UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA

Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas

“EFECTO DE LA PERSISTENCIA DEL VIRUS
SINCITIAL RESPIRATORIO EN LA EXPRESION DEL
GEN DE LA INTERLEUCINA 8

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS
PRESENTA
M en C ROCIO GABRIELA TIRADO MENDOZA

DIRECTORA DE TESIS DRA. BEATRIZ GOMEZ GARCIA

CIUDAD UNIVERSITARIA, MEXICO, DF, JUNIO 2006



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

A los miembros del comité tutoral:

Dra. Beatriz Gomez Garcia, por su apoyo y guia en el desarrollo de mi proyecto
doctoral y trayectoria académica.

Dr. Roberto Coria Ortega, por su amplia disponibilidad a escuchar y discutir mi trabajo
aun fuera de tiempo.

Dr. Arturo Ortega Soto, por su valiosa participacion en la discusién y desarrollo del
trabajo, pero principalmente por brindarme un espacio abierto en su laboratorio, su

confianza y su amistad.

A los miembros del jurado, Dra. Susana Lopez Charreton, Dra. Beatriz Gomez Garcia,
Dr. Jaime Berumen Campos, Dr. Eduardo Garcia Zepeda, Dr. Luis Padilla Noriega, Dra.
Ivonne Rosenstein Azoulay y Dr. Roberto Coria Ortega, por el tiempo brindado a la
revision del trabajo escrito y por sus valiosos comentarios que lo mejoraron en fondo y

forma.

A la UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, por participar dia con dia en
mi formacion como estudiante y como profesional y por brindarme la oportunidad de

seguir siendo hasta al dia de hoy, parte de su comunidad.

A la Direccion General de Estudios de Posgrado, Sudireccién de Apoyo al Posgrado

(PAEP98 y PAEP99), por el apoyo otorgado a este proyecto doctoral (clave 102373).

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por la beca para la

realizacidén del proyecto doctoral.

Al Sistema Nacional de Investigadores (SNI), por el apoyo otorgado durante mi periodo
como CANDIDATO.



A los compariieros de la hemerobiblioteca, Paty, Dan, Javier, Egbert y especialmente
Rafat, porque siempre estuvieron dispuestos a ayudarme en la busqueda de

bibliografia.

Al Dr. Gustavo Pedraza Alva (Instituto de Biotecnologia, UNAM), por su incondicional

ayuda en la captura y analisis de resultados de citometria de flujo.

A la Dra. Yvonne Rosenstein Azoulay, a quien agradezco especialmente sus criticas y

comentarios tanto al trabajo experimental como a la tesis.

A la Biologa Rashidi Springall del Departamento de Inmunologia del Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacio Chavez” y al Dr. Felipe Vadillo del Instituto Nacional de

Perinatologia por su colaboracion en las determinaciones de IL-1.

A la Dra. Yolanda Lépez Vidal por escucharme y apoyarme a terminar con cada tramite

del doctorado

Al Dr. Efrain Garrido Guerrero y a cada uno de los miembros de su laboratorio por su

disponibilidad e incondicional apoyo durante mi estancia en CINVESTAV.

A los comparieros de laboratorio del Dr. Arturo Ortega Soto, quienes hicieron agradable
mi estancia en CINVESTAV, Clara, Blanca, Anita, Martita, Moni, Alejandro, Jorge Cruz,
Oscar, Robertot, Alfredo, Yadira, Carlos Cabello, Roque, Citlalli y Alfonso, gracias por

su compaferismo y amistad.

A mis compaferos y amigos del laboratorio, Enrique, Lino, Mirza, Laura, Nancy,
Gerardo y Rosa Elena, gracias por acompanarme a lo largo de este trayecto que fue el
doctorado.

A mis nuevos companeros de laboratorio, Carla, Abel, Jorge y Carlos.



Un agradecimiento particularmente especial a Ignacio Palacios, Jesus Nufiez, Consuelo
Rodriguez y Margarita Ibarra por su invaluable ayuda en el laboratorio, pero sobretodo

por su amistad.

A la Dra. Rosa Elena Sarmiento, por su colaboracion incondicional en el desarrollo de

este proyecto.



DEDICATORIAS

A mis Padres Arturo y Carolina, con todo mi amor, a quienes les agradezco por siempre
su amor y apoyo incondicional y les dedico especialmente este trabajo porque junto

conmigo han recorrido el camino hasta el final.
Con todo mi carifio para cada uno de los miembros de la familia Mendoza y de manera
muy especial para los nuevos integrantes por inyectarnos una enorme dosis de amor y

felicidad.

A la Fam. Valencia por haberme abierto de par en par las puertas de su casa y hacerme

sentir parte de su familia

A mis amigos Mirza, Pablo, Olivia, Laura Gonzalez, Laura Aguilar, Mayra, Edith, Guille y
por supuesto el Lic. Diaz, muchas gracias por compartir conmigo tantos momentos y
estar justo cuando me han hecho falta.

Al Dr. Rafael Romerot, un abrazo donde quiera que estés.

Al Dr. Jorge Mariné, por tu invaluable ayuda cuando mas sola estuve.

A Rosa Elena Sarmiento, quien es y ha sido sinénimo de comparerismo, solidaridad,
complicidad, y por sobretodo sindbnimo de amistad, gracias por ser mi amiga y estar
conmigo codo a codo a lo largo del camino.

A la pequena princesa Ana Diaz Sarmiento con todo mi corazon.

A los pequeriines Diaz Sarmiento.......... BIENVENIDOS!!!HN



A mis companeros favoritos, Armando, Eric y Saul, va para ustedes una
dedicatoria especial, por darle a mi vida un nuevo sentido, por llenarla de risas y
gestos graciosos, por llenarla de nuevas y maravillosas experiencias y sobretodo

por llenarla de amor.....los amo inmensamente.



INDICE
I. RESUMEN

Il. INTRODUCCION

VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO (VSR)

IMPORTANCIA DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO EN INFECCIONES

DEL TRACTO RESPIRATORIO

VSR y PERSISTENCIA

VSR: PATOGENESIS VIRAL Y REPUESTA INMUNE E INFLAMATORIA

CXCL8

GLICOPROTEINAS VIRALES: SU PARTICIPACION EN LA PATOGENESIS VIRAL

lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
IV. HIPOTESIS

V. OBJETIVOS

VI. MATERIAL Y METODOS

Células

Virus

Obtencion de anticuerpos

Purificacién de I1gG’s por cromatografia de afinidad

Determinacion del titulo de anticuerpos neutralizantes (Microneutralizacién)
Anticuerpos monoclonales

Infeccion aguda en células A549

Infeccidn persistente en células A549

RT-PCR del gen de CXCL8

Inactivacion de la infectividad de cA549per y de cA549a

Precipitacion de particulas solubles en cA549per

Induccién de la expresion del mMRNA de CXCL8 en células A549norm por las fracciones

sPEG y pPEG de cA549per

Determinaciéon de CXCLS8 extracelular

SDS-PAGE. Inmunoblot para proteinas del virus sincitial respiratorio
Analisis estadistico

VII. RESULTADOS

Establecimiento del cultivo persistentemente infectado
Confirmacion del cultivo persistentemente infectado

Efecto de la persistencia viral en la induccién de la interleucina 8 (CXCL-8)

11
12
16

21
21
21

23
23
23
26
26
27
28
28
28
35
36
36

37
37
39
39
41
41
42
49



Mediadores solubles presentes en el sobrenadante cA549per del cultivo persistentemente
Infectado como inductores de CXCL8

Efecto en la sintesis del mRNA de CXCL8 por tratamiento con luz UV o calor de

los sobrenadantes cA549per

Participacion de IL-1a en la induccion de la sintesis del mMRNA y de la proteina de CXCL8
Identificacion de los componentes virales que participan en la induccién de la sintesis

del mMRNA de CXCL8

Induccién del mRNA y de la proteina de CXCLS8 por la interaccién de las glicoproteinas

virales F y G solubles presentes en cA549per con su receptor

VIl DISCUSION

IX CONCLUSIONES
X PERSPECTIVAS
X1 APENDICE

Xl BIBLIOGRAFIA

Xlll ARTIiCULO

50

52

54

56

59

61

71

72

73

78

97



RESUMEN

La infeccion viral severa en los primeros afos de vida se asocia a problemas
pulmonares crénicos recurrentes como asma y enfermedad obstructiva cronica
pulmonar, que se caracterizan por presentar procesos inflamatorios crénicos. El
mecanismo responsable de la reaccién inflamatoria del tracto respiratorio no esta
claro, sin embargo, es probable que citocinas proinflamatorias principalmente
interleucina 8 (CXCL8) producidas en forma local por células (epiteliales,
macrofagos y linfocitos) en respuesta a la infeccidn viral, participen en la patologia.
Es probable que las células epiteliales del tracto respiratorio sean la fuente principal

de CXCLS8 ya que son el sitio primario de la infeccion y replicacién viral.

En esta investigacion nos planteamos como hipétesis de trabajo el hecho de que la
cronicidad de los procesos inflamatorios pueda estar asociada a la continua
produccion y secrecion de CXCL8 inducida por la infeccion persistente del VSR en

células del epitelio respiratorio.

Para determinar el efecto del virus sincitial respiratorio sobre la expresion del gen de
la interleucina CXCLS8, se establecié un modelo in vitro de persistencia del VSR en la
linea celular A549 epitelial alveolar de origen humano (A549per). Se determind el
efecto de la persistencia viral en la expresiéon del mMRNA de CXCL8 en los cultivos

por RT-PCR y la produccion de la proteina por ELISA.

Los resultados obtenidos demostraron que la persistencia del VSR en los cultivos
Ab549per indujo un incremento en la sintesis del mMRNA de CXCLS8, asi como en la
produccion y secrecidon de la proteina. Ademas, se analizé el efecto del

sobrenadante obtenido del cultivo A549per en la induccion de CXCL8 (mRNA y
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proteina) en las células A549, mostrando un incremento en la expresion de mRNA
de CXCL8 asi como en la concentracion de la proteina secretada, sugiriendo la
participacion de mediadores solubles en la induccion de CXCL8. Los sobrenadantes
del cultivo A549per se analizaron por inmunoblot y se identificaron a las
glicoproteinas virales F (fusiéon) y G (unién) como algunos de los mediadores
solubles de la induccién e incremento en la sintesis del mRNA, produccion y

secrecion de CXCLS8

La induccién de la expresion de CXCL8 en células del tracto respiratorio por una
infeccidn persistente y por mediadores virales solubles puede representar uno de los
factores involucrados en el proceso inflamatorio local asociado a la fisiopatologia de

VSR.
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INTRODUCCION

I. VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO (VSR).

El VSR pertenece a la familia Paramixoviridae, subfamilia pneumovirinae.
Es un virus envuelto con un diametro entre 150 y 300 nm; su material genético
consta de RNA no segmentado de una sola cadena, de polaridad negativa, de
15,385 nucleodtidos; posee regiones no codificantes en el extremos 3’ (leader) y en el
extremo 5’ (trailer). EI RNA viral codifica para 11 proteinas, 9 estructurales y 2 no
estructurales (1, 2).

El RNA viral codifica para 10 mRNA subgendmicos, todos tienen un solo
marco de lectura, excepto uno de ellos que presenta dos marcos de lectura y por lo
tanto codifica para dos proteinas. Al inicio de cada gen, en el extremo 3’, se localiza
una secuencia de inicio de la transcripcion de 10 nucledtidos altamente conservada
(83'-CCCCGUUUA), excepto para el gen L que codifica para la polimerasa viral y
cuya senal es 3-CCCUGUUUUA, cada gen termina con una secuencia de termino
de la transcripcion semiconservada de 12-13 nuclettidos que dirige la sefial de
poliadenilacion “(UCA(A)UUUUUU,)/(UCA(A)AGAAAU,)” v la liberacidn del mRNA.
Los primeros 9 genes estan separados por regiones intergénicas variables de 1-56

nucleotidos y los dos ultimos genes se traslapan por 68 nucledétidos (2, 3), (Fig. 1).

§ 2 3 4 5 G 7 ] t 1w N1

hRSY A/B  [H] N I I [ (=] I IO [T | L

Fig.1: Representacion esquematica del genoma de VSR. En los extremos 3' y 5', se localizan las regiones
extragénicas de 40 a 60 nucledtidos de longitud, en las cuales se encuentran los elementos basicos del promotor
viral. Los genes virales estan representados por rectangulos y en cada uno de ellos se indica la proteina (s) para
la cual codifican. NS1 y NS2 (proteinas no estructurales); N (Nucleocapside); P (fosfoproteina); M (Matriz); SH
(proteina hidrofébica pequena); G (Proteina de union); F (fusién); M2-1/M2-2 (proteinas estructurales pequefias) y

L (polimerasa viral).
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El VSR contiene una doble capa lipidica, que se deriva de la membrana
plasmatica de la célula hospedera, ésta envoltura contiene 3 glicoproteinas virales,
la de unién a la célula (G), la de fusion (F) y una pequefia proteina hidrofobica (SH)
cuya funcion aun no esta clara (1). Cubriendo a la nucleocapside se encuentra la
proteina M (matriz) y formando la nucleocapside estan las proteinas N
(nucleocapside), P (fosfoproteina) y L (polimerasa viral dependiente de RNA) (1). La
proteina M2-1 presenta un dominio de dedos de zinc en el extremo amino terminal,
fundamental en su funcion como factor de anti-terminacién de la transcripcion en la
sintesis del mMRNA (4, 5, 6), ademas se une a la proteina N por lo que puede formar
parte del complejo proteico N-P. Se sugiere que la proteina M2-2 participa en la
sintesis del RNA viral (7, 8) (Fig. 2). Las proteinas NS1 y NS2 son no estructurales y
aunque no se ha identificado su funcién, se sugiere que pueden participar en la
regulacion de la transcripcion y replicacion del genoma viral (9), ademas se ha

reportado que interfieren con la actividad del interferon o y 8 (10).

Fusién

(Proteina F) Matriz

(Proteina M)

“Envoltura

Unién
(Proteina G)

Figura 2. Diagrama esquematico de la estructura del RSV, en color amarillo se
muestra la envoltura viral (proteinas G, F), en azul la matriz (proteina M) y en gris se
representa la estructura del complejo ribonucleoprotéico (proteinas N, P y L asociadas

al RNA viral) (http://www.bio.warwick.ac.uk/easton/diagrams.htm).
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La diversidad antigénica de los diferentes aislados virales esta determinada
por la variacion en las glicoproteinas F y G (11, 12) y con base en la diversidad
genética de la glicoproteina G, el VSR se divide en dos grupos Ay B (13, 14). La
secuencia completa del genoma de los grupos 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 grupos; dentro de un mismo grupo la
secuencia de aminoacidos de la proteina G puede variar hasta en un 20% (15-17).
Estos dos grupos circulan en la poblacion, 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 (1), mas bien se
asocia con el polimorfismo genético de la proteina surfactante A y D del hospedero

(19-21).

Il. IMPORTANCIA DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO EN INFECCIONES
DEL TRACTO RESPIRATORIO.

El VSR es considerado el principal agente etioldgico de infecciones del tracto
respiratorio inferior en nifios menores de dos afios (22). Este virus es altamente
contagioso y es responsable de epidemias anuales, que se presentan principalmente
durante el periodo invernal (diciembre-marzo). Durante las epidemias, el 50% de los
nifos menores de 18 meses de edad estan infectados y presentan sintomas
respiratorios (22, 23). En paises desarrollados, aproximadamente la mitad de los
nifos menores de un ano, han sido infectados por el VSR durante su primera
temporada invernal (24, 25). Se estima que entre el 40 y 50% de nifos
hospitalizados con bronquiolitis y 25% de los casos de neumonia son consecuencia

de la infeccion por VSR, dando lugar a un total de 100,000 admisiones hospitalarias
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y anualmente se reportan 4500 muertes en Estados Unidos de América (EE.UU.) y
cerca de 20,000 en el Reino Unido (25, 26). La tasa de mortalidad asociada al VSR
es de aproximadamente 1% y se incrementa hasta el 3% en nifios que ademas de
infeccion respiratoria padecen hipertension pulmonar, problemas congénitos
cardiacos, inmunosupresion por tratamiento o que fueron sometidos a tratamiento
quirurgico (23-30). En México no existen reportes que senalen a VSR como principal
agente etioldgico de las enfermedades de las vias respiratorias inferiores (bronquitis,
bronquiolitis y neumonia) en nifios menores de dos anos. Sin embargo, las
infecciones agudas del tracto respiratorio bajo constituyen la primera causa de
mortalidad infantil por enfermedades infecciosas en nuestro pais (3318 defunciones,
tasa 118.57 por cada 100,000 nacidos vivos registrados) [Fuente: Base de datos de
defunciones INEGI/SSA, Direccion General de Informacion y Evaluacion del
Desemperfio 2000 (31)].

La infeccion por VSR se inicia en la nasofaringe y por lo general se controla a
ese nivel. No obstante, en gran parte de los infantes, el virus pasa al tracto
respiratorio inferior e infecta los bronquiolos y alvéolos donde se presenta una
respuesta inflamatoria que se asocia con la patologia y la sintomatologia de la
enfermedad (32-35). Ademas, las infecciones severas del tracto respiratorio inferior
durante la infancia constituyen un factor de riesgo en la edad adulta para el
desarrollo posterior de padecimientos crénicos recurrentes de las vias respiratorias
como asma y enfermedad obstructiva crénica pulmonar que se caracterizan por
presentar procesos inflamatorios crénicos (32, 33, 36-43).

El mecanismo por el cual se induce la reaccion inflamatoria no se ha
determinado, sin embargo, es probable que citocinas producidas por células

infectadas (epiteliales, macrofagos vy linfocitos B) participen en la patogénesis viral
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(44). En apoyo a esta interpretacion, se tienen observaciones in vitro y ex vivo que
demuestran que dichas estirpes celulares son permisivas al VSR y la infeccién
induce la produccion de citocinas proinflamatorias (45-53).

Estudios in vivo han demostrado en células epiteliales del tracto respiratorio
superior e inferior (sitio primario de replicacion de VSR), asi como en células en
transito como macréfagos alveolares y eosindfilos, que el VSR es un potente
estimulador de la expresion y/o secrecion de mediadores proinflamatorios e
inmunomoduladores en células epiteliales del tracto respiratorio, eosindfilos y
macrofagos (45, 46, 54-57). Ademas estudios realizados in vitro han demostrado
que la infeccion por VSR induce la expresion de diferentes interleucinas (IL-) como
IL-1, IL-6, IL-8/CXCLS8, IL-10, IL-13, factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), MIP-
10/CCL3, MCP-1/CCL2, TARC/CCL17, RANTES/CCL5, eotaxina/CCL11 e IFN-B

(48, 58-65).

lll. VSR y PERSISTENCIA.

