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1. Resumen

El virus Sincicial Respiratorio es el principal agente etiologico de las infecciones del tracto
respiratorio inferior en niflos <5 afios de vida. Una caracteristica de esta infeccion, es que el

40% de ninos hospitalizados por este virus desarrollaran asma.

Aunque los ratones Balb/c adultos son el modelo animal mas empleado que se ha utilizado
para evaluar tanto la infeccidon por el RSV como el proceso de inflamacion alérgica de la
via. Recientemente se ha propuesto que la respuesta inmune generada contra el RSV en
ratones de <1 semana de vida asemeja de mejor manera a la respuesta inmune de los nifios

con infeccion severa por el RSV.

El principal objetivo de este trabajo fue el determinar si la infeccidon neonatal por el RSV
modifico tanto la poblacién de linfocitos T CD4" como el proceso de inflamaciéon pulmonar
aguda generada con OVA. Las caracteristicas del modelo de alergenizacion respiratoria
fueron la presencia de infiltrado inflamatorio pulmonar, incremento en el depdsito de
colagena peribronquial; incremento en el numero de células en el BAL; incremento en la
expresion de citocinas tipo Thl, e incremento las citocinas y quimiocinas de tipo Th2 en el

tejido pulmonar de los ratones alergenizados con OVA.

En comparacion con los ratones solo alergenizados, en los ratones infectados/alergenizados
observamos una atenuacion del proceso inflamatorio pulmonar. Las principales diferencias
entre ambos grupos fueron: 1) atenuacion del infiltrado inflamatorio pulmonar; 2)
reduccion del porcentaje de células T CD4'CD25" y CD4'CD25 FoxP3" en el la via aérea;
3) excepto el mRNA de IL-10, la expresion relativa de todo los mensajeros analizados se
encontro significativamente reducida; 4) disminucion de la concentracion de IL-12p40 en

BAL; y 5) incremento de células CD4"CD25 FoxP3" en los ganglios linfiticos toracicos.

La atenuacion de la inflamacidn pulmonar generada con OVA, pudiera ser una
consecuencia de la disminucion de la expresion relativa de IL-12b en la via aérea. Ya que
IL-10 es considerada como una citocina reguladora, es posible que la disminucion en la
expresion y concentracion de IL-12 en los ratones infectados/alergenizados se expliquen

por la sobre-expresion pulmonar de IL-10. Finalmente, concluimos que la respuesta inmune



neonatal contra el RSV genera consecuencias de larga duracion sobre el microambiente

pulmonar.



2. Abstract

The Respiratory Syncytial Virus (RSV) is the main etiological agent of lower respiratory
tract infections in children under five years of age. This virus has three characteristics
which differentiate it from other respiratory viruses: first, the high rate of incidence
occurring between 2 and 6 months of age; second, the primary infection age, because this is
one of the main factors that determine the type and magnitude of the immune response
against the virus, and third, its relationship with asthma, because 40% of children

hospitalized for this virus will develop asthma.

For thirty years different experimental models have been used to study the possible
mechanisms that participate in the RSV-Asthma interaction. The Adult Balb/c mice animal
model is the one that has been used the most to assess RSV infections as well as airway
allergic inflammation. However, after comparing the immune response of adult mice with
the immune response against RSV of mice less than a week old, it has been proposed that
this is more similar to the immune response of children hospitalized for acute RSV
infection. On the other hand, when the RSV-Asthma relationship in adult mice has been
studied, it has been reported that if the infection occurs during or after the airway
sensitization with ovoalbumin (OVA), then the infection enhances the lung disease induced
by the respiratory allergen. On the contrary, if the infection occurs before the allergenicity

process, then the inflammation generated by OVA is not enhanced.

The main goal of this research was to determine if neonatal RSV infection modified the T
CD4 lymphocyte population as well as the acute lung inflammation generated by OVA. In
order to achieve this, Balb/c mice were infected on their fourth day of life and four weeks
later the OVA sensitization process was started. The results obtained from these mice were
compared to the ones obtained in three other study groups. The first group was mock-
infected and mock-sensitized (SS/SS); the second group was infected and mock-sensitized

(RSV/SS), and the third group was mock-infected and sensitized (SS/OVA).

First, we determined that newborn Balb/c mice were permissive to intranasal RSV
infection. Then, we determined the main inflammatory characteristics of the OVA

sensitization model. The characteristics for this model were: the presence of perivascular



and peribronchial inflammatory infiltrate with an increment of peribronchial collagen
deposit; an increment of the total cell number, lymphocytes, granulocytes, and
macrophages in the bronchoalveolar lavage; an increment in the Thl-type cytokines
expression as well as in the Th2-type chemokines in the pulmonary tissue of OVA

sensitized mice.

Compared to the SS/OVA mice, the infected and sensitized mice had a generalized
attenuation of the pulmonary inflammatory process. The main differences in both groups
were: 1) the attenuation of the magnitude of the pulmonary perivascular and peribronchial
inflammatory infiltrate; 2) the reduction of the CD4'CD25" and CD4'CD25 FoxP3" T
cells percentage present in the pulmonary tissue and BAL; 3) with the exception of the
mRNA of IL-10, the relative expression of all the messengers analyzed was significantly
reduced, specially the IL-12b, CCL11, CCL24 expression which were reduced 136.8 34.9
and 38.4 times, respectively; 4) less concentration of IL-12p40 in BAL, and 5) the group of
mice with the greatest amount and percentage of CD4 CD25 FoxP3" cells in their thoracic

lymph nodes were infected and sensitized.

The reduction of the CD4 'CD25" T lymphocyte population in the RSV/OVA mice airway
could be a consequence of the reduced relative expression of IL-12b in the pulmonary
tissue and IL-12p40 in BAL. Also, because IL-10 is considered a regulatory cytokine with
pleiotropic effects in the immune system, it is possible that the reduction of expression and
concentration of IL-12 in RSV/OVA mice could be explain by the IL-10 pulmonary over-

expression.

It should be mentioned that although seven weeks after having the RSV infection there was
a residual pulmonary inflammatory infiltrate, it was not possible to detect the viral genome
in both infected groups of mice. Therefore, we consider that the modifications in the type
and magnitude of the pulmonary inflammatory response generated by OVA in adult mice is

a consequence of the neonatal immune response generated by the RSV.

Finally, we conclude that the neonatal immune response against RSV has long lasting

consequences in the pulmonary microenvironment. As part of such consequences, the type



and magnitude of the pulmonary immune response induced by a non-virus related

respiratory allergen was modified.
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3. Antecedentes
3.1 Epidemiologia y relevancia del RSV

El virus sincicial respiratorio (RSV) pertenece a la familia Paramyxoviridae, subfamilia
Pneumovirinae, género Pneumovirus '. Desde que fue descubierto hace 60 afios, el RSV ha
sido considerado como el principal agente etiologico de las infecciones del tracto
respiratorio inferior en nifios menores de cinco afios. El pico de incidencia de la infeccion
ocurre entre los 2 y 6 meses de edad; para los 2 o 3 afios de vida casi el 100% de los nifios
tienen evidencia serologica de infeccion por el RSV. A nivel mundial, se ha estimado que
el RSV genera anualmente 33.8 millones de infecciones respiratorias agudas en nifios
menores de cinco afos, esta cifra representa el 22% de todos los episodios de infecciones
respiratorias registradas en el mundo. De todos los nifios infectados cada afo,

aproximadamente 3.4 millones de nifios van a requerir de hospitalizacion **.

El periodo de incubacion del RSV es de aproximadamente de 4 a 5 dias. El espectro de la
enfermedad causada por este virus es amplio, ya que su Unica manifestacion puede ser
fiebre, infeccion del tracto respiratorio superior sin complicaciones, otitis media, hasta

apnea del recién nacido, neumonia, bronquitis o bronquiolitis .

