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INTRODUCCION

1. GENERALIDADES DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO (RSV)

A Nivel Mundial ¢l Virus Sincitial Respiratorio (RSV) es considerado como el agente

eliolégico mas importante de infecciones del tracto respiratorio bajo, asi como la principal

causa de morbilidad y mortalidad entre las enfermedades infecciosas en nifios de 0-12 afos. La .
Organizacién Mundial de 1a Salud (OMS) ha estimado que entre un 25% — 33% dc la r'nucn'cs

en ninos mcnores de S afios de edad son originadas por infecciones : agud‘n dcl lrac(o,
esla -

respiratorio bajo. Entre los patégenos respiratorios, €l Virus Sincitial Rcspwatouo (RSV),

principal causa de hospitalizacién (P.K.S. Chan ct al. 1999). o ;
Posiblemente ¢l 100% de los nifios han sido infectados con el Virus Sincitial Rc’spnralor'io‘
(RSV) en sus primeros afios de vida, y cerca del 66% de estos niios fueron infécl:’:ydds durante -
su primer afo de vida. En un estudio realizado en Suecia se encontré que a los 18 meses de
edad aproximadamente el 75% dc los nifios en este estudio presentaban articuerpos IgG anti-

RSV. El Virus Sincitial Respiratorio es estacional y provoca la incidencia de epidemias en todo
id ia de infeccién ocurre durante el invierno o

el mundo. En paiscs templados, la mayor i
primavera y no es posible aislar el virus en verano, micntras que en paises tropicales y

de infeccién por este virus es durante la época de lluvias.

semitropicales, la mayor ir
El Virus Sincitia! Respirﬁtorio (RSV) pertenece a la familia Paramixoviridae dentro del genero
Preumovirus, el virién es de 'forma esférica irregular con un diimetro que puede fluctuar cntre
los 150 y los 300 mﬁ, ch\'/\.;éllo por una capa lipidica provenicente de la membrana celular de la
célula huésped. Su gcnom.l cs una cadena sencilla de RNA polaridad negativa no segmenltada
ddmcnlc 15222 nucledtidos con peso molecular de 5.0 — 5.64 x 10° Da.
y Hunng Y. et al. 1982, Huang y. et al. 1983, Dickens ct al. 1984,

canstituida de «npro
(Lambert D. et al.»l )
Coliins P. et al.: 1984, Barik S. et al. 1992, Collins P. et al. 1996).

El genoma viral codifica 10 mRNAs poliadenilados que al transcribirse darin lugar a 11
proteinas virales (NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F, M2-1, M2-2 y L), de las cuales es importantc

mencionar que NS1 y NS2 son no estructurales, es decir, s¢ encuentran solo en cé€lulas




infectadas. Se han aistado dos grupos de RSV (A y B), clasificados en base a la diversidad

genética de su proteina G, el que sc aisla con mayor frecuencia es el A (Collins P. et al., 2001).

3 Proteinas se encuentran en la envoltura del virién: F,G y SH.

La Proteina de fusion F esta constituida de 574 aminoacidos con peso molecular de 70 KDa, es
la encargada de que se leve a cabo la penetracién del virus en 1a célula, asi como la fusién de
células entre si para formar sincitios, esta proteina se sintctiza como un precursor inactivo (F0),
el cual sufrc un corte por furina y quizid otra proteasa hasta el momento no identificada,
originindosc dos subunidades (F1-F2) unidas por un p disulfuro. (Techaarpornkul S. et al.
2002, Sugrue RJ. ct al. 2001, Zimmer G. et al. 2001).

Otra protcina que se encuentra en la envoltura del virién es la glicoproteina G cuyo peso
molccular cs de 90 KDa. y esta formada por 298 aminoicidos, es la responsable de la unién del
virus a la célula huésped. Esta proteina se encuentra en dos formas, la soluble (Gs), que sc

detccta en ¢) medio de cultivo después de aprox. 6 hrs. de infeccién y la forma no soluble, que

se encuentra asociada al virién y puede ser detectada hasta después de 12 hrs. de infeccién.




La tercera pro(cma que se cncucmm en la envoltura viral es la Proteina SH (hidrofobica), cuyo
peso molecutur ¢s de' 7., 54 40 KDa y esta formada por 64 aminodcidos, su funcién adn no se
conoce pero h.:y cv:dencn.n dc quc al cocxprcsmsc con l:n proteinas G y F la formacién de
sincitios ¢s ma cf‘clcnlc. (Burkrcycv A. ct al. 1997) ’

La Proteina M ( .nnz), es ue a’ protcma rclauvamemc pequeiia, tiene 256 aminodcidos y pesa
‘Una de" sus l'unt:loncs es la de mantener a la nuclcocapsldc

aprox:m-ldamcme 28.7 . KD:
transcripcionalmente m.actlvn antes del cmpaquctamlcnto viral, y la’ otra es la de: mcdlar la -

asociacion entre la nuclcocapsldc y Id envoltura. (Colhns P. et al. 2001).
La Nucleocapside esta integrada por las proteinas (N, P, L, M2-1). La Proteina N de 391 :
aminoiicidos tiene un pcso molecular dc’43.4 KDa., su funcién es estructural y se encugnlra
unida al RNA gendémico y antigenédmico confiriéndole a la nuclcocapside una resistencia a Ih ;
accién de RNAsas. La fosfoproteina P de 241 aminodcidos con peso molecular de 27.1 KDa. y
la Proteina L (2165 aminoiicidos con peso molecular de 250 KDa.) juegan un papel imboname
durante la transcripcién y la rcplii:aciéh del RNA viral. Es importante mencionar que L licﬁé
actividad de polimeraqa y ql.ii: lanto P como L se encuentran unidas al RNA viral. (Lamb R. et
al. 2001). EI gene M2 codlr‘ca pam 2 prolcmas. M2-1 (194 aminodicidos con peso molecular de
22.1 KDa.), el cual es un fdcl 'r de anu-lcrmmdcnén necesario para la replicacién viral (Fcarns:'
R et al. 1999) y M2-2 (90 dl’nanﬂCld0§ y 11 KDa.), cuya funcién se cree que esta mvolucrada
en cl balance entre Ia replicacién y 1a transcripcién viral (Bermingham A. & Collins P. 1999)

Las Proteinas NS1 (139 nm‘moumdos con peso molecular de 15.6 KDa.) y NS2° (124
aminoicidos con peso molecular de 14.6 KDa.) son proteinas no cstructurales, la funcién de

ambas sc desconoce hasta el momento.
La unién entre virus-célula no esta limitada a ser mediada por una sola molécula, sino que

posiblemente hay varias moléculas celulares que interaccionan con algunas proteinas virales.
Sec ha reportado que la proteina G juega un pape! muy importante durante la infeccién, ya que
sc¢ unc a glicosaminoglicanos (GAG’s) que se encuentran en la superficie celular (Martinez |. &
Melero J. 200(0), y también sc¢ unc a un receptor de quimiocinas del tipo CXC3 (Tripp R. et al.
2001), asi también csta reportada la unién de la proteina F con proteinas de superficie celular
como TLR4, CD14 (Kurt-Jones E. et al. 2000) y moléculas dec adhesién celular como ICAM-1

(Behera K. ct al. 2001). Una vez que sec lleva a cabo la unién, ocurre la fusién entre la




membrana plasmitica de la célula huésped con el virus a través de la proteina F, y después la
nuclecocapside ‘es liberada al citoplasma ceclular. Posteriormente la polimerasa viral tiene
contacto con el RNA viral para asi dar lugar a la produccién de los RNA mensajeros que
posteriormente se traducirin en proteinas virales.

El Epitclio del tracto nasal y la nasofaringe, son los sitios donde inicialmente se Heva a cabo la
replicacién del RSV, pero también pucde infectar el tracto respiratorio bajo, causando varios
iolitis (Anderson J. et al. 1989).

sindromes respiratorios como bronquitis, ia y bronqu

2. RESPUESTA INMUNE A LA INFECCION POR VIRUS SINCITIAL
RESPIRATORIO (RSV)

Lu respucsta inmune originada por el RSV es permanente pero no efectiva, las reinfecciones
son frecuentes atin en presencia de altos titulos de anticuerpos neutralizantes (Collins P. et al.

1996, Wayde PR. 1998, Openshaw R. 1995, Faiscy A. ct al. 2000).