Estudios epidemiolégicos indican que la frecuencia y severidad de sintomas
pulmonares como asma, reactividad bronquial y anormalidades funcionales
pulmonares en adultos estan asociadas con antecedentes de enfermedad severa
por VSR durante la infancia (66). EI mecanismo o mecanismos involucrados en la o
las disfunciones respiratorias que persisten por periodos prolongados y posteriores a
una infeccion respiratoria aguda aun se desconocen; sin embargo, se sugiere la
persistencia de VSR como un factor predisponente en las enfermedades crénicas

pulmonares (30, 34, 37, 38, 67, 68).

Aunque la persistencia del VSR en humanos no esta claramente demostrada,
una serie de observaciones lo sugieren:1) el virus se ha aislado de la nasofaringe de

nifos aparentemente sanos (69); 2) el antigeno viral ha sido detectado en
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osteoclastos y células de pacientes con la enfermedad de Paget (70-72); 3) en
analisis post-mortem realizados a partir de tejidos de nifios, se ha encontrado mRNA
viral, durante los meses en los cuales no es posible aislar al virus; esto sugiere la
persistencia, puesto que el humano es el Unico hospedero natural (1, 73); 4)
constantes reinfecciones en nifios y los casos reportados de bronquitis obstructiva
cronica y bronquitis recurrente (74-76); 5) persistencia del virus en pacientes adultos
enfermos de SIDA y en nifios con inmunodeficiencias congénitas (1, 32) y 6)
evidencia in vivo de infeccion persistente por el VSR en linfocitos de pacientes

infantiles que adquirieron el virus en forma natural (77).

Igualmente la persistencia viral se ha reportado tanto en modelos in vivo como
in vitro. In vivo: 1) en el modelo animal de cobayo se ha documentado que durante la
infeccidn por el VSR, es posible detectar la presencia del genoma y proteinas del
virus en pulmoén, aun después de que el cuadro agudo desaparece (78). Otros
reportes sefialan que es posible detectar la presencia del genoma del VSR hasta 6
semanas después de la infeccion y recuperar el virus infeccioso en presencia de
altos titulos de anticuerpos (79, 80). 2). El modelo de ratdn permitié evaluar el curso
de la infeccidon por VSR por 154 dias, sefalando al virus como responsable de un
proceso inflamatorio crénico asociado a hiperreactividad respiratoria y a obstruccion
respiratoria, signos que se presentaron después del cuadro de infecciéon aguda.

In vitro: 1) En infecciones en células HEp-2 (humano), BS-C-1 (mono) y
Linfocitos B (humano) se reportd disminucion en la produccion de virus extracelular
con respecto a una infeccion aguda, no se observé muerte celular en estos cultivos y
por inmunocitoquimica se detectd la presencia de antigenos virales en las células
infectadas (81-84). 2) En células derivadas de embriones de ratones Balb/c

infectadas persistentemente, se reportdé un alto porcentaje de células que
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expresaron antigeno viral y produccion de virus infeccioso extracelular en bajos
niveles (85). 3) Bangham et al. 1986 (83), reportaron la persistencia del VSR en una
linea celular de origen linfoide (células B de linfoma de ratdén), con resultados
similares a los reportados por Fernie et al 1981 (85). 4) Otros reportes senalan el
establecimiento de infeccidon persistente por VSR en una linea similar a macréfagos
(86) y 5) También se ha reportado la persistencia de este virus en lineas celulares
de pulmdn de origen humano H358 y A549 (87, 88).

Para el establecimiento de la persistencia viral de VSR, en la linea celular
H358 fue necesario utilizar una suspension enriquecida con particulas defectuosas.
Las particulas defectuosas son mutantes que se producen durante pases seriados a
altas multiplicidades de infeccién, son incapaces de multiplicarse sin la coinfeccion
con el virus completo, pero durante la coinfecciéon se enriquecen las particulas e
inhiben la multiplicacion del virus parental.

Las particulas defectuosas son capaces de interferir con la infectividad viral
del virus parental. Los titulos de virus infeccioso son menores en una infeccion
persistente de los que se encuentran en una infeccion aguda, y no se observa efecto
citopatico en las células persistentemente infectadas (86-88). El fenobmeno de
interferencia varia de un modelo viral a otro y puede ser por: incompetencia a nivel
de adsorcion o penetracion, o por sintesis limitada de algunos productos virales
(proteinas estructurales). Cuando las mutantes son por delecién, éstas pueden
variar grandemente, llegandose a encontrar mutantes donde sélo han cambiado 7
nucleodtidos del extremo 3’ del genoma viral (89), hasta aquellas en las que soélo se
conserva el 5% del genoma original. Sin embargo, aun las particulas defectuosas
mas pequefias deben retener las secuencias necesarias para su replicacion y

encapsidacion (90).
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Las particulas defectuosas se han reportado casi en todas las familias de
virus animales. Aunque se han asociado principalmente con los virus de RNA, ya
que estos presentan una alta tasa de mutacion. Conjuntamente a esto, la
recombinaciéon entre homodlogos y no homodlogos permiten la generacion de
secuencias nuevas. Muchas mutaciones pueden ser deletéreas y eliminadas por
seleccion natural, pero otras se seleccionan con base al ambiente particular en el
que el virus se esta replicando, de esta forma las mutaciones pueden ser

dominantes en la poblacion (91, 92).

IV. VSR: PATOGENESIS VIRAL Y REPUESTA INMUNE E INFLAMATORIA.
Estudios clinicos realizados en secreciones nasales de nifios menores de seis
meses de edad con infeccion respiratoria por VSR, mostraron una relacién directa
entre la eliminacién del VSR y la aparicion de anticuerpos secretores (IgA) (93).
Estos resultados, demostraron la participacion de la inmunidad de mucosas en el
control de la infeccion por VSR (93). Asimismo, la administracién de inmunoglobulina
(IgG), con altos titulos de anticuerpos anti-VSR a nifios con enfermedad cardiaca
congénita o prematuros, demostrd la participacion de anticuerpos séricos (IgG’s),
tanto en el control de la infeccién, como en la re-infeccion por VSR (94). Sin
embargo, es importante mencionar que el titulo de anticuerpos protectores tanto
séricos como secretores, decae varios meses después de la infeccion, por lo que se
considera a esta disminuciéon como un factor de riesgo en las reinfecciones por VSR
(95). La presencia de anticuerpos maternos circulantes clase IgG protege a los nifios
menores de dos afos contra la infeccion del tracto respiratorio inferior por este virus.
Esta observaciéon se basa en estudios clinicos realizados en nifios menores de seis

meses, a los cuales se les determiné el titulo de anticuerpos maternos circulantes
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anti-VSR, y se correlacioné el nivel de anti-VSR y la severidad de la enfermedad (96,
97). Por otro lado, la infeccidon severa se presenta en los primeros meses de vida
sugiriendo que en los neonatos afectados los titulos de anticuerpo son inferiores a
los requeridos para proteccion (97).

La inmunidad humoral puede jugar un papel muy importante en la
patogénesis de la enfermedad ya que los anticuerpos anti-VSR pueden facilitar la
entrada y la infeccién por VSR en las estirpes celulares que expresen receptores Fc
(efecto ayudador del anticuerpo), tales como macréfagos y linfocitos B (98, 99),
favoreciendo la persistencia viral (100-102).

Estudios realizados en pacientes con deficiencia en la inmunidad mediada por
células T, demostraron la participacion de éstas células en la proteccion contra la
infeccidn por VSR, asi como, el control en la excrecion de virus (103, 104). En nifios
con infeccion por VSR se determind la presencia de células T citotoxicas (CTLs) y su
papel en el control de la enfermedad (105, 106). Asimismo en adultos se evalud y se
establecio la respuesta de estas células a diferentes proteinas virales como NS2, N,
M, M2, F y SH siendo las inmunodominantes M2, F y N (107, 108). Sin embargo, en
modelos animales se ha demostrado no solo la participacion de la inmunidad celular
(CD4+ y CD8+), en el control de la infeccidén por VSR sino también su contribucién a
la patogénesis de la enfermedad (109-112). Diversos estudios sefialan la
participacion de las células CD4+ (Th2) y de las citocinas que producen en la
patogénesis por este virus.

Aun cuando el mecanismo asociado a la fisiopatologia por VSR no se ha
definido, el dafio histopatoldgico caracteristico de las vias respiratorias (inflamacion,
infiltrado celular y necrosis), es el resultado de un proceso multicelular en el que

participan fundamentalmente células epiteliales, macréfagos, CTL’s, eosindfilos,
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basdfilos y neutrdfilos (54, 55, 68, 113-116). Ademas, la presencia de moduladores
inflamatorios solubles en secreciones del tracto respiratorio, principalmente factores
con actividad quimiotactica (quimiocinas), sugieren su participacion en la regulacion
de la migracion y activacion de leucocitos y, por lo tanto, su contribucion al proceso
inflamatorio en el pulmén (117, 118). Entre las quimiocinas con mayor participacion
en el proceso inflamatorio y en la patogénesis durante la infeccién por VSR, se han
considerado a CXCL8, RANTES, MIP1a, MIP1B y MCP-1 (54, 59, 61, 119-123).

El proceso inflamatorio en tracto respiratorio por una infeccion por VSR se ha
asociado en gran medida al incremento en la secrecion de CXCLS8, por células del
epitelio respiratorio (61). Existen evidencias experimentales en células del epitelio
respiratorio nasal, obtenidas por raspado de donadores sanos (humanos), que
indican a CXCL8, como la principal quimiocina producida y secretada en respuesta
tanto a la infeccion por VSR como a inductores celulares proinflamatorios como IL-1
(61). Conjuntamente, estudios in vitro en células epiteliales bronquiolares,
demostraron que el tratamiento con IL-1 indujo un incremento significativo tanto en
los niveles de mRNA como en la secrecion de CXCL8 (124). La participacion de IL-1
en la induccion CXCL8 se comprobd con el uso de drogas anti-inflamatorias como el
nedocromil, la cual reduce en forma dosis-dependiente la producciéon de CXCL8
(124). Por otra parte, la utilizacion del recombinate del antagonista del receptor para

IL-1 (rlL1Ra), bloquea la actividad de IL-1 en la induccién de CXCL8 (125).

V. CXCLS.
Las quimocinas, son citocinas denominadas de esta forma debido a su
capacidad de induccidon de la migracion dirigida de células leucocitarias (126), las

quimocinas funcionan como una clase de mensajero intracelular, que se encargan
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de la movilizacion de células inflamatorias hacia la zona infectada, por lo que son
consideradas como fundamentales en los procesos inflamatorios dentro de los
mecanismos de defensa del hospedero (127).

Los miembros de la superfamilia de las quimocinas estan estructuralmente
relacionados, presentan del 20 al 70% de homologia en su secuencia aminoacidica
(128) y tienen un motivo de 4 cisteinas altamente conservado en su estructura
primaria (129-131). Los cuatro residuos de cisteina altamente conservados y
localizados cerca de la region amino terminal de estas proteinas, forman dos
puentes disulfuro, el primero de ellos entre Cys1-Cys3 y el segundo Cys2-Cys4 (129,
132). Aun cuando estructuralmente estan altamente relacionados, los miembros de
esta familia pueden subdividirse en cuatro grupos de acuerdo a la posicidon de las
cisteinas: a) a-quimocinas (CXC), los miembros de esta familia se caracterizan por
presentar un aminoacido intermedio entre las dos cisteinas; b) p-quimocinas (CC),
en este caso los dos residuos de cisteina son contigtos; c) C (linfotactina), este
grupo consta de un solo miembro que presenta una cisteina unica en su region
amino terminal y d) CX3C (Fractalcina o neurotactina), en este caso los dos primeros
residuos de cisteina estan separados por tres aminoacidos (128, 129).

Las a-quimocinas (CXC) pueden a su vez ser subdivididas en dos
subgrupos. En el primero, se incluyen aquellas que presentan una secuencia
glutamico-leucina-arginina (ELR), localizada en la regidbn amino terminal de la
proteina y precediendo a la secuencia CXC y en el segundo, se encuentran
aquellas que carecen de la secuencia ELR (128, 129). La diferencia funcional entre
estos dos subgrupos se basa en que aquellas que presentan la secuencia ELR
ejercen quimiotaxis principalmente sobre neutréfilos y las carentes actuan

mayoritariamente sobre linfocitos (128).
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Las quimocinas son sintetizadas por una gran variedad de estirpes celulares,
como es el caso de CXCL8 (alfa-quimocina), la cual es secretada por células
inflamatorias, leucocitos, plaquetas, fibroblastos, células endoteliales y células
epiteliales (126). La expresiéon de las citocinas es casi nula en células en reposo,
pero ante un estimulo que induzca su sintesis los niveles de mRNA sobrepasan el
1% del RNA celular total (126). En el caso de infecciones virales se ha observado
que el influjo de células inflamatorias a la zona afectada, particularmente linfocitos y
monocitos, constituye un evento representativo o caracteristico de una infeccién de
este tipo (1, 130-133).

La participacion de la CXCL8 en el reclutamiento celular tiene dos funciones
principales, la primera, facilita la interaccion y union de células leucocitarias
(granulocitos, monocitos y linfocitos T) al endotelio a través de cambios
conformacionales en las moléculas de adhesion LFA-1 y CR3 (134, 135), y la
segunda regula la migracion de células granulociticas y monociticas a favor del
gradiente de concentracion de CXCL8 en la zona infectada, ademas de activar el
estallido respiratorio en neutréfilos (116, 136).

Estudios realizados in vitro con la linea celular (A549, células alveolares de
pulmén de origen humano), han demostrado que durante la infeccion con VSR se
incrementa de 4 a 10 veces la expresion del gen de CXCL8, asi como, la produccion
de la proteina (60, 137-139). Este incremento dosis-dependiente esta en relacion
directa con la replicacién viral ya que cuando la infectividad del virus es inactivada
por tratamiento con luz UV o por calor, la induccion de la sintesis de CXCL8 se
abate hasta valores equivalentes a los de células normales sin infectar (137, 139,
140). Este mismo resultado se obtuvo utilizando un inhibidor de la replicacion viral

como la ribavirina (141). Sin embargo, estos resultados no coinciden con Ilo
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reportado por otros autores, quienes demostraron que la infectividad del VSR no es

indispensable para la induccion de la sintesis de CXCL8 (136, 137).

VI. GLICOPROTEINAS VIRALES: SU PARTICIPACION EN LA PATOGENESIS
VIRAL

De las once proteinas virales codificadas por el genoma de VSR, las
glicoproteinas G y F son las responsables de la union y fusién del virus a su célula
blanco, respectivamente (142). La proteina G se presenta en dos formas, una
anclada a la membrana (Gm) y otra soluble (Gs) (143). Aproximadamente el 15% de
la proteina G sintetizada es Gs, la cual carece de los 65 aminoacidos del extremo
amino terminal, que corresponde a la sefial de anclaje a la membrana celular (143,
144). La sintesis de ambos tipos de proteina es una caracteristica que se conserva
en todas las cepas de VSR, lo que sugiere que la produccién de Gs es un factor
importante en la “funcionalidad” del virus (145).

La proteina G se ha asociado a procesos inflamatorios lo que contribuye a la
patogénesis de la enfermedad (146). Estudios realizados en ratones han
demostrado que la glicoproteina G modifica el patrén de quimiocinas (146). En este
modelo in vivo, se encontré un incremento en la expresion del mMRNA de MIP1a/p,
MIP-2, MCP-1 y RANTES, en células broncoalveolares después de una infeccion
aguda (146). Estos datos coinciden con lo observado en nifilos con bronquiolitis
asociada a VSR (146). La modificacion del patron de expresion de quimiocinas
(146), por la proteina G, trae como resultado una alteracion en el reclutamiento de
leucocitos en el pulmén (146, 147). Principalmente, el incremento de eosindfilos en
pulmén, asi como, su activacion y produccion de citocinas contribuyen

significativamente a la patogénesis del proceso inflamatorio durante la infeccion por
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VSR (146, 147). Ademas, se ha demostrado en modelos murinos que la
inmunizacion con la Gs induce eosinofilia asociada a un incremento en la produccion
de citocinas como IL-4, IL-5, IL-13 y eotoxina (147).

La infeccion del epitelio respiratorio por VSR inicia con la interaccion de las
glicoproteinas virales con los glicosaminoglicanos de matriz extracelular; sin
embargo, en el proceso de union virus-célula, principalmente participa el dominio de
unién a heparina presente en la proteina G. Ademas del dominio de unién a
heparina, la proteina G presenta una region central no glicosilada rica en cisteinas
que va del aminoacido 182 al 186 cuya caracteristica principal es su analogia a la
quimiocina CX3C (fractalcina), lo que permite la unién de la proteina G al receptor
CX3CR1 (148). Esta analogia estructural facilita la infeccion por VSR vy altera: (1) el
trafico de células CXCR1*, como linfocitos T, células NK, monocitos, macrofagos
(148); (2) la respuesta inmune tipo Th1 y de células NK mediada por CX3C vy (3) el
patrén de expresion de citocinas y quimiocinas (149).

Recientemente, se han reportado otras dos moléculas como posibles
receptores para VSR, ambas interactian con el dominio similar a heparina de la
proteina G. La primera de ellas es la molécula de adhesién L-selectina (142) y la
segunda es la anexina Il, molécula que se expresa en la superficie de células
endoteliales y epiteliales (principalmente respiratorias y urinarias) (142, 150). La
interaccion virus-célula mediada por este tipo de receptores puede estar también
asociada a la induccion de citocinas y quimiocinas. La glicoproteina F es sintetizada
como un precursor inactivo de fusion (F0), el cual es modificado
postraduccionalmente por la adicién de N-oligosacaridos (151). El precursor FO es
procesado proteoliticamente por una endoproteasa celular con actividad de tripsina

(furina), el resultado de este corte genera dos subunidades F1 y F2 unidas por
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puentes disulfuro (151). Ademas, se ha descrito una forma soluble de esta proteina
que es posible detectar en el medio extracelular (152).

Se han descrito diferentes moléculas celulares que interactuan con la proteina
F y que pueden participar como receptores extracelulares. La primera de ellas es
RhoA, proteina esencial en el hospedero con actividad de GTPasa que participa en
una gran variedad de funciones basicas celulares como: ciclo celular, transcripcion,
transporte de vesiculas, adhesion, morfologia y motilidad (153), y se expresa en
todos los tejidos; aunque mayormente en pulmén, rindn y bazo (154). La expresion
diferencial de esta proteina en pulmén es muy importante durante la infeccion por
VSR, ya que la sefalizacién mediada por esta proteina, esta asociada con eventos
celulares que participan en la patogénesis de la infeccidén (153, 154). La interaccion
entre F y RhoA, involucra la region comprendida entre los aminoacidos (a.a) 146 al
155 de la proteina F, subunidad F1, y del a.a. 67 al 110 de la proteina RhoA (155);
esta region de RhoA es importante para la interaccién de diversos efectores
celulares localizados corriente abajo de esta molécula y que regulan multiples
procesos celulares. La interacciéon de RhoA con la proteina F puede activarla y asi
estimular las funciones efectoras mediadas por ésta, tales como: (1) fosforilacion de
miosina de cadena ligera, la cual induce contraccion del musculo liso en bronquiolos
(hiperreactividad), evento importante en pacientes asmaticos (156, 157), y/o (2)
expresion de citocinas pro-inflamatorias como IL1, IL-6 y CXCL8. También, durante
la infeccidon por VSR, hay un incremento de la expresién de RhoA lo que facilita la
entrada y la fusion celular (152, 158). Estos eventos se suman a otros ya descritos
que también contribuyen a la patogénesis por VSR (158).