Epidemiologicamente la infeccion por el RSV tiene dos caracteristicas muy particulares
que lo distinguen de otros virus respiratorios. La primera es la alta tasa de reinfecciones
durante los primeros cinco afnos de vida; la segunda, es su asociacion con el desarrollo de
sibilancias cronicas o la generacion de asma. Se calcula que al afio posterior a la primera
infeccion por el RSV, el 47% de los niflos se van a reinfectar. Un porcentaje similar se
reinfectara durante el tercer afio de vida. De hecho, un mismo individuo se puede reinfectar
en afios sucesivos por el mismo subtipo y genotipo del RSV . En el caso de los adultos, la
tasa de reinfeccidn es menor que en nifios, alin asi, esta oscila entre el 5-10% cada afio,

siendo la poblacion mas afectada los trabajadores de la salud ',
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3.2 Asociacion epidemiologica entre infeccion severa por el RSV y el desarrollo del asma

Desde hace 40 afios se ha estudiado la asociacion epidemiolégica entre la hospitalizacion
por el RSV y el desarrollo de sibilancias cronicas o de asma. Aproximadamente el 40% de
los nifos que durante los primeros dos afos de vida se hospitalizan por esta infeccion
desarrollaran asma, sin embargo, la frecuencia del asma asociado al RSV disminuye
después de los 10 afios de vida y casi desaparece para los 18 afos de edad. Cabe mencionar
que hasta el momento no se han postulado hipotesis o se ha presentado evidencia que
explique por que el asma asociado a la infeccion por el RSV desparece a esta edad.
Evidencia reciente ha mostrado que la hospitalizacién por el RSV antes de los dos afios de

vida, incrementa en 3.84 veces la probabilidad de desarrollar asma .

Para entender los posibles mecanismos de esta asociacion epidemiologica se han propuesto
cuatro hipotesis. La primer hipotesis propone que la infecciéon por el RSV promueve la
sensibilizacion alérgica de la via aérea '*'*. La segunda establece que la infeccion del tracto
respiratorio inferior causada por el RSV afecta el desarrollo funcional de los pulmones > '
7. La tercer hipdtesis sugiere que los nifios con infeccion severa por el RSV generan una
respuesta inmune tipo Th2. Esta respuesta no solo seria inefectiva para evitar la replicacion
del virus, también facilitaria tanto las reinfecciones sintomaticas como el desarrollo de
asma ***', La ultima hipdtesis propone que los nifios atopicos o hiperreactores bronquiales -
quienes eventualmente se volveran asmaticos- son mas vulnerables a padecer infeccion

severa por el RSV %,

Debido a que se han reportado muiltiples mecanismos mediante los cuales, el RSV inhibe
las respuestas tipo Thl y Th17, y promueve la tipo Th2 (ver tabla 1). Consideramos que la
tercera mencionada anteriormente, pudiera proveer la mejor explicacion sobre la base
biologica entre la infeccion severa por el RSV y el desarrollo de asma. Los trabajos que
soportan esta hipdtesis han mostrado que a mayor severidad de la infeccion, menor sera el
perfil de citocinas tipo Thl y mayor seran las del tipo Th2. Por lo cual, la infeccion severa a
edades tempranas de la vida facilitaria tanto las reinfecciones, como sesgaria al sistema

inmune hacia un fenotipo predominantemente Th2.

3.3 Principales caracteristicas del RSV
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El RSV es un virus envuelto, de estructura pleomorfica y con un didmetro que varia entre
los 100 y 350 nm. Su genoma esta compuesto por una molécula lineal de RNA, de cadena
sencilla en sentido negativo y con una longitud aproximada 15.2 kb. Su genoma contiene
10 genes que codifican para 11 proteinas, estas son: las proteinas no estructurales 1 y 2
(NS1 y NS2), la nucleoproteina (N), la fosfoproteina (P), la proteina de matriz (M), la
proteina pequenia hidrofobica (SH), la proteina de adhesion (G), la proteina de fusion (F),
las proteinas de matriz 2-1 y 2-2 (M2-1 y M2-2), y la RNA polimerasa dependiente de
RNA (L). En la figura 1 se muestra una representacion grafica del genoma viral, en la tabla

1 se resumen las caracteristicas mas relevantes de dichas proteinas %',

Figura 1. Representacién grafica del genoma del RSV *'.

Tabla 1. Principales caracteristicas estructurales y funcionales del RSV

Gen | Proteina Funcion Referencia

Bloquea la activacion de IRF3 y Jak/STAT2, disminuye la
fosforilacion STAT2 y STATI, degrada STAT2, disminuye la
expresion del gen star2. Mediante lo anterior disminuye la
NS1 NS1 | producciéon de INF-I. También suprime la maduracion de

7,37-40, 42-44
células dendriticas, la proliferacion de células CD8'CD103" y
células Thl7. Evita la diferenciacion de células ThO hacia Thl,

Th2 y Th17 y suprime apoptosis.

Bloquea la activacion de IRF3 y Jak/STAT2, disminuye la
fosforilacion STAT2 y STAT1, degrada STAT2, disminuye la
NS2 NS2 7,37-40, 42-44
expresion del gen stat2. Mediante lo anterior disminuye la

produccion de INF-1. Bloquea la activacion de RIG-I, suprime

13



la maduracion de células dendriticas, la diferenciacion de

células ThO h hacia Th2 y Th17, y también la apoptosis.

Se une al genoma y al antigenoma viral, reduciendo la
probabilidad de que el RNA viral se reconocido por RIG-I, por
los TLRs endosomales y por las RNAsas citosolicas.
Antagoniza con la respuesta inmune innata mediada por
MDAS y RIG-1. Durante la sintesis del RNA viral interactua
con la fosfoproteina, su fosforilacion modula la sintesis de
RNA viral. Para la replicacion viral se asocia con el factor
celular eEF1A. En células dendriticas infectadas se expresa en
su superficie celular, limitando la sinapsis inmune con células

T.

7,37,39,45-48

Interactaa con las proteinas virales N y M2-1, asociandose con
la nucleocapside viral. Este es un cofactor esencial para la
sintesis de RNA, ya que favorece que la RdRp acceda al
genoma. Ademas permite que las proteinas N y RdRp estén

solubles para el ensamblaje viral.

7,39, 40,49

Es una proteina monomérica asociada tanto con la envoltura
viral y con la RNP. Esta es relevante durante el proceso de
salida del virus, y ademas silencia la sintesis de RNA durante

el empaquetamiento viral.

40

M2

M2-1

Proteina homotetramérica que contiene un motivo de dedo de
zinc el cual interacciona con el RNA. Se une a la proteina P y
al RNA viral, es un factor para la procesividad transcripcional,
y potencia la lectura en las uniones entre los genes virales para
si poder generar el antigenoma. Media la asociacion de la

proteina de matriz con la nucleocapside.

7,39, 40, 50,
51

M2-2

Regula el balance entre la sintesis del mRNA viral y la
replicacion del genoma viral. El incremento en sus
concentraciones citosolicas inhibe la replicacion viral. Ademas

induce la activacion de NF-kB.

7,39, 40,52
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SH

SH

Esta proteina cuenta con dos inicios de traduccion y varios
sitios variables N-glicosilacion. Funciona como canal catiénico
que se inserta en la membrana de las células infectadas. Debido
a la induccion de TNF-0, SH inhibe la apoptosis temprana,
activa el inflamosoma (NLRP3) y ademas se acumula en balsas

lipidicas del Complejo de Golgi.

7,37,40,41,
53

Esta es una de las dos glicoproteinas mayores de superficie del
virus. La proteina viral F genera la fusion de la envoltura viral
con la membrana celular, ademas de que forma sincicios con
células vecinas. Esta proteina sintetizada inicialmente como un
precursor no funcional (Fy), para su funcionamiento requiere
de una doble escision en su extremo N-terminal. Cuenta con
dos son regiones repetidas de siete aminoacidos que contienen
unicamente dos secuencias (HRA y HRB) las cuales forman
una estructura llamada 6HB (esta region es reconocida por los
TLRs). La proteina F se une a: glicosaminoglicanos, ICAM-1
TLR-2/6, TLR-4, SP-A y nucleolina, y también se asocia con
balsas lipidicas (durante el proceso de salida del virus). Induce
la secrecion de citocinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6 e IL-8)
y activa a las células CDS8" Ag-especificas. Contra esta
proteina se generan anticuerpos neutralizantes, ademas es la

proteina que determina la especificidad de la infeccion.