Estudios dc la resp i a la infeccién por RSV en humanos asi como en modelos
experimentales (rata: de’ algodén y ratén) indican que la infeccién ailtera las funciones
protectoras dc las: células involucradas en la def specifica e inespecifica del huésped.

(Alwan W, ct al. 1992. Becker S: et al. 1991, Crowe JE. 1999, Opcnshaw P, 1995).
Los mdcrofdgo< pdrl cipan-en’ a rcspuesta inmune inespecifica y forman parie de los
L 3 > encargados de inactivar y eliminar patégenos. En caso

stos sc an estratégi localizados para ser la

primera linea de defensa con ld que ¢l virus ticnc contacto después de atravesar la membrana
basal del epitel durante’ el broccso |nfcc<:|oso estan en mayor cantidad que otras células.
(Franke G. et al 1995
A través del curso n.uural de la infeccién, el macréfago alveolar es célula blanco para la

infeccion debido a quc es permisivo al Virus Sincitial Respiratorio (RSV) (Panuska J. et al.

1990).
Los macrdfagos tienen varias funciones, las cuales podemos agrupar en tres grandes rubros: I)

Actividad Fagocitica, II) Produccién de Citocinas que actian sobre la regulacion del sistema




i y i) Pr i6n de antigeno por medio de moléculas de Clase 1 y Clase 11 del
Complcjo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) (Lindsay J. et al. 2001, Trine H. et al. 2001).

1) ‘Actividad Fagocitica: El macréfago puede ingerir particulas de mas de lum. de
didimetro a través de prolongaciones de actina en forma de pseudépodos (Speert D.
1992), al activarse aumentan su actividad energética para poder producir reactivos
intcrmediarios de oxigeno, cnzimas asi como también la produccién de citocinas
(Adams D. 1992, David M. et al. 2001).

La Fagocitosis se clasifica como especifica (mediada por receptores celulares) o
inespecifica cuando los receptores no 'se conocen. La gran variedad de moléculas

rcceptoras  quc mcdian‘fagot.‘ilosis sirven para facilitarla, asi también determinan el

control sobre la propagacién, difer iacién, activacién, rcconocimiento, endocitosis,

migracion y secrecion. (Augcr et al. 1992).

Los macréfagos posecn reccplorcq para distintas moléculas del sis i que

median fagocitosis, como losb receptores para inmunoglobulinas del isotipo 1gG, y

1 diad:

receptores pura 1 >S . COmMpo del comp. >. La fagocitosis m por

receplores para lgG cﬁ pl‘lmOl’dh\l para hacer frente a las infecciones por patdgenos. En

cambio loc rcccptorcq de manosa-fucosa se encuentran de forma constitutiva como

compom_nlcﬁ pari  1a fagocnom en fagocitos mononucleares. Los receptores para IgG
se han cl.n IC-IdO en Varl0§ grupos (Jeffrey V. 1990, 1997, 2001, J.E. Gessner 1998,

Neil AL 1Y ‘), dc acucrdo ‘a 5u peso molecular, afinidad y especificidad por ligando,

tipo cclular,cn el qu. xp_rcs:m, y por diferencias antigénicas.

a) Grupo 1. Fcy RI (CD64) sc distinguen por su alta afinidad por cl ligando

ncndo monomenco. En el caso del receptor murino (mFcy Rl ), la mis alta

adn
df‘md.nd ¢ pam 1gG2a, mientras que para el receptor en humano (hFcy RD) la

' llm armd.nd es para IgG3. En ambos casos sc encuentra en monocitos,

macrol‘agos y cn neutrofilos, su expresién sc ve aumentada hasta 20 veces bajo
ta influencia del interferdn gamma (IFNy). Estos receptores median fagocitosis
y cilotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC) en macréfagos y lineas

relacionadas.




b) Grupo 2. Los Fey RH (CD32) ticncn baja afinidad por el ligando monomerico,

<)

. ld al“md.nd rcldllva \dc S|

) dmlnbuc:o
. mu cy. RIla, ahora muFcy R1B, asi como ¢l huFcy RIll se reldnen  cn este

, ntras que el transcrito (Fcy RIIb)
tJ. 1989) .
s 1b'y 2b, que se diferencian solo

'--adclapr ‘; En el

acion celular. Sc cncucmm en

(‘rupo.? Por sus slmlllludcs en estructura primaria, organizacién genémica,
'cclul.lr y actividad biolégica, ¢l anteriormente conocido como

grupo 'Estos receptores sc encuentran en neutrofilos, granulocitos, macrdfagos,
lincas' parecidas a macréfagos y células asesinas naturales (NK), presentando
baja ﬁﬁnidad por el ligando. Ticnc afinidad por IgG1 e IgG3 de humano y por
todas las IgGs de ratén, el orden de afinidad es IgG2b>1gG2a>1>>3,

Los macréfagos murinos peritoneales expresan normalmente altos niveles de
este receptor (Odin J. 1990, Ravectech J. 1991). Estudios en lincas celulares de
tipo macréfago murino, asi como en macréfagos peritoneales, reportan distintos

resultados en cuanto a afinidad y especificidad de unién de los distintos isotipos




de IgG a sus receplores. No obstante se coincide en la unidn de la clase 12G e

1gE y la no unién de las clases IgM e IgA (Ravetech J, 1991).

Por otra parte existcn otros receptores, los receptores para Complemeanto.

Las proteinus del Compl to | en el suero, son capaces de opsonizar
paﬁiculas. las cuﬁles son reconocidas e internalizadas via receptores especificos
para complcménlo. Los receptores para proteinas del complemento que median
fégocixosis incluycn al receptor para complemento 1 (CR1), expresado cn
c'rilrgch.os, célulus_b B, monocitos, neutrofilos, cosinofilos y células dendriticas;
receptor bum comrilcmcnlo 3 (CR3, amP: integrina, CD11b/CDI8 o Macl), que se
encuentra’ cn monocnos, macréfagos, neutrofilos, granulocitos, células dendriticas y
cclul:n NK' rcccplor para complemento 4 (CR4, integrina axfz, CD11¢/CD18 o
gplS()/95). el cual |OddVlﬂ no esta bien caracterizado.

CR1 es una molccula transmcmbranal de una sola cadena con un tallo corto intracelular

y un dominio largo extracelular. CR1 se puede unir a compe decl compl >
como Clgq, Cab y C3b, asi como a MBL (Mannan-Binding-Lectin) (Giran I. et al 2000,
Kliickstein LB. et al. 1997). CR1 por si solo no es capaz de diar ia internali ién de

particulas, nccesita ‘de¢ senales adicionales, aunque ayuda de forma positiva a que se

lleve a cabo’la fagocuosls mediada por receptores Fc. Las integrinas CR3 y CR4 son

heterodimeros que comparten una cadena B (B2, CD18) unida a cadenas alfa especificas
para cada  caso, am/CDI11b para Cr3 y ax/CDllc para CR4, y ambos receptores
reconocen iC3b, pero al igual que CR1 estos receptores de complemento requieren de

sefales adicionales para diar 1a internali iGN

Cabe mencionar que existen otras moléculas que sirven como receptores, pero ticnen un

amplio espectro de unién con  dife compc 1 de la puared celular de
microorguanismos, asi como unidn con distintas particulas.

Los Receptores A (SR-A) que son un homotrimcro transmembranal con un gran
dominio extracelular compuesto de una triple hélice de coligeno, ¢l cual es expresado

en macréfagos y s¢ unc a la bacteria completa asi como a componentes de su pared

10




celular como ¢l scido lipoteicoico y lipopolisacaridos (Dunne DW. et al. 1994, Hughes
DA. ct al. 1995). Otro receptor de la clase A de los SR-A es cl MARCO (macrophage
receptor with collagenus structure), que también se sabe que participa en la fagocitosis
de microorganismos, estos receptores se expresan de forma constitutiva en una
subpoblacién de macréfagos de la zona marginal del bazo. Este receptor se une a varias

particulas incluyendo a bacterias Gram-negativas, bacterias Gram- pos llVdS' pnmculaq

artificiales como ¢l litex. Todavm no esta claro si cslos rccep' S parucnpan en la

fagocllosw. de mucroorgdmsmoﬁ. Io quc s: esta cldro es quc comnbuycn a. 14 umén,

mlcnlraﬁ que <o reccplores generan la-; scndlcs de lnlcrna zac 6n (van dcr IAan Ll. et
al. 1999) : 2
Las’ cclulds fa

<upcrl'cne quc mcdld Ia dclccmon dc ‘carbohidratos proplos y extrafios, 'y €sos

rcccplorcﬁ coopcr.m en l.: dexcccmn de microorganismos, dentro de los cuales destacan;
cl rcccplor dc munosa (se¢ unc a a-manosa) y dectina-1 (se une a B-glucanos), se ha
demastrado que mt;dmn fagocitosis de levaduras y de zymosan (una particula de la
piared celular. de la levadura Saccharomyces cerevisiac (Ezckowitz RA. et al.
1990, Brown GD. 2001)).