Como otros posibles receptores para la proteina F se han descrito a TLR-4

(ratones) y CD14 (monocitos humanos de sangre periférica) (159). Recientemente
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se ha demostrado que la proteina F participa en la induccion de citocinas
proinflamatorias a través de su interaccion con éstas moléculas y es probable que su
activaciéon contribuya a la patogénesis de la infeccion por VSR (159). La tercera
molécula propuesta como receptor para la proteina F es ICAM-1, molécula de
adhesién de la superfamilia de las inmunoglobulinas que se expresa en células
epiteliales (160). Ademas, se ha demostrado que el resultado de la interaccion
ICAM-1 con la proteina F es la induccién de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6,
TNFa) y quimiocinas (CXCL8, RANTES) (160), las cuales pueden contribuir a la

severidad de la enfermedad.



11

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La cronicidad de los procesos inflamatorios en las vias respiratorias puede
estar asociada a una continua produccién y secrecion de CXCL8 inducida por la
infeccion persistente del VSR en células del epitelio respiratorio. Para responder
esta pregunta se establecid un cultivo persistente con VSR en una linea celular
epitelial alveolar de origen humano (A549). Este cultivo fue el modelo in vitro
utilizado para determinar el efecto de la persistencia del virus en la induccion,

produccion y secrecion del mMRNA y de la proteina de CXCLS.
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HIPOTESIS
Componentes virales extracelulares producidos durante una infeccion

persistente de VSR en células epiteliales regulan la produccién continua de CXCLS8.

OBJETIVOS
Objetivo General
Determinar si la persistencia de VSR induce la expresion continua de la

proteina de CXCLS8 en lineas celulares alveolares humanas.

Objetivos Particulares

1. Investigar si VSR origina infeccion persistente en la linea celular epitelial
humana A549.
2. Comparar la induccion de la expresion del mRNA de CXCL8 en cultivos

persistentemente infectados, en células A549 infectadas en forma aguda y en
células A549 normales.

3. Determinar la participacion de componentes virales producidos y secretados
durante la infeccion persistente en la induccion de CXCLS.

4. Identificar las proteinas virales involucradas en la induccion de CXCL.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Células.

Células VERO (fibroblastos de riidn de mono verde), adquiridas de ATCC CCL-81
(American Type Culture Collection), se propagaron en medio minimo esencial
Dulbeco modificado (DMEM, GIBCO), suplementado con 5 % de suero bovino fetal
(SBF, GIBCO) inactivado a 56°C durante 30 minutos y glutamina (GIBCO) a una
concentracion final de 2mM, al cual denominaremos DMEM completo (DMEMc).
Células A549, linea celular humana similar a células epiteliales alveolares tipo II,
ATCC CCL-185 donada por el Dr. A. Brassier (Department of Pediatrics, University
of Texas Medical Branch, Galveston, Texas), se propagaron en DMEMc

2.2 Virus.

En este trabajo se utilizé la cepa Long del Virus Sincitial Respiratorio (VSR) ATCC
VR-6, donada por el Dr. Michael Trudel (Instituto Armand Frappier, Ville de Laval,
Canada).

2.2.1 Propagacion del Virus

Monocapas de células VERO semiconfluentes propagadas en botellas de 180 cm?
se infectaron con VSR, cepa Long, previamente purificado por placa (2 veces en
células VERO), a una multiplicidad de infecciéon (moi) de 1 en DMEM suplementado
con 2.5% de SBF y glutamina (2mM), al cual denominaremos DMEM para infectar
(DMEM;). Después de dos horas de adsorcion a 37°C, se retiro el sobrenadante y se
reemplazé con DMEM,;. A las 48 horas post-infeccion los sobrenadantes de células
infectadas se colectaron y se clarificaron por centrifugacién a baja velocidad (1500
rom) durante 10 minutos a 4°C. Para estabilizar la infectividad del virus se afiadio

MgSO4 a una concentracion final de 0.1 M (161) y se almacené a -70°C.
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2.2.2 Titulacién de la infectividad viral en células VERO

Por TCIDsg (del ingles: Tissue culture infectious dose affecting 50% of the cultures,
dosis infectiva media). La suspension viral se diluyé en serie 1:3 en DMEM; (35
w/105 ) y se utlizaron 50 pl de cada dilucion para infectar monocapas
semiconfluentes de células VERO, cultivadas en placas de 96 pozos y después de
dos horas a 37°C se retird el inéculo y se reemplazé por 150 ul de DMEM; y se
incubd por 72 horas. Cada ensayo se realizdé por cuadruplicado y el titulo se
determiné por TCIDsg utilizando para ello la formula de Karber (162).

TCIDso= - A + [- 6 (s- /2) ] donde:

A = ultima dilucion donde todos los pozos presentan efecto

S= suma de los % de todas las diluciones donde se presento efecto citopatico (100%
a 0%).

8= log+o del factor de dilucion

El titulo se expres6 en TCIDsy/ml. Una unidad de TCIDsy corresponde a 0.70
unidades formadoras de placa, por lo tanto, la sensibilidad de esta técnica es de 1.5

logaritmos menos que el ensayo en placa.

En cada ensayo en placa viral. La suspension viral se diluyo en serie 1:10 en DMEM,;
y se utilizaron 250 pul de cada dilucion para infectar monocapas semiconfluentes de
células VERO, cultivadas en placas de 6 pozos, después de dos horas a 37°C se
retir6 el in6culo y se reemplazé con 2ml de DMEM; + agarosa estéril al 0.8%,
incubando durante 3 a 4 dias a 37°C. Las placas se observaron diariamente hasta
evidenciar efecto citopatico (sincitio). Cada ensayo se realizé por duplicado y el titulo
se expreso en Unidades Formadoras de Placa por mililitro (UFP/ml), que se calculé

de acuerdo a la siguiente formula (162):
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UFP= dilucién x P1+P2+...Pn x 1/v
donde:

P= No. de placas contadas por ensayo
n= No. de ensayos

v= volumen del in6culo en mililitros.

2.2.3 Concentracién y purificacion de la suspension viral.

La suspension viral se concentrd con 6 % de polietilenglicol (PEG 8000, SIGMA Cat.
P-2138) durante 18 a 24 horas a 4°C; posteriormente se centrifugd a 9500 rpm
durante una hora a 4°C, utilizando un rotor Beckman de angulo fijo (45 Ti). El botén
se resuspendié en 2ml de TNE (50 mM TRIS-HCI, pH 7.5; 0.1 M NaCl, 10 mM
EDTA). Las fracciones concentradas se purificaron mediante un gradiente lineal de
sacarosa del 20-60%, centrifugando a 25000 rpm durante 6 horas a 4°C en un rotor
Beckman de columpio (SW27). La banda viral se colecté y se determind la
concentracion de proteinas y acidos nucleicos por espectrofotometria a 280 y 260
nm, respectivamente. La densidad (g/cm®) de la banda se analiz6 por refractometria
(reflectometro Carl Zeiss modelo 120371). La densidad se calculé de acuerdo a la

siguiente formula: p 20°C= 2.7329n - 2.6425; n= unidades de refraccién

2.3 Obtencién de anticuerpos.

Conejos machos Nueva Zelanda de 2.0-2.5 Kg de peso se inmunizaron con un
volumen de 150pl a 200ul de virus purificado con titulo de 4.3x10%, TCIDs¢/ml y con
una concentracién de proteina de 200 a 300 ug/ul. Se aplicaron tres inyecciones
subcutaneas a intervalos de 21 dias; utilizando adyuvante completo de Freund en la

primera aplicacion e incompleto en las dos siguientes. Los conejos con anticuerpos
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séricos neutralizantes anti-VSR se sangraron a blanco. Los anticuerpos obtenidos
fueron purificados por columna de afinidad de sefarosa acoplada a proteina A y
titulados por un ensayo de neutralizacién de la infectividad. El titulo se expres6 en
unidades neutralizantes por mililitro (UN/ml). Una unidad neutralizante neutraliza

4.3x10* TCIDso/ml.

2.4 Purificacion de IgG’s por cromatografia de afinidad.

Para una columna de 7 ml se hidraté 1g de proteina A con 4 ml de H,O desionizada
y se montd en una jeringa de 20 ml. La columna se lavé con 40 ml de amortiguador
de fosfatos 0.5 M, pH 8.0 (fosfato monobasico de sodio 0.5 M, fosfato dibasico de
sodio 0.5 M), seguido por un lavado con 20 ml de amortiguador de fosfatos 0.1 M pH
8. Se aplicaron 7 ml de suero hiperinmune y se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente. Se eluyé con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 8 hasta
obtener una densidad 6ptica de cero (280 nm) en las fracciones recogidas (1ml). Las
IgG’s se eluyeron con una solucion de acido acético 0.1 M y NaCl 0.15 M y se
colectaron fracciones de un mililitro, que se neutralizaron con PBS 10X. Las
fracciones colectadas se leyeron a 280 nm en un espectrofotometro y se utilizaron
las de densidad optica entre 1.241-2.172. La columna se lavé con amortiguador de
fosfatos 0.5 M, pH 8 y se dejé con amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 8 para su uso
posterior. La mezcla de fracciones se dializé contra PBS pH 7.4 y se determind la
concentracion de proteinas por el método de Lowry, obteniéndose un valor de 2.6
mg/ml. La composicion protéica de la mezcla se analizé en geles de acrilamida al

10% en condiciones reductoras (163, 164).
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2.5 Determinacién del titulo de anticuerpos neutralizantes
(Microneutralizacion).

El titulo de anticuerpos neutralizantes se determind6 de dos maneras: 1) Una
suspension viral con un titulo de 2.8x10® TCIDso/ml se diluyd en serie 1:3 en medio
DMEM;, cada una de las diluciones se mezclo con un volumen igual de suero
hiperinmune sin diluir, se incubaron 60 minutos a 37°C. Se afiadieron 50 ul de la
mezcla virus-anticuerpo a monocapas de células VERO cultivadas en placas de 96
pozos, se dejaron adsorber durante 2 horas a 37°C, después de éste tiempo el
inoculo se retird y se reemplazoé por 150 ul de medio DMEM,;, se incubd a 37°C hasta
observar efecto citopatico y el titulo se expresé como la ultima dilucién donde no se
observa efecto citopatico. 2) Se realizaron diluciones seriadas del suero hiperinmune
1:3 en el medio anteriormente descrito, a 50 ul de cada diluciéon se le agregaron
50 pl de la suspension viral sin diluir (2.8x10” TCIDso/ml) y se continué de acuerdo al
procedimiento anteriormente descrito (165). Cada ensayo se realizd por duplicado.
Para confirmar la ausencia de anticuerpos anti-VSR en el SBF utilizado en el
mantenimiento de las lineas celulares se determind paralelamente el titulo de

anticuerpos neutralizantes.

2.6 Anticuerpos monoclonales.
Los anticuerpos monoclonales anti-F (48F) y anti-G (64G), fueron donados por el Dr.

José Antonio Melero del Instituto de Salud Carlos Tercero, Madrid, Espana.

2.7 Infeccion aguda en células A549.
Células A549 se infectaron con VSR a una moi de 1.0, se incubd por dos horas a

37°C y posteriormente se retird el inéculo y se reemplazé por DMEM,;. Las células se
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mantuvieron durante 48 horas a 37°C. La infectividad viral del sobrenadante
obtenido de esta infeccion (cA549a) se tituldé en células VERO, los titulos se

expresaron en TCIDso/ml.

2.8 Infeccion persistente en células A549.

Para el establecimiento de la infeccion persistente, las células A549 se infectaron
con VSR a una moi de 0.001 en presencia de DMEM,;. Se incubo por dos horas a
37°C, después de este tiempo se retird el medio y se reemplazé por DMEM; y se
incubaron por 24 horas a 37°C. Posteriormente, los pases sucesivos se mantuvieron
en presencia de 5% de SBF y se realizaron 2 a 3 pases por semana. La presencia
del virus sincitial respiratorio en los cultivos persistentes (A549per) se determiné por:
1.Titulacién de virus extracelular por TCIDsy y ensayo en placa viral; 2.
Determinacion de particulas defectuosas por interferencia con la infectividad del
virus de referencia; 3. Deteccidn de antigeno viral por: focos de infeccion,
inmunofluorescencia indirecta y citometria de flujo 4. Expresién del genoma viral por
amplificacion de un fragmento de 278pb del mRNA del gen N por RT-PCR. El cultivo

A549per ha sido mantenido por mas de siete anos.

2.8.1 Determinacion de particulas defectuosas que interfieren con la infectividad
viral.

La presencia de particulas defectuosas que interfieren con la infectividad viral se
determind de acuerdo a la técnica descrita por Threuhaf W.M. con algunas
modificaciones (165). La determinacion se fundamenta en evaluar indirectamente la
interferencia viral de las particulas defectuosas con la infectividad viral a través de la

determinacién de la viabilidad celular, por lo tanto hay una correlacion directa entre
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interferencia con la infeccion y sobrevida celular. Brevemente, monocapas de células
VERO confluentes en placa de 96 pozos (1x10° células/pozo), se infectaron con 50 p
| del sobrenadante de cada pase del cultivo A549per (cA549per) y se incubaron por
2 horas a 37°C. Posteriormente, se retird el inéculo, se lavaron con PBS y se
infectaron con 50 ul de una suspension viral a una multiplicidad de infeccion de 0.3,
y se incubaron por 2 horas a 37°C. Se retir6 el indculo y se adicioné6 medio DMEM; e
incubaron por 72 horas a 37°C. Se retiré el inéculo y se adicionaron 100 ul de
solucion salina balanceada de EARLE (Sigma), complementada con rojo neutro al
0.033%, se incubaron durante dos horas a 37°C, las células que sobrevivieron a la
infeccidn incorporaron el colorante. Posteriormente se lavaron con PBS para eliminar
el excedente de colorante y se afiadié una solucién de etanol al 50% en solucion de
fosfato monobasico de sodio 0.1M por 15 minutos y se determind la absorbancia a
540nm. El porcentaje de interferencia se calcul6 de la siguiente manera: el valor de
densidad Optica para las células control no infectadas corresponde al 100% de
viabilidad celular con base a este dato se determina el porcentaje de viabilidad
celular en el control de células infectadas a una moi de 0.3, este valor se resta al

porcentaje de viabilidad celular determinada para las muestras problema.

2.8.2 Confirmacion de la presencia de particulas defectuosas en cA549per.

Sobrenadantes del cultivo persistente se purificaron por un gradiente continuo de
sacarosa (20-60%), a cada banda colectada (500ul), se le determind la densidad por
refractometria, como se describié anteriormente, y la presencia de proteinas y
acidos nucléicos por espectrometria. Asi mismo, en cada banda se confirmé la

presencia de particulas defectuosas de acuerdo lo descrito anteriormente.
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2.8.3 Inhibicién de la interferencia viral.

La interferencia de las particulas defectuosas a la infectividad viral se confirmd
inactivandolas con luz U.V. La irradiacidn se hizo con una lampara universal de luz
UV (UVGL-25, 365 nm) durante 10 minutos a 10 cm de distancia y posteriormente se

realizd el ensayo de interferencia descrito anteriormente.

2.8.4 Deteccion de antigeno viral.
e [ocos de infeccion.

Células A549 normales (A549norm) cultivadas en placas de 96 pozos se infectaron
con 50ul del cA549per de cada pase del cultivo A549per, se incubd por dos horas a
37°C, se retird el indculo y se reemplazé por DMEM,;. Las células se mantuvieron por
24 horas a 37°C. Las células infectadas se fijaron con 200 ul de una solucién de
metanol-H,O, al 3% durante 45 minutos a temperatura ambiente. Se bloqued con
150 pl de PBS-ASB (Albumina Sérica Bovina) al 1% durante 90 minutos a 37°C. Se
lavaron con PBS-Tween 20 al 0.05%-ASB al 0.1% (PBS-T20) y se incubaron durante
60 minutos a 37°C con 200 ul del primer anticuerpo [inmunoglobulinas clase G
(IgG’s) obtenido y purificado en el laboratorio] a una dilucion de 1:100 en PBS-ASB
al 0.5%. Se adicionaron 100ul del conjugado anti-lgG de conejo-peroxidasa
(Amersham) a una dilucion de 1:500 en PBS-ASB al 0.5%, se incubd durante 60
minutos a 37°C y se lavé con PBS-T20, durante 3 minutos por lavado. Se
adicionaron 100 ul del sustrato (3,3-diaminobencidina 0.5mg/ml en Tris pH 7.6, H,0
al 0.04%), se incubo por 30 minutos a temperatura ambiente y se detuvo la reaccion

después de 20 minutos con 50 ul/pozo de H,SO4 0.3 N. La presencia de focos de
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infeccion se observé en el microscopio invertido Nikkon Diaphot. Como control se
usaron células A549norm no infectadas las cuales se procesaron en forma paralela.
e Inmunofluorescencia indirecta.
La inmunofluorescencia indirecta se llevd a cabo de acuerdo a lo descrito por
Garcia-Barreno y col (166). Células A549per se cultivaron durante 24 horas a 37°C
en camaras para inmunofluorescencia, previamente tratadas con 500 pl de polilisina
a una concentracion de10 pg/ml durante 20 minutos a temperatura ambiente y
lavadas una vez con PBS estéril. Las células se fijaron con metanol a —20°C durante
5 minutos y con acetona a —20°C durante 30 segundos. Se dejo secar al aire y se
bloqueé con PBS-ASB al 1% durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se
lavaron las células con PBS y se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente con el primer anticuerpo [inmunoglobulinas clase G (IgG’s)] purificado a
una dilucién de 1:100 en PBS-ASB al 0.25%, se lavd la preparacién dos veces con
PBS durante diez minutos y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente
con el conjugado anti-lgG de conejo hecho en burro unido a fluoresceina
(Amersham) como segundo anticuerpo. Después de la incubacion, se lavaron tres
veces las células con PBS durante diez minutos y finalmente se lavdé con agua
destilada. Como control positivo se usaron células A549 infectadas en forma aguda
(A549a) y como control negativo células A549 normales (A549norm) las cuales se
procesaron en forma paralela.
e Citometria de flujo.

