21582)

Cloroformo (MERCK 15854)

Mectanol (MERCK MX(04488-1)

Acectona (MERCK 15852)

Paraformaldchido (SIGMA P6148)
Glutaraldchido (MERCK 820603)

H205 (PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY 5600)
Dimectilsulféxido (J.T. BAKER 9224)
Dictilpirocarbonato (SIGMA D5758)

dNTP s (INVITROGEN 18427-013)
Transcriptasa reversa superscript 11 (GIBCO-BRL 18064-014)
Inhibidor de RNasa (GIBCO-BRL 15518-012)
DTT 0.1M (GIBCO-BRL part Y00147)
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Amoruguador sx (GIBCO BRL part Y00146)

Amortiguador dc Ampllrmc16n. 10X (GIBCO-BRL part Y()2028)
Cloruro d(. mdgncslo SOmM (GIBCO-BRL part Y02016)

DNA pohmcmﬁd Pldlmum qu (GIBCO-BRL 10966-026)
Mdrcddoru de DNA"JL/Hmd 111 GIBCO-BRL 14401-012 y ¢X174/Hac 11l GIBCO-

'g:_o-BRL 11615-036)

Anti- RSV (CHEMICON)
Anti- lgG COI’ICJO conjugado con pcroxldae.a. obtenido en cabra (AMERSHAM NA933)
Anti-lgG ‘conc_|o conjugddo con FITC, obtenido en burro (AMERSHAM NABS857).
Anti-F (CHEMICON MAB 8581)

Anti-I1gG de ratén-FITC (AMERSHAM NXA931)

AMORTIGUADORES Y SOLUCIONES

PBs
NaCl 8 gr
KCI 0.2 gr

Na;HPO; (LY6 gr
KH:PO; 0.2 gr

Sc afora a 1 litro, sc ajustacl pH a

TNE
Tris-HCI 50 mM PH 7.5
NaCl 0.1M

EDTA10 mM

7.4 y se esteriliza por autoclave
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6l

EARLE .
CaClz anhidro o. 002 gr

KCI 0. 004 ar
MgSOie7 H:0 0.02 gr
NaCl 0.668 gr " e
NdHCO\() 22 gr
D- Glucow O ] gr.‘;

Pdl"-l el en dyo dc mtcrfcrcncu uuhzar rojo ncutro 3.3 mg.

Tris base 242 8T : .
57.1 ml dc dCIdO dCéllCO glacml
100 ml dc EDTA ).SM (pH—8)
Aforara l()()() ml

Tris HCI'IO mM =57
EDTA ImM
pH=7.5

Amornguadur d(. curga para ;.,cl«..\ dc ugaro.sa. .
Glicerol 1% en TAI: X" : o
Orange G (SIGMA 0-1625) lraz.ns

Bromuro de clldlo l() pg/ml en dg' a cﬁlcrll.

n de los productos de PCR.
‘500 ml con agua cstéril, agitar y

di o se r de ¢l 100 ml de

P

Solucion stock de P
25 g de ucrr.l d' .

dcjar reposar 3 h’
agua estéril.
En un vaso de prccnp ados se colocul
4 ml de |souo<:|.malo de guamdln.n'(l 1.82 £, SIGMA G-6639)
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2.5 ml de tris IM pH=7

' ml'de EDTA 0.5M -

1ml dcl stock Vdvc‘lq resina

Se afora a 25 mi con abngua’ estéril.

Amaortiguador de fosfaros pH=8.
Fosfuto monobiisico de sodio 0.5 M.
Fosfato dibisico de sodio 0.5 M.

MATERIAL DE PLASTICO.

Portaobjctos de poliestireno de 8 pozos (NUNC Ro%kllde Denmark Cat no. 177445)
Botclla para cultivo celular de 25 cm2 (NUNC Roskilde Denmdrk Cat no. 163371)
Botellas para cultivo celular de 80 cm? (NUNC Roskilde Denmark Cat no. 144881)
Botella para cultivo ccluldr de. 150 m2 (NUNC Roskilde Denmark Cat no. 147589)
Cajus petri para culuvo cclul.lr 60 cm (NUNC Roskilde Denmark Cat no. 172931)
Cujas petri para culnvo cclul.: l()O cm (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 172934)
Placas de 96 pozos para cultiva Ccluldl’ (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 167008)
Placas de 6 pozc)s p.:ru éull vo ccluldr (COSTAR, Broadway, Cambridge., Cat no. 3590)
Cubreobjetos de: vndr' > dc l() mm (KNI'I'I‘EL GLASER Alemania)
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Abstruct