El rcceptor de muanosa en macrdfagos, es una protcina transmembranal de tipo 1
expresada en subpoblaciones de macréfagos asi como en células dendriticas. La
molécula Dectina-1 fue originalmente definida como un receptor especifico de células
dendriticas, K

Por ulumo otras molccul.n que tienen funcién de receptores involucrados en la
fagocitosis ~ de patogcnos opﬁomzados de forma incspecifica por fibronectina y
l.

vitronectina son s mlcgrmas asy y oavBi. Sc ha observado en células

polumorl‘onuclcarce, quc Ia integrina ayf; activa fagocitosis mediada por receptores Fc

asi como la produc'
1999, Grcsham HI_) ¢t al. 1990).

n de reactivos intermediarios dc oxigeno (Blystone SD. et al.
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Roviprares que particspan vt

Eoapvecatonsas cdo ncn oon panasanos

Receplores Fe:
FeyRI (CD64) 1gG-, CRP-, particulas opsonizadas con SAP
FeyRIl (CD32) 18G-, CRP-, particulas opsonizad: n SAP
‘cyRI (CD16) ulas opsonizadas con SAP

FceRII (CD23)
FcaRI (CD3Y)

Receptores para Complemento:
CRI1 (CD35) Particulas opsonizadas con MBL-, Clq-, C4b-, C3b
CR3 (amflz, CD11b/CD18, Macl) Particulas opsonizadas con iC3b
CR4 (axfi CDI11c/CDI18, GP 150/95) Particulas opsonizadas con iC3b

Receptores para varias Integrinas:
asf3; (CD49¢/CD29) Particulas oy izadas con Fib ina/Vi
aufdy (CD49d/CD29)
«fiz (CD51/CDGI)

Receptlores Scavenger:
SRA

Particulas opsonizadas con IgA

Bactcrias, LPS, Acido lipotcicoico

MARCO Bacterias
R plor para M. (CD206) Manosa
Dectina-1 B 1,3-glucanos
(&) ] B LPS, peptidoglicanos
ClgR(l’) Clq, MBL, SPA

* in humanas,

RIIA ¢s un { i i que FcyRIIB es un receptor inhibitorio,
18 ratodn expr ide P

lamente FoyRIB. CRP: Py < i SAP: Sucro il e

1) Secrecién de Factores que actian sobre la regulaci del Si I Los
macréfagos son los principales responsables en la produccién de citocinas, los cuales

tienen como objetivo amplificar la respuesta local a la infeccién. Las citocinas tienen

como funcidn cl proteger al or i > de infecciones virales, pero al mismo tiempo,
promover la reaccién inflamatoria, con el fin de contrarrestar infecciones por
microorganismos. Se les llama monocinas debido a que son producidas principalmente
por células de la seric monocito — macréfago, cuya produccion es estimulada cuando la
célula reconoce microbios o sus componentes. Dentro de las monocinas producidas por
macrofagos, las principales son ta IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IFN o/f3 y TNFa (Frank M,
ct al. 1999),
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£1))

La IL-1 activa ¢l endotelio vaﬁcular, linfocitos encargados de la destruccién local del

'lc_udo .Afcclado, |ncrcmcm.z el acceso a la zona afectada de células efcctoras. La IL-6 se

encuentra lnvolucrad.: a mvcl local en la activacion de linfocitos B para el incremento

cn |d produccnon de anucucrpos. A nivel sistémico csta involucrada en la produccién dc

Fcbrc £31 como en la’ fa e aguda de sintesis de proteinas (Diehl S. 2002, Janeway C.

a la infe ién por virus o bacteriae, asi

lcucocnloﬁ y' células cndolelmlcs, también activa necutrofilos, cosinofilos y fagocitos
mononuclearcs. En respucsta a infecciones virales, esta molécula favorece la expresion
dc molccul:n del Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase [ y clase 11 (MHCI y
s por parte de células citotéxicas de células infectadas

MHCII), aumentando asi la
por virus (Picker L. 1999).

Presentacion de Antigeno a través de las moléculas clase I y clase 1I del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC): Para quc exista un sistema de defensa en
contra de antigenos derivados de proteinas extrafas existen moléculas cuya funcién es
presentar cstos antigenos a células T, para que a su vez estas se diferencien en células T
citotdxicas, T ayudadoras o cooperadoras, las cuales se¢ cncargarin de seguir
i como de cjercerla. Los genes que codifican para

amplificando la respucsta inmunc a:
las moléculas del MHC, tanto clase I como clase I, se encuentran agrupados de forma
separada cn ¢l brazo corto del cromosoma 6 en humanos y en el cromosoma 17 del
ratén. Las moléculas del MHC son glicoproteinas de superficie con  una region de
unién al péptido. En el caso de la molécula de clase 1, esta es un heterodimero de una
cadena o que atravicsa la membrana, asociada de forma no covalente a la B2 —
microglobulina que no atravicsa la membrana. La cadena a se pliega en 3 dominios:
al, a2 y a3. El dominio a3 y la 32 — microglobulina poseen estructuras plegadas
similares, micntras que los dominios aly a2 se pliegan juntos en una sola estructura

en dos scg| s de hélices a colocados sobre una lamina de 8 hebras B

que c
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antiparalelas. El plegamiento de los dominios aly a2 crea una larga hendidura, que es
el sitio en que se unen los péptidos de los antigenos a las moléculas clase I del MHC. La
molécula clase Il esta compuesta por dos glucoproteinas transmembranales, la cadena
@ que sc divide en dos dominios aly a2 y la cadena B que también se divide en
dominio 31 y B2. Los dominios a2 y 2, al igual quc el dominio a3 y la B2 —

microglobulina . de !a. molécula de clase I, presentan similitudes estructurales y de
la de clase I los

secuencia con dominios cc de i lobulina. En la molé
dominios que forman ld rcg:on de unién al péptido estin formados por cadenas
dlfcremcﬁ y por t mo no forman una unién covalente. L

. Las moléc ul
celulaﬂ nucleadas, en tdnto que las moléculas de clase 1l solo se expresan en células

prc<cnl.ndora< de; nnlngcno como los linfocitos B, células dendriticas, macréfagos y

élulas endotelial S ‘, Inas ci inas como el IFNy pueden modular de forma positiva

Ia tr.mﬁcnpcmn de’ lo< gcncs de clase 1 y H. Los linfocitos T CD8* o citotéxicos,
reconocen anugcnos extrafios que se encuentran asociados a moléculas de clase 1 y lisan
a las cclulas lnfccmdas, por lo tanto proveen un importante mecanismo de defensa

contra microorganismos intracelulares como los virus y algunas bacterias. Mientras que

los linfocitos T CD4* o coopecradores reconocen antigenos que Se€ cncuentran en
vesiculas endociticas asociados a moléculas de clase Il y amplifican la respuesta
inmune por produccién de citocinas que promueven la proliferacion y diferenciacién de

los linfocitos T, linfocitos B y macréfagos.

%SQSPECTOS INMUNES E INMUNOPATOLOGICOS DE LA INFECCION POR EL
Los resultados reportados acerca de la respuesta inmune a la infeccién por RSV en modelos
experimentales como la rata de algodén y ratén indican que esta respucsta inmunc es
protectora, pero por otra paric a su vez ocasiona inmunopatologia, principalmente en pulmén,
csto tanto para la resp ai lular como para la humoral (Alwan W., Record F. and
Openshaw P. 1992).
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Dentro de las obscervaciones que sugieren un efecto protector por parte de la respuesta humoral
sc cuentan: o )
1. Inmunidad conferida por anticuerpos- matcmos producen proteccién aunque parcial
(Lamprecht CL. et al. 1976, Englund.l 1994)
2. Anticucrpos antivirales IgG, lgA e lgM (Nadal D. et al. 1990, Ananaba G. et al. 1991,
rolcccnon parcial a 1a infeccidn.