En células A549norm, A549a y A549per se determind la expresion de antigenos
virales de superficie. El ensayo se realizé en tubos eppendorf tratados por 30
minutos a 37°C con 1ml de PBS-ASB al 0.1% (PBS-ASB) estéril. Se retir6 la

solucién de PBS-ASB y se adicionaron de 3x10° a 5x10° células. Las células se
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lavaron 1 vez con PBS-ASB, posteriormente se bloque6 con PBS-SBF al 2% durante
30 minutos a 4°C en agitacion constante. Se lavaron dos veces con PBS-ASB y se
adicionaron 100 ul del primer anticuerpo [inmunoglobulinas clase G (lgG’s)]
purificado a una dilucién de 1:25 en PBS-ASB al 0.5% y se incubo por 2 horas a 4°C
en agitacion constante. Después de dos lavados con PBS-ASB se adicionaron 100
ul del segundo anticuerpo, conjugado anti-IgG de conejo unido a fluoresceina a una
dilucién de 1:500 en PBS-ASB al 0.5% y se incubaron 2 horas a 4°C en agitacion
constante. Se lavaron dos veces y se fijaron con paraformaldehido al 0.5% en PBS
por 30 minutos a 4°C. Se lavaron dos veces mas y se analizaron en un citdmetro de
flujo (FACScan flow cytometer Becton Dickinson).

Los controles fueron: 1. A549a con suero preinmune (control de isotipo); 2. A549a 48
horas post-infeccion con anti-VSR (control positivo) y 3. A549norm como control de

fluorescencia basal e integridad celular.

2.8.5 RT-PCR del gen N de VSR.

La extraccion de RNA total se obtuvo de acuerdo a la técnica de Chomczynski y
Sacchi (167).

Sintesis del DNAc del gen N. En un tubo eppendorf (0.6 ml) se adicionaron 4 nl del
amortiguador de reaccion 5X, 2 ul de DTT 0.1M, 1ul de dNTPs 10mM, 0.5 pl de
inhibidor de RNasa, 3 ug de RNA y se adicioné H,O-DEPC hasta completar un
volumen final de 20 pl. Se adicionarén 35 ul de aceite mineral y se incubé a 80°C
durante 5 minutos, los tubos de reaccién se colocaron en hielo, posteriormente se
adiciond 1 pul de oligo-dT e incubd durante10 minutos a 60°C y los tubos se
colocaron nuevamente en hielo durante 5 minutos. Se adicion6 1 ul de transcriptasa

reversa (200 U GIBCO) y los tubos de reaccion se incubaron a 42°C durante 1 hora.
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Amplificacion del DNAc del gen N de VSR. En un tubo eppendorf (0.2 ml) se
adicionaron 2 ul del DNAc (templado), 5 ul de amortiguador 1X para PCR, 1 ul de
dNTPs (10mM), 1.5 ul de MgCl, (60 mM), 40 pmol de cada iniciador, 0.2 ul de Taq
polimerasa y H,O-DEPC para aforar a un volumen final de 50 ul; finalmente se
adicionaron 35 pl de aceite mineral. La reaccion se calento a 99°C durante 2 minutos
con 30 segundos para eliminar la transcriptasa reversa que puede actuar como
inhibidor de la polimerasa. La amplificacién se llevo a cabo durante 35 ciclos a una
temperatura de desnaturalizacion de 94°C durante 1 minuto, la temperatura de
hibridacién de los iniciadores a 65°C durante 1 minuto 30 segundos y la extension a
72°C durante 1 minuto. Un ciclo final de extensién a 72°C durante 7 minutos.

Los productos de la amplificacion se analizaron en geles de agarosa al 1% tenidos
con bromuro de etidio (BioRad).

Los iniciadores que se utilizaron fueron disefiados para amplificar la region entre los
nucledtidos 858-1135 del gen N del VSR (168).

sentido: 5-GGAACAAGTGTTGAGGTTTATGAATATGC-3

anti-sentido: 3'-CTTCTGCTGTCAAGTCTAGTACACTGTAGT-5

2.9 RT-PCR del gen de CXCLS.

La extraccion de RNA total se llevd a cabo de acuerdo a lo descrito anteriormente.
Sintesis del DNAc del gen de CXCLS8. La sintesis de la cadena complementaria del
gen de CXCL8 se llevo a cabo de acuerdo al protocolo general descrito
anteriormente con la unica variacion del uso de oligo-dT (1 ul/reaccion) para la
sintesis del DNAc a partir del mRNA.

Amplificacion del DNAc del gen de CXCLS8. La reaccion de amplificacion para el

DNACc del gen de CXCLS8 se realizé de acuerdo al protocolo descrito en el apartado
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anterior, excepto que la concentracion de los iniciadores utilizada en la reaccién fue
de 40 pmol.

Los iniciadores que se utilizaron fueron disefiados para amplificar la region entre los
nucleodtidos 847-1345 del mMRNA de CXCL8 (Gene Bank, No. de acceso: M26383)
sentido: 5-CTGCTAGCCAGGATCCAACAA-3

anti-sentido: 3'-CAACACAGCTGGCAATGCACA-5

La amplificacién de p2-microglobulina se utilizé como control interno, en la reaccion
de PCR:

Amplificacion del DNAc del gen de B2-microglobulina. La reaccion de amplificacion
para el DNAc del gen de B2-microglobulina se realizé de acuerdo al protocolo
descrito en el apartado anterior. La concentracion de los iniciadores utilizada en la
reaccion fue de 40 pmol.

Los iniciadores que se utilizaron fueron disefiados para amplificar la region entre los
nucledtidos 340-430 del mRNA de p2-microglobulina (Gene Bank, No, de acceso:
NM_004048).

sentido: 5-ACCCCCCATGAAAAAGATGAGTAT-3

anti-sentido: 3-ATGATGCTGCTTACATGTCTCGAT-5

Los productos de la amplificacion se analizaron en geles de agarosa al 1%, tefidos
con bromuro de etidio. El analisis densitométrico de la imagen capturada con una
camara digital Kodak DC 290, se realizé con el programa Quantity One V 4.3.1 de
BioRad.

2.10 Inactivacion de la infectividad de cA549per y de cA549a.

cA549per se irradié con una lampara universal de luz UV (UVGL-25, 365nm) a 10
cm de distancia, durante 5 minutos. La inactivacién por calor se llevd a cabo a 92°C,

durante 5 minutos. La inactivacion de la infectividad se confirmé a través de la
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determinacién de la expresion de antigeno viral en células A549 infectadas por
citometria de flujo, de acuerdo a lo descrito anteriormente. Después del tratamiento
de inactivacion se determiné por ensayos de RT-PCR en A549norm la induccién de
la sintesis del mMRNA de CXCLS8. El sobrenadante cA549a se traté y analizé de la
misma forma.

2.11 Precipitacion de particulas solubles en cA549per.

El cA549per se inmunoprecipitdé de acuerdo a lo reportado por Millan, et al (169).
Brevemente, a un volumen de 125 ul de cA549per se le adicionaron 125 ul del
anticuerpo policlonal comercial anti-VSR (Biogénesis), se incubd durante 1 hora a
37°C, posteriormente se adicionaron 5 ul de proteina A-agarosa (GIBCO) y se dejo
en agitacion durante toda la noche a 4°C. A continuacién, los complejos inmunes se
separan por centrifugacion y la fraccién soluble, que corresponde al sobrenadante,
se precipitdé con 6 % de polietilenglicol (PEG 8000, SIGMA) durante 18 a 24 horas a
4°C; posteriormente, se centrifugd a 9500 rpm durante 1 hora a 4°C en un rotor de
angulo fijo TLA-100.2. Se obtuvieron dos fracciones: sobrenadante (sPEG) y
precipitado (pPEG). El sobrenadante cA549a se traté y analizé de la misma forma.
2.12 Induccion de la expresion del mRNA de CXCL8 en células A549norm por
las fracciones sPEG y pPEG de cA549per.

Células A549norm crecidas en placas de 48 pozos se trataron con 20 ul de cA549a
o con 20 ul del cA549per durante 1 minuto a temperatura ambiente. Posteriormente,
se retird el inéculo y se reemplazé con PBS estéril y se incubaron durante dos horas
a 37°C. El RNA total se extrajo de las células tratadas 2 horas después y se utilizé
en el ensayo de RT-PCR para el analisis del RNAm de la CXCL8

2.13 Determinacion de CXCLS8 extracelular.
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La concentracion de proteina se determiné por un inmunoensayo de ELISA de
captura ENDOGEN (PIERCE EH2-CXCL8) en cA549per sin inactivar y previamente
inactivadas con UV o calor, de acuerdo a lo descrito anteriormente, asi como en
cA549a y en las fracciones sPEG y pPEG. El cA549per, cA549a y las fracciones
sPEG y pPEG, se diluyeron 1:50 en PBS y se utilizaron en ensayos de interaccion
en células A549norm, posteriormente se retird el indculo, se adicionaron 2 ml de
DMEM sin indicador y en ausencia de suero fetal y se incubaron durante seis horas
a 37°C. Transcurrida la incubacion se adicionaron 500ul de amortiguador de lisis a
4°C (10mM de Tris-HCL; 140mM de NaCl; 5mM de EDTA; 1% de Triton X-100, 1%
de desoxicolato de sodio), y se rasparon las células para recuperarlas. La
suspension celular se agitdé en vortex durante 30 segundos, para posteriormente
centrifugarla durante 5 minutos a 15000g en una microfuga Eppendorf a 4°C, el
sobrenadante se recupero y se obtuvieron los extractos celulares.

En tiras de pozos para ELISA se anadieron 50ul/pozo de la solucion estandar con
las siguientes concentraciones 0, 25, 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 pg/ml 6 50 p
I/pozo de cada muestra problema, posteriormente se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 hora. Transcurrido este tiempo la placa se lavo 3 veces con el
amortiguador de lavado (A;) a continuacion se agregaron 50 pul/pozo de anticuerpo
biotinilado y se incubd durante una hora a temperatura ambiente. Se hicieron 3
lavados con el A y se adicionaron 100ul/pozo de la solucion estreptavidina-
peroxidasa, se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron 3
lavados con el A; posteriormente se adicionaron 100ul/pozo del sustrato e incubo por
30 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo con 100ul/pozo de la

solucién de paro y la densidad optica fue leida a 550nm. Los datos obtenidos de las
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muestras problema fueron extrapolados a la curva patrén y se graficaron con el
programa Microsoft Excel.

2.14 SDS-PAGE. Inmunoblot para proteinas del virus sincitial respiratorio.

Las proteinas de cA549per, cA549a y de las fracciones sPEG y pPEG se separaron
en geles en gradiente SDS-poliacrilamida 8-20% en condiciones reductoras [1% de
mercaptoetanol y 8M de urea y se calentaron a ebullicion durante 12 min] y
cargando 1 ug de proteina por carril (170). Posteriormente fueron electrotransferidas
a papel de nitrocelulosa (hybond C extra, Amersham) durante 30 minutos a 20 volts.
Las proteinas virales transferidas se hicieron reaccionar con anticuerpos anti-VSR
obtenido en cabra (Biogenesis), a una dilucion 1:400 o con los anticuerpos
monoclonales 48F o 64G a una dilucién de 1:5 y como segundo anticuerpo se utilizd
un conjugado anti-lgG o anti-raton unido a peroxidasa (ZYMED), a una dilucion
1:500, respectivamente, y se incubo durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
diluciones y los lavados se hicieron en PBS-Tween 20 al 0.3%. Los complejos
antigeno-anticuerpo se revelaron por quimioluminiscencia, de acuerdo a las
instrucciones del proveedor (ECL, Amersham Pharmacia Biotech, UK).

2.15 Andlisis estadistico.

Los datos se expresaron como la media de tres determinaciones + el error estandar.
Las diferencias entre la induccion del mRNA o de la proteina de CXCL8 entre
A549per y A549norm se determinaron con una prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis (171), para lo cual se empled el programa estadistico JMP version 3.1.

Valores de P < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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3. Resultados:

3.1 Establecimiento del cultivo persistentemente infectado.

Establecimiento de la infeccion persistente en la linea celular A549.

Para el establecimiento de la infeccion persistente en células A549 con el Virus
Sincitial Respiratorio (VSR) se utilizaron diferentes estrategias: a) infectar a una
moi de 0.1 o de 1 en presencia de cloruro de amonio (NH4Cl); b) infectar a una
moi de 0.1 o de 1 en presencia de suero hiperinmune anti-VSR y c) infectar a
diferentes multiplicidades de infeccion (0.001, 0.01, 0.1 y 1). Las dos primeras
estrategias empleadas para el establecimiento no tuvieron éxito debido a que
con estas multiplicidades de infeccidén el dano citopatico debido a la infeccion
ocasionaba una alta mortalidad celular, lo que hizo imposible recuperar
subcultivos bajo estas condiciones. Finalmente, el cultivo persistentemente
infectado se logré establecer mediante el procedimiento de infectar a una baja
multiplicidad de infeccion (moi= 0.001). Las células que sobrevivieron a la
infeccién continuaron subcultivandose y los pases se realizaron de 2 a 3 veces
por semana. A los subcultivos se les denomino cultivos persistentemente
infectados (A549per). Durante los pases del cultivo no se observé un cambio
significativo en la tasa de crecimiento entre las células persistentemente
infectadas y los cultivos de células A549 normales, tampoco se observo lisis
celular, sin embargo, en algunos casos fue posible observar de forma
transitoria la formacion del sincitio caracteristico del VSR. El cultivo A549per se
ha propagado por mas de 7 afnos pasando éstas células de 2 a 3 veces por
semana en DMEMc.

3.2 Confirmacion de la presencia de VSR en el persistentemente infectado.

La presencia del VSR en el cultivo se determiné por:
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a) Deteccion de virus extracelular en los sobrenadantes de los cultivos A549per
a través de la titulacién de la infectividad por muerte celular (TCIDsy) y ensayo
en placa viral.

La deteccién de virus infectivo extracelular por TCIDsp y ensayo en placa viral
se realizé en monocapas de células VERO y se probaron los sobrenadantes
obtenidos de los cultivos A549per (cA549per). Se titularon 60 sobrenadantes
cA549per (pase 1 al 60), ninguno de ellos produjo células muertas suficientes
para observar efecto citopatico o placas en la monocapa.

b) Expresion de antigeno viral por focos de infeccion.

De acuerdo a los resultados obtenidos por TCIDsg y ensayo en placa viral se
decidié analizar por ensayo de focos de infeccion si en las células persistentes
se producian particulas infecciosas, para esto, células A549 normales fueron
infectadas con el cA549per de 35 pases diferentes. Los resultados de este
ensayo demostraron la presencia de particulas virales infecciosas en los 35

pases analizados. Ver figura 1.

Fig. 1: Focos de infecciéon del sobrenadante de cultivos A549per en células A549 normales. El ensayo de focos de
infeccion se tifié utilizando como primer anticuerpo suero hiperinmune anti-VSR obtenido y purificado en el laboratorio y
como segundo anticuerpo un anti-lg de conejo conjugado con peroxidasa. La reaccion se revel6 con 3,3 diaminobencidina.
A. Control positivo (células A549a). B. cA549per (pase 58). C. Control negativo (células A549norm). Las flechas indican
focos de infeccion.

c) Determinacion de particulas defectuosas en el sobrenadante cA549per del

cultivo A549per por ensayo de interferencia a la infectividad viral.



46

Los resultados obtenidos por el ensayo de focos de infeccidn indican que las
células expresan el antigeno viral, que podria deberse a la presencia de
particulas virales defectuosas o a mezcla de estas particulas con virus
infecciosos, por lo que se decidio llevar a cabo la deteccion de particulas
defectuosas en los sobrenadantes cA549per de los cultivos A549per a través
de ensayos de interferencia a la infectividad del virus de referencia. La
determinacién se fundamenta en evaluar indirectamente la interferencia viral de
las particulas defectuosas con la infectividad viral a través de un ensayo de
medicion de la viabilidad celular.

Se analizaron los sobrenadantes cA549per de 37 pases. Los resultados
obtenidos de estos ensayos sefialan un porcentaje de interferencia que fluctua

entre el 14% y 60% como se muestran en la figura 2.
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Fig. 2: Interferencia con la infectividad viral. Monocapas de células VERO se infectaron con los sobrenadantes
cA549per obtenidos de los cultivos A549per y se dejaron adsorber por 2 horas a 37°C, posteriormente se retird
el inéculo y se infectd con la cepa de referencia Long a una multiplicidad de infeccién (moi) de 0.3 y se dejé
adsorber por 2 horas a 37°C, después de este tiempo el indculo se retird y se reemplazé por DMEM,. Se
incubo6 de 48 a 72 h a 37°C. Posteriormente se adicioné una solucién de rojo neutro y se incubé por 2 horas a
37°C, transcurrido este tiempo, el colorante es liberado de las células viables con una soluciéon de Na,HPO, en
etanol. La reaccion se dejo por 20-30 minutos y se leyo la absorbancia a 540 nm. Control positivo (células
VERO infectadas con la cepa de referencia Long a una moi de 0.3). Control negativo (células VERO sin
infectar). Los valores graficados corresponden al promedio de tres determinaciones. A, B, C, D, representan el

analisis grafico de la interferencia viral de los diferentes pases estudiados.

Los datos obtenidos sugieren la presencia de particulas defectuosas en los
sobrenadantes cA549per. Para confirmar la presencia de éstas particulas
defectuosas se realizaron dos diferentes ensayos: en primer lugar se hizo el
analisis de la densidad de las particulas virales en los sobrenadantes de los
diferentes pases en gradiente continuo de sacarosa (20-60%); para esto, se
analizaron dos stocks de cA549per [stock1 (pool de los pases 43, 44, 49, 53 y
55) y stock2 (pool de los pases 56, 57, 62, 63 y 64). Para el stock 1 se

obtuvieron cuatro bandas (61.03; 61.06; 61.13; 61.21) y tres bandas para el

stock 2 (51.04; 561.08; 61.19); la banda con densidad de 1.19, coincide con el
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valor reportado para la cepa de referencia (Fig. 3). Se determind la
concentracion de proteinas y acidos nucléicos a cada banda por
espectrofotometria, los valores mas altos de densidad 6ptica coincidieron con
cada una de las bandas colectadas. Por otra parte, se realizé6 un ensayo de
interferencia de las particulas defectuosas a la infectividad viral con las bandas
colectadas inactivadas y sin inactivar con luz U.V. Los datos indican que en los
sobrenadantes tratados con UV se perdié o disminuyé la capacidad de interferir
con la infectividad lo que indica la presencia de particulas defectuosas en los

sobrenadantes cA549per (Fig. 4).
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Fig.3: Gradiente de sacarosa. Se obtuvieron dos stocks (stock1 y stock 2) a partir del cultivo persistente A549per y se fraccionaron en
gradiente continuo de sacarosa (20-60%). Un stock de la cepa de referencia VSR Long se utilizé como control. Las bandas obtenidas se
colectaron y se les determind la concentracion de proteinas (280nm) y de acidos nucleicos (260nm) por espectrofotometria, asi como la

densidad (g/cms) medida por refractometria (refractdémetro Carl Zeiss 120371; férmula p20°C= 2.73291-2.6425; n= unidades de

2

Bandas
cA549per stock 2

refraccion). A. Cepa de referencia VSR long. B. cA549per stock 1y C. cA549per stock 2.
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Fig. 4. Inactivacién de la infectividad. Las bandas obtenidas del gradiente de sacarosa se inactivaron o no con luz UV,
y posteriormente se utilizaron en el ensayo de interferencia a la infectividad viral. A. cA549per stock 1. B. cA549per
stock 2. Para ambos ensayos el control positivo se refiere a células VERO infectadas con el VSR a una moide 0.3 y el
control negativo a células VERO no infectadas. El valor de 100% de interferencia representa al 100% de viabilidad
celular.
d) Expresion de antigeno viral en células persistentemente infectadas por
ensayos de inmunofluorescencia indirecta y citometria de flujo.
En los cultivos A549per se determind cualitativamente, mediante ensayos de
inmunofluorescencia indirecta, la expresion de antigeno viral en la superficie de
las células infectadas. La figura 5 muestra el porcentaje de células positivas

que fluctud entre 20-65% en los pases 1 al 43.