A perslslcnlly infected culture obuined from immortalized murine m-lcrophage-llke oclls. which survived rcsplm-
tory syncytizl virus (RSV) infection at multiplicity of one, was and ized. The of RSV
through the passages was confirmed and il d by (u) i of infecti virus by TCID/ml, (b) defective
particles by viral infectivity interference and ity determi i (c) cell surface antigen by mdtrec(
lmmunoﬂuorcsccrux and FACS. and (d) cxprc«lon of a viral gene by RT-PCR. M. » cell morphol

ison of area and perimeter were delerrmned. A second wus i by cell i out
or this cullurc. and a third culture was bli; J by supecri i with the original virus, in which 92-95% of the
d viral i wllhoul cell destruction and mlcascd dcrccuve p.nruclcs but low I:v:ls of

infectious virus. Allhoup,h the three cultures the istics of cells,
ol‘ relcased infectious virus, defective particles, and percentages of cells bcarm,, viral antigen vnncd. RSV persistently
d murine macropk cultures prowdc an in vitro model to study - ion and to allow
the experimental use of u cell imporwunt in du\cmmalmg lh: infection, In uddmon. due lo lhc wide array of ccllular
und humoral reugents in the mouse, studices on i of viral i y arc [ © 2002 Elscvicr

Science B.V. All rights reserved.

Nevwords: RSV; P388D,: Persistence; Defective particles

1. Introduction tions in children who requirec hospitalization
(Hall, 1998; Simocs, 1999; Wayde, 1998). RSV

Respiratory syncytial virus (RSV). a pneu- has been also implicated in severe lung discases in
movirus of the Paramixoviridae family, has long adults, especially in the elderly (Han et al., 1999).
been recognized as the single most important Infections with RSV frequently occur in the early
virus causing acute scvere respiratory-tract-infec- years of lifc and repeated infections are common
in all age groups. The rolc of the immune re-

= di hor. Tel:: + 52-55-623-2469; fax: + 52- P in pr ion RSV infection is not
asnopa, | E author. Tel: 4 ax: + well understood (Hall, 1998; Openshaw, 1995a.b:

mx (B, Gomez). Van Schaik, et al., 2000). Although, cecllular im-

0168-1702/02/$ « sce front maticr © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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munity appears to play a prominent role in rccov-
ery from RSV infection it has also been impli-
cated in exacerbating or augmenting the clinical
discase (Hall, 1998; Opcenshaw, 1995a; Van Schaik
et al., 2000: Wayde, 1998). Macrophages play
pivotal role in Hular i £ to viral
infections, and p.xrucup.xlc in both innate and
.lcqulrcd immunity. These cells are widely dis-
trib d in the org: and their presence in
mujor organs, scrous spaces, and sites of inflam-
mation suggests that they are among the first
immune cells encountered by the invading virus.
Furthermore, they play an important role in dis-
seminating the discase (Auger and Rosc, 1992).

Interactions between RSV and macrophages
have been addressed by in vivo (Becker et al.,
1991: Franke-Ullmann et al., 1994; Panuska et al.,
1992). ex-vivo (Fisher et al. 1997; Franke-UIll-
mann et al, 1995; Midulla et al., 1993; Auger and
Rose. 1992: Panuska ct al., 1995; Stadnik et al.,
1997; Sone et al., 1997) and in vitro studies (Guer-
rero-Plata et al,, 2001; Sakai ¢t al., 1997). Despite
the fact that long-term viral persistence in immor-
talized macrophages provide a model for studics
of virus-host cell interactions in a stable, wcl
characterized, and h cell p ation,
no reports arc available in establish RSV persis-
tence in macrophage-like cell lines.

This report describes the establishment and
characteristics of persi: tly infected rtal-
ized mucrophages with RSV Long strain. Two
different cell lines were uscd to establish persis-
tently infected cultures, a human promonocyte
(U937;: ATCC CRL 1593) and a murine
macrophage-like  line (P388D,). This line is
derived from a DBA/2 mousc lymphoma and is
induced by methylchlorantrenc: it displays a num-
ber of macrophage characteristics and is consid-
ered as a nearly mature macrophage (Koren ct al.,
1975; Ralph, 1980). DBA/2 mice are commonly
used as experimental model to study RSV im-
mune responsc (Opcnsh.lw. 1995b).

RSV persistence in U937 cells: was not sus-
tained cells were permissive, produced infectious
virus, formed characteristic RSV syncytia and sur-
vived only a few passages. On the other hand,
persistence was casily and reproducibly induced in
M¢, and the culture was characterized by typical

h

persistence propertics. Macropk were
for the study, as they arc particularly important
to the immune response to RSV in that they are
recruited 1o the site of infection in large numbers
(Auger and Rose, 1992). Morcover, macrophages
are among the cell types selected by human and
animal virus to persist (Ahmed and Chen, 1999).