7,40, 54-57

La proteina G es la otra glicoproteina mayor de superficie. Es
también nombrada como proteina de adhesion y se une a:
glicosaminoglicanos, SP-D, al TNFr y al CX3CRI1. De todas
las proteina (y genes) del RSV, este es el que tiene mayor
variabilidad y el mas glicosilado. El 60% de su peso son
glicosilaciones, particularmente O-glicosilada. Existen dos
formas de la proteina, una transmembranal (mG) y una soluble
(sG). Esta proteina induce eosinofilia y la produccion de IL-4,
IL-5, IL-13, IgE, histamina; inhibe la expresion de IL-2
,CCL2, CCL3, INF-I e INF-II, CCL4 y CXCL2; e impide la

7,37,40,41,
58-62
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migracion de células NK. La inmunizacion con esta proteina
exacerba la respuesta tipo Th2. La region central denominada
GCRR, es analoga a las moléculas CX3CL1 y al TNF, e inhibe
la activacion de CX3CRI1, TNFr y de los TLR2, 3, 4, y 9.
Contra esta proteina se generan anticuerpos neutralizantes y no
neutralizantes, sin embargo estos tiene una menor funcion de
neutralizacion en comparaciéon con los anticuerpos anti-F. La
forma soluble, disminuye la respuesta y migracion de células T
que expresan CX3CRI1, y bloquea la neutralizacion mediada
por anticuerpos. La forma transmembranal interacciona con la

proteina de matriz.

Polimerasa viral (RdRp) dependiente de RNA, realiza la
funcion de “capping” y poliadenilacion del RNA, como
templado utiliza al complejo RNA-NP. Para la sintesis de
mRNA viral, la RdRp es reclutada en los primeros 11
L L nucledtidos de la region 3’ o regidn leader. Para la replicacion | 7,40, 41,63
viral la RdRp se une a la region leader-complementaria del
antigenoma. El balance entre transcripcion y replicacion esta
regulado por las concentraciones citosolicas de la proteina M2-

2.

Las células blanco del RSV son las del epitelio respiratorio, sin embargo, también puede
infectar células dendriticas (DC) y macréfagos. Inicialmente el virus infecta a las células
del tracto respiratorio superior, la diseminacion hacia el tracto respiratorio inferior se da
tanto por contigiiidad (al formar sincicios), como por secrecion del virus hacia el lumen

respiratorio "*%*,

3.4 Respuesta inmune contra el RSV

La liberacion de los mediadores inflamatorios arriba mencionados estimulan la migracion
hacia la via aérea de DC, NK, macrofagos, polimorfonucleares y en algunos casos de
eosindfilos. Para que inicie la respuesta inmune adaptativa, es necesario que las DC

adquieran y procesen los antigenos del virus. Cuando una DC o un macréfago se infecta por

16



el RSV, entonces ocurre un impedimento de la sinapsis inmune entre estas células y los
CD4" naive. Este impedimento probablemente se deba a la expresion de la nucleoproteina

del RSV cerca del complejo principal de histocompatibilidad. /n vitro, cuando los

macrofagos se infectan por el RSV estos se activan por la via alterna y no por la clasica

64-66

Tabla 2. Principales de respuesta inmune generada por el RSV.

Modelo Infeccion severa Infeccion no severa Referencias
Citocinas, | Mayores concentraciones de: Mayores concentraciones de:
quimiocinas | IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, TNF-qa, | INFy, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12,
y IgE, 1gGl1. CCLS5, IgG2. 64-70
anticuerpos | La produccion de INF-I e IL-12 es
practicamente minima.
Células Aumenta la produccién de moco, | Reclutamiento y activacion de
se retrasa la migracion de linfocitos | CTL, NK y macrofagos
T CD8" Ag especificas. activados por al via clasica.
Incrementa la migracion hacia | Mayores concentraciones de
pulmén de eosinodfilos y | linfocitos T-CD4", T-
mastocitos. CD4'CD25", T-CDS" y T- 64-70
Los macrofagos se activan por la | CD825", y células NK en
via alterna, y la funcioén de las DC | circulacion periférica.
esta disminuida. La respuesta
linfoproliferativa esta disminuida.

Las infecciones no severas por el RSV suelen caracterizarse por una respuesta inmune
predominantemente tipo Thl (ver tabla 2). Durante este tipo de respuesta y de manera
transitoria, la infeccion por RSV genera hiperreactividad de la via aérea, la cual desaparece
al resolverse la infeccion. Por el contrario, en las infecciones severas o cuando estas
ocurren en nifios menores de 6 meses de vida la respuesta predominante sera del tipo Th2,

la cual se ha asociado con el desarrollo de hiperreactividad de la via aérea de larga duracion

64-66

La magnitud y el fenotipo de la respuesta inmune tipo Th generada contra el RSV dependen

en gran medida del contexto en el cual ocurre la infeccion. En los modelos de infeccion
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experimental, la severidad de la infeccion depende de la especie del animal empleado, la
cepa viral, la dosis de indculo, la edad de los animales al momento de la infeccion, de si se
trata de una primoinfeccion o de una re-infeccion, de si el modelo incluye una vacunacion o

sensibilizacion previa con alguna de las dos glicoproteinas mayores de superficie del RSV

68-71

3.5 Efecto de la edad a la cual ocurre la infeccion en la respuesta inmune contra el RSV

Uno de los factores mas importantes que determina tanto la severidad como las
consecuencias a largo plazo generadas por el RSV, es la edad a la cual ocurre la primera
infeccion. Este factor no solo es importante en humanos, en ratones Balb/c la respuesta
inmune generada contra el RSV es muy diferente si la infeccion ocurre en la etapa neonatal

o durante la adultez.

La infeccion por el RSV en ratones Balb/c adultos se caracteriza por pérdida transitoria de
peso, altas cargas virales tanto en suero como en la via aérea, y predominio de la respuesta
tipo Thl. La respuesta de citocinas mas caracteristicas son el INFy, IL-4, IL-6, IL-12p40,
con una escasa produccion de IL-10. Asi pues, se ha postulado que esta respuesta es

semejante a la que ocurre en humanos con infeccion no severa por el RSV 7,

Al contrario de lo arriba descrito, en los ratones neonatos la infeccion por RSV no genera
pérdida de peso, Unicamente se retrasa la tasa de crecimiento del raton; las citocinas
principalmente producidas son IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 y TNF-a, y la produccion de 1L-12
e INF-I es préacticamente nula. Algunos autores han postulado que la respuesta inmune
generada durante de la infeccidon neonatal por el RSV pudiera tener consecuencia a largo
plazo en el sistema inmune del raton. Como parte de estas consecuencias de larga duracion,
se ha propuesto que el antecedente de la respuesta inmune neonatal al RSV pudiera

modificar la respuesta inmune generada contra un alérgeno respiratorio .

3.6 Efecto de la infeccion por el RSV sobre la inflamacion pulmonar inducida por OVA

Aunque la asociacion epidemioldgica entre la infeccion severa por el RSV y el desarrollo
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de asma ya estd aceptada, actualmente es una incognita si la infeccion severa por el RSV
participa en el desarrollo del asma, o si la infeccion por RSV en individuos asmaticos es de
mayor severidad. Durante los ultimos 16 afios, se ha estudiado experimentalmente el efecto
de la infeccion por el RSV sobre el proceso de inflamacion pulmonar alérgica e
hiperreactividad de la via aérea. En estos estudios se ha analizado el efecto de la infeccion

por el RSV sobre el proceso de alergenizacion respiratoria con ovalbumina (OVA) *>™

74,79,80,82,86-90

Cabe recordar que por si sola, la infeccion con el RSV en ratones Balb/c adultos puede
generar hiperreactividad de la via aérea (AHR), aunque la intensidad de la
broncoconstriccion y de la inflamacidon pulmonar dependeran de las caracteristicas del
modelo empleado. Durante la hiperreactividad respiratoria generada por el RSV, la repuesta
inmune generada se caracteriza por migracion de eosinofilos, basofilos y neutrofilos hacia
la via aérea; aumenta la deposicion de moco en el epitelio respiratorio; y se induce la
produccion tanto de citocinas tipo Thl como Th2. El balance de esta respuesta dependera
del modelo experimental empleado. Tanto la magnitud del infiltrado inflamatorio
pulmonar, como el grado y la duracion AHR generada por el RSV varian entre los
diferentes trabajos analizados. Mientras que en algunos casos su magnitud es similar o

mayor a la generada por la OVA, en otros reportes es menor y en algunos es nula *>7*5¢7.%-

94

Previamente se ha demostrado que la respuesta inmune inflamatoria alérgica pulmonar y
por ende la AHR inducida por el RSV dependen de la via de sefializacion de IL-4, IL-5 e
IL-13 en pulmén. La AHR en ratones infectados por el RSV dura entre 12 y 21 dias
después de la infeccion. En ratones con antecedente de primoinfeccion por RSV durante la
etapa neonatal de vida, la magnitud de la AHR y de la inflamacién pulmonar inducida por

el RSV se potenci6 cuando los ratones fueron reinfectados durante la edad adulta 77"

94

Uno de los dos factores mas importantes que influyen en como la infeccion por el RSV

modifica la sensibilizacion respiratoria con OVA, es la secuencia temporal de ambos
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procesos. Cuando la infeccion ocurrié durante o después del proceso de alergenizacion
respiratoria con OVA, el RSV potencio la inflamacion pulmonar inducida por OVA. Este
efecto sinérgico entre la OVA y el RSV se caracterizd por el incremento en las
concentraciones de IL-4, IL-5, IL-13 e INFy en lavado bronquioalveolar y en pulmoén;
aumento en el nimero de linfocitos, eosindfilos y macroéfagos en la via aérea; elevacion de
los niveles séricos de IgE e IgG1; mayor produccion de moco; y finalmente, la infeccion
incremento tanto la magnitud como la duracion de la resistencia e hiperreactividad de la via

A 35,77,79,83,86-90,95
acrea .