Openshaw P. 1995 ") conf'crcn ai fa

Con respecto a la ] dos que hablan de un efecto protector
a la infeccién por RSV: :

3. Las célul ntran involucradas en ta eliminacién de célul

cuadros mas severos a la infeccién que los nifios que no habian recibido 1a vacuna (Jeffcoate T.

1969, Kim H. ct a‘|. 1969, Kapikian A. et al. 1969). Originalmente se creia que este efecto se
debia principalmente a la reaccién de complcjos inmunes, Ya que también se involucraron a los
anticucrpos de origen materno (Jeffcoate T. 1969, Nadal D. ¢t al. 1990), pero a través de los

afios se ha encontrado que cn realidad la causa fuc la respuesta inmune de tipo celular lo que
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provocé un excesivo proceso inflamatorio observado durante la infeccién con RSV. Con
respecto a lo anterior, un hallazgo que apoya lo antes mencionado, es que la produccién de IL-
4, una lnlcl'k:ucln.l ‘de” accién influmatoria generada por células T CD4* tipo TH2 se vio

incrementada ‘en Ia mfccc:on natural después dc la v. i6n (Anderson L. et al. 1994,

Opcnsh.lw P. l995") 'También se ha demostrado una respuesta eosinofilica inflamatoria in vivo
debido a lu liberacidn de citocinas de tipo TH2, proceso en el cual se encuentra involucrada la
proteina G dcl. RSV (Openshaw P. et al, 1995", Alwan W. et al. 1994), es interesante mcnqnonarv
' tizar la accién de

que recientemente se encontré que la'protel‘na G ticne la capacidad de
quimiocinas de tipo CX3C, por lo cual se une a receptores para dicha quimiocina que se
encucntran cn células invbllhcradas en la respuesta inflamatoria, por lo cual dicha proteina
pudicra contribuir al cuadro inflamatorio provocado por la infeccién viral (Tripp R. et al. 2001).
Utilizando el modelo murino se ha encontrado que la proteina M2 ¢s la principal proteina viral
involucrada en la induccién dc células T CDB8* (citotéxicas) contra RSV, y estas células se
encucntran involucrudés Vcn'l'ay'rcspucsta inmunopatologica al RSV causando gran dafio al
pulmén pnnmpdlmenlc durantc la infeccién primaria (Openshaw P. et al. 1990, Kulkarni A. et
al. 1993", Chang J. ‘et a 2002 Osiler T. et al. 2002). Otro aspecto importante dentro de la

|nmuuop-uologm dc Ia mfcccldn por RSV es la presencia de algunas citocinas como la 1L-13

que se cncucnlm ‘asociada'a efectos patolégicos, ya que se le involucra en el incremento de las
p ocesos inflamatorios del tipo asma (Luckas N. et al. 2001).
Garofalo R. et al. 2001, Haeberle H. et al. 2001) ¢ IL-8 (Bont L. et al.

asociadas a cuadros severos de inflamacion y dano pulmonar por su

respuestas alérgice
Las quimio : \
1999) s¢’ han: vist
contribucién :al reclutamiento cclular. Asi también se¢ ha encontrado cierta relacién entre el
genes de algunas citocinas como IL-6 ¢ IL-10 con la severidad y
dc 1a infeccién por RSV (Gentile D. et al. 2003). El TNFa se ha asociado a los

pohmorf’<
compllC’dcnon c
procesos mmunopaxologncos causados por la infeccién de RSV mediante varios mecanismos,
uno de los cuales indica quc esta proteina pudicra incrementar la severidad de la infeccién
mediante el incremento de la expresién de moléculas de adhesién ¢n las venulas, induciendo 1a
extravasacion de las células en el pulmdén. Otro mecanismo propone que la incrementada

produccion de TNF in vivo puedec conducir a una muerte celular extensa del epitelio
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respiratorio, proponiendo que ¢l agregar anticuerpos anti TNFa puede aminorar la severidad

de la infeccién en pacicntes con cuadros de bronquiolitis (Hussell T. et al. 2001).

4. GENERALIDADES DE INFECCIONIS VIRALES PERSISTENTES

Las infecciones virales pucden presentarse de dos formas, ya sea aguda o persistente, en ¢l caso
de 1a infeccién aguda la respuesta inmune del huésped controla la multiplicacién del virus, los
signos y sintomas desaparecen y es posible que el agente infeccioso sea climinado. En cambio

cn la infeccién persisiente, hay desaparicién de signos y sintomas pero no va acompaiada de la

climinacién del agente infeccioso, el virus per en el or ismo ‘a’ pesar de que el
huésped responde a la infeccién y por lo general la respuesta inmune es permanente (Ahmed R.
et al. 1996, De 1a Torre C. et al. 1996). Las funciones vitales de 1’ célul fectada deben
Elulas

continuar, y. dicha célula no debe ser reconocida como extrafia’ pi
cncargadas de la i svigilancia del si i La estrategia’ gt ralmente utilizada

para cvadir la respucsia inmune consiste en regular la replicacién ‘viral, alterar la célula y
scleccionar sitios poco accesibles al sistema inmune como el sistema nervioso, o mds ain
células del mismo sistema inmune como los macréfagos y linfocitos.

Para que sc pucda establecer la persi: ia, es io que exista un balance cntre la

expresion del genoma viral y las funciones vitales de la célula infectada, teniendo asi, que tanto
virus de DNA como de RNA que ocasionan infecciones con cuadros agudos, son capaces de
originar infecciones persistentes (Ahmed R. ct al. 1996, De la Torre C. et al. 1996). Por medio
de modelos como el de murinos infectados con virus Linfo coriomeningitis (LCMV), se ha
demostrado que para cstablecer y mantencr: la infeccién de tipo persistente, tanto el virus se
modifica, en este caso, atenuando su infectividad, como también 1a célula altera sus funciones
dispensables pura su sobrevivencia. Es decir, los virus pueden infectar y permanecer en células
sin destruirlas, pero producen cambios alterando las funciones y actividades especificas de cada

tipo de célula (Ahmed R. et al. 1996, De la Torre C. et al. 1996).
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5. INFECCION AGUDA DE MACROFAGOS CON RSV
El cfecto de la infeccién aguda por RSV sobre las funciones biolégicas del macréfago se ha
estudiado ex vivo en células humanas y de ratén  (Arnold R. et al. 1995, Merolla R. etal 1995,
Becker S. et al. 1991, Midulla F. et al. 1993, Alwan W. et al. 1992, Openshaw P. 1995, Nadal L
D. ct al. 1990) ¢ in vitro en una linca similar u macréfagos (Sakai S. et al. 1997).- = e

Los resultados obtenidos en difercntes sistemas coinciden cn que la mfeccnon )
sintesis de citocinas, dentro de las estudiadas se an: IL-1, IL-6, IL-S, IL—lO F: clor ch
Necrosis Tumoral (TNF-a) e Interferdn alfa (IFN-a) (Arnold R. et al. 1995 Franke G. et al,
1995, Panuska J. et al. 1995, Sakai S. et al. 1997, Merolla R. et al. 1995, Bcckcrs et al. 1991,
Crowe JE 1999, Mldu“d F. et al 1993, Opcenshaw P. et al. 1995, Franke G. ct al. 1995, Nadal D.
et al. 1990). En cambio se obsecrvé disminucién en la actividad fagocitica no mediada por

receptores FcyAR (Franke G. et al. 1995).