2. Material and mcthods
2.1. Virus and cells

Stock of respiratory syncytial virus Long strain;
(ATCC, VR-26) purified by plaquc assay and
after precipitation with polycthylene glycol in su-
crose gradient (Fig. 4B, 26) was propagated, ti-
trated in Vero cells grown in DMEM (Gibco BRL
New  York, NY) and supplemented with
NaHCO,. HEPES, antibiotics (penicillin 100 Ul
ml, streptomycin 100 mg/ml, Sigma-Aldrich,
Toluca, Mexico), and 10% fetal bovine scrum
(FBS). Viral infectivity was expressed as TCID,,/
ml (Payment and Trudel, 1993). Intracellular in-
fectious virus were determined after sonicating 10%
cells/ml for 10 min (Sonicator Branson B32H).
The P388D, ccll line (ATCC TIB 63; hereafter
macrophages (M), was grown as monolayer in
RPMI 1640 (Gibco) supplemented with NaHCO,,
HEPES, antibiotics, 0.1% of 2-mercaptocthanol
(hereafter medium), and 10% FBS (complete
medium).

2.2. Persistent cultures

Persistently infected cultures (Md,,,) were ob-
tained by Md infected with RSV at multiplicity of
infection (moi) of 1.0. Aftcr absorption for 2 h at
37 C and removing non-absorbed virus, medium
with 2% FBS was added. Cell viability was deter-
mincd by trypan blue exclusion and viral infectiv-
ity and defective particles, as described
subsequently. The culture was maintained for six
days with a daily ch of p di
Thereafter, surviving cells were extensively
washed with medium and propagated with com-
plete medium. Twice a week (cvery 3-4 days),
they were subculture at 1:2 dilutions. During the
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viral persi: was verified and moni-
tored by determi the p of cells bearing
viral antigen, the cxprcssion of a viral gene, and
the production of infectious virus and defective
particles.

2.3. Determination of viral particles interfering
with RSV infectivity (defective particles; DI)

The presence of DI in Md,., supernatants was
determined by interference in viral infectivity and
the presence in sucrosc gradients of bands with
different buoyant density than that observed in
the original RSV stock. The viral infectivity inter-
ference determination was adapted from the col-
orimetric assay of Treuhafi (1983). Briefly, Vero
cells were overlaid with supernatants (clarified by
centrifugation at low speed) from passages of the
persistent infected cultures. After incubation for 2
h at 37 °C, the hquud was removed and the cell

layer hed an d with
RSV stock (mol of 0 3) for 2 h at 37 °C. Then,
non-nbsorbed virus was removed. and medium
was added and incubated for 72 h at 37 °C,
Thereafter, culture fluid was removed and re-
placed with neutral red in Earle solution (Sigma-
Aldrich). After wuashing twice with PBS and
incubation for 2 h at 37 °C, the colorant was
absorbed by cthanol in 0.2M NaH.PO, and its
concentration determined by absorbance. Positive
controls were cells acutely infected with RSV (moi
0.3, 72 h p.i.) and ncgative control mock-infected
cells; both controls were included in each determi-
nation. Interference activity was expressed as per-
centage and calculated by the following formula:
(OD sample — OD positive control)/(OD ncgative
control — OD positive control) x 100.

Buoyant density analysis of supernatants ob-
tained from Mdo,,., passages was done by lineal
sucrose gradient (20-60%) centrifugation (Beck-
man SW 40 Ti 90,000 x g 2 h 4 °C, Beckman
Centrifuge L860M) after concentration with
polycthylene glycol (Payment and Trudel, 1993).
Gradients were fractionated from the top: buoy-
ant density of each fraction (0.5 ml) was deter-
mined by rcfmclomclry (Carl Zciss 120371) and
protein and acid ation by spec-
trophotometry (Beckman DU640). Buoyant den-

sity was calculated with the following formula:
p200C = 2.7329,-2.6425, y = refraction units.

2.4. Inhibition of viral infecrivity interference

In Md,., supernatants and in buoyant density
bands obtained from sucrosc gradients, DI pres-
ence was confirmed by mecasuring inhibition of
viral interference after irrudiation with UV and
treatment with anti-RSV. The UV irradiation
dose used (10 s, 30 cm distance, General Elecctric
lamp 15 W (GI578)) was higher that required to
reduce RSV infectivity > 6 1og,, TCID;,/ml.

Viral infectivity interference was neutralized as
follows: to 89 ul of Md,., supcernatant and to
serial dilutions (1:3) in DMEM were added 11 pl
of goat polyclonal 1gG anti-RSV (Chemicon In-
ternational, Inc., Temccula, CA) 1:9 in PBS + 1%
bovine serum albumin (PBSA, Sigma), then incu-
bated 2 h at 37 °C (incubation mixture). There-
after, 50 ul of the incubation mixture was used to
determine interference on viral infectivity as de-
scribed. As control of frce ncutralizing antibody,
50 pl of RSV stock (moi of 0.3) was added to the
remaining 50 pl of the incubation mixture and
after incubating for 2 h at 37 °C, viral infectivity
was determined. Interference activity was calcu-
lated from the supernatant dilution, in which no
viral neutralizing antibody was detected.