En el caso de que la infeccion preceda al proceso de alergenizacion respiratoria con OVA,
entonces el resultado es muy diferente. En ratones adultos, la infeccion previa al proceso de
alergenizacion respiratoria redujo el nimero de eosindfilos en via aérea, la produccion de

IL-13 en pulmon y el grado la resistencia pulmonar en respuesta a metacolina "%,

El segundo factor que afecta el efecto de la interaccion entre el RSV y la OVA, es la edad a
la cual ocurre la infeccion. Al contrario de lo observado en ratones adultos, en ratones de 21
dias de vida se observd que infeccion durante el inicio del proceso de alergenizacion
respiratoria con OVA no solo redujo la inflamacion pulmonar inducida por la OVA,

tampoco se gener6 AHR 7.

A pesar de que la mayoria de los modelos experimentales han utilizado ratones adultos
como modelo de infeccion por RSV, ya se han propuesto que la infeccion durante la etapa
neonatal de vida del raton asemeja de mejor manera la fisiopatogenia observada en nifios
con infeccion severa por el RSV que la infeccion a edades adultas %% Por lo tanto, los
resultados antes mencionados al ser obtenidos ratones adultos, pudieran no estar reflejando

el efecto de la inmunidad neonatal sobre el proceso de alergenizacion respiratoria.
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4. Justificacion

Aunque la asociacion epidemiologica entre la infeccion severa por el RSV antes de los dos
afios de vida y el desarrollo de asma esta ampliamente aceptada desde hace varias décadas,
sus mecanismos biologicos subyacentes continflan siendo una incognita. Para explicar
dicha asociacion se han propuesto varias hipotesis, de entre ellas, la hipdtesis mas plausible
establece que durante la infeccion severa por el RSV se genera una respuesta inmune
predominantemente tipo Th2. Esta no seria una respuesta inefectiva para eliminar al virus,

también sesgaria al sistema inmune hacia un fenotipo pro-alérgico.

Mediante el empleo de modelos experimentales con ratones Balb/c adultos se ha estudiado
el efecto de la infeccion por el RSV sobre el proceso de sensibilizacion respiratoria con
OVA. Estos estudios han demostrado que si la infeccion ocurre durante o después del
proceso de sensibilizacion respiratoria con OV A, el RSV potencia la inflamacion pulmonar.
A pesar de que este es un resultado que ha sido reportado en multiples ocasiones y por
varios autores, esto no explica los mecanismos mediante los cuales la infeccion por el RSV
incrementa el riesgo de asma, solo detalla los mecanismos mediante los cuales el virus
exacerba las crisis asmaticas. Recientemente, un estudio reportd que cuando la infeccion
por el RSV se llevo a cabo en ratones adultos antes de iniciar el proceso de sensibilizacion
respiratoria, el virus no potencié la inflamacién pulmonar. Sin embargo, estos modelos
experimentales no han tomado en cuenta la edad a la cual ocurren la mayor cantidad de
infecciones por el RSV, la cual es durante los primeros seis meses de vida. Por lo cual,
estos resultados no estan tomando en cuenta las caracteristicas de la respuesta inmune a

edades tempranas de vida.

Recientemente, se ha demostrado que tanto la magnitud como el fenotipo de la respuesta
inmune generada por el RSV depende en gran medida de la edad de infeccion. Asi mismo,
otros autores han propuesto que la infeccidon experimental con RSV en ratones neonatos
tiene mayores semejanzas con la infeccion severa en nifios, que cuando la infeccion ser
realiza en ratones adultos. Tomando en cuenta lo anterior, el infectar ratones Balb/c durante
la etapa neonatal de vida y posteriormente retarlos con OVA, pudiera ser un modelo capaz

de representar adecuadamente las bases bioldgicas de la interaccion entre la infeccion por el
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RSV a edades tempranas y el desarrollo de asma.
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S. Pregunta de investigacion

(Cual es el efecto de la infeccion neonatal por el RSV en la respuesta inmune generada

durante el proceso de alergenizacion respiratoria con OVA?
6. Hipotesis

La infeccidn neonatal por el RSV previa al proceso de sensibilizacion respiratoria con

OVA, disminuye la respuesta inmune pulmonar inducida por el alérgeno respiratorio.
7. Objetivo general

Determinar si la infeccion neonatal por el RSV previa al proceso de sensibilizacion
respiratoria con OVA, modifica la respuesta de linfocitos T CD4 " generada por el alérgeno

respiratorio.
8. Objetivos especificos

1. Determinar si la infeccidn neonatal con el RSV modifica el infiltrado inflamatorio
pulmonar generado con la ovalblimina.

2. Determinar si la infeccion neonatal con el RSV modifica la remodelacion de la via
aérea generado con la ovalbiimina.

3. Determinar si la infeccidon neonatal con el RSV modifica las frecuencia de la
poblacion de linfocitos T CD4" y otras células relevantes presentes en la via aérea
de los ratones durante el reto con ovalbumina.

4. Determinar si en nuestro modelo, la infeccidn neonatal con el RSV modifica la

polaridad y magnitud de la respuesta inmune tipo Th.
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9. Materiales y métodos
-Células y virus

Para la propagacion y cuantificacion del virus se usaron células Hep-2, las cuales fueron
cultivadas en el medio Advanced DMEM (Invitrogen, Grand Island, NY, USA)
suplementado con Penicilina G/Estreptomicina (10 U/ml, Gibco, ThermoScientific, Fisher),
suero fetal bovino al 5% y L-glutamina (20 mM, Gibco, ThermoScientific, Fisher). La cepa
del RSV empleada fue la RSV-A2, esta fue provista por la Dra. Rocio Tirado Mendoza

(Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autonoma de México).

El virus se propag6 en células Hep-2 cuando se logr6 una confluencia del 80% en cajas de
75 cm’. Para la propagacion del stock viral, la MOI de infeccion utilizada fue de 0.1 (ver
anexo I). Al cuarto dia post-infeccion se realizo la purificacion del stock viral mediante un
gradiente de sacarosa al 30% *°. Una vez purificado el virus, se cuantificd su concentracion
mediante la técnica de plaqueo viral con metilcelulosa al 5% (ver anexo II). El titulo del

stock viral con el que se trabajo fue de 1x10” PFU/ml.
-Animales

Se emplearon ratones Balb/c procedentes tanto del Bioterio del Instituto Nacional de Salud
Publica (Cuernavaca, Morelos) como del Bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM (Ciudad Universitaria, Ciudad de México). Los ratones se
mantuvieron a una temperatura promedio de 27°C, con ciclos alternados de luz y
obscuridad de 12 h, el agua y alimento se les administrd at libidum. El destete se realiz6 al
dia 21 de vida. Todos los procedimientos se realizaron con estricto apego a las buenas
practicas para el manejo de animales, y estuvieron de acuerdo a los lineamientos de bioética

de ambas instituciones.
-Protocolo de infeccion nasal con el RSV

Al cuarto dia de vida se realizo la infeccion con el RSV. Para infectar a los ratones el stock
viral se diluy6 en solucion salina estéril y fria a una relacion 1:3, la cual fue administrada
mediante goteo intranasal (i.n). El goteo se realiz6 instilando sobre las narinas 5 pL de la

solucion de infeccion, este procedimiento se repitid hasta haber administrado un volumen
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total de 40 pL. Para el grupo control o no infectado se aplicaron 40 puL de solucion salina

estéril.