6. INFECCION PERSISTENTE DE MACROFAGOS CON RSV

Con respecto a la infeccién persistente de RSV en macréfagos se¢ tiene muy poca informacién,
pero la suficiente como para darnos cuenta de que ademiis de que el macréfago es una célula
permisiva para la infeccién persistente por RSV (Sarmiento R. et al. 2002), también sc ven
alteradas las funciones de este. Por ejemplo, en un estudio recalizado con una linea celular
murina semcjonte -a . macréfagos (P388D1), infectuda de forma persistentc con RSV se

- observaron las siguientes alteraciones: (Guerrero A. ct al. 2001)

e La Persistencia del RSV en macréfaéos incrementa su actividad fagocitica mediada por
receptores Fcy.

e La Persistencia del RSV en macréfagos incrementa significativamente la expresién de
receptores Fcy RII/RIH en la membrana del macréfago.

e Incremento de la Produccién de IL-183 e IL-6 en los sobrenadantes de macréfagos

persistentemente infectados con RSV,
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Disminucién en la actividad citotéxica del TNF-a en los sobrenadantes dc los

macréfagos persistentemente infectados con RSV.
La persistencia del RSV incrementa la expresién de las moléculas del MHCI en la

superficie de los macréfagos persistentemente infectados con RSV.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro del curso natural de la infeccién por RSV destaca la participacion del macréfago

(Collins P. 1996). Las alteraciones observadas en estas células, después de 1a infeccién aguda
por RSV demuestran la participacién del macréfago dentro de los procesos inflamatorios ©
1993,

presentes en individuos infectados con cl virus (Becker S. ct al. 1991, Cirino N. et al
Midulla F. ct al. 1993, Panuska J. ct al 1995). : :
Alguno% proccso: mmunopatologu:oc de la infeccién por RSV como l

de Izn cclulxn infectadas por RSV,
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HIPOTESIS

El incremento cn la expresion de receptores FcyRIl y FCyRII en la membrana de Macréfagos
Persistentemente infectados con RSV no esta asociado a la induccién de mediadores celulares

sccretados,
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OBJETIVO

Dcterminar si el incremento en la expresién.de Receptores FcyRIl y FeyRIIT en un modelo de

persistencia viral in vitro, sc debe a fuctores intra o extracelulares.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Confirmar la presencia del RSV en el modeio de macréfagos infectados

persistentcmente con RSV (Sarmicento R. et al. 2002).
Obtencer sobrenadante del cultivo de macréfagos persistentemente infectados con RSV,
asi como de macréfagos infectados de forma aguda con RSV,

Determinar de forma comparativa la presencia de receptores Fcyde macréfagos
fe das de forma i

o

persistentes con células sin infectar asi como con células i
Determinar de forma comparativa la expresién de receptores Fcy de macréfagos
iento de luz UV y sin tratamiento (UV)
dos de l'orp;a rsis como de macréfagos

expuestos a sobr d con tr

provenientes tanto de macréfagos i

infectados en forma aguda con RSV. .
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MATERIAL Y METODOS

1. VIRUS

RSV cepa Long (ATCC VR-26)

Aislada por Chanok de un niflo con infeccién aguda en el tracto respiratorio bajo en’ el
ano de 1963. Donado por el Dr. M. Trudel (Instituto Armand Frappiér. Ville de Laval,
Canadd). El virus fue propagado cn células Vero y la infectividad viral! fue determinada por

efecto citopiitico (TCIDsy) en células Vero.

2. LINEAS CELULARES

2.1 P388D1 (ATCC TIB 63) . -
Obtenida por Dwe y Potter, derivada de un neoplasma linfoide (P388) inducido en ratén

DBA/2 (H-2Y) con mclilcloramrcno. Ptcwmé caracteristicas morfolégicas y funcionales

similares a las del macrofdgo (en lo'sucesivo para fines pricticos a estas células las llamaremos

M¢N). Esta linca s¢ ot bluvo c la ATCC donada a nuestro laboratorio por el Dr. A. Tingle
(Universidad de "Ce 7' . ri A ver Ci dci) y utilizada para establecer el cultivo

prcvmmcnlc c:ldblccndo y caracterizado en ¢l laboratorio de Virologia (Sarmiento R. et al.

2002). Brevcmcnlc. ¢l cultivo se obtuvo por infeccion de M¢N a moi=1 con RSVLab, las
células que sobrevivieron se propagaron en medio RPMI/10 y las células de este cultivo se
mantuvieron a través de su propagacién 2 veces por semana. Posteriormente la presencia del

virus se¢ ha monitoreado en forma rutinaria por medio de la deteccién de proteinas virales con




inmunofluorescencia indirecta, y amplificacién del gen que codifica para la proteina N del virus

a través dc la transcripcién reversa y reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

2.3 M¢A :
Linca de macréfagos infectados de forma aguda con RSV cepa Long propagado en el

taboratorio, como s¢ expllc.i mis adclanlc.

cién }:Ic cada 'e/nsayo por infeccion de MoéN a una

El cultivo se oblema 24 hr
moi=3 con RSVLab.

yntes de la real

2.4 VERO (ATCC CCL 81) : 5
Linea celular de fibroblastos de rifign de mono Verdc.

Estas células se propagaron en medio D-MEM.

3. CONTEO DE CELULAS

Las células fueron contadas con azul tripano teniendo en cuenta que las células viables tienen
1a habilidad de excluir ¢l colorante, y este solo penetra cn las células no viables (Payment P. &
Trudel M., 1993 (b)). Una vez obtenida la p i6n celular que sc va a contar, se mezclan
0.02ml de colorante azul lripanq (1% en PBS) y 0.02ml de la suspensién celular. De la mezcia
anicrior se disponc una gota cr‘lb una cimara de Neubauer con una micropipeta. Se cuentan las

células no tedidas en cada uno de los cuatro cuadrantes en los que se divide la cimara. Las

o d celulas lo(ales/4cuddmntes) (1x10° ml'") -

células viables por m

Células/ml

(Total de célulax ;:6 as 4 cuadrantes) * 5000 = Células/m}

Para obtener mayor precision en nuestra cucnia se requicre obtener un promedio de los cuatro

cuadrantes, ¢s por €so quc cl total de células contadas se divide entre cuatro, para después
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dividir entrc el volumen de un solo cuadrante y mutltiplicar por el factor de dilucién, que cn cste

caso ¢s 1:2, de ahi la constante que tiene el valor de 5000

4. HIBRIDOMA

2.4G2 (ATCC, HB 197) g )

El hibridoma se oblu\)b fusionando células de micloma P3UI con células esplénicas de
ratas Sprague-Dawley, Iu‘s‘ uales fucron i izad con la linca cclular de macréfagos
murinos J774. El hibridoma secrcta un anticuerpo monoclonal de rata (IgG2a) que reconocc a

los receptores FcyRII/RIN de ratén. El hibridoma fue mantenido en medio MEM/10. El

anticuerpo fue proporcionado por el Dr. Enrique Ortega  (Jnstii de Investig
Biomddicas. UNAM).

5. PRODUCCION DE VIRUS

Propagacién de RSV.

La propagacién de RSV se hizo en monocapas confluentes de célulus VERO. Las
células fucron infectadas con el RSV a una multiplicidad de infeccién (m.o.i.) = 1.0, después
de 2 horas de adsorcién a 37°C/5% CO3, el inoculo viral se retiré y fue reecmplazado por medio
D-MEM con 2% dc sucro fctal de bovino SFB inactivado a 56°C durante media hora (medio
para infectar). La cosecha viral se realizé después de transcurridas 72 horas de infeccién o hasta
observar cfecto citopitico en el 80% dc la -monocapa celular. El contenido de las botellas se

recolecté con ayuda de un raspador de pldstico para desprender las células ain adheridas

después del pip 0, posterior el sabrenad: s€ sonico por 10 min. (sonicador Cole
Parmer Ultrasonic Cleaner mod. 8846-50). Sc centrifugaron por 10 minutos a 1500 rpm., los
sobr d se colectaron y sc aiadié MgSO,; a una concentracién de 0.1 M, esto para

mantener la infectividad del virus (Fernie B. & Gerin J. 1982). Se distribuyé en alicuolas de

Iml conservindose a -70°C hasta su uso.




6. TITULACION DE VIRUS POR TCIDg,

La infectividad de los sobrenadantes recolectados durante la propagacién del virus, asi como
los sobrenadantes obtenidos de macréfagos infectados de forma persistente y de forma aguda
con RSV durante cl desarrollo experimental del presente trabajo se determino en monocapas de
células VERO . semiconfluentes, crecidas en  placas de’ 96 - pozos “en . medio D-MEM
suplementado con 5% de SFB. Los pozos se infectaron con 50 pl. decada una de las diluciones
seriadas 1:10 de la suspensién viral en medio para infectar (2% SFB) por éuadruplicado, cl
inoculo se dejé por 2 hrs. a 37°C en atmdsfera himeda con 5% de CO: para permitir la
adsorcién del virus, transeurrido el tiempo de adsorcién el inoculo se sustituyo por medio para
infectar (2% SFB). Las placas se incubaron hasta la observacion de efecto citopitico.