2.5, Indirect immunaofliourescence

Cell-viral antigen was dctected by immu-
nofluorescence assay as previously deseribed
(Sarmicnto et al.,, 1997). First antibody was anti-
RSV serum obtained in our laboratory from New
Zealund rabbits after threc immunizations with
linecal sucrose gradient purified RSV (10° TCID,,/
ml and 400 mg protein/ml) and with a infectivity
neutralization titer of 1-2 x 10* TCID4/ml (Pay-
ment and Trudel, 1993). Donkey anti-rabbit 1gG
fluoresceine linked whole antibody (Amersham
international, Buckinghamshire, UK) diluted
1:500 in PBSA was used as sccond antibody.
Positive control was Md infected at moi of 1.0 for
24 h. The number of fluorescent antigen-positive
cells was determined by observation with a Nikon
Diaphot microscope and at least 300 cells were
counted in different ficlds.
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2.6. Flow cytometry analysis

Maucrophages (1 x 10%) either from Md cultures
or from different Mg, cultures were treated with
PBS + 1% FBS for 30 min at 4 °C with continu-
ous shaking. After incubating with rabbit anti-
RSV scrum, (100 ug; in RPMI, 500 ul) at 4 °C for
2 h, the cells were washed twice with cold PBSA
and fixed for 30 min at 4°C with 0.5%
paraformaldehydc (Sigma) in PBSA pH 7.4. Scc-
ond antibody donkey anti-rabbit IgG fluoresceine
linked whole antibody (Amersham) was added
and incubated 2 bh at 4 °C; thercafter, it was
washed with PBSA and cell fluorescence-analyzed
in a FACScan analyzer (Becton-Dickinson,
Mountain View, CA). In every measurcment, 1 x
10* cells were analyzed.

2.7. Reverse transcripiase polymerase chain
reaction (RT-PCR)

Of total RNA (from Md or Md,,, cells), 3~5
ug in 4 pl of reaction buffer 5 x (Gibco) was used
to obtain cDNA (Ch inski and S hi, 1987).
To the sample 2 ul of ANTP (10 mM of cach;
Gibco), 1.0 pl of dTT (Gibco). 1.0 ul (20 U) of
RNAse inhibitor (Bochringer, Mannheim, Ger-
many) were added and brought to 20 pl with
DEPC (Sigma) water. After addition of 50 ul of
mineral oil, the reaction mixture was incubated at
80 °C during 5 min and cooled on ice. Thereafter,
1 pl (0.5 pg/ul) of oligeo dT (Gibco) was added,
incubated at 60 °C for 10 min and ice cooled for
S min. Subsequently, 1 ul of Superscript 1! RNasc
H-Reverse Transcriptase (Gibco): was added and
the mixture incubated at 42 °C for 1 h. To the
transcription volume (2-5 ul) were added 8 ul of
PCR buffer 10 x (Gibco). 40 pmol of primers 1
and 2 and 0.5 ul of Taq polymerase (Gibco),
cDNA was amplified as described (Cane and
Pringle, 1991).

2.8. Cell area and perimeter determinations

Both par S werc d between Md
and Md,,, cells, and the delcrmm.:uons of each
analyzed cell were done using software for digital
image analysis (Image Pro Plus, Mcdia Cybernet-

ics, Silver Spring. MD) with a microscope (Zeiss,
FOMI1) and a video camera (Hitachi VKM 98 E).
Cells grown in cight well tissue culture chambers
(1 x 10%well; Nunc, Inc., Napecrviile, IL) were
fixed with 2% glutaraldchyde (Sigma) in 0.1 M
phosphate buffer pH 7.4 for 30 min at room
temperature. The cells were then washed three
times with PBSA and examined. For cach well,
five different ficlds (four corners and a center
ficld) were analyzed.

3. Results
3.1. Persistently infected cultures

To obtain RSV persistently infected cultures,
Mo was infected with RSV stock at moi from 0.1
10 5.0. The culture infected at moi of 1.0 pre-
sented the highest proportion of cells expressing
viral antigen without causing syncytia. Although
cell viability dropped during the first hours post-
infection from 83% at 24 h to 307 at 48 h, after
72 h macrophage density began to increase. These
cultures could be further propagated and viral
pcrsislcnce determined.

In various capgr d from
macrophages surviving the mf:cuon (Md,..) did
not exhibit cell destruction phases. although in
some cultures and in the first passages, syncytia
characteristics of RSV were cventually and tran-
siently obscrved (Fig. 1).