Para valorar in vivo si la infeccion por el RSV enfermo6 a los ratones, se realizé una curva
de ganancia de peso. Esta curva registro el peso ganado desde el dia de la infeccion hasta el
dia 12 post-infeccion. El porcentaje de peso ganado por cada ratdon se obtuvo con la
relacion entre el peso post-infeccion con respecto al peso del dia de la infeccion. Para
confirmar el éxito de la infeccion, en cada camada se eligieron al azar dos ratones por

grupo y se analizé la presencia del RNA viral en el tejido pulmonar (ver adelante).
-Protocolo de alergenizacion respiratoria y modelo experimental

Una vez que los ratones alcanzaron la edad adulta (a la cuarta semana de vida), se inici6 el
proceso de alergenizacion respiratoria con ovalbimina (OVA). Este protocolo constd de
dos partes, una parte inicial en la cual se sensibilizo sistémicamente al raton con OVA; y
una segunda parte, en la cual se llevd a cabo la activacion pulmonar de la respuesta inmune

contra el antigeno.

En la parte inicial (dias 0 y 5) se administrd intra-peritonealmente 100 uL de OVA en una
solucion de OVA (USBiologicals) al 1% emulsificada con 1 mg de Imject alum
(Pierce/Thermo Scientific). En la segunda parte y bajo anestesia respiratoria con Sevorane
(dias 12 y 22), se administr6 intra-traquealmente 100 uL de una solucion de OVA al 0.75%,

la OV A se disolvid con solucion salina estéril.

Para cada experimento se utilizaron 4 grupos de ratones, los cuales contenian cada uno 8
ratones. Los grupos de ratones empleados fueron lo siguientes: 1) SS/SS, ratones no
infectados y no alergenizados; 2) RSV/SS, ratones infectados con RSV y no alergenizados;
3) RSV/OVA, ratones infectados con el RSV y alergenizados con OVA; y 4) SS/OVA,

ratones no infectados y alergenizados con OVA (ver figura 2).

Todos los ratones fueron sacrificados 24 horas después de la segunda estimulacion intra-
traqueal (dia 23 del protocolo de alergenizacién respiratoria). Las muestras que se
obtuvieron en el sacrificio fueron: suero, lavado bronquioalveolar, tejido pulmonar, y

ganglios toracicos.
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Figura 2. Esquema del modelo experimental. Grupos experimentales: A) no infectado y no alergenizado
(SS/SS), B) infectado y no alergenizado (RSV/SS), C) infectado y alergenizado (RSV/OVA), D) ratones no
infectados y alergenizados (SS/OVA).

-Muestras de suero, lavado bronquioalveolar, ganglios toracicos y pulmon

Posterior al sacrificio y mediante puncion intra-cardiaca, a todos los ratones se les extrajo
un 1 mL de sangre. Para obtener el suero, la sangre se centrifugé a 10,000 RPM, 10

minutos y a 4°C, el suero obtenido fue almacenado hasta su analisis a -70°C.

El lavado bronquioalveolar (BAL) fue obtenido mediante la instilacion intra-traqueal de
PBS frio y estéril. Para analizar las concentraciones de citocinas y quimiocinas en este
lavado, se recolectaron los primeros 600 pL del BAL y se almacen6 a -70°C. Para analizar
el tipo y frecuencia de las células presentes en el BAL, se realizaron lavados con un
volumen cada uno de 1 mL de PBS, esto se repitié hasta haber 5 mL de BAL. Mientras el
lavado bronquioalveolar era procesado, este fue colocado en 1 ml de medio DMEM frio sin
suero fetal. Posteriormente la muestra se centrifugo a 2,500 RMP durante 5 minutos y a
4°C, el sobrenadante se decantd y las células fueron se resuspendieron en solucion de buffer

de lisis de eritrocitos durante 15 minutos a 4°C.

Una vez eliminados los eritrocitos, las células fueron centrifugadas y resuspendidas en 1

mL de PBS frio y estéril. Utilizando un contador digital de células (Scepter® 2.0 Cell
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Counter, EMD Millipore) se obtuvo el nimero de células totales en cada muestra,

posteriormente las células fueron tefiidas para su analisis mediante citometria de flujo.

El tejido pulmonar fue disgregado mecdnicamente con un homogeneizador tipo Dounce de
15 mL. El tejido pulmonar fue homogeneizado en un volumen de 2 mL, de los cuales se
separaron 200 pL de la suspension y se le agregd 500 pL buffer de lisis de eritrocitos. Esta
mezcla se incubd durante 15 minutos a 4°C, posteriormente las células se lavaron en dos
ocasiones con PBS frio y estéril. Después de los lavados se contabilizaron el nimero de
células presentes, para el analisis mediante citometria de flujo, separaron 10 millones de
células por raton. El resto del tejido pulmonar fue almacenado a -70°C para su posterior

analisis mediante qPCR.

Los ganglios toracicos fueron colocados en una caja Petri, se disgregaron mecénicamente y
se resuspendieron en 1 ml solucion de PBS estéril. La muestra se centrifug6 a 2,500 RPM a
4°C durante 5 minutos. Las células recuperadas se incubaron en buffer de lisis de eritrocitos
durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente las células fueron centrifugadas de nuevo,
resuspendidas en PBS, se contaron, y se tifieron para su analisis mediante citometria de

flujo.
-Citometria de flujo

Todas las células que se analizaron mediante de flujo, fueron bloqueadas durante 30
minutos con buffer de EDTA/FACS/FBS-1%. Posteriormente, las células se incubaron con
los anticuerpos primarios durante 30 minutos a 4°C y en obscuridad. Ya tefiidas las células
se realizaron dos lavados con buffer EDTA/FACS. Finalmente, las células se fijaron con el
kit BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) y se almacenaron a 4°C y obscuridad para su

andlisis al dia siguiente.

Para la tincion intracelular contra FoxP3, las células previamente tefiidas para marcadores
de superficie, fijadas y permeabilizadas, se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo anti-
FoxP3-APC. Pasado este tiempo se realizaron otros dos lavados con buffer EDTA/FACS y

las células se almacenaron hasta el dia siguiente para su analisis.
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Los anticuerpos utilizados para las tinciones fueron los siguientes: anti-CD3-PE (BD
Biosciences), anti-CD4-FITC (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), anti-CD4-Pe/Cy5
(BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-CD25-Pe/Cy5 (BioLegend), anti-Grl-Pe/Cy5
(BioLegend), anti-F4/80-Pe/Cy5 (BioLegend) and anti-FoxP3-APC (eBiosciences, Santa
Clara, CA, USA).

Las células T reguladores fueron definidas como aquellas CD3" CD4" CD25" Foxp3”, para
lo cual primero seleccionamos a las células doblemente positiva para tincion CD3-CD4, y
luego seleccionamos a las células doblemente positivas para la tincion CD25-FoxP3 (figura
3). El equipo de citometria de flujo empleado fue el Attune® Acoustin Focussing Flow
Cytometer, Blue/Red Laser (Applied Biosystem, Life Technologies). La informacion

obtenida de este aparato se analizd con el programa FlowJo 8.0 (Tree Star, Inc).

Figura 3. Esquema de seleccion de células T reguladoras mediante citometria de flujo.

-Extraccion del mRNA total y sintesis de cDNA

La deteccion de mRNA de citocinas y quimiocinas se realizo en tejido pulmonar. Una vez
descongelado el tejido pulmonar homogeneizado, este fue centrifugado 10,000 RPM a 4°C
durante 30 minutos. A 500 puL de sobrenadante se le agregaron 500 pL de Trizol
(Invitrogen). La extraccion del mRNA se realizé de acuerdo al protocolo sugerido por el
fabricante del producto. Una vez obtenido el mRNA, tanto su concentracion como la
relacion 280/260 fue obtenida mediante espectrofotometria con el equipo Nanodrop

(Thermo Scientific).

La sintesis de cDNA se realiz6 con el kit RevertAid H minus First Strand cDNA Synthesis

Kit (Thermo Scientific), para esto se siguid el protocolo del proveedor y se obtuvo un
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volumen final de 20 puL. de cDNA. El mismo dia que el cDNA se sintetizd, se analizo

mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR).
-Diserio de oligonucléotidos y la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

Para la deteccion de la expresion relativa del mRNA mensajero de las citocinas y
quimiocinas de interés, los oligonucléotidos utilizando fueron disefiados con el programa
“RealTime qPCR Assay Entry” (http://www.idtdna.com). Los oligonucléotidos candidatos a
utilizarse debian de cumplir los siguientes criterios: 1) que el oligonucléotidos 5°-3" y el 3°-
5’ se alinearan en diferentes exon (para lo cual el producto de PCR deberia de amplificar
Unicamente en una region inter-exonica), 2) que la longitud de producto de amplificacion
fuera menor a 150 bp, 3) que la T}, O6ptima fuera aproximadamente de 68°C (= 2°C), 4) que
el contenido de GC fuera cercando al 50% (£ 15%), y 5) que bajo las condiciones estandar

de la qPCR, la formacion de hairpin, self-dimer y hetero-dimer fueran casi nulas.