Fig. 5: Ensayo de inmunofluorescencia indirecta para determinar la expresion de antigeno viral en la células de cultivos

Ab549per. El ensayo de IF que se realiz6 utilizando como primer anticuerpo suero hiperinmune anti-VSR obtenido y
purificado en el laboratorio y un anti-IgG de conejo conjugado con fluoresceina como segundo anticuerpo. A. Control
positivo (células A549a). B. Control negativo (células A549norm) y C. A549per (pase 21).

La determinacion cuantitativa del porcentaje de células que expresan antigeno
viral en los cultivos A549per se realizo por citometria de flujo. Se analizaron del
pase 14 al 73 (Fig. 6). El porcentaje de células que expresaron antigeno viral

fluctu6é entre 25 y el 98%. Ademas, se observo que en la poblacién celular
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persistentemente infectada hay subpoblaciones que expresan antigeno viral en

diferentes cantidades como lo muestra el pase 73 (Fig. 6C).
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Fig. 6: Cuantificacion de la poblacion persistentemente infectada. Para la citometria de flujo se utiliz6 como
primer anticuerpo suero hiperinmune anti-RSV obtenido y purificado en el laboratorio y como segundo un
anti-lg de conejo unido a fluoresceina. A. A549per (Pase 43.). B. A549per (Pase 65). C A549per (Pase 73) y
D. Control positivo (células A549norm infectadas con la cepa de referencia Long por 48 horas a una moi de
1. El control de isotipo (células A549a, uilizando como primer anticuerpo suero preinmune de conejo y como
segundo un anti-lg unido a fluoresceina). Los nimeros sobre las barras representan el porcentaje de células
que expresan antigeno viral.

e) Expresion del genoma viral en células persistentemente infectadas.

Con la finalidad de confirmar la expresiéon del genoma viral se evaluo la sintesis
del mRNA del gen N (nucleocapside) por RT-PCR. Se seleccion6 este gen
porque su secuencia varia poco en las cepas aisladas de la naturaleza.

Los resultados obtenidos por RT-PCR mostraron una banda de 278pb,
correspondiente al segmento amplificado del mMRNA de N. La banda se observé
en todos los pases analizados (Fig. 7), pero no en el control de células
A549norm.

603 pb

310 pb
271 pb

Fig. 7: Deteccién del genoma viral en el cultivo A549per, mediante la deteccion del mRNA del gen N.
Control positivo A549a (+) y control negativo A549norm (-). Carril 1; Pase 2; 2 Pase 4; 3 Pase 12; 4 Pase
14; 5 Pase 43, 6 Pase 62.
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3.3 Efecto de la persistencia viral en la inducciéon de la interleucina 8

(CXCL8).

La induccion de CXCL8 en células A549 se evalud a través de la sintesis de su

MRNA mediante ensayos de RT-PCR. La induccion de la sintesis del mRNA de
CXCL8 se cuantific6 por densitometria de la banda obtenida en geles de
agarosa del producto de RT-PCR y se definié como la relacion entre los niveles
de expresion del mMRNA de CXCL8 y los niveles de expresion del mRNA de -2
microglobulina como control interno (CXCL8/B-2). Para este ensayo se
amplificé un fragmento de 498 pb que corresponde a los nucledtidos 847 al
1345 del MRNA de CXCLS8. Los resultados obtenidos (Fig. 8), demostraron que
la relacidon de los mMRNA (CXCL8/B-2) para las células sin infectar fue de 1.0; en
las células infectadas en forma aguda la relacion fue de 1.8, y valores de 2 a
2.7 en los pases del cultivo infectado en forma persistente. Como se muestra
en la figura 8, el incremento en la induccion en la sintesis del mMRNA de CXCL8
en los diferentes pases del cultivo A549per sugiere una induccion continua de

la sintesis del mMRNA de CXCLS8 por la persistencia del virus.
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Fig. 8. A. Relacion de los mMRNA CXCL8/B-2 microglobulina obtenida
en diferentes pases, asi como, los controles positivo y negativo. B.
RT-PCR del mRNA de IL-8. C. RT-PCR del mRNA de -2
Microglobulina (control interno). Control positivo A549a (+) y control
negativo A549norm (-). Carril 1; Pase 65; 2 Pase 66; 3 Pase 67; 4
Pase 68; 5 Pase 69, 6 Pase 70; 7 Pase 72; 8 Pase 73. (Kruskall-Wallis
test; x> = 28.114, d.f. = 9, P= 0.0009).

3.4. Mediadores solubles presentes en el sobrenadante cA549per del

cultivo persistentemente infectado como inductores de CXCLS8.

Se ha reportado que la exposicion de células A549 al medio condicionado,
obtenido a partir de una infeccién aguda con VSR, inducia la produccion de
CXCL8, y que este incremento se asociaba con la sintesis de mediadores
solubles e inductores de CXCL8. En este mismo estudio se trato el medio

condicionado con anticuerpos neutralizantes contra IL-1a, IL-18 y TNF-a, y con
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el antagonista del receptor de IL-1, los resultados demostraron que IL-1a era el
principal mediador soluble que inducia el incremento en la expresion de CXCL8

(172).

Una vez establecida la induccion de CXCL8 en el cultivo persistente decidimos
estudiar el efecto de factores solubles. ya sea celulares o virales en esta
induccion. Para estudiar estos factores, se realizd una cinética de infeccién en
células A549norm tratadas con el sobrenadante cA549per. Los resultados
obtenidos, mostraron un incremento en la relacion CXCL8/B-2 para cada punto
de la cinética versus el valor constitutivo (Fig. 9). Aunque es importante
mencionar que a las 48 y 96 horas postratamiento este valor disminuy6 con
respecto a las 4 y 24 horas (Fig. 9); este resultado puede estar relacionado con
el mecanismo autocrino de regulacion de CXCL8. No obstante, las variaciones
observadas en los valores de la relacion CXCL8/B-2 para los dos ultimos
puntos de la cinética, el efecto global del tratamiento de las células A549norm
con el sobrenadante cA549per, sugiere que mediadores solubles del cA549per
pueden ser los responsables de la induccién de la sintesis del mMRNA de

CXCLS8.
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Fig. 9. A. Relacién de los mMRNA CXCL8/B-2 microglobulina obtenida a diferentes tiempos de
interaccion entre cA549per y células A549norm asi como los controles positivo y negativo. B.
RT-PCR del mRNA de CXCL8. Control positivo A549a (+) y control negativo A549norm (-). Carril
1,4 h;2,24 h; 3,48 h; 4, 96 h. (Kruskall-Wallis test; x° = 16.6477, d.f. = 5, P= 0.0052).

3.5 Efecto en la sintesis del mRNA y de la proteina de CXCL8 por

tratamiento con luz UV o calor de los sobrenadantes cA549per.

El incremento observado en la induccion del mRNA de CXCLS8, podria deberse
a la replicacién viral del VSR y/o factores celulares presentes en el
sobrenadante del cultivo persistente. Con la finalidad de descartar la
participacion de particulas infecciosas y/o alterar la conformacion de proteinas
virales o celulares presentes en el sobrenadante de las células A549per, se
realiz6 el ensayo de inducciéon de CXCL8 con sobrenadantes cA549per
tratados con UV o calor para inactivar la infectividad viral o destruir proteinas.

Los sobrenadantes de cA549a y cA549norm utilizados como controles se
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procesaron paralelamente.

Por citometria de flujo se determiné la presencia de antigeno viral en células
tratadas con los sobrenadantes sometidos a UV o calor y se confirmé que estos
tratamientos inactivaron de manera eficiente la infectividad, por lo que se
descartd la participacién de VSR infectivo. Los resultados de la citometria de
flujo mostraron que del porcentaje del 45% de células que expresaban antigeno
viral cuando se infectaron con cA549a y del 65% cuando se infectaron con
cA549per, estos valores disminuyeron hasta 4.87% y 0.96% respectivamente,
después del tratamiento con calor. Para el caso de inactivacién con UV los
valores se redujeron a 2.79% y 3.23%.

Sorprendentemente los sobrenadantes inactivados mostraron induccion de
CXCL8 con valores de CXCL8/B-2 que fluctuaron entre 1.5 y 1.8 (Fig. 11A),
indicando que no hubo diferencia significativa en la actividad de inducciéon del
sobrenadante cA549per antes y después del tratamiento con UV o calor, en
cambio si difieren del valor basal (valor de la relacion de 1.0), del control de
células A549norm tratadas con cA549norm (Fig. 10A). Los resultados de la
cuantificacion de la proteina CXCL8 extracelular en cA549per antes y después
del tratamiento con UV o calor, sefalan un incremento de 2 a 2.5 veces de
CXCLS8 con respecto a los niveles basales del control de células A549 normales
tratadas con cA549norm, lo que demostrdé que no hay cambios significativos en
la proteina extracelular aun después del tratamiento (Fig. 10B). Los resultados
anteriores sugieren que tanto la induccién del mensajero de CXCL8 como la
produccion de la proteina son procesos independientes a la infeccion viral y/o a

la integridad de proteinas.



57

A B 50
2.00
£ 175 i 40
3 =
% 1.50 E
o D
5 125 2 30
b=
5 10 2
[}

g 0.75 5 20
= 050 2
e ©
E 0.25 =|' 10
g o000

- 1 2 3 0

cA549per - 1 2 3
cA549per
600 bp - mRNA
IL-8
- 1 2 3
cA549per

125 pb < mMRNA
75 pb -2 microglobulina

Figura 10A y B. Inactivacién de cA549per y su efecto en la induccion de CXCL8. A. Histograma de la relacion de los mRNA
CXCL8/B-2 de cA549per inactivado y sin inactivar con UV o calor. Control negativo cA549m (-). Carril 1, cA549per sin tratar;
2, cA549per/UV; 3, cA549per/calor. (Kruskall-Wallis test; XZ =14.6416, d.f. =4, P= 0.0057). B. ELISA para determinar CXCL8
extracelular. Barra 1, cA549per sin tratar; 2, cA549per/UV; 3 cA549per/calor; control negativo cA549m. (Kruskall-Wallis test;
x?=5.6416, df. =2, P= 0.0067).

3.6 Participacion de IL-1a en la induccion de la sintesis del mRNA y de la

proteina de CXCLS8.

Considerando que IL-1a es uno de los inductores mas importantes de CXCL8
(172), se determiné por ELISA su concentracion en los sobrenadantes
cA549per, cA549a y cA549norm antes y después del tratamiento con UV o
calor. Por este método solo pudo cuantificarse la concentracion de IL-1a en
cA549a, mientras que para cA549a inactivado y para cA549per sin tratar y
tratado no se detectaron niveles cuantificables de IL-1a, considerando que el
resultado anterior estuviera asociado a la sensibilidad de la ELISA (sensibilidad
15 pg/ml), y para descartar completamente la participacion de IL-1a. como

inductor de CXCLS8, los sobrenadantes cA549a, cA549per y cA549norm se
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trataron con el antagonista del receptor celular para IL-1 (rlL-1ra; RD systems)
de acuerdo a lo descrito por Patel, et al (172). Los resultados muestran que los
valores de CXCL8/B-2 para el sobrenadante de las células persistentemente
infectadas no tuvieron cambios antes y después del tratamiento con el
antagonista del receptor para IL-1a (Fig. 11), no asi con el sobrenadante de
una infecciébn aguda, para el cual tanto la expresion del mRNA como la
concentracion de proteina de CXCL8 disminuyeron (Fig. 11), lo que indica la
participacion de IL-1 «, en la induccién de CXCL8, pero unicamente para el
caso de una infeccion aguda. Por otra parte, de acuerdo con los resultados
obtenidos para el sobrenadante cA549per, IL1a no tiene participacion en la

induccidn continua de CXCL8 en los cultivos persistentemente infectados.
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Figura 11A y B. IL-1a y su participaciéon en la induccion de CXCL8. A.
Histograma de la relacion de los mRNA CXCL8/B-2 microglobulina de
cA549per tratado y sin tratar con el antagonista del receptor celular para IL-
1(rlL-1ra). B. ELISA para determinar CXCL8 extracelular. Barra 1,
cA549norm sin tratar; 2, cA549norm/riL-1ra; 3, cA549per sin tratar; 4,
cA549per/riL-1ra; 5, cA549a; 6, cA549a/rlL-1ra.
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3.7 ldentificacion de los componentes virales que participan en la

induccion de la sintesis del mRNA de CXCLS8.

Los resultados obtenidos sugieren que componentes virales solubles presentes
en el sobrenadante cA549per estan involucrados en la inducciéon de la sintesis
del mRNA de CXCLS8, por lo que se decidio retirar componentes de cA549per
por inmunoprecipitacion y determinar la induccién con la fraccién soluble
recuperada. El sobrenadante cA549per se inmunoprecipitdé con anti-VSR
comercial. Sin embargo, el tratamiento no resultd eficiente para la remocion de
los componentes ya que en la fraccion soluble del inmunoprecipitado se
identificaron por inmunoblot dos proteinas virales con peso molecular aparente
entre 35 y 70 kDa. Este resultado se observd también para el sobrenadante
obtenido a partir de una infeccién aguda con VSR, por lo tanto, los ensayos de
induccidon de CXCL8 con estas fracciones solubles resultaron positivos. Debido
a estos datos, la fraccion soluble recuperada de la inmunoprecipitacion se
precipito con PEG 8000. Después de la precipitacion, con PEG, las fracciones
recuperadas, el sobrenadante (sPEG) y el pellet (pbPEG) se analizaron por
geles en gradiente (8-20%) y las proteinas presentes se identificaron por
ensayo de inmunoblot con un anticuerpo policlonal anti-VSR comercial. Los
resultados mostraron que el anti-VSR comercial identifica a proteinas virales
con un peso molecular entre 40-70 kDa. De manera interesante, este rango de
peso molecular aparente coincide con los reportados para las proteinas virales
F y/o G (Fig. 12A). Para confirmar el resultado anterior, las fracciones de PEG
(sPEG y pPEG) se separaron nuevamente en geles en gradiente y el ensayo
de inmunoblot se realiz6 con anticuerpos monoclonales anti-F (48F) y anti G

(64G). Los datos obtenidos de estos ensayos demostraron que ambas
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glicoproteinas virales se encontraban en la fraccion soluble del sobrenadante
cA549per analizada, ya que los pesos moleculares aparentes de las bandas
identificadas corresponden a los valores reportados (43-45 y 74 kDa) (1, 173),
como se muestra en la figura 12B. Los resultados anteriores sugieren que
estas glicoproteinas virales son secretadas al medio extracelular y pueden
participar como mediadores solubles en cA549per en la induccion de la sintesis

del mMRNA vy la secrecién de la proteina de CXCLS.

A

Panel Il

Figura 12 A y B. Identificacion de los componentes virales presentes en cA549per. A. SDS-PAGE en gradiente (8-
20%), tincion de plata. Panel II. Para el ensayo de inmunoblot se utiliz6 como primer anticuerpo un policlonal anti-RSV
comercial y como segundo un anti-lgG de cabra conjugado con peroxidasa y revelado con el sistema de deteccion
ECL (Amersham). Carril 1, cA549norm (-); carril 2, cA549per, sPEGIV; carril 3, cA549per, pPEGIV; carril 4, pA549per,
pPEGII; carril 5, cA549per; carril 6, cA549a; carril 7 Marcadores de peso molecular. B. Reconocimiento de las
glicoproteinas virales en cA549per con anticuerpos monoclonales. Para el ensayo de inmunoblot se utilizé como primer
anticuerpo un monoclonal anti-G o anti-F y como segundo un anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa y revelado
con el sistema de deteccién ECL (Amersham). Panel | (anti-G). Panel Il (anti-F). Carril 1, cA549per, sPEGIV; carril 2,
cA549per, pPEGIV; carril 3, cA549per, pPEGII; carril 4, cA549per.
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3.8 Induccion del mRNA y de la proteina de CXCL8 por la interaccion de las

glicoproteinas _virales F y G solubles presentes en cA549per con su

receptor.

De acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente se demostrd que: 1) la
replicacion viral no es un factor indispensable para la induccion de la sintesis
del mRNA de CXCLS; 2) la presencia de mediadores solubles en cA549per
inducen la sintesis del mRNA vy la secrecién de proteina de CXCLS8; y 3) la
identificacion de proteinas virales, especificamente las glicoproteinas F y G
(solubles) en cA549per. En conjunto, estos datos sugieren que la interaccion de
estas proteinas virales solubles con su receptor podria ser el factor
responsable de la induccion continua de la sintesis del mMRNA y secrecion de la
proteina de CXCL8 en el cultivo A549per. Para demostrar lo anterior se
propuso realizar un ensayo de interaccion entre células A549norm y cA549per
inmunoprecipitado y concentrado con PEG 8000. Los resultados demostraron
que un minuto de interacciéon es suficiente para incrementar tanto la induccion
de la sintesis del mMRNA asi como la secrecién de la proteina de CXCL8 con
respecto a los niveles basales (Fig. 13), estos datos sugirieron que el solo
evento de interaccion del ligando con su receptor es el factor responsable de
los cambios observados en la induccion de la sintesis del mMRNA de CXCLS8 en

el cultivo A549per.
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Figura 14A y B. Participacion de las glicoproteinas virales de cA549per en la induccién de CXCL8 después de un
minuto de interaccion con células A549norm. A. Ensayo de RT-PCR para el mMRNA de CXCLS8. Carril 1, cA549per,
pPEGI; 2, cA549per, pPEGII; 3, cA549per, pPEGIV; 4, cA549per, sPEGIV. Control negativo cA549norm (-). (Kruskall-
Wallis test; y° = 13.6216, P< 0.0086). B. ELISA para determinar CXCL8 extracelular. Barra 1, cA549per, pPEGIV; 2,
cA549per, sPEGIV. Control negativo cA549m (-). (Kruskall-Wallis test; x2 =5.6471, P=0.0594).
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Discusién

1. Establecimiento y caracterizacion de la infeccion persistente.

Se han obtenido infecciones persistentes con diversos virus de RNA en
diferentes lineas celulares, en algunas de ellas se han utilizado factores
externos como anticuerpos antivirales o agentes lisosomotropicos para
lograr la persistencia, o bien se han utilizado suspensiones virales
enriquecidas con particulas defectuosas (174), o con mutantes termo-
sensibles (175) o usando células semi-permisivas a la infeccion (86).