Onc of these cultures (Md ) was subcultured
for 26 passages. Each time the cells were subcul-
tured viral presence was determined. Cell-viral
antigen was determined. the expression of the N
gene was confirmed, in the supernatants infectious
virus was titred (Fig. 2A), and the presence of DI
was measured by interference capacity in viral
infectivity (Fig. 3). Although viral persistence was
confirmed the percentage of cells expressing viral
antigen was low (40-60) (Fig. 6B).

With the aim of increasing the number of cells
expressing viral antigen we attempted to obtain
cultures from a smglc cell. However. to propagate
macroph of five cells was required
regardless of whclher they stemmed from Mdé or
Mo, ro- From Mo, passage 26 and after cloning
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the cells by limited dilution threc times, ten differ-
ent cultures with characteristics of being persis-
tently infected were obtained. One was further
propagated (Md,.,,). and although it was re-
garded as persi: ly i d no i in the
percentages of cells presenting viral antigen (40—
60) was observed (Fig. 6C). Therefore, its re-
sponse to superinfecction was studied by infecting
with the original virus at various moi. By superin-
fecting passage 10 of Md,.,, at moi of 1.0, a
second culture (M .} was established in which
90-95% of the cells expressed viral antigen (Fig.
6D, E and F) and RSV persistence was monitored
and confirmed.

3.2, Infecrious virus

Infectious virus levels (determined by TCID,,/
ml) were not always detectable during Md,0.
Mdorr» Or M2 passages (Fig. 2A and B). In
the first passages of Ma,,..o, high viral titers were
detected; in the cighth a viral a-

tion (2 x 10® TCID,/ml) similar to that obtaincd
by acute infection of macrophages (1—-4 x 10%
TCID./ml, data not shown) was observed. The
high titer could bec due to the remaining input
viruses and/or those produced by acutely infected
macroph In bseq (10-26),
virus. rations d to reach undc-
tectable levels (Fig. 2A). To the contrary, in
M, and Mo, .. the highest viral concentration
observed was 5 x 10* TCID;,/ml (Fig. 2B), which
is lower than that produced by acute infected
macrophages. Morcover, after the first passages
no extraccliular infecctious virus was detected in
M. and Mo, .,,. When cells from the passages
in which no extracellular virus was evident wcre

i d after ive washi intracellular in-
fectious virus with a titer of approximately 1 x
102 TCID,,/ml was observed.

Although no infectious virus was observed by
TCID,,/ml, viral titers fluctuating between 1-3 x
102 TCID,,/ml were observed by plaque assay
determined in Vero cells (results not shown).

d

Fig. 1. Cytophatic effect in RSV persi

Mo cells. CI

ytia of RSV in M cxll passage 10.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

- T £




R.E. Sarmiento ot al. / Virus Research B4 (20002) 45 -58

(2]

220000
200000 -}
180000
160000
140000 ]
120000 - 1
100000

\\}

10000 .
8000 .
6000 3
4000 3
2000 —:

TCID50/mI

TODSUm

‘m-

Mpper2
superinfection

MDpert

v .
vasalelesbi zsederersdauneiar weron M

Passages

o]

T T+ 1 v v v 1 v ¥ v v v 7 T T
0 1 2 3 4 56 7 8 9 101112 131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526

Passages (MaeperO)

Fig. 2. Titer of infectious virus from supcrnatants obtained from Me., cultures. Extracellular viruscs were detcrmined by
TCIDs/mi. Panc! A, culturc obtaincd from Md cclls that survived RSV infoction at mai of 1.0 (Md ). Pancl B, subline M,

obtained by
infection with the Virus.

3.3. Defecrive particles

The presence of DI in Mé, cultures was in-
ferred by biological assay, interference of viral
infectivity, and by the presence in sucrose gradi-
ents of bands with different buoyant densitics
from those observed in the stock virus. Interfer-
ence in RSV stock virus multiplication in Mdyero
did not appcar until passage 11 and then was
present in all subsequent passages of Mo
Merr, and Mdy.,;. The highest interference per-
centages (80-90) were observed in the first Mo
passages (11-15). Thercafter, interference values
of 40-60% were ob d in all subseq pas-
sages of Mdw. (16-26) M, (1-6). and
Md.ez cultures (1-24). With the aim of investi-

ccll cloning Mo, at passage 26 and subline Md,,,2 obained from Mo, passage 10, cclls that survived

gating whether defective particles remain inside
acute infected Mé and M, cells, macrophages
were i d and infecti virus and viral in-
terference were determined. Infectious virus with
a titer of approximately 1 x 10* TCID,/ml was
relcased by sonication or Md¢ acute infected celis
(results not shown). Viral interference of approxi-
matcly 30% was observed by sonicated cells from
Md,.., culturcs; in contrast, no significant increase
was observed when cells from acute infected Mg
were d (Fig. 3) i that DI remain
inside M, cells.