El titulo viral se expresé en TCID;..{ml y se determino utilizando la férmula de Kiirber
(Payment P. & Trudel M. 1993), de la siguiente forma:

TCIDg= -A-50S-0.5)
A= login de la ultima dilucién donde el 100% de pozos prescntaron
_efecto citopitico.
8= logn del factor de dilucién.
S= sun;a,dc las fraccioncs que representan positividad dc efecto
citopético en la placa desde la ultima dilucién que presenta el
total de pozos con efecto citopitico hasta la primer dilucién en

donde no se encuentra ningiin pozo con efecto.
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Usando los valores d r, tcnemos que:

A= -4

5=Tog 10 = TESIS CON

S= 1.375 o la'sum:

FALLA DE ORIGEN |

Remptazando los valores en la ecuacién:

TCIDsu= A - 8(3-0.5)
=-4—(1) (1.375-0.5)
=-4-0.875
=-4.875
= 10**7/50 i
- = 10%*7/0.050ml
TCIDso = 1.499 x10° (0.7) = 1.04 x10° particutas
virales/ml.
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7. DETERMINACION DE ANTIGENO DE RSV POR INMUNOPEROXIDASA
INDIRECTA

Sc dispusieron aproximadamente 1x10° células de los cultivos M$N, Macréfagos
infectados de forma aguda (M$A) o MéP cen placas de 8 pozos (Nunc #177445) en medio
RPMI/10. Una vez adheridas a la <upcrf'c1e/de 1os pozos, las cclulae fueron rjadd§ con 200u1
por pozo de una solucién de HzOz al 2% .en mcl.mol [100%] por 20 minutos a lempcralum
lavaron con PBS/BSA al 1%y s¢ mcubaron con IOOul

ambicnte. Las células una vez r_'..lddS‘
por pozo dec anucucvpo anti-RSV. hecho -en cabrn (Chemicon AB128),
PBS/BSA 1% dumnlc ‘40
agregd un anucucrpo ‘anti-cabra acoplado a peroxidasa (Sigma A-5420), )
PBS/BSA 1% y sc incubé nucv.nmcmc a temperatura ambiente por 30 minutos. Tmnscurndo el e

S r atura ambi Después de un Iavad' adic

tiecmpo de incubacién, se lavé nuevamente y se adicionaron 100u1 por pozo del sus!rato ‘(().5 ER

mg/ml dc DAB en PBS + Sul de H;0,). La reaccién se dectuvo después de 20 S
incubacién a temperatura ambiente lavando con PBS/BSA 1% y se observé en un mféroscopio

invertido para detectar las células marcadas con ¢l anticuerpo anti-RSV revelado gracias al

segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa.

8. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE RECEPTORES Fcy DE
SUPERFICIE

La cuantificacion dc los receptores: Fc para IgG expresados en la superficic de las
células en estudio sc realizé a través de ensayos de citometria de flujo utilizando el anticuerpo
monoclonal de rata 24G2 (IgG2b) anti-FcyRII/RIU conjugado con FITC (Isotiocianato de
Fluoresceina).

3x10° células de MON, MA o MP fucron teiidas con 2.4G2-FITC [545 pg/ml] a una
dilucién 1:100 en PBS/BSA al 1% frio. Las mucstras se incubaron durante 2 horas a 4°C en

agitacion cc Posterior las células se lavaron 3 veces utilizando para cada lavado

500 ul de PBS/BSA 1% frio. Las células se fijaron agregando un mililitro de una solucién de
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PP'FA recién preparado (PBS/PFA 49%) e incubando por 20 mi S a peratura &
agitacién consitante y cubierto de la luz. Después de lavar 3 veces nuevamente, las células
fucron resuspendidas en un mililitro de PBS/BSA 1%.
Comao controles se utilizaron también M¢éN, M$éA o M$P en 2 condiciones mids, las cuales se
describen a continuacion:

= Control de infeccién por RSV: se realizé de la mmma mancra que la tincién

para reccplorcﬁ solo que en este caso el anucucrpo utnl zado l‘uc una mezcla de

dntlcucrpos monoclonalcs murinos punf'cados %nu-RSV fluoresceinados
:(DAKO #K6102) a ‘una dnlucién 7:100, para lo; |res tipos celulares M¢N, MéA

offuoresc: ncié: realizado de la misma manecra que la tincién para
, fcé?:plbrcs; solo que en este caso en ausencia de anticuerpo.

Las muestras fueron adquiridas en un citémetro de flujo FACScalibur, y los datos fueron

analizados ‘utiliziando el softwarc WinMDI (Windows Multiple Document Interafce for Flow

Cytometry) versién 2.8. desarrollado por ¢l The Scripps Research Institute.

9. ANALISIS ESTADISTICO

El anidlisis de las diferencias entre los cultivos de macréfagos no infcctados, macréfagos
infectados de forma aguda asi como los macréfagos infectados de forma persistente con RSV
fuc realizado aplicando una t de student para poblaciones que no presentan una distribucién

normal. S¢ aplicé esta prucba de tipo no parametrico por tratarse de mucstras independientes

(controles y problcmas) y por el fio de las mi La diferencia entre los valores fue

considerada significativa con p=0.05.
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RESULTADOS

1. CONFIRMACION DE LA PRESENCIA DE RSV EN LAS CELULAS MoP

En cl presente trabajo sec monitoreo la persistencia del RSV en el cultivo de M®P, a
través de ensayos de inmunoperoxidasa para detectar la presencia de antigeno viral en el cultivo
a analizar durante las posteriores dcterminaciones de receptores, utilizando un anticuerpo
policlonal anti-RSV y un segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa. A lo largo de todo el
estudio s¢ obtuvo un porcentaje constante de células infectadas. Como control negativo se
utilizaron células sin infectar (Figura la), como control positivo se utilizaron células infectadas

de forma ugudu con RSV (Figura 1b). Los resultados reflcjan la obtencién de un cultivo

hclcrogcnco donde cxﬁlc un porcentaje de células infe das de aproximada ite un 75 a 809

(Figura l)

Una vez, conrrrn_ ¥ pcr:mcncm viral en los macréfagos del culiivo persistente

infectado con RSV se ‘determiné la cxprcsnén dc los receptores FcyRIVFcyRII con la finalidad

de determinar si en’e dumenlo de Ia cxprcsnon de dichos receptores se debe a una

causa cxlnn<cc.1 ° mlrmceca a la(ﬁ) cclula(s) infectadas con el RSV.

En todas las determinaciones, ¢l compor i » de las células persistentes (M¢P)
se compard con ¢l de macréfagos infectados de forma aguda con RSV (M¢A) asi como con

macréfagos sih infectar (MON).
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2. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE RECEPTORES FcyRIVFcyRIIE EN
LA SUPERFICIE DE CELULAS PERSISTENTEMENTE INFECTADAS CON
RSV.

Con la finalidad dc investigar si el aumento de receptores FcyRINVFeyRI ya reportado

con anterioridad (Guerrero A. et al. 2001) se debe al agente viral (antigenos virales) dentro de

. Figura l, Inmunopcroxldaﬁd Indirecta, mo#lrando 1a expresion de antigenos del RSV en el
°  cultivo persistente. Células P388D1 persi: fi das fucron idas ¢n pozos de una placa de
96 y fijudas um mc.l.mul/llﬁo-. se uuhzn un anticucrpo policlonal dirigido a las protcinas virales y un
anti o 1.
El panci a) corresponde a u_lul;u P388D| no i comao pancl b) Ty a
P3RHDI1 infectadas de forma aguda con RSV, y cl pancl ©) comresponde a las células del i RSV
persisiente,

TESIS CON 31
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vimlcﬁ) dentro de vlas células infectadas con RSV o a efccto de algun mediador secretado por las
cclul.ﬁ mfccmddi con -RSV, ya sea de forma aguda o persistente, se cuantificaron los

rcccptorc Fc-lel/Fclell expresados en la superficie de células P388D1, infectados de forma

aguda (M A) P3 Dl bnfcctddoc de forma pcrsnsleme (M¢$P). Se realizaron cinco ensayos por