Para el establecimiento del cultivo persistentemente infectado (A549per) en
el laboratorio se abordaron diferentes estrategias tales como 1) infeccion en
presencia de anticuerpos antivirales, esto con el objetivo de neutralizar el
virus extracelular producido por las células infectadas y con ello evitar la
infeccion de la poblacion celular no infectada inicialmente; 2) infeccion en
presencia de NH4Cl, el uso de este agente lisosomotropico tuvo como
objetivo reducir la eficiencia de infeccion en los cultivos celulares ya que
inhibe la entrada del virus a la célula por fusion con membranas internas
(endocitosis) (176) y 3) infectar a diferentes multiplicidades de infeccion
(0.001, 0.01, 0.1 y 1). Sin embargo, las dos primeras estrategias asi como la
infeccién a multiplicidades de 0.01, 0.1 y 1 no resultaron exitosas debido a
la alta mortalidad celular, por lo que fue dificil recuperar un cultivo
persistente a partir de un porcentaje muy bajo de células viables que
ademas probablemente no estaban infectadas.

El cultivo persistentemente infectado (A549per) se logro establecer cuando
las células A549 se infectaron a una multiplicidad de 0.001, si bien es cierto

que a esta multiplicidad de infeccidn el porcentaje de células infectadas
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inicialmente fue muy bajo, no obstante, esto garantiz6 una tasa de
replicacion baja que con llevo a una menor produccién de virus extracelular
y, por lo tanto, disminuy6 la tasa de mortalidad celular, con esta estrategia
se recuper6 un mayor numero de células viables que pudieron
subcultivarse, a partir de las cuales se establecié el cultivo A549per.
Durante los pases del cultivo A549per no se observé un cambio significativo
en la tasa de crecimiento entre las células infectadas persistentemente y los
cultivos de células normales, tampoco se observo lisis celular, sin embargo,
en algunos pases fue posible observar de forma transitoria la formacion del
sincitio caracteristico del VSR. A pesar de la presencia de sincitios en
algunos de los pases del cultivo A549per nunca se presentaron periodos de
crisis asociados al incremento en la produccion de virus extracelular y como
consecuencia el incremento en la tasa de mortalidad como se reporta para
otros cultivos persistentes (177).

El cultivo A549per se caracterizd por niveles minimos de produccién de
virus extracelular que no fue posible cuantificar ni por TCIDsp, ni por ensayo
en placa, este resultado se explica considerando que la cantidad de
particulas infectivas estaba por debajo de los limites de sensibilidad de las
técnicas utilizadas, por lo que fue necesario hacer la determinaciéon de
particulas infectivas por ensayo de focos de infeccion; los resultados
obtenidos de este ensayo demostraron la presencia de particulas infectivas
en todos los sobrenadantes analizados. Los datos obtenidos de este ensayo
indican que las células que expresan antigeno viral pudo deberse a la
presencia de virus infectivo y particulas virales defectuosas. Las particulas

defectuosas tienen, como se ha reportado para otros virus de RNA (178),
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participacion en el establecimiento y mantenimiento de una infeccidn
persistente. No obstante, la participacion de estas particulas en el
establecimiento del cultivo A549per queda descartada principalmente por
dos razones, la primera de ellas es que en el stock viral a partir del cual se
inicio la infeccidn no se detectaron particulas defectuosas ni por ensayo de
interferencia a la infectividad ni por gradiente de sacarosa y la segunda es
que la infeccidn se establecié a una baja multiplicidad de infeccién lo que
reduce inicialmente la replicacién de particulas defectuosas. Sin embargo,
nuestros resultados sugieren la participacion de estas particulas
defectuosas en el mantenimiento de la infeccidon persistente, puesto que
aparecieron y se mantuvieron presentes durante todos los pases. Nuestros
datos coinciden con lo descrito por Holland JJ et al (178), quienes reportan
una infeccion persistente con VSV (virus de la familia Paramixoviridae), que
se caracteriza por la presencia constante de particulas defectuosas y un
alto porcentaje de células que expresan antigeno viral aun cuando hay una
baja produccion de virus extracelular, lo que sugiere, segun los autores, que
las particulas defectuosas son necesarias para mantener un estado no
citocida y asi modular la virulencia en células altamente susceptibles a la
infeccién como es el caso de las células A549.

La cuantificacion del porcentaje de células que expresaban antigeno viral en
el cultivo A549per por citometria de flujo fluctuo entre 25 y 98%, ademas un
dato importante de sefialar es que en algunos de los pases analizados se
encontraron subpoblaciones celulares que expresaron antigeno viral en
diferente proporcién (Fig. 6C). Ademas de evaluar la expresidén de antigeno

viral en la superficie de las células A549per, la persistencia se confirmé por
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la presencia del genoma viral en todos los pases analizados del cultivo

Ab549per.

El modelo de persistencia desarrollado en este trabajo, permite estudiar el

efecto de la continua presencia y expresion del genoma viral en la sintesis

de mediadores celulares proinflamatorios (CXCL8), que han sido asociados

a procesos cronicos pulmonares y que se sugiere pudieran estar

relacionados con infecciones por VSR durante la infancia.

2. Efecto de la persistencia viral en la induccion de la interleucina 8
(CXCLS3).

En el andlisis del efecto de la persistencia viral sobre la sintesis de CXCLS,

nuestros resultados demostraron que en los diferentes pases analizados del

cultivo A549per se indujo la sintesis del mMRNA de CXCLS8. Los valores de la

relacion CXCL8/B-2mrna) para los pases analizados fluctuaron entre 2 a 2.7,

indicando que no hubo diferencia significativa entre ellos, en cambio si

difieren del valor basal que fue de 1.0 en células A549 normales, estos
datos sugirieron que la persistencia del VSR podria estar induciendo en
forma continua la sintesis del mMRNA de CXCLS.

3. Participacion de los componentes extracelulares (virales y/o
celulares) presentes en el sobrenadante del cultivo
persistentemente infectado en la inducciéon de CXCLS8.

En estudios recientes (172), se demostré la presencia de mediadores

solubles presentes en el medio condicionado obtenido a partir de una

infeccion aguda con VSR vy su participacion en la induccion de CXCL8. De
acuerdo con estos antecedentes y los resultados observados en la

induccion de CXCL8 en los pases del cultivo A549per, se considero factible
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la presencia de mediadores solubles en el sobrenadante cA549per del
cultivo A549per y, por lo tanto, se determind en una cinética de infeccion
contra el tiempo (cA549per vs células A549 normales), su participacion en
la induccion de CXCLS8. Los datos obtenidos demostraron la presencia de
mediadores solubles que indujeron la sintesis de CXCL8. Es importante
mencionar que la induccion del mRNA de CXCL8 mediada por el
sobrenadante de los cultivos A549per se observd desde las 4 horas
posinfeccion con un valor de relacion CXCL8/B-2mrna) de 7.5, mientras que
el valor para el control fue de 0.5; este incremento en la induccion de
CXCL8 coincide con lo reportado con Patel, et al (172), quien demostré que
la induccidn con el medio condicionado (mediadores solubles) se presento a
las 4 horas posinfeccion, no asi, con la suspension viral purificada que
obtuvieron, la cual indujo hasta las 8 horas posinfeccion. Nuestros datos
también coinciden con lo reportado por Fiedler (137) quien sefala una
induccion de fase inicial independiente de la replicaciéon viral (2 horas
después de la infeccion). Sin embargo, este autor senala que durante la
fase tardia de induccion de CXCLS8, el proceso de replicaciéon viral es un
requisito indispensable para mantener los niveles de induccion. Esta
observacion es valida para nuestros resultados de 24 horas posinfeccion,
para el cual el valor de la relacion de CXCL8/B-2mrna) fue de 5 comparado
contra el control, cuyo valor fue de 0.5.

En cambio, se observa una disminuciéon en los valores de la relacién
CXCL8/B-2mrna) €n la cinética en los puntos 48 y 96 horas posinfeccion de
3.7 y 3.5, respectivamente. El decremento en la induccion, reflejado por los

valores de la relacion CXCL8/B-2mrna), puede deberse a una baja tasa de
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replicacion viral, relacionada con la presencia de particulas defectuosas en
el sobrenadante del cultivo A549per (179) y /o al mecanismo autocrino de
regulacion de la induccion de CXCL8 de acuerdo a lo reportado por Patel, et
al (172).

4. Efecto del tratamiento de los sobrenadantes cA549per con UV,
calor o con el antagonista del receptor de IL-10. en la sintesis del
mRNA de CXCLS.

El incremento observado en la induccion del mMRNA de CXCL8 a 24 horas
posinfeccion con el sobrenadante cA549per (valores de la relacion
CXCL8/B-2mrna) fueron de 5 y 1.0 respectivamente), sugiere la participacion
de la replicacion viral y/o factores celulares presentes en el sobrenadante
del cultivo A549per, para confirmar lo anterior se realizaron los ensayos de
induccidn, utilizando el sobrenadante cA549per inactivado con UV o calor.

Los resultados demostraron la induccion del mRNA y de la proteina de
CXCL8 aun con los sobrenadantes de A549per inactivados, lo que indica
que el proceso de induccién fue independiente de la replicacién viral. No
obstante este resultado no descartamos la participacion de factores
celulares en la regulacion de CXCL8, como lo reportado por Patel, et al
(172) quien demuestra la participacion de IL-1a en la induccion de CXCLS8.
Para descartar la participacién de IL-1¢, se realizo la determinacidon de esta
citocina en el sobrenadante cA549per sin tratar o tratado con UV o calor.
Nuestros datos indicaron que la induccion del mRNA de CXCL8 y la
produccion de la proteina extracelular de CXCL8 no estaba regulada por IL-
10 ya que no fue detectada en los sobrenadantes del cultivo A549per
tratados y sin tratar, lo que sugiri6 la ausencia de IL-1a en los

sobrenadantes cA549per, o bien que los niveles de IL-o estuvieran por
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debajo de la sensibilidad de la técnica. Para descartar completamente la
participacion de IL-1a en la induccion se realiz6 el ensayo con el
antagonista del receptor celular de IL-1a. Los datos obtenidos de este
ensayo demostraron que el tratamiento del sobrenadante del cultivo
A549per con el antagonista del receptor celular no mostr6 cambios
significativos en el valor de la relacion de CXCL8/B-2mrna) (Fig. 11A) ni en
la produccion la proteina de CXCL8 extracelular (11B). Con este ensayo se
descart6 la presencia de IL-1a en el sobrenadante del cultivo A549per y su

participacion como mediador soluble inductor de CXCL8.

5. Componentes virales que participan en la induccion de la sintesis
del mRNA de CXCLS.
Con la finalidad de identificar los componentes virales presentes en el
sobrenadante de cA549per, responsables de la induccién de CXCLS8, se
realizé una inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo policlonal comercial
anti-VSR, los resultados mostraron que aun después del tratamiento se
identificaron dos proteinas virales con un peso molecular aparente entre 40-
75 kDa en la fraccién soluble. Debido a la limitante del ensayo de
inmunoprecipitacién para retirar en su totalidad los componentes virales se
decidié precipitar la fraccion soluble con PEG, sin embargo, aun cuando se
realizaron precipitaciones sucesivas el resultado fue similar al obtenido con
la inmunoprecipitacion ya que al analizar el cA549per tratado con PEG 8000
se identifico en la fraccion soluble una banda ancha con un peso molecular
aparente de entre 40 y 70 kDa. De acuerdo con este rango de peso

molecular, los datos sugerian a las proteinas virales F y/o G. Utilizando los
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anticuerpos monoclonales 48F o 64G se identificaron a las glicoproteinas F
y G solubles (180). Nuestros resultados sugieren la posible participacién de
ambas glicoproteinas como mediadores solubles de la induccion de CXCLS8.
Para establecer la participacion de las proteinas virales F y G en la
induccién de CXCLS8, se llevo a cabo un ensayo de protedlisis exhaustiva
del sobrenadante cA549per con tripsina al 1.5% durante 5 horas a 37°C.
Los resultados obtenidos demostraron que el tratamiento proteolitico
destruy6 la actividad inductora de los sobrenadantes, ya que no se observo
incremento en los valores de la relacion de CXCL8/B-2 ni para el mRNA ni
para la proteina en las células A549norm tratadas con los sobrenadantes
proteolizados. Conjuntamente, no fue posible detectar las bandas
correspondientes a las glicoproteinas virales por ensayo de inmunoblot.

No obstante este resultado no descartamos la participacion de otras

proteinas virales que pudieran participar en la induccion.

6. Induccion del mensajero y de la proteina CXCL8 por la interaccion
de las glicoproteinas virales F y G solubles en cA549per con su
receptor.

La identificacion de las glicoproteinas virales como componentes del

sobrenadante cA549per y su posible participacion como mediadores

solubles en la induccion de CXCL8 en los cultivos persistentemente
infectados nos sugirid que probablemente el proceso de induccion estuviera

mediado por la interaccion de estas proteinas virales con su receptor (142,

180-184); para probar esta hipétesis se realizaron ensayos de induccién por

un minuto, como se describe en el punto 2.12 de material y métodos.

Nuestros datos indicaron que la induccion de CXCL8 en los cultivos



71

A549per es resultado de la interaccion de estas proteinas virales en su
forma soluble con su receptor.

La patogénesis de los padecimientos crénicos recurrentes asociada a VSR
es un proceso multifactorial, no obstante, uno de estos factores es CXCLS,
cuya participacion se ha sefialado ampliamente en procesos inflamatorios
cronicos tales como asma, hiperreactividad y obstruccién cronica pulmonar
entre otros. Ademas, de acuerdo con lo reportado por Jafri, et al (185), la
persistencia de algunos de estos factores puede contribuir a alteraciones de
la funcién pulmonar asi como en anormalidades histolégicas, sin ser
necesaria la replicacion viral. Estudios recientes sugieren que la
patogénesis de padecimientos crénicos pulmonares pudiera deberse a la
asociaciéon entre VSR y CXCLS8. El desarrollo del modelo in vitro A549per
que se describe en esta tesis permite estudiar el efecto de la persistencia
viral en la induccion continua de CXCL8 y analizar su contribucién en la

patogénesis de padecimientos cronicos pulmonares.
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Conclusiones

>

Se establecio la infeccion persistente con el virus sincitial respiratorio en
células A549.

La persistencia viral indujo en el cultivo A549per, la sintesis continua del
MRNA de CXCL8 en una proporcion de 2 a 2.5 vs 0.5 del control de
células A549 normales.

El medio condicionado obtenido de cA549per induce la produccién vy
secrecion de CXCL8 en células A549norm.

Se identificaron a las glicoproteinas virales F y G solubles como
componentes de cA549per.

El tratamiento proteolitico del cA549per (F y G solubles), anul6 la
induccién del mRNA y de la proteina de CXCL8 en células A549
normales.

La induccién del mMRNA de CXCLS8, asi como, la produccion y secrecion
de la proteina en células A549 por cA549per son eventos que podrian

estar asociados a las glicoproteinas virales F y G solubles.



73

Perspectivas

Nuestros resultados demostraron la presencia de las glicoproteinas F y G
solubles en el sobrenadante cA549per y con base en estos datos sugerimos
que estas proteinas son posibles responsables de la induccion continua de
CXCL8 en los cultivos A549per como resultado de la interaccion con su
receptor. Para demostrar lo anterior se propone analizar de forma individual
su participacion en la induccion de la siguiente forma: 1) tratar al
sobrenadante cA549per con los anticuerpos 48F 6 64G y 2) evaluar la
induccion del mRNA vy la proteina de CXCL8 en células A549 normales de
acuerdo a los protocolos descritos en el apartado de material y métodos.
Conjuntamente, tratar células A549 con diferentes mutantes de VSR ya
reportadas en la literatura (rgVSR-F (186), rgVSR-SF (186) y VSR-AGs
(187) y determinar su efecto tanto en la sintesis del mMRNA como en la
produccion y secrecion de la proteina de CXCL8, de acuerdo con la
metodologia reportada en material y métodos. También se plantea evaluar
por ensayos de quimiotaxis la actividad biolégica de CXCL8 presente en los
sobrenadantes del cultivo persistentemente infectado en presencia y en

ausencia anti-CXCLS.
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Apendice

MATERIAL Y REACTIVOS.
Células y Virus:

Células Vero, ATCC (CCL 81)

Células A549 donada por el Dr. A. Brassier (Departament of Pediatrics,

University of Texas Medical Branch, Galveston, Texas)

Cepa Long del Virus Sincitial Respiratorio (VSR), donada por el Dr. Michael
Trudel (Instituto Armand Frappier, Ville de Laval, Canada).

Medios y suplementos para cultivo:

Medio de cultivo para las células VERO y A549.