No interference of viral infectivity was detected
when supernatants from various passages of the
persistently infected cultures were irradiated with
UV (Fig. 3). Morcover, the interference present in
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supcrnatants from Mo, cultures was neutralized
by polyclonal IgG anti-RSV (Fig. 3). To assurc
neutralization of the defective particles without
affecting the titer of the stock RSV used in the
assay, supernatants at different dilutions were
used. It is particularly important in this assay not
to have free anti-viral antibodies because in their
pr Its can be mislcading

Supernatants from Mde,,,» culture were ana-
lyzed by ultracentrifugation in a sucrose gradient
and the fractions assayed as described. As shown
in Fig. 4A, five bands with buoyant densities of
1.019. 1.09, 1.13, 1.18, and 1.268 g/ml were ob-

served. In contrast, analysis of stock RSV (Fig.
4B) showed only onc band of 1.18 g/m! corre-
sponding to the reported RSV virion buoyant
density (Payment and Trudel, 1993). Further-
more, the presence of D1 and infectiou: rus was
determined in the different bands. Viral infectivity
determined by TCID/ml and by plaque assay.
Viral antigen was observed in Vero cells infected
with bands 1.13, 1.18 and 1.268, suggesting the
presence of infecting virus; in contrast no viral
antigen was detected when the infection was car-
ried out with the remaining bands. Interference in
viral infectivity was observed with buoyant den-

100
80 -
32 60
2 T
-
E
= 40
20 -
o -] . —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Mopero Mépert Méper2 Acute infected M¢
Fig. 3. Percentage of interference on viral infectivity. Interfereace in RSV titer by cells and harvested from
M., cultures and M acute infected was determined as described in Materials and of M 1,

ot
4, and 7; UV-treated 2, 5. und 8: anti-RSV antibody-treated 3, 6. and 9; from acute infected cells 11: sonicated cells from M,z

10, and from acuie infected 12.
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bands. Pancl A supcrnatant from M., culture, Pancl B from RSV stock.

sity bands of 1,09 and 1.13 g/ml (41.47 and 40%,
respectively).

3.4, Cell-viral antigen

During an cxtended period of M. and
Mo, passages, 40-60% of cclls displayed
fluorescence. However, judged by the intensity of
immunofluorescence the level of RSV protein ex-

pression varied. and fAuorescent-positive
macropt with d ble, intermedic: and
bright levels of fluorescence (implying diffcrences
in viral i ions the cells)

are shown in a represcntative photomicrograph of
Moo cells (Fig. 5A). Faintly stained cells were
infected because similar patterns were not evident
in uninfected controls (Fig. 5B). A substantial
increase of cells exhibiting viral antigen was ob-
tained by supcrinfection of M, .., passage 10.
Fluorescence microscopy doces not lend itself to
accurate quantitation of antigens: therefore, cyto-
metric analysis was performed. When the fluores-
cence intensity of anti-RSV antibody treated Mdé
cells and Md,., cells was compared, a significant

increasc was observed in Md,,, cells, which could
be attributed to the presence of RSV antigen (Fig.
6). Acute infected Mdé cells displayed specific
fluorescence in a symmetrical distribution (Fig.
6A), implying that a single positive ccll popula-
tion was present. In determinations done with Mg
and Md, .o or Md,, cells. overlapping of the
curves was evident: nevertheless, infected cells
(30-60%) could be identified (Fig. 6B and C). In
contrast, when assays were carried out with Md
and M4, no overlapping of curves was ob-
served and the per of fluo positive
cells was > 95 (Fig. 6D, E. and F). Furthermore,
the infected cells were distributed asymmetrically
suggesting macrophage populations with differ-
ences in viral antigen concentrations. The pres-
ence of viral antigen in percentages similar 1o
those observed in immunofluorescence assays
confirmed the accuriacy of our determinations.

3.5. Amiplification of mRNA from a RSV gene

The results obtained by RT-PCR assays
showed a clcar band of 278 bp (Fig. 7) corre-
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Fig. 6. Fluorcacence profiles of macrophage-like celis acute and persistently infectod with RSV. Surface viral antigen on celis from

Mo acute infected and M, cultures was treated with anti-RSV serum and ztained with
conjugate (Amersham) .nd by flow y as e in the Scction 2. In cach experiment, an isotype control
(pre-immune scrum) was and the i ity valuc was in all assays. The log of fluorescence
intensity is shown in the abscissa and the cxll number in the i The pr of cclls RSV antigen are in
numbers. A. Mo cells acute infected: B, Myq cclis passage 24; C. M,y cells passage 4; D, Mo,.., cells passage!f: E. Mdps

and open hi:

rassage 21, and F, Md 2 24. Filled

di to the i gene N 7).
This was obscrved in all the studied passages:
Mo (passages 22-24), Mo, (passages 1-10)
and Md,... (Passage 1-24).