En Ioc ensayo ;re izados se observé un incremento en la expresuon de receptores en la
euperl'c' 3 de ldS células inf das de forma persi (140 a 197%) y de células infectadas de

forma aguda (18 a 23%) con respecto a células no infe das, respecti tc. Este to

se obtuvo tomando en cuenta los datos del factor correspondiente al promedio de 1a intensidad
de Ia fluorescencia presentada por cada célula marcada. La poblacién celular total analizada fue
de 1x10* células para la lectura de cada muestra (Tabla 1), asi mismo en la (Tabla 2) se sehalan
los porcentajes de células que presentan antigeno viral correspondientes a los ensayos de la
(Tabla 1). Los promedios de i idad de i yfluor ia fueron graficados cn la Figura

2, donde se sciialan los tres tipos dec poblacién analizados, asi como la proporcién del

incremento ya antes mencionado, ¢l cual fue estadisticamente significativo (p=0.05). Ademis
en la Figura 3 sc presenta un histograma representativo de cada experimento, donde se schala
I -

un desplazamiento de los histogramas correspondientes a las per

infcctadas con RSV (MéP), asi como el desplazamiento de los histogramas correspondientes a

d

las células infectadas de forma aguda con RSV (M¢A), los histog as correspondi a las

células no infectadas (M¢N) sirvieron como control.
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Tabla 1. Cuantificacién de Receptores FcyRIVFcyRIIl expresados en la
superficie de células P388D1 sin infectar (M$N), P388D1 infectado de forma
aguda con RSV (Mtbl\) y P388D1 infectados de forma persistente con RSV
(MéP). Deiermi por i ia dirccta con un anticuerpo monaclonal de rata
marcadao con FITC en yos de ci ia de flujo. ULl {0 células P388D1 no infectadas

(MéN) como control,

] idad Fluor {0 3.92 4.65 9.55
% Células marcadas ” 93.6% 93.5% 99%
% Incremento 18.6% 143.6%
1 idad Fluor ia* 4.44 5.31 11.08
% Células marcadas ” 84.5% 100% 68%
%% Incremento 19.5% 149.5%
Intensidad Fluorescencia * 2.42 2.99 B.88
% Células marcadas ° 76.75% 92.9% 99.3%
% Incremento 23.5% 196.9%
+ Promedio de i idad dc i >l ia por célula analizada.

- % de un total de 10 000 céluls lizadas por a

Tabla 2. Decterminacién del Porcentaje de Células que presentan Antigeno
Viral (RSV) en M¢N MéA y MéP. D inados por i 11, ia directa con

una fes murinos con FITC en ensayos de citometria
de flujo. Unhmndo a.lul.:s P388D1 no infectadas (M$N) como control.

idad Fluor ia 0.18 2.38 7.03
% Células marcadas * 0.25% 19.9% 91.5%

idad Fluor ia* 0.05 6.32 14.87
% Células marcadas © 3.45% 76.9% 100%

idad Fluor ia* 0.28 2.22 6.37
% Células marcadas ~ 4.64% 53.3% 92.9%
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12 @ Macrofagos Normates |
1495% B Macrotagos Agudos
O Macrofagos Fersistentes

197%

Intensidad de Fluorescencia (Promedio por chlula)
L]

1 2
No. de ensayo

Figura 2. Cuantificacién de receptores FcyRII/FcyRIll expresados en la superficic de células
P388DI1 sin mfcclar (M¢N), P388D1 infectados de l'ormd aguda (M¢A) Y P388D1 infectados

dc forma per (MoP). Cal da a través del de i por célula
cn una poblacion total de 10 000 células por Las barras las sin i s las

barras rayadas n.pn.v:nl.ln las a.lulxu infectadas de forma aguda (M¢A), y las barras claras representan a las
lul inf de forma g (M4P). Sobre cada barra se schala ¢l incremento en intensidad de

NMuorescencia para cada tipo celular analizado con respecto a las eélulas no infectadas (MON).
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Intensidad de Inmunofluorescencia

Figura 3. Expresion de receptores FcyRH/FcyRII en la membrana de células P388D1
infectadas de forma aguda (MéA), de forma persistente (M¢P) con RSV y macréfagos no
nf«.clddos (M¢N) Determinada a través de cil ia de Mujo por i fl ia dirccla utili un

con FITC. De izquicrda a derecha, los primeros tres histogramas de arriba

PO d«. rala d
hacia .nh.uo a ulas sin i (MéN), que se utilizan como control, Jos segundos 3 histogramas
corresy fen a las inf das con RSV de forma aguda (MéA), y los dlti res corresy den a las
i de forma i con RSV (MéP).




Por otra parte, una vez cuantificados los receptores en la ﬁupcrf'cu: de la membrana de
macréfagos infectados de forma persi (M¢P) y aguda (MdA) se proccd:o a cuantificar los

'dog en la; rncmbr.ma celular de macréfagos expuestos a sobrenadantes

rcceplorcﬁ cxprc
provcmcmcs dc lo: M¢A y M¢P somcudos a radiacién UV, con el fin de eliminar el virus

replicativo que pud-era existir en esos sobrenadantes. No se observé cambio significativo en la

cuasntificacién de receptores de macréfagos expuestos a sobrenad. proveni de MoA y
MéP con respecto a mac'réfagbs expucstos a sobrenadante de M¢N, bajo las dos condiciones
i das (UV) (Tabla 3), seiialando en cada caso el factor de incremento de

anterior
expresién de receptores, utilizando a las células expuestas a sobrenadante de M¢éN como

control.

Tabla 3. Cuantificacién de Receptores FcyRIVFeyRIIl expresados en la superficie de células
P388D1 expuestas a sobrenadantes sometidos y no somectidos a radiaciéon UV obtenidos de

culllvcw. de MéN, MbA y MOP. De i por i ja dirccta con un anticuerpo
1 de rata con FITC en yos de ci ia de Oujo. Ulili do células P3RED1 expucestas a

sobrenadantes de MéN como control.

SN

Mo 2.69 - - 27 - -
SN 3.66 0.36 36 3.a4 0.26 26

M¢A - - - -
SN

MOP 272 0.0t 1 1.66 NI NI
SN 5

o 252 - - 2.62 - -
SN

MOA 2.81 0.11 1 33 0.25 25
SN

Mo 2.61 0.03 3 2.43 NI NI

NI: En csl.n. d no hubao i

VE: ) i

SN: thu,n.nd.mu.  S——
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Los promedios de la i idad de i fluor: ia fueron graficados cn la Figura 4,
donde -se sefialan los tres tipos de sobrenadantes a los que fueron expuestos las células
analizadas, asi como ¢l cambio no significativo ya mencionado con anterioridad con respecto a

la presencia de receptores en la superficie celular.

M Sin Tratamsento

3 con ratamiento UV

SN Células expuestas a sobrenadante de MrN
SA: Céiulas expuestas a sobrenadanie de MIA
SP: Calulas expuestas a sobrenadanta de My P

d de Fluorescencla (Promedio por Cél
&

-

ng

No. ensayo

Ffigura 4.  Cuantificacion de los receptores FcyRII/FeyRIIl expresados en la superficic de
células P388D1 expuestas a sobrenadantes sometidos y no sometidos a radiacion UV por lO
minutos provenientes de M¢N, MpA y M$P. Detcrminados a través del g dio de i ]

wcnmdn por célula ¢n una poblacidén total de 10 000 células por mucsira. las barras obscuras representan las
a sin mnbun Imlamlunm. mientras que las barras claras representan a las oflulas

a sob d i a idn UV.
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Por ultimo sc mucstran dos histogramas representativos de cada ensayo donde se observa que
idad de i >fluor: ia producida por las

no hay dcspiazamicnlo significativo en la
tress poblaciones analizadas expuestas a sobrenadantes de M¢N, MéA y MP. (Figura 5)

Nimero de Células

Expresion de receptores FcyRUIVFcyRIH en la membrana ae cerulas P3831s1
expucstas @ sobrenadantes sometidos y no sometidos a radiacion UV por 10 minutos

provcmcmcc de M¢N Mé¢A y MéP. Determinados a través de citometria de Mujo por i inmunofluorescencia
i dc arriba

Figura 5.

un 1 de rata do con FITC. Los p cuatro h

dirccta i
hacia abajo corresponden a ca.lul:ls sin infectar MéN, que s¢ utilizan coma cnnlml los scgundos 4 histogramas
de MéA, y los dltimos cuatro comspondcn alas

a las célul. a
d: i de Md»P. En ¢l ¢cje de las ordenadas se especifica si ¢l sobrenadante

células exy a
fuc o no sometido a radiacion UV
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DISCUSION DE RESULTADOS