Una vez disefiados los oligonucléotidos, la especificad de su secuencia se analizd con el
algoritmo blastn del programa “Nucleotide blast” (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
El porcentaje de cobertura del analisis de secuencia deberia de ser de 100%, y que la
alineacion entre la secuencia del oligonucléotido con el gen de interés fuera especifica (el
menor £ value posible con respecto al alineamiento con otras secuencias que no eran de

interés).

Por cada mRNA de interés se disefiaron de dos pares de oligonucléotidos, los cuales fueron
analizados tanto por PCR en punto final como por qPCR. La seleccion final de los
oligonucléotidos se realizo bajo los siguientes dos criterios: 1) que mediante PCR en punto
final solo generaran un amplicon, y 2) que mediante qPCR las curvas melt fueran

adecuadas.

La amplificacion de los mRNA se realiz6 el termociclador ViiA-7 (Applied Biosystems), el
kit de qPCR utilizado fue el Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo
Scientific). E1 Master Mix del kit utilizado contiene la enzima Maxima Hot Start DNA
polimerasa, dNTPs, fluoréforo Syber Green I, el fluordéforo para referencia (Rox), KCI,
(NH4)2S04, y MgCl,. La cantidad de ¢cDNA utilizado fue de 1puL, y todas las muestras se

amplificaron por duplicado. En la tabla 3, se muestran las secuencias de oligonucléotidos
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utilizados; en la tabla 4, la mezcla de la reaccion para qPCR; y en la tabla 5, el programa de

termociclador utilizado.

Todos los resultados fueron normalizados mediante la expresion endégena de GADPH
(TagMan Rodent GAPDH control Reagents, Applied Byosystems). La expresion relativa

calcul6 mediante la formula = 2*“Y del grupo experimental / 2V del grupo control

(SS/SS) “".

11-4 16189 | IL-4.F 5’-GCATTTTGAACGAGGTCACAG-3’
IL-4.R 3’>-TGGAAGCCCTACAGACGAG-5’
1-10 16153 | IL-10.F 5’-TTGAATTCCCTGGGTGAGAAG-3’
IL.10.R 3’-ATGGCCTTGTAGACACCTTG-5’
1I-12b 16160 | IL.12b.F 5’-ACTCCCCATTCCTACTTCTCC-3’
IL-12b.R 3’-CATTCCCGCCTTTGCATTG-3’
1l-13 16163 | IL-13.F 5’-GCATGGTATGGAGTGTGGAC-3’
IL.13.R 3’-ATTGGAGATGTTGGTCAGGG-5’
Cels 20304 | CCL5S.F 5’-GGGTACCATGAAGATCTCTGC-3’
CCL5.R 3’-TCTAGGGAGAGGTAGGCAAAG-5’
Cclll 20292 | CCLIL.F 5’-CTGAAGAGCTACAAAAGAATCACCAACA-3’
CCL11.R 3’-GACCCCAAGAAGAAGTGGGTCCAGGATG-5’
Cc24 56221 | CCL24.F 5’-TCCAAGAAAATTCCAGAAAACCG-3’
CCL24.R 3-TTGTATGTGCCTCTGAACCC-5’
INFg 15978 | INFy.F 5’-AAACTATTGCCCACATGCTG-3’
INFy.R 3’-CCCACTGCTCTTTCCACTAAC-5’

Master mix (2x) 5.0 uL 1x
Oligonucledtido sentido (10 uM) 0.2 uL 1 uM
Oligonucledtido antisentido (10 pM) 0.2 uL 1 uM
Agua libre de endonucleasas. 3.6 uL -
cDNA 1.0 uL --—-
Volumen final 10 pL -

50°C 2 minutos

95°C 10 minutos

95°C 15 segundos

60°C 30 segundos 40
72°C 30 segundos

95°C 15 segundos

60°C 1 minuto

95°C 15 segundos
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-Deteccion del RNA viral

Para la deteccion del RNA de RSV, al dia 4 post-infeccion se eligieron aleatoriamente dos
ratones por grupo. Los ratones fueron sacrificados y los pulmones homogeneizados de
manera mecanica (ver arriba), posteriormente el tejido pulmonar se centrifugé durante 30
minutos a 12,000 RPM a 4°C. Utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen®) se extrajo el
RNA total procedente de las muestras almacenada a -70°C. Posterior a la extraccion del
RNA, se emplearon de acuerdo a las especificaciones del proveedor 2 pLL de RNA total con
el kit Revertdid H minus Firs Strand ¢cDNA synthesis Kit (Thermo Scientific), para la

deteccion del RNA viral, el cDNA fue sintetizado con hexameros al azar.

La deteccion del RNA viral se realizd mediante PCR en punto final, para lo cual se
disefiaron un par de oligonucledtidos que amplificaban desde el extremo 5’ de gen P del
RSV hasta el extremo 3’ de la secuencia final no codificada del mismo gen (desde el
nucléotido 3086 al nucledtido 3188 del genoma viral de RSV, NCBI References Sequence:
NC 001803.1). Las secuencias de los oligonucléotidos utilizados fueron: RSV-Pe-F (5°-
TGTACATCAACACACAACACCAACAG-3’) y RSV-Pe-R (3°-
TGTACATCAACACACAACACCAACAG-5). El kit de PCR utilizado fue GoTag® DNA
polymerase (Promega). El buffer para la Master Mix fue el “5X Green GoTag® Reaction
Buffer” el cual contenia MgCl, a una concentracion final de 1.5 mM. En la tabla 6 se

muestra los reactivos y concentraciones para la reaccion de PCR en punto final.

e e |
| Reactivo | Cantidad | Concentracion final |

5x Green GoTaq® Reaction Buffer 5.0 uL 1 x
PCR Nucleotide Mix (#C1141) (10 mM) 0.25 pL 0.3 mM
Oligonucledtido sentido (10 pM) 0.25 uL 0.2 uM
Oligonucledtido antisentido (10 pM) 0.25 uL 0.2 uM
GoTaq® DNA Polymerase (5u/uL) 0.15 pL 1.25u
Agua libre de endonucleasas. 16.6 pL ---
cDNA 2.0 uL ---
Volumen final 25 uL ---

El producto de amplificacion por PCR esperado fue de 105 bp. El programa de
termociclado utilizado fue el siguiente: 94°C/2 min, 45 ciclos de 94°C/20 seg, 55°C/20 seg,
68°C/30 seg, extension final de 68°C/7min. Del total del producto de PCR, se utilizaron 5
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uL para electroforesis en un gel de agarosa al 3% con bromuro de etidio. El amplicon fue

detectado utilizando luz UV y posteriormente fotografiado.
-Deteccion de citocinas y quimiocinas mediante perlas magnéticas

La deteccion de IL-4, IL-12p40, CCL5 y CCLI11 en suero y BAL ser realizé con el kit
Milliplex Map Kit, 96-well Plate Assay, MCYTOMAG-70K-04.MOU. La deteccion de
estas moléculas se realizo con el dispositivo MEGAPIX®, y sus concentraciones fueron
obtenidas mediante el analisis con el programa xPonent (localizado en el Instituto Nacional
de Rehabilitacion). Para la deteccion de citocinas tipo Th1/Th2/Th17 en BAL se empleo el
panel de ELISA multiple “Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine multi-analyte ELISAarray Kit

(Qiagen).
-Analisis histopatologico

Posterior al sacrificio de los ratones, los pulmones fueron fijado mediante la instilacion
intra-traqueal de 1ml de etanol al 90%. Posteriormente, las muestras fueron llevadas al el
Departamento de Biologia Celular y Tisular, Facultad de Medicina (Ciudad Universitaria,
UNAM), en donde los pulmones fueron embebidos en parafina y procesados para su

analisis histopatologico.