3.6. Cell morphology

No appreciable difference in growth rate be-
tween M. M.,y or Md,,,; cultures with
respect to Md¢ was observed. although slight mor-
phologic alterations could be observed in
macrophages. Therefore, the area and perimeter
of M, . (passage 25). Md,,,, (passage 8), and
Md,.,2 (passage 10) were compared with Mo
cells. The difference between the arcas and
perimeter of the infected macrophages (M.
Mopert, or Md,2) with respect to Mo cells was

analyzed using non-parametric Mann—Whitney Z
test (Sigma Plot Scientific Graphic Software 3.0).
Fig. 8 shows the results obtained with M&,..; and

1 2 3 4 s 6 7 8 9

Fig. 7. Agarose gel clectrophoresis of RT-PCR products.
DNA primcrs for the RSV gene N segment of 278 bp between
nucleotides 858 and 1135 were used to lynllusam cDNA and
amplify it by PCR ing to the o The
PCR. products were run on agarose gel and viewed with a UV
monitor camecra afler cthidium bromide staining. Lane 1,
DNA size standards ¢éX174 DNA/Hae LI (Gibco). Amplified
RNA extracted from acutcly infected Mdé cells (Lane 2).
Mé,_o cells (Lancs 3 and 4), Mo, cclls (lancs S and 6).
Mo,z cells (Lancs 7 and &), and M ccfls (Lanc 9).
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Fig. 8. Mor like cells

of
macrophages from M¢,.,,o (msng: IO). A ccll arca nnd B. pcnmeler. Pancl C and D of 205 macrophages from Md¢ culture, C ccl)

arca and DD perimeter. Analysis sl
in the perimeter (Fig. 8B and D; P<o. 1301).

Mo. P values of < 0.05 were considered signifi-
cant. Analysis showed a significant difference in
cell area (Fig. 7B and D) but no significant
change in perimeter (Fig. 8A and C).

4. Discussion

Similar characteristics to RSV persistently in-
l‘cclcd culxures described here were reported in
d h ( Baldrige and Sen-

lerﬁl. l976: Bangham and McMichacl, 1986;
Tankevich and Preizin, 1977; Parry ct al.. 1979),
monkey (Pringle et al., 1978) and murine (Fernic

in the cell area (Fig. 8A and C; 2« 0.0129), and no signiticant change

et al.,, 1981) cell lincs. No cell destruction phase
was observed during continuous passages, and
growth patterns between infected and non-in-
fected cultures were similar. After an initial pro-
duction of infectious virus, the culture stabilized
with low-to-undctectable levels of virus produc-
tion and resisted supcnnl'ccuon w-lh lhc original
virus. In addition 11 1 d

immunoflourescence was expressed although the
percentage varied; rarcly all cells were fluores-
cence positive in MCR-5 (Parry ct al., 1979) and
in monkcy BS-C-1 cell lines (Pringle et al., 1978).
In contrast, 17—-29% of human HelLa celis pre-
sented viral antigen (Jankevich and Preizin, 1977).
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in the culture we repon on here, 40— 60%: of
macrophages were
the persistent cultures obtained from cclls surviv-
ing the initial RSV infection (Md,..) or by
cloning (Mdywr). Although Mdpo and Mo,
were regarded as persistently infected cultures, the
presence of non-infected M@ was not excluded. In

positive in

Long strain was achieved without external fac-
tors. Although antibody to human RSV is almost
universal in adult bovine serum it was not present
in the fetal bovine serum (results not shown) in
which the persistently infected cells were propa-
gated. Therefore, dntibody was not essential for
cuhcr initiation or mainicnance of the persistent

ion. Although the viral genome of a

faci, the p of infe d macroph:

H irus (SV5) can persist in a qulcscenl

can be inferred by the relatively low per of
cells expressing viral antigen (40-60) (Fig. 6 B
and C) and by the increase in infectious titer virus
by superinfection with the original virus. A sub-
stantial increase in the percentage of cells bearing
viral nnugen (90-95%) (Fig. 6D, E, and F) was
evident in macrophages surviving the supcrmfcc-
tion (Md,.,2). The increase in fluorescence posi-
tive cells and in produced virus can be explained,
Md could become acutc infected with concomi-
tant production of virus and cell lysis by exposure
to the original virus. However, the possibility that
some Md¢ might become persistently infected can-
not be excluded.

state (Fearns ct al,, 1994), this cannot be taken in
consideration in lhc persistently infected immor-
talized macrophage culture described here because
mRNA of RSV gene N was found in all RT-PCR
determinations,

Persi stablish and maij of
RNA virus in cell cultures can occur through a
variety of mecchanisms. Among these are the gen-
cration of mutants or variants by changes in the
viral genome (Ahmed and Chen, 1999; Bangham
and Kirkwood, 1990; Villarreal ¢t al., 2000). such
as the production of DI (Bangham and Kirk-
wood, 1990). The participation of DI in the estab-
lish of RSV persistence in the culture that we

The evidence that RSV was pi
and expressed in Md,,, cells was based on several
types of assays: the presence of viral antigen by
immunofluorescence and FACS, production of:
the virus and defective particles, and by expres-
sion of a virul gene N. This gene was selected
beciause no significant changes in its sequence
have been reportied in RSV isolates from various
countries (Cane and Pringle, 1991).