DMEM (GIBCO 12100-046)

DMEM suplementado con 5% de SFB, 2.2 g/t de Hepes, 2.2. g/lt de
bicarbonato de sodio, 2 mM de concentracion final de glutamina

Suero fetal bovino (GIBCO-BRL 10437-028)

Hepes (SIGMA H-0763)

Bicarbonato de sodio (Productos quimicos Monterrey 1290)

Glutamina (SIGMA G-1517)

Reactivos:

NaCl (MERCK 6404)

Cloruro de calcio anhidro (JT Baker 790)
Cloruro de potasio (Merck 6404)
Acido acético (JT Baker 9507-05)
Acido sulfurico (JT Baker 9604-05)
Citrato de sodio (JT Baker 3646)
Na;HPO,4 (Merck 6586)

NaH2POq4 (J.T. Baker 790)
KH2PO4 (JT Baker 4873)

MgSO, (J.T. Baker 2500)

EDTA (JT Baker 8993)

EDTA (SIGMA E-5134)

Tween 20 (BIO-RAD 170-6531)
TRIS-HCI (SIGMA 3253)



Tripsina (SIGMA 1989)

Rojo Neutro (Sigma N-7005)

Albumina Seérica Bovina (SIGMA A-3350)
Polilisina (SIGMA P-1399)

Polietilenglicol (PEG 6000 SIGMA, P-2138)
3,-3" Diamino benzidina (SIGMA D-5637)
Sacarosa (Merck K-3985251)

Agarosa (SIGMA A-6013)

Metanol (Merck MX04488-1)

Acetona (Merck 15852)

Paraformaldehido (SIGMA P6148)

H,O, (Productos quimicos Monterrey 5600)

Acrilamida (BIO-RAD 161-0101)
Bis-acrilamida (BIO-RAD 161-0201)
2-Mercapto etanol (BIO-RAD 21277)

Urea (JT Baker 4204)

Isotiocianato de guanidina (GIBCO 15535-016)
N-lauril sarcocilato de sodio (SIGMA L-5125)
Fenol (GIBCO 15509-011)

Acetato de sodio (Merck 6267)

Etanol (Merck 15853)

Isopropanol (Merck 21582)

Cloroformo (Merck 15854)

Alcohol isoamilico (SIGMA 1-9392)

Agarosa grado molecular (BIO-RAD 162-0134)
Bromuro de etidio (BIO-RAD 161-0430)
Dietilpirocarbonato (DEPC D5758)

dNTP’s (Invitrogen 18427-013)

Superscript Il (GIBCO-BRL 18064-014)
Inhibidor de RNasa (GIBCO-BRL 15518-012)
Taq DNA polimerasa (GIBCO-BRL 10342-053)
Olido-dT (GIBCO 18418 012)

DTT (GIBCO 15508-013)

Proteina A-sepharosa (SIGMA P-6649)
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Proteina A-agarosa (GIBCO 15918 014)
Adyuvante completo de Freund (SIGMA F-4258)
Adyuvante incompleto de Freund (SIGMA F-5506)
Triton X-100 (SIGMA X-100)

Desoxicolato de sodio (D-6750)

Anticuerpos vy conjugados.

Inmunoglobulinas clase G (IgG’s) obtenido y purificado en el laboratorio
Anti-IgG conejo conjugado con peroxidasa, obtenido en cabra (Amersham
NA 933)

Anti-IgG conejo conjugado con FITC, obtenido en burro (Amersham N
1034).

Anti-VSR (Biogenesis )

Anti-IgG de cabra (ZYMED 81-1620)

Anticuerpos monoclonales anti-F y anti-G fueron donados por el Dr. José
Antonio Melero del Instituto de Salud Carlos Tercero, Madrid, Espafa.
Anti-raton conjugado con peroxidasa (ZYMED 62-6720)

Amortiguadores vy soluciones.

PBS

NaCl 8 gr

KCI 0.2 gr
Na;HPO,40.96 gr
KH,PO4 0.2 gr

Se afora a 1 litro, se ajusta el pH a 7.4 y se esteriliza por autoclave

TNE
Tris-HCI 50 mM, pH 7.5

NaCl 0.1M
EDTA10 mM

EARLE
CaCl anhidro 0.002 gr.

KCI 0.004 gr



MgSO4-7 H,O 0.02 gr

NaCl 0.668 gr

NaHCO30.22 gr.

D-Glucosa 0.1 gr.

Para el ensayo de interferencia utilizar rojo neutro 3.3 mg.
Aforar a 100 ml.

TAE (50X)
Tris base 242 gr

57.1 ml de acido acético glacial
100 ml de EDTA 0.5M, pH=8

TE
Tris HCI 10 mM

EDTA 1mM
pH=7.5

Amortiguador de carga para geles de agarosa.
Glicerol 1% en TAE 1X
Orange G (Sigma 0O-1625) trazas.

Bromuro de etidio 10 ug/ml en agua estéril.

Material de plastico.

Portaobjetos de poliestireno de 8 pozos (Nunc 177445).

Botellas para cultivo celular de 162 cm2

Cajas petri para cultivo celular 60 cm2

Cajas petri para cultivo celular 100 cm2

Placas de 96 pozos para cultivo celular

Placas de 6 pozos para cultivo celular

Tubos Eppendorf presiliconizados de 0.6 y 1.5 (Costar 3208 y 3210).
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INDICE DE ABREVIATURAS
VSR Virus sincitial respiratorio
DMEM. DMEM completo, Medio minimo esencial Dulbeco modificado
suplementado con suero bovino fetal
DMEM; DMEM incompleto, Medio minimo esencial Dulbeco modificado sin
suero bovino fetal para infectar
UV Luz ultravioleta
CTLs Células T citotoxicas
NK Células asesinas naturales
IL interleucinas
CXCLS8 Interleucina 8
mRNA RNA mensajero
DNAc DNA complementario
B-2 B-2- microglobulina
A549norm células A549 normales
A549per Células A549 infectadas persistentemente
A549a Células A549 infectadas en forma aguda
cA549per sobrenadante de cada pase del cultivo persistente
cA549a sobrenadante de células A549 infectadas con el virus sincitial
respiratorio en forma aguda
cA549norm sobrenadante de células A549 normales
anti-F (48F) Anticuerpo monoclonal anti-proteina de fusién
anti-G (64G) Anticuerpo monoclonal anti-proteina de unién
sPEG sobrenadante obtenido de la precipitacién con polietilenglicol
pPPEG precipitado obtenido la precipitacion con polietilenglicol
pPEGI precipitado obtenido de la primera precipitacién con polietilenglicol
pPEGII precipitado obtenido de la segunda precipitacion con polietilenglicol
pPPEGIV precipitado obtenido de la cuarta precipitacion con polietilenglicol
Gm proteina G anclada a la membrana
Gs proteina G soluble
rgVSRF mutante con delecion en los genes Gy SH
rgVSRSF mutante con delecién del gen G

AGsVSR mutante con delecién de la proteina G soluble
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Abstract

The aim of this study was to investigate whether respiratory syncytial virus persistence
regulates interleukin 8 (IL-8) mRNA synthesis and protein secretion in a human lung
epithelial cell line (A549). Therefore, we established RSV persistence in these cells
(A549per) and determined the levels of interleukin-8 mRNA by RT-PCR and of protein
through ELISA. Interleukin-8 mRNA synthesis and protein secretion were continuously
up-regulated in A549per cells during passages and in A549 cells that had been
incubated with supernatants (cA549per) obtained from A549per passages. These results
suggested that the enhancement of interleukin-8 was stimulated either by the presence
of the RSV genome in the cell or by soluble mediator(s) induced by RSV, which, in
turn, increased interleukin-8 mRNA synthesis and protein secretion. Soluble RSV F and
G proteins were identified as mediators. Moreover, interleukin-8 enhancement was
observed after 1-min incubation with the soluble mediators, thus suggesting that
interleukin-8 up-regulation was triggered by receptor—ligand interaction.

Keywords: Interleukin-8; Up-regulation; Extra-cellular RSV proteins; Human airway
epithelial cells
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1. Introduction

Respiratory syncytial virus (RSV) is the most important respiratory pathogen in infancy;
by age 2 virtually 100% of children have been infected. The infection is rarely
subclinical and mostly presents as an upper or lower tract infection. RSV infection in
the lower respiratory tract in infants typically causes bronchiolitis and pneumonia;
furthermore, clinical and epidemiological data show that early severe infection is
associated with increased risk of long-term problems such as recurrent chronic
obstructive pulmonary disease [1], [2], [3], [4], [5], [6], [7] and [8]. The mechanisms,
by which this infection leads to airway dysfunction that persists long after the acute
disease has been resolved, are not well defined. However, involvement of RSV
persistence in long-term respiratory problems has been suggested [1], [9], [10], [11] and

[2].

RSV is a member of the Paramixoviridae (genus Pneumovirus), a large group of non-
segmented, negative-strand RNA virus, which includes several viruses that persist in
humans and in human cell lines [13] and [14]. RSV codes for 11 proteins, three being
transmembrane surface glycoproteins (F, G, and SH), two of which, F and G, can be
secreted [13], [15] and [16].

Although RSV persistence in humans (the natural host of RSV) has not been clearly
demonstrated, some circumstantial evidences suggest it: RSV was isolated from the
nasopharynx of apparently healthy children [17]; viral antigens in osteoclasts and cells
from patients with Paget’s disease have been reported [18]; and viral mRNA has been
found in post-mortem tissue from infants who died during months in which no virus
could be isolated [19]. Therefore, it is likely that RSV persists in humans at least during
inter-epidemic periods, especially since no animal reservoir of RSV has been reported
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[13]. Furthermore, viral persistence has been reported in immortalized eukaryotic cells
lines [20], [21], [22], [23], [24] and [25].

The pathogenesis of RSV-induced airway injury appears to involve an extended
inflammatory response, characterized by recruitment and activation of inflammatory
cells. The main target for RSV is epithelial cells from upper and lower respiratory tracts
[13], infected epithelial cells release pro-inflammatory mediators that cause an influx of
cells into the airway; recruited cells prolong inflammation and bronchial hyper-
responsiveness by releasing mediators that attract other inflammatory cells [26], [27]
and [28]. Autopsies and studies in vivo have demonstrated that RSV infection results in
airway inflammation with recruitment and activation of polymorphonuclear neutrophils
(PMN) and lymphocytes [29] and [30]. Excessive cell recruitment, by causing
inflammation and tissue damage, is implicated in the pathogenesis of chronic lung
disease [31] and [32]. The airway inflammation that results from RSV infection is
associated with a marked increase in interleukin-8 (IL-8) release in the respiratory tract
[28], [33] and [34].

Although the mechanism of RSV-induced inflammation is not well understood, reports
indicate that IL-8 is the major chemotactic and activating agent for PMN and
lymphocytes in the lung, and that it plays an important role in the pathology [28], [33]
and [34]. A strong, dose-related association between the IL-8 mRNA produced locally
in the airways and the severity of disease has been reported [35] and [36]. It is likely
that epithelial cells are an important source of IL-8 because these cells are the primary
target for RSV and are present in very high numbers as they form the lining of the entire
respiratory tract [13], [31], [35] and [36].

Studies in vitro have demonstrated induction of IL-8 expression and protein release by
RSV acute infection of A549, a human pulmonary epithelial cell line, [37], [38] and
[39]. Furthermore, assays done with the same cell line have shown that the increase in
IL-8 is regulated by interleukin IL-1a and is independent of IL-1f3, TNF-a [40], and
replicative RSV [38].

The purpose of this study was to investigate whether RSV persistence in a human
epithelial lung cell line alters IL-8 mRNA synthesis and secretion of IL-8 protein. For
these studies, we established a persistently RSV-infected culture of a human alveolar
epithelial cell line (A549). The decision to use A549 cells for our study was based on
reports that, in this cell line, basal IL-8 production is minimal but increases with acute
RSV infection [37], [38] and [40]. Epithelial cells were chosen not only because they
are the target during RSV infection, but also because they are among the cell lineages
that have been selected for the virus to persist [41].

2. Materials and methods

2.1. Cells and virus

Human lung epithelial cell type 11 (A549), obtained from Dr. A. Brassier (Department
of Medicine, The University of Texas Medical Branch, Galveston, Texas), and Vero
cells from our laboratory were free of mycoplasma determined by mycoplasma
detection kit (Boehringer—-Mannheim) and propagated as described elsewhere [25]. RSV
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Long strain is the prototype virus used in our laboratory. The procedures for
propagating cells and virus and for assaying viral infectivity have been described [25].

2.2. Anti-RSV antibodies

Polyclonal rabbit anti-RSV serum was produced in our laboratory [25]; commercial
polyclonal goat anti-RSV (Biogenesis, Poole, UK) was used; and monoclonal murine
antibodies against RSV F protein (48F) and against G protein (64G) were kindly
provided by Dr. Jose Melero (Instituto de Salud Carlos Tercero, Madrid, Espafia).

2.3. Persistent RSV infection

To obtain persistently infected cultures, monolayers of confluent A549 cells were
infected with RSV at a multiplicity of infection (m.o.i.) of 0.001. In brief, RSV in
Dulbecco’s minimum essential medium containing 2% fetal bovine serum (FBS) was
added to an A549 monolayer and allowed to incubate (2 h; 37 °C). Thereafter, non-
absorbed virus was removed and fresh medium with 2% FBS was added. From
sequential passages of surviving cells, persistently infected cultures of A549 were
obtained, one of which (passage 48, designated A549per) was further subcultured.
During the passages, viral persistence was verified and monitored by determining the
presence of cells bearing viral antigen and the production of infectious virus and
defective particles [21] and [25].

2.4. mRNA of IL-8 and of #2-microglobulin

Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to determine the
presence of mRNA of IL-8 and of f2-microglobulin. As housekeeping gene 32-
microglobulin was selected because among the determinations no significant variations
in the mRNA values were observed.

2.4.1. mRNA of IL-8

Total RNA was isolated as reported [21]. Synthesis of cDNA and PCR amplification
were done in the same tube at 20 pl total volume. Total RNA (3 pg) was reverse
transcribed with 200 U of Superscript II RT (Gibco, New York) and 1 pg/ul of
oligo(dT) (Gibco) in first-strand buffer (Gibco) by heating (42 °C; 60 min). To 2 pl
cDNA were added 2.5 U of Platinum Taq polymerase (Gibco) and 40 pM each of sense
(5'CTGCTAGCCAGGATCCAACAAZ') and antisense
(3’CAACACAGCTGGCAATGACAS') IL-8 primers (Gibco). After being heated

(99 °C; 2.5 min), the reaction mixture was cycled 35 times: 1 min at 94 °C; 1.5 min at
65 °C; and 1 min at 72 °C; and amplified at 72 °C for 7 min in a DNA thermal cycler
(Perkin-Elmer, Norwalk, CT). The 498 bp segment, between nucleotides 847 and 1345,
of IL-8 mRNA was amplified.

2.4.2. mRNA f2-microglobulin

cDNA was synthesized as described above. cDNA (2 pl) was amplified in 5x buffer
(Gibco) containing 2.5 U of Platinum Taq polymerase and 40 pM each of 2-
microglobulin sense (S’ ACCCCCACTGAAAAAGATGAGTAT3’) and antisense
(5'ATGATGCTGCTTACATGTCTCGAT3') primers (Gibco). After being heated
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(96 °C; 5 min), the reaction mixture was cycled 35 times: 30 s at 96 °C; 1 min at 60 °C;
2 min at 72 °C; and a final amplification at 72 °C for 10 min in the DNA thermal cycler.
The 90 bp segment, between nucleotides 340 and 430, of f2-microglobulin was
amplified.

All PCR products were analyzed on 1% agarose gels, with ethidium bromide used for
staining. The DNA bands were visualized by examining each gel under UV light and
were documented by photography with a Kodak DC 290 digital camera. The densities
of the amplified bands were analyzed by Quantity One v 4.3.1 (Bio-Rad, Hercules,
California) software package. To mock-infected A549 cells an arbitrary value of 100
was given.

2.5. Determination of IL-8 protein levels

Levels of both cellular and secreted IL-8 protein were determined by the double
sandwich technique with an ELISA kit (EH2-IL-8; Pierce Endogen, Woburn, MA,
USA), as recommended by the manufacturer. The ranges of detection were 26.5—
1000 pg/ml (sensitivity: <2 pg/ml).

2.6. Conditioned medium from A549per culture

Supernatants from A549per (cA549per) were collected; cA549per was obtained from
passages 65 to 73 of A549per. Supernatants from A549 cells, passages 65—73, that had
been mock-infected (designated as cA549m) were used as negative control. All
supernatants were clarified by centrifugation for 10 min at 1500 rpm (Sorvall RT
6000D) before incubation with A549 cells.

2.7. Thermal and UV stability of IL-8 gene expression activity induced by
cA549per

To evaluate whether the ability of cA549per to induce IL-8 gene expression was labile
to heat or to UV irradiation, cA549per was either boiled for 5 min or irradiated with UV
at a dose required to inactivate >6 log;o TCIDsy/ml (5 min; 10 cm distance; General
Universal lamp UVGL-25, UVP, Upland, CA, USA). Inactivation of RSV infectivity
was verified by flow cytometric analysis through monitoring the expression of viral
antigen [25] on A549 cells 24 h post-infection at m.o.i. of 1.

2.8. Precipitation of soluble particles in cA549per

Immune precipitation, performed according to Millan et al. [42], followed by
precipitation with polyethylene glycol (PEG), was used to obtain subfractions of
cA549per. In brief, 125 pl cA549per was incubated with an equal volume of polyclonal
goat anti-RSV (1 h; 37 °C); 5 ul protein A—agarose (Gibco) was then added; and the
mixture was incubated overnight at 4 °C with continuous shaking.

Thereafter, the beads were removed by low-speed centrifugation. To the decanted
supernatant (250 ul), 6%(w/v) polyethylene glycol 8000 (Sigma, St. Louis, MO, USA)
was added and incubated overnight at 4 °C with continuous shaking. The resulting
suspension was centrifuged (9500 rpm; 1 h; 4 °C) in a fixed angle rotor (TLA-100.2,
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Beckman, Palo Alto, CA, USA) and the supernatant (SPEG) and pellet (pPEG) were
collected. The PEG precipitation was iterated on four sequential SPEG.

2.9. Detection of viral proteins in precipitated pellet and supernatant of
cAS549

Each supernatant obtained from cA549per after the precipitation procedure was mixed
with sample buffer (8.5 M urea; 0.5 M B-mercaptoethanol) and the mixture was boiled
for 12 min. Thereafter, proteins (1 pg/lane) in the supernatants and in the pellets were
separated by SDS-PAGE gradient (8-20%). After electrophoresis, the separated protein
subunits were transferred to a nitrocellulose membrane sheet (Hybond C-extra,
Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Buckinghamhire, England) that had
been blocked with 5% (w/v) non-fat dried milk in phosphate-buffered saline (PBS).
Then, as primary antibody, either the polyclonal goat anti-RSV (1:400 in PBS—-0.3%
Tween 20) or monoclonal anti-protein F or anti-protein G (1:5 in PBS—0.3% Tween 20)
was added. After overnight incubation at 4 °C and exhaustive rinsing with PBS—0.3%
Tween 20, second antibody (either rabbit anti-goat or goat anti-mouse) conjugated with
peroxidase (1:500 in PBS—0.3% Tween 20; Zymed Laboratories, San Francisco, CA)
was added and incubated (1 h; room temperature). After having been exhaustively
rinsed with PBS—0.3% Tween 20, the antigen—antibody complexes were developed with
a chemiluminescent assay system, as described by the manufacturer (ECL, Amersham
Pharmacia Biotech, UK).

2.10. Effect of cA549per on IL-8 mRNA synthesis and protein secretion

The supernatant and pellet obtained after precipitation were used to regulate 1L.-8
mRNA expression and protein synthesis. Confluent monolayers of A549 cells grown in
48-well plates (3 x 10° cells/well) were incubated 1 min at room temperature with 20 pl
test material/well. Thereafter, the fluid in each well was removed and discarded; the
cells were washed twice with PBS; and fresh PBS (200 ul) was added to each well. The
cultures then were incubated at 37 °C either for 2 h for the determination of IL-8§ mRNA
or for 6 h for the determination of extra-cellular protein.