El analisis morfométrico de las imagenes histopatologicas se realizd con el programa
ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA). El analisis histopatoldgico se realizo evaluando a seis
ratones por grupo (cinco campos por animal), el andlisis se realizd por triplicado
(experimentos independientes). Para la cuantificaciéon del infiltrado celular, el tejido
pulmonar fue tefiido con hematoxilina y eosina (H&E); la produccion de mucina fue
analizada mediante la tincién del 4cido periodico (PAS); el grado de deposito colagena
peribronquial se cuantifico con la tincion tricromica de Masson (MT). Los cortes
transversales de pulmoén ya procesados fueron fotografiados a tres niveles amplificacion,

4x, 10x y 40x.

Los bronquiolos fueron identificados por la presencia de conductos cubiertos de epitelio
ctbico ciliado con presencia de musculo liso en la periferia. Los vasos pulmonares se

identificaron debido a la presencia de las capas adventicia, media e intima. La magnitud del
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infiltrado celular peribronquial se calculé al medir la distancia (um) existente entre la
lamina basal y la capa de musculo liso. En el caso del infiltrado perivascular, se analizo al
medir la distancia (um) existente entre la capa de adventicia y el tejido conectivo
adyacente. El deposito de coldgena se cuantifico al obtener la distancia (um) entre la lamina

basal y la capa de musculo liso ***.

-Analisis estadistico

Para decidir el tipo de pruebas estadisticas a realizar, primero se evalu6 la distribucion y
normalidad de los datos. En caso de datos con distribucién normal, las diferencias entre las
varianzas de la medias de los cuatro grupos se analizd con la prueba de ANOVA, si el valor
de p < 0.05, entonces se realizo la prueba post-hoc de Bonferioni. Para los datos con
distribucion no normal, primero realizamos la prueba de Kruskal Wallis con el objetivo
determinar si existian diferencias en la distribucion de las medianas de los grupos. Si el
valor de p < 0.05, entonces se determiné la diferencia entre las medianas de los grupos con
la prueba de U de Mann-Whitney. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas cuando el valor de p < 0.05. El analisis estadistico se realizd con el programa

SPSS version 20.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).
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10. Resultados

- 10.1 - Infeccion de ratones neonatos Balb/c con la cepa A2 de RSV.

El primer paso fue el determinar si los ratones Balb/c neonatos eran permisivos a la
infeccion con el RSV. Para realizar esto, se evaluaron dos parametros: el primero fue el
porcentaje de peso ganado con respecto al dia de la infeccion; el segundo fue la deteccion

del genoma viral en el tejido pulmonar.

La curva de ganancia de peso es un marcador indirecto que ha sido ampliamente utilizado
para evaluar in vivo la infeccion por el RSV. Antes de realizar dicha curva, determinamos
la dosis del stock viral suficiente que generara disminucion significativa en el porcentaje de
peso diario ganado, pero que no causara mortalidad. El titulo viral del stock de RSV con el
que contamos era de 1x10° PFU/ml. El stock viral se diluyd a tres concentraciones
diferentes (1:3, 1:30 y 1:300), a cada raton se le aplico intransalmente 40 pL de esta

solucion.

En la figura 4 se muestra el resultado de tres experimentos independientes en donde se
analiz6 la ganancia de peso al séptimo dia post-infeccion. EI grupo de ratones con la menor
ganancia de peso al séptimo dia post-infeccion fue el grupo a quien se le administro la
dilucion del stock viral 1:3. En comparacion con los otros dos grupos infectados y el no
infectado (control), esta diferencia fue significativa (prueba U de Mann-Whitney, p<0.001
comparando contra cada uno de los otros tres grupos). Debido a este resultado, se decidi6

utilizar durante todo el proyecto una dilucion 1:3 del stock viral.
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Figura 4. Analisis de la ganancia de total de peso al séptimo dia post-infeccion neonatal con el RSV.
Representacion grafica del porcentaje de peso ganado al séptimo dia post-infeccion. Se comparan cuatro
grupos; control (no infectado), infectado a una dilucion 1:300, infectado a una dilucion 1:30 e infectado a una
dilucion 1:3. Resultados representativos de tres experimentos independientes, se realizé la prueba de U de
Mann-Whitney (* p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.001).

En la figura 5 se muestra la curva de ganancia de peso de los ratones infectados y no
infectados. En esta curva se graficd el porcentaje de peso ganado para cada grupo con
respecto al dia de la infeccion. Entre los dias 3 al 7 post-infeccion, el porcentaje de peso
ganado en los ratones infectados fue menor que el de los ratones no infectados (diferencia
significativa). A partir al octavo dia post-infeccion, ambas curvas de crecimiento de peso
fueron similares y sin diferencias significativas. La disminucion transitoria en la ganancia
de peso durante los primeros siete dias después de la inoculacion viral, es un dato altamente
sugerente de que los ratones se infectaron y desarrollaron enfermedad. Para poder
confirmar este resultado, se realizé la deteccion del genoma viral en el tejido pulmonar al

cuarto dia post-infeccion.
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Figura 5. Curva de ganancia diaria de peso en ratones neonatos infectados y no infectados.
Representacion grafica del porcentaje de peso ganado con respecto al dia de la infeccion viral (dia 0), la linea
verde representa al grupo de ratones no infectados y la linea en rojo representa a los ratones infectados con el
RSV. Resultados representativos de tres experimentos independientes, se realizoé la prueba de ANOVA (*
p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.001).

Para confirmar la infeccion neonatal por el RSV, se disefiaron oligonucle6tidos que
amplificaran el genoma viral. Estos oligonucledtidos deberian de amplificar
especificamente tanto una region codificante y no codificante de alguno los siguientes
genes virales: NS1, P, M, G y L. Con esta estrategia, se buscaba unicamente amplificar
genoma viral y no el mRNA viral. En la tabla 7 se detallan las secuencias de los
oligonucledtidos, sus posiciones en el genoma de referencia, Tm y el tamafio del producto
de amplificacion. Para todos los oligonucledtidos disefiados se realizé un andlisis BLAST

(standar nucleotide BLAST analysisi, blastn program).

Tabla 7. Oligonucleétidos empleados para la deteccion del genoma de RSV.

Nombre Secuencia Gen | Posicion Tm Amplicén
RSVns1F1 | CTTGACAGAAGATAAAAATGGGGC NS1 577 54.3°C 125 bp
RSVnslF | GTCTCAAGTGACAATGGTCTC NS1 701 53.0°C

RSVns1F2 | CCAAAGCAGCAATACATACAATTA NS1 125 58.3°C 127 bp
RSVns1R2 | TCCCATATGTATCCTCCGTTT NS1 252 58.2°C

RSVPGEF | CTGTACATCAACACACAACACCAACAG P 2086 58.2°C 102 bp
RSVPGER | GGTGGCTAGTTTTGGATTGGCTG P 3188 58.6°C

RSVNPF GACTTGACAGCAGAAGAACTAGAGGC N-P 2244 58.8°C 137 bp
RSVNPR | CTTCTCCATGGAATTCAGGAGCAAAC N-P 2381 57.9°C

RSVmF TGCCCAGCAAATTTACCATA M 3483 59.0°C 69 bp
RSVmR CTTGATTTCACAGGGTGTGG M 3552 58.9°C

RSVGR TGTCAAGTCAACCCTGCAAT G 5021 59.1°C 98 bp
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RSVGR ATTGGGTTTGTTTGGTGGTT 5119 59.0°C

RSV-LCs | TCTTCATCACCATACTTTTCTGTTA 12647 52.1°C 173 bp

[l lalio!

RSV-LCS | GCCAAAAAATTGTTTCCACAATA 12500 50.9°C

Una vez disefiados dichos oligonucleo6tidos, procedimos a estandarizar las condiciones de
PCR. Para esto, se infectaron células Hep2 con el RSV a una MOI de 0.1, 72 horas después
de la infeccion se extrajo el RNA total. Posteriormente se realiz6 una RT-PCR en un solo
paso. En la figura 6 se muestra el producto de amplificacion de PCR para cada uno de los

pares de oligonucledtidos disefiados.

Figura 6. Deteccion del genoma viral en cultivo celular (Hep-2). Carril 1 muestra el marcador de peso
molecular; carril 2 corresponde a la amplificacion del gen L; carril 3 al gene M; carril 4 al gene P; carril 5 al
gene G; carril 6 al primer par de oligonucledtidos para el gen NSI; carril 7 para el segundo para de
oligonucleotidos para el gene NS2; carril 8 marcador de peso molecular. El producto de PCR se analizo
mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 3%.