Resultados previos de nuestro laboratorio indican que la persistencia del RSV en
maucréfagos altera su actividad fagocitica mediada por receptores FcyRH y RIIT asi como la

expresién de dichos receptores en la membrana celular (Guerrero A. et al. 2001)." En este
f dos persi con RSV

estudio realizado con el mismo cultivo de macréfagos i
confirmamos cstas observaciones y demostramos quc el efecto esti dado por'fnclorcsv

intracelulares. Ademads a diferencia del estudio anterior, en el actual se mcluycro
ensayos mdcror.ngcw infectados en forma aguda.
Las dcterminaciones de receptores en la superficie celular y la de ann‘géno viral en'los
mncrél’agéé.,‘ sc. hicicron por medio de anticuerpos monoclonales y a través de ensayos. de
citometria de flujo. Con esta metodologia es posible cuantificar en una poblacién celular el
inf das asi como €l de las que presentan receptores y determinar la

por aje de
densidad de los receptores en la membrana de 1a célula.
Nuestros datos muestran incremento significativo en la expresion de receptores en

macréfagos infectados persistentemente respecto a células normales (p=0.05) e infectados en
forma aguda (p=0.05), en cambio el incremento observado por macréfagos infectados en forma
aguda respecto a macréfagos normales no fue significativo (p=0.05) a pesar de que en todos
los ensayos observamos un aumento ¢n receptores que varié de 18 a 23%. (Tabla 1).

En contraste, en macréfagos normales la densidad de estos receptores no sc alteré
bacién con sobrenad de cultivos de macréfagos infectados

significativa por la inc
en forma aguda o persistente (Tabla 3). Los incrementos observados fueron del orden de 10 a
30% para sobrenadantes obtenidos de MPA y de 1 a 3% para MéP. Estos valores de
incremento estin en ¢l rango de sensibilidad dc la técnica y no se deben a infeccidén por virus
presentes eﬁ los sobrenadantes, en estas suspensioncs no sc detectd virus infectivo por TCID;,

(resultados . que .no se muestran). Ad s los
sobrenadantes con U.V. (Tabla 3).

>s no  variaron al tratar los
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Estas obscrvaciones sugieren que productos cclulares y/o virales intracelulares son los

respx bles del incr » observado.

Alteraciones en la expresién de receptores FcyR se han documentado durante la
infeccion de macréfagos con HIV (Perez-Bercoff D. et al. 2003, Gilbody J. et al. 1997), tanto el
incremento como la dlsmmucuon se ha asociado a la regulacién de la transcripcién de la cadena
v del receptor FeyRIl y Rlll (Daéron M. 1997). Nuestros datos no permiten establecer el
mecanismo rcsponsable dcl efeclo obscrvado, sin embargo es factible que en forma similar a la
infeccién con HIV la perslslcncm del RSV induzca la expresién de las cadenas a y ? de los

receptores. No obstdmc otros i >s no pued d tarse como un transporie mds

eficicnte de dichas cdde:izjs a la membrana célular.

El aumento dc'reéé]::lc‘b'res celulares para complejos inmunes ticne un efecto dual en la
patdgena de la infeccidn, por una parte favorece la eliminacién de patégenos por el macréfago
y por otra la infectividad viral. La multiplicacién de virus de RNA y DNA en macréfagos se ve
incrementada por  infeccién del complejo  virus-anti po a través de receptores Fcy, a este
» por ¢l anti po (Antibody-dependent enhancement)

fenémeno sc le denomina incr
(Tirado SM. et al. 2003) y se ha reportado para RSV en células murinas y humanas (Jiménez B.
1990).

Con ¢l disefio de nuestros experimentos no es posible en un mismo ensayo diferenciar
en una pobiacién celular la expresién de receptores Foy entre células infectadas y normales.
Esta diferenciacién puede hacerse utilizando dos diferentes fluorocromos. (fluoresceina y
rodamina) en ensayos de citometria de flujo, estudios con estos marcadores estin en proceso.
En los ensayos con macréfagos infectados en forma aguda la poblacién no fue uniforme
respecto a la infeccién viral, ¢l porcentajec de células que presentaron antigeno fluctué entre 20
y 77%. No obstante la fluctuacién del porcentaje de células infectadas en los cultivos M¢A en
los diferentes ensayos no invalida nuestros resultados como puede deducirse de los datos
presentados en las tablas 1,2 y 3. En cambio en el cultivo infectado persistentemente la
poblacién mosiré uniformidad (92-98%) respecto al porcentaje de células positivas al ensayo

de antigeno de RSV.
Final es inter mencionar que el modelo in-vitro utilizado en este reporte permite

estudiar el efecto de la continua presencia del RSV sobre las funciones bioldgicas del




macréfago y descartar el efecto dado por la interaccién del macréfago con otras células del

microambiente dado en un sistema in-vivo.
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CONCLUSIONES

La presencia del RSV cn la linea celular parecida a macréfagos fue confirmada en las
células  del cultivo persistente.

El ndmero ~de.  receptores FoyRIVRII en la superficie de los macréfagos
persistentemente ‘infectados con el RSV fue mis alto con respecto a los macréfagos
infectados de forma aguda asi como los macréfagos sin infectar.

El aumento dé receptores FEYRI/RIIL en Ia superficie de macréfagos infectados con el
RSV se debe a factor imraqclylar ynoa factores extracelulares.
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APENDICE

MATERIAL Y REACTIVOS.
Lineas celulares

Células P388D1, ATCC (TIB 63)
Células VERO, ATCC (CCL 81)

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

Medios y supl tos para e

D-MEM (GIBCO 12100-046) "
RPMI 1640 (GIBCO 23400-021)

= Medio dc Cultivo paﬁ las Cé!q_las P388D1 (RPMI 1640-ME).
RPMI 1640 suplementado con 5% de sucro fetal bovino (SFB), 2.2 g/L. de Hepes, 2.2
g/L. de bicarbonato de sodio y 0.1% de 2-mercaptoctanol.

* Medio de cultivo para las células VERO.
D-MEM supfcmcmudo con 5% de SFB, 2.2 g/lt de Hepes, 2.2. g/lt de bicarbonato de
sodio, 1% de L-glutamina.

= Suplementos.
Suero fetal bovino (GIBCO-BRL 10437-028)
Hepes (SIGMA H-0763)
Bicarbonato de sodio (PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY 1290)
2- Mecrcaptoctanol (BIO-RAD 161-0710)
L-Glutamina (SIGMA G-1517)
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Reactivos y Soluciones

®  NaCl (MERCK 6404)

=  NaSOs-7H;O (MERCK 6649)

= NaH;POi (J.T. BAKER 790)

® MgSO4 (J.T. BAKER 2500)

® NaOH (MERCK 6498)

® Azul Tripano (SIGMA T5526)

e  Albdimina Scrlca Bovm (SIGMA A-3350)

‘= Kit Anti-RSV conjugado cor FITC (DAKO K6102)

®  Anticuerpo policlonal de cabra anl -RSV (CHEMICON AB128)

*  Anti-IgG cabra conjugado con peroxnda%a (SIGMA A5420)

Anticucrpo monoclonal de rma 2.4G2 anti-FcyRI/RII (ATCC HB179) conjugado con

FITC .
=  Anticucrpo monoclonal dc raxén 2.4G2 anti-FcyRII/RIHI (PHAR MINGEN 553141)




Material Desechable

Portaobjctos de policstireno de 8 pozos (NUNC Roskilde Denmark Cat no.177445)
Botclla para cultivo celular de 25 cm? (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 163371)
Botcllas para cultivo cciﬁlar dec 80 qmz (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 144881)
 celular de 150 em? (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 147589)

ir 60 cm? (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 172931)
100 cm? (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 172934)
mo cclular (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 167008)
ivo ccluldr (COSTAR, Broadway, Cambridge Cat no. 3590)
X m’ pdm lectura FACS (FALCON, Cat no. 2054)

® Boltella para culiivo

« Cajas petri

Broadway, Cambridge Cat no. 4867)
s trumcntﬁ. Cat no. RT-250)

- 100-100 i}
- zu-%o;u (RAINI
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