2.11. Statistical analysis

Data are expressed as means of three independent determinations + one standard error
deviation. Analysis of the differences between IL-8 mRNA fold increase or IL-8 protein
fold induction between assays with A549per and A549m cells was performed with a
non-parametric Kruskal-Wallis rank test [43], using the JMP statistical package version
3.1 [44]. P values =0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1. RSV persists in A549 cells

Highly reproducible persistently RSV-infected A549 cultures were achieved after
sequential passages of those cells surviving infection. These cultures did not exhibit cell
destruction phases, had a high percentage of cells that expressed viral antigen, and had
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low levels of extra-cellular infecting viral particles. One of these cultures (A549per)
was subcultured and further characterized.

Indirect immunofluorescence (data not shown) and cytometric analysis of A549per
passages demonstrated that RSV surface antigen was expressed on A549per cells. The
percentage of cells expressing viral antigen increased during the passages: At passage
43, 50% of the cells expressed antigen (Fig. 1A) and, in subsequent passages (60-78),
values of 93—-97% were obtained (Figs. 1B and C). In contrast, in acutely infected A549
cultures, the highest percentage of antigen-positive cells was 42% (Fig. 1D). A549per
has been maintained in our laboratory for over 4 years; cells from passages 65 to 78
were used in this work.

_‘_ﬂ- 1 “ l
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Fig. 1. Cells from A549per culture express RSV antigen. A549per cells were incubated with polyclonal
anti-RSV serum, stained with anti-rabbit—fluorescein isothiocyanate conjugate, and then analyzed by flow
cytometry as described elsewhere [41]. In each experiment, an isotype control (pre-immune serum) was
included and the resulting value for fluorescence was subtracted in all assays. The log of fluorescence
intensity is shown on the abscissa and the cell number on the ordinate. The percentage of cells presenting
viral antigen is given. (A) Passage 43; (B) passage 65; (C) passage 73; and (D) RSV acutely infected
cells, (m.o.i. of 1, at 48 h post-infection).

Extra-cellular infectious virus was not detectable by TCIDs, or by plaque assay, but
infective virus particles were evidenced by viral antigen expressed on A549 cells
infected with cA549per from various passages (Figs. 2B and E), thus implying that low
levels of infectious virus and defective particles had been continuously produced. The
presence of defective particles was confirmed by interference assays and sucrose
gradient centrifugation [25] (results not shown).

Fre— e (58K)

Fig. 2. Extra-cellular infectious viruses are present in A549per culture. (I) RSV antigen in infected A549
cells. A549 cell monolayers were infected with (A) A549 supernatant obtained from acute-infected cells
(cA549a); (B) cAS549per (passage 58); or (C) cA549m. Viral antigen was visualized by indirect
immunoperoxidase assay with in-house polyclonal rabbit anti-RSV serum (1:100) as first antibody and
anti-rabbit—peroxidase conjugate (1:500, Amersham) as second antibody. (II) Cell-surface viral antigen
on A549 cells determinations incubated with (D) cA549a or (E) cA549per (passage 58). The percentage
of cells expressing viral antigen was determined by flow cytometry analysis as described in legend of Fig.
1.
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3.2. RSV persistence up-regulates IL-8 mRNA synthesis

Determination of the induction levels of IL-8 mRNA, expressed as fold increase (ratio
of levels of IL-8 mRNA/housekeeping gene f2-microglobulin mRNA), showed that
whereas the constitutive increase of IL-8 mRNA for A549m was 0.5-fold, for passages
of A549per, the values ranged from 1.8- to 2.7-fold (Fig. 3). Difference in mRNA fold
increase values between A549per passages and A549m was statistically significant

(P =0.0009). The relatively constant value of the fold increase in IL-8 mRNA during
subsequent passages implies that RSV persistence in A549 cells constantly up-regulated
the synthesis of IL-8 mRNA. That the amplified IL-8 mRNA segment corresponded to
the segment between nucleotides 847 and 1345 was shown by restriction analysis with
Rsal (results not shown; Boehringer—Mannheim, Germany).

(63K)

Fig. 3. Intracellular IL-8 mRNA is enhanced in A549per cells compared to that in A549 cells. Ethidium-
bromide-stained agarose gel of RT-PCR of cDNA amplified products and the fold increase in the ratio of
mRNA (IL-8/B2). The mRNA of IL-8 and of B2 microglobulin were determined at various A549per
passages, with that from acute-infected A549 (+) and A549m (—) as positive and negative controls,
respectively. Lane 1, passage 65; lane 2, passage 66; lane 3, passage 67; lane 4, passage 68; lane 5,
passage 69; lane 6, passage 70; lane 7, passage 72; and lane 8, passage 73. Rank sums of IL-8 mRNA fold
increase assessed in A549per passages differed significantly from mock-infected cells (y* = 28.114,

P =10.0009).

3.3. cA549per up-regulates IL-8 mRNA synthesis

In determining whether the increased production of IL-8 mRNA was due to soluble
mediators secreted by persistently infected A549 cells, it was found that when fresh
A549 cells were incubated with cA549per, the fold increase of mRNA synthesis was
higher than the base line (constitutive) value (P = 0.0052) with the highest value at 24 h
incubation and with concomitant decreases at 48 and 96 h (Fig. 4A). The data suggest
that the persistently infected A549 cells produced extra-cellular mediators that up-
regulated IL-8 mRNA synthesis.

Fig. 4. cA549per up-regulates IL-8 mRNA in A549cells. (A) Ethidium-bromide stained-agarose gel of
RT-PCR of cDNA amplified products and the fold increase in mRNA. IL-8 mRNA was determined at
various times of interaction between cA549per and A549 cells and expressed as described in Fig. 3. Lane
1, 4 h; lane 2, 24 h; lane 3, 48 h; and lane 4, 96 h. Rank sums of IL-8 mRNA fold increase assessed in

(52K)
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A549per passages differed significantly from mock-infected cells (> = 16.6477, P = 0.0052). (B,C)
Infectious virus particles and/or extra-cellular biological active factors in cA549per do not contribute to
IL-8 induction. Ethidium-bromide-stained agarose gel of RT-PCR of ¢cDNA amplified products and the
fold increase in mRNA and secreted protein. Chemokine induction was evaluated through IL-8 mRNA
synthesis and protein secretion of A549 cells after 24 h of incubation with untreated; UV irradiated, or
heated cA549. (B) IL-8 mRNA fold increase with cA549per either without treatment (lane 1), or
inactivated by UV irradiation (lane 2) or by heat (lane 3). (C) Secreted IL-8 protein, determined by
ELISA as described in Section 2. Secreted IL-8 protein induced by cA549per either without treatment
(bar 1), or inactivated by UV irradiation (bar 2) or by heat (bar 3); cA549m (—) negative control.

3.4. cAS549per up-regulation of IL-8 is not altered after thermal and UV
inactivation

The contribution of infectious particles and/or biological active factors present in
cAS549per to the expression of chemokine was evaluated in parallel assays in which
either untreated cA549per or cA549per previously inactivated (UV irradiated or heated)
was used. Prior to the assay, the amounts of infectious virus particles and IL-1a in
cA549 were measured by ELISA (R&D Systems), detection range <1 pg/ml. When
extra-cellular levels of IL-1a were determined in cA549m and cA549per both before
and after inactivation (UV or heat), no extra-cellular IL-1a was found (results not
shown). Furthermore, the participation of IL-1a in concentrations under 1 pg/ml as
inductor of the chemokine was eliminated by blocking IL-1a with a cell-receptor
antagonist (rIL-1ra; from R&D systems) as described by Patel et al. [40]. Briefly,
cA549m and cA549per were pre-incubated for 3 h at 37 °C with excess of rIL-1ra
(more than 10-fold (2 pg/ml) of the concentration) required to neutralize IL-1a detected
in cA549a (supernatant form acute-infected cells, m.o.i. of 1 and 48 h post-infection),
150 pl of the mixture was used to induce IL-8 in A549 cells as described in Section 2.
No essential differences in the values for IL-8 mRNA and protein secretion were
observed between assays that were done with and without the IL-1a cell-receptor
antagonist (data not shown).

When cA549per was incubated with A549 cells, a high percentage of the cells (65%)
presented RSV antigen. However, those values dropped to 0.9-5% when either the UV-
irradiated or heat-treated supernatants were used (results not shown), thereby implying
that infectivity did not survive UV or heat treatment. No significant difference on IL-8
mRNA synthesized was observed when A549 cells were incubated with cA549per
inactivated or untreated (Fig. 4B). The IL-8 protein released by A549 cells incubated
with cA549per, whether untreated or inactivated, showed a 2- to 2.5-fold increase over
constitutive levels (Fig. 4C), with basal protein secretion (cA549m) at 15 pg/ml and that
induced by cA549per in a range of 30—40 pg/ml.

Therefore, the data suggest that enhancement of IL-8 mRNA synthesis and release of
protein in response to incubation with cA549per was not mediated by infectious virus
particles or extra-cellular biological active factors. Because a likely candidate for the
induction effect was soluble viral protein(s), we attempted to remove them from
cA549per fluids.

3.5. Viral proteins were present in cA549per supernatant after immune
and polyethylene glycol precipitation
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Analysis of cA549per first by SDS-PAGE gradient electrophoresis (Fig. SA, lane 5)
and second by immunoblot (Fig. 5B, lane 5) showed that polyclonal anti-RSV
recognized proteins with a wide range of apparent molecular weights (30—120 kDa),
which might reflect the presence of complete, degraded proteins and/or protein subunits.

.“-“ r—-‘
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Fig. 5. RSV proteins are present in cA549per fluids, pellets, and supernatants. (A) Proteins detected with
Coomassie blue in gradient SDS-PAGE. (B) Western blot analysis of proteins in cA549
electrophoretically separated in SDS—PAGE gradient (8-20%)), visualized with goat polyclonal anti-RSV,
anti-goat peroxidase conjugate (1:400, Amersham), and ECL detection system. Lane 1, cA549m (—); lane
2, cAS549per, SPEGIV; lane 3, cA549per, pPEGIV; lane 4, pAS549per, pPEGII; lane 5, cA549per; lane 6,
cA549a; and lane 7, molecular weights. (C,D) RSV proteins are recognized by monoclonal antibodies.
Western blot analysis of proteins in precipitated cA549 separated in SDS—PAGE gradient (8-20%),
visualized with monoclonal anti-F or anti-G RSV proteins, anti-mouse peroxidase conjugate (1:400, Santa
Cruz, Biotechnology), and ECL detection system. (C) (anti-G protein) and (D) (anti-F protein). Lane 1,
cA549per, sPEGIV; lane 2, cA549per, pPEGIV; lane 3, cA549per, pPEGII; and lane 4, cA549per.

After immune precipitation, cA549per supernatants were not free of viral proteins: RSV
proteins with apparent molecular weights ranging from 45 to 90 kDa were detected
(results not shown). When these supernatants were further precipitated with
polyethylene glycol, although viral proteins with molecular weights lower than 40 and
higher than 70 kDa were removed, proteins in the range of 40—70 kDa remained. These
proteins were recognized by polyclonal anti-RSV (Fig. 5B, lanes 2—4) and by both
monoclonal antibodies against RSV G and against RSV F proteins (Figs. 5C and D,
lanes 1-3).

cAS549per supernatant post-PEG precipitation (sPEGIV) showed a single protein band
(Fig. SA, lane 2) that was recognized by polyclonal anti-RSV (Fig. 5B, lane 2) and by
monoclonal anti-RSV protein G and anti-RSV protein F (Figs. 5C and D, lane 1).
Moreover, the molecular weight of the band agrees with the reported values for G and F
proteins [15] and [16], with the width of the band possibly explained by variations in
electrophoretic mobility due to different patterns of protein glycosylation.

3.6. Soluble F and G RSV proteins induce IL-8 in A549 cells

Not only cA549per but also the supernatants and pellets obtained after immune and
polyethylene glycol precipitation enhanced IL-8 mRNA synthesis and protein secretion
in A549 cells, thus suggesting that RSV persistent infection in A549 cells induced the
synthesis of soluble mediators, which in turn, up-regulated the synthesis and secretion
of IL-8 (Figs. 6A and B). The enhancement effect was observed after 1 min of
interaction between cA549per and A549 cells, thereby implying that ligand-receptor
interaction may trigger the observed enhancement effect.
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Fig. 6. (A,B) Pellet and supernatant of cA549per up-regulate IL-8 gene expression. Ethidium-bromide-
stained agarose gel of RT-PCR of cDNA amplified products and the fold increase in mRNA and secreted
protein. Pellet or supernatant obtained from polyethylene-glycol-precipitated cA549 was incubated for

1 min with A549 cells. IL-8 mRNA synthesis and protein secretion were determined as described. (A) IL-
8 mRNA synthesis and fold increase: lane 1, cA549per, pPEGI; lane 2, cA549per, pPEGII; lane 3,
cA549per, pPEGIV; and lane 4, cA549per, sSPEGIV; cA549m (—). Rank sums of IL-8 mRNA fold
increase assessed in pellet and supernatant A549per differed significantly from mock-infected cells

( =13.6216, P = 0.0086). (B) IL-8 secreted protein: bar 1, cA549per, pPEGIV; bar 2, cA549per,
SPEGIV; cA549m (—). Rank sums of IL-8 protein fold induction assessed in pellet and A549per cultures
pellet marginally differed from mock-infected cells (x* 5.6471, P = 0.0594).

When cA549per or supernatants and pellets obtained after immune and polyethylene
glycol precipitation were degraded with trypsin (at 1.5%, incubation 5 h at 37 °C) the
viral protein bands were not detectable by immunoblot and no IL-8 mRNA and protein
secretion were observed (results not shown). This observation supports the
interpretation that the chemokine up-regulation is induced by viral proteins F and/or G.

4. Discussion

IL-8 induction in airway human epithelial cells is induced by RSV infection in a
biphasic manner, the early induction appears independent of viral replication; 2 h post-
infection [38]. To determine whether RSV persistence in lower airway epithelial cells
regulates IL-8 gene expression and protein release, we established a persistent RSV
infection in A549, a human lung epithelial cell line, and used mock-infected A549 cells
as control.

To obtain persistently RSV-infected A549 culture, with nearly all cells expressing viral
antigen and low levels of virus replication, infection had to be done at low multiplicity.
Immediate establishment of RSV persistence in human airway epithelial cell lines,
HEp-2 and H358, can be obtained by infecting with virus stocks enriched with defective
particles [25]. In the present experiments, the input virus used was not enriched with
defective particles, although the presence of defective viral particles was evidenced
during the passages (results not shown). Moreover, it is likely that RSV present in
A549per genetically differs from the input virus; perhaps virus that persists in the
culture might be the result of various cycles of RSV propagation in A549.

Throughout RSV persistence in A549 cells, IL-8 mRNA synthesis was stimulated;
higher fold increases were observed in A549per cells than in A549m cells (Fig. 3).
Moreover, the values were similar among the passages, thus suggesting continuous
stimulation of IL-8 mRNA transcription during persistent infection.
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We were particularly interested in determining whether extra-cellular mediators present
in cA549per were also able to up-regulate IL-8 induction. IL-8 mRNA synthesis was
greater when A549 cells were incubated with cA549per than when incubated with
cA549m (Fig. 4A). Therefore, it is quite possible that infected A549 secreted mediators
that stimulated IL-8 expression. Both live virus [37] and extra-cellular IL-1a,
independent of RSV replication [40], have been reported to induce IL-8 in RSV-
infected A549 cells.

However, in the present system, the likelihood that infectious virus and/or IL-1a were
involved in IL-8 enhancement was ruled out because there were no differences in the
results obtained with either inactivated (irradiated or heated) or untreated cA549
supernatants. These findings suggest that IL-8 induction, with concomitant protein
release (Figs. 4B and C), was not linked to infectious viral particles or to labile
biological factors present in cA549per. No infectious virus was present in inactivated
(UV irradiated or heated) cA549per and IL-1a was not detected in cA549per before or
after heat treatment (results not shown). Moreover, no essential differences in the values
for IL-8 mRNA and protein secretion were observed between assays that were done
with and without the IL-1a cell-receptor antagonist (data not shown). Double-stranded
RNA did not participate in IL-8 induction [45] because the removal of double-stranded
RNA from cA549 from either acutely or persistently infected cells had no effect on IL-8
mRNA synthesis or protein secretion (results not shown). dSRNA was removed
according to Majde et al. [46]. Briefly, cA549 and cA549per were incubated with
RNAse A (Pharmacia, Upsala, Sweden) at a concentration to degrade ssSRNA but not
dsRNA (2 pg/ml at 22 °C for 60 min) or to degrade all RNA (20 pg/ml at 80 °C for

60 min). RNA was then extracted, analyzed in agarose gel, and used to induce IL-8 as
described. Furthermore, the chemokine was not up-regulated when cA549per fluids that
had been digested with trypsin were used (data not shown), implying that proteins were
involved in IL-8 mRNA synthesis and protein secretion.

Our results (Figs. 5C and D) favor the idea that extra-cellular F and G viral proteins
could well be secreted by infected A549cells, remained after the precipitation
procedures, and enhance IL-8 mRNA synthesis and protein secretion in A549 cells
(Figs. 6A and B). That sPEGIV from A549per gave a distinct band in SDS-PAGE
gradient (Figs. SA and B, lane 2), which was recognized by monoclonal antibodies
against F and G proteins (Figs. 5C and D, lane 1), and that sSPEGIV stimulated IL-8
mRNA synthesis and protein secretion support the idea (but not probe it) that these viral
proteins are indeed involved in the induction of chemokine.

The monoclonal antibodies we used recognized F and G proteins equally, and did not
react with other viral proteins (results not shown). Further studies are in progress to
determine whether either F or G by itself can up-regulate IL-8 induction in A549 cells.
However, because we cannot discard the possibility that other viral proteins present in
cA549per may have an enhancing effect (Figs. SA and B), studies that address the
identification of these other putative proteins and their effect(s) in the production of
chemokine are in progress.

Enhancement of the induction of chemokine in A549 cells after 1 min interaction with
cA549per may be caused by stimulation of IL-8 gene transcription in response to viral
proteins interacting with receptor(s) on A549 cells. The brisk induction effect may be
explained by interaction between viral proteins and cell receptors constitutive and/or
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induced by RSV infection, which then turns on the expression of chemokine gene [47]
and [48]. Studies addressing this hypothesis are in progress.

The present study is not only the first to explore the regulation, by cultured human
respiratory epithelial cells persistently infected with RSV, of IL-8 gene expression and
protein secretion, but also the first to provide evidence that IL-8 synthesis and protein
secretion are continuously up-regulated by persistently RSV-infected A549 cells. As IL-
8 1s a potent chemotactic and activating agent for neutrophils, the production of IL-8 in
persistently infected lower airway epithelial cells and by secreted soluble RSV
protein(s) targeted to these cells might prove to represent a major step in virus-induced
inflammation of the respiratory tract.
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