Stable persistent infections of cultured cells
with RNA virus have been obtained by a varicty
of methods, such as infecting in the presence of
antiviral antibody, infecting simultancously with
defective particies, infecting with mutants at re-
strictive temperatures (ts) or using naturally resis-
tant cells (Ahmed and Chen. 1999). Although
RSV persistently infected cultures have been read-
ily established without external factors (Baldrige
and Scnterfit, 1976; Bangham and McMichael,
1986; Fernic ct al., 1981; lankevich and Preizin,
1977; Parry ct al., 1979; Pringle et al., 1978) the
use of ts mutants (Parry et al., 1979; Pringle et al.,
1978) and partially resistant cells (Fernic et al.,
1981) has been reported.

In the present study persistent infection of an
immortalized macrophage ccll line with RSV

report is questionable; no DI were detected in the
viral stock used to establish Mo, o. To the con-
trary, DI might be involved in the maintenance of
Mo, cultures; indeed, DI were present in Md, .o
after the cleventh passage, and then after all pas-
sages in M., cultures. Therefore, it is possible
that maintenance of RSV persistence was medi-
ated by DI interference with infectious RSV. In
contrast, in RSV persistently infected BS-C-1 cul-
tures no DU were found (Pringle et al., 1978).

RSV persistently infected P388D. rnucrophdgc
cultures are easily and repr
perhaps relatively nocytophatic varmm.s might be
selected rapidly. Studies to characterize RSV vari-
ants in supernatants obtained from Mda,,; are in
progress.

Infection in vivo of macrophages by RSV is
very probable, as studies in vivo and ex vivo have
demonstrated that human (Midulla et al.,, 1993;
Panuska ct al, 1990a.b: Sone et al., 1997) and
murine (Franke-Ullmann et al., 1994)
macrophages and even a macrophage-like cell line
(Sakai ct al., 1997) arc permissive to the virus.
Morcover, RSV infection of macrophages has sig-
nificant effects on cells, such as an increased
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i P.. L., 1976. F of celis in

production of s with i ory
activity (Becker et al.,, 1991; Midulla et al., 1993;
Oy } . 1995a; F ka et al.,, 1990a,b) and a
reduced phagocyte capacity (Frunke-Ullmann et
al., 1995). Recently, we documcnlcd the effect of
viral per on the biol functions of
M2, expression of ccllular genes (interleukines
1 and 6, tumor necrosis factor «, and Fey R11 and
Fcy RII receptor) and on its functions (phagocy-
tosis) (Guerrero-Plata et al., 2001).

‘The culture we describe, i.e. long-term RSV

rsi; ly infc d murine macrophage-like cul-
ture (Md,.,z) in which virus — specific antigens
were present in nearly 100% of cells without caus-
ing syncytia, provides an in vitro model for the

culturc by respiratory syncytial virus. Proc. Soc. Exp. Bial.
Med. 151, 684-688.

Bangham, C.. McMichacl, A., 1986. Speeific human cytotoxic
T cell recognize B-cell lines persistently infected with res-
piratory syncytial virus. Proc. Nail. Acad. Sci. 83, 9183
9187.

Bangham, C.R., Kirkwood, T.B.L., 1990. Defective interfering
particles: effects in modulating virus growth and persis-
tence. Viralogy 179 (2), 821826,

Bocker, S.. Quay, J., Soukup, J., 1991. Cytokine (tumor necro-
sis factor, 1L-6. and 1L-8) production by respiratory syncy-
tisl  virus-infected human  alveolar  macrophages.  J.
Immunol. 147, 4307-4312.

Canc, P.A.. Pringle. C.R., 1991, Respiratory syncytial virus
heterogencity during an cpidemic: analysis by limited nu-
cleotide sequencing (SH gene) and restriction mapping (N
gene). J. Gen. Virol. 72, 349-357.

study of the manner in which the macropt and
the virus interact, and the process of maintaining
RSV pcrsistencc. Furthermore, the culture allows
cxpcrlmcnw uimg a ccll lypc that has the property
of d ing tl and f.lclhlaung ex-
periments on the ccllu]ar aspects of immunity due
to the availability of the wide array of cellular and
humoral fuctors in thc mouse.
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