Una vez obtenido este resultado en las células Hep2, procedimos a detectar al cuarto dia
post-infeccion el genoma viral en el tejido pulmonar de los ratones neonatos. Sin embargo,
mediante esta estrategia no fue posible obtener un producto de amplificaciéon de las
muestras provenientes del tejido pulmonar (figura 7). El tnico amplicon obtenido fue el
correspondiente al control positivo (células Hep2 infectadas con el RSV). Cabe mencionar,
que el amplicon detectado se obtuvo con un par de oligonucledtidos previamente disefiados

y validados para diagnostico molecular del RSV (gen L del RSV).
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Figura 7. Deteccion del genoma viral en tejido pulmonar, cDNA sintetizado con oligodT. Carril 1,
marcador de peso molecular; carril 2, amplificacion del gen L obtenido de células Hep2 infectadas con el
RSV (control positivo); carril 9, células Hep2 no infectadas. Carriles 3 a 8 corresponden a cDNA obtenido del
RNA de tejido pulmonar, en el carril 3 se muestra el producto obtenido con el primer par de oligonucléotidos
para NS1; el carril 4 corresponde al segundo par de oligonucleotidos de NS1.; carril 5 corresponde al gen P;
carril 6 corresponde al gen M; carril 7 al gen G; y el carril 8 al gen L. El producto de PCR se analizé mediante
una electroforesis en un gel de agarosa al 3%. Figura representativa de uno de tres experimentos realizados
independientemente.

Después de analizar dichos resultados, se decidi6 sintetizar el cDNA con hexameros al azar
y repetir la amplificacion de las muestras del tejido pulmonar. En la figura 8 mostramos el
resultado de la electroforesis de los productos de PCR para todos oligonucleédtidos
disefiados. Los carriles 2, 4, 5, 6, 8, 10 y 12 corresponden a muestras de sintetizado con
oligodT; carriles 3, 5, 7,9, 11, 13 corresponden a la amplificacion de cDNA sintetizado con
hexameros al azar. Con estos resultados decidimos sintetizar el cDNA con hexameros al
azar y no con oligodT, asi mismo decidimos uUnicamente optimizar la PCR para la

amplificacion del gen P del RSV (oligonucleotidos RSVPGEF y RSVPGER).
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Figura 8. Deteccion del genoma viral en tejido pulmonar, cDNA sintetizado con oligodT y hexdmeros al
azar. Carriles 1 y 15, marcador de peso molecular. Las muestras que se observan carriles pares (2 al 12), el
cDNA fue sintetizado con oligodT; las muestras de los carriles nones (3 al 13), el cDNA fue sintetizado con
hexameros al azar. Gen M se observa en los carriles 2 y 3; el gen G en los carriles 4 y 5; el gen P en los
carriles 6 y 7; el primer par de oligonucledtidos para NS1 en el carril 8 y 9; el segundo para de
oligonucleotidos para NS2 en los carriles 10 y 12; el gen L en los carriles 12 y 13; control positivo (células
Hep2 infectadas con RSV, deteccion del gen L). El producto de PCR se analizéo mediante una electroforesis
en un gel de agarosa al 3%. Figura representativa de uno de tres experimentos realizados independientemente

En la figura 9 se muestra una imagen representativa del proceso de optimizaciéon de la Tmy
concentracion de MgCl,. Esta PCR se realizdo los oligonucledtidos RSVPGEF vy
RSVPGER. Con estos resultados decidimos que las mejores condiciones para dicha PCR

eran con una Tm de 57°C y una concentracion de MgCl, de 1.0 nM.

Figura 9. Optimizacion de las condiciones de Tm y MgCl, para la deteccion del RSV en tejido
pulmonar. Carriles 1 y 8, marcador de peso molecular. Carriles 2, 4, y 6 corresponden a una concentracion de
MgCl, de 1.0 mM; carriles 3, 5 y 7 corresponden a una concentracion de MgCl, de 1.5 mM. El producto de
PCR se analiz6 mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 3%.
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En la figura 10 se muestra la electroforesis de los productos de PCR correspondientes a las
muestras del tejido pulmonar de los ratones infectados (carriles 3 y 4). En la muestra de
tejido pulmonar del raton no infectado no se observd amplificacion (carril 2). La deteccion
del RNA viral en el tejido pulmonar del grupo de ratones nos confirma la infeccion viral.
Por lo tanto, con los datos mostrados en las figuras 4 y 9 podemos concluir que los ratones
neonatos Balb/c si fueron permisivos a la infeccion con el RSV. Cabe mencionar, que como
control de infeccion, para cada camada de ratones infectados se tomaban al azar tres ratones

y se les realizaba la deteccion del genoma viral mediante PCR en punto final.

Aunque en este punto se podrian considerar dos limitantes del proyecto: 1) no haber
secuenciado los productos de PCR, 2) no haber realizado un ensayo de plaqueo del tejido
pulmonar homogeneizado. Sin embargo, los resultados de la curva de peso y de la
amplificacion especifica parcial del genoma viral, son datos lo suficientemente robustos

como para confirmar la infeccion por el RSV.

Figura 10. Deteccion del genoma viral en tejido pulmonar al cuarto dias post-infeccién. Carril 1
corresponde con el marcador de peso molecular; carril 2 corresponde a una muestra el tejido pulmonar de un
raton no infectado; carriles 3 y 4 corresponden con tejido pulmonar de ratones infectados. El cDNA se
sintetizd con hexamero al azar. La PCR se realiz6 en tejido pulmonar homogeneizado cuatro dias después de
la infeccion, el producto de PCR se analizé mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 3%. Figura
representativa de uno de tres experimentos realizados independientemente.

- 10.2 - Analisis histopatologico del proceso inflamatorio pulmonar.

Los primeros dos objetivos especificos de estas tesis fueron determinar si la infeccion

neonatal con el RSV modificé tanto el infiltrado inflamatorio pulmonar, como la
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remodelacion de la via aérea generados con la OVA. Para cumplir con estos dos objetivos
especificos, se analizaron la imagenes de histopatologia de pulmén y posteriormente se
cuantificé la magnitud del infiltrado inflamatorio pulmonar peribronquial y perivascular,
asi como la magnitud del depdsito peribronquial de colagena al final del protocolo de

sensibilizacidn con OVA.

Cuatro semanas después de haber infectado a los ratones, se inicid el protocolo de
alergenizacion respiratoria con OVA. Debido a que este proyecto fue disefiado para evaluar
el efecto de la infeccion neonatal por el RSV sobre el proceso de inflamacion pulmonar
aguda generada por la OV A, decidimos analizar la respuesta inmune generada 24 h después
del segundo estimulo respiratorio (dia 23 del protocolo de alergenizacion respiratoria). Con
lo cual, este modelo nos permitiria analizar las modificaciones ocurridas en la etapa
temprana de la inflamacion pulmonar. Por lo anterior, todos los resultados de este modelo
se obtuvieron al dia posterior del ultimo estimulo intra-traqueal con OVA. Debido a que
este trabajo no se analizaron otros tiempos o momentos después de la segunda estimulacion
intra-traqueal con OV A, esto abre la posibilidades a futuros proyectos que evaluen el efecto

de la infeccidn neonatal en tiempos mas tardios del proceso de alergenizacion respiratoria

con OVA.

Mediante el analisis histopatologico del tejido pulmonar, analizamos el grado de
inflamacion pulmonar generada durante la alergenizacion respiratoria con OVA. Con la
tincion de hematoxilina y eosina (H&E) se evalué la magnitud de la inflamacion
peribronquial y perivascular (figura 11A, D y E ); con la tincién de acido periddico de
Schiff (PAS) se detecto la presencia de mucina en las células de Goblet (figura 11B); con la
tincion tricromica de Masson se cuantifico el incremento en el depdsito peribronquial de

colagena (figura 11C y F).

De los cuatro grupos de ratones analizados, quienes presentaron el mayor grado de
infiltrado inflamatorio peribronquial y perivascular fueron los ratones SS/OVA. Al analizar
la magnitud de dicho infiltrado, se encontré que existia una diferencia significativa entre el
grupo SS/OVA vy los otros tres grupos (figuras 11A, 11D y 11E). En este grupo de ratones
observamos la presencia de mucina en las células de Goblet (flechas en la figura 11B) e

incremento en el deposito peribronquial de coldgena (figuras 11C y 11F). Mientras que
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entre los ratones SS/OVA y RSV/OVA no se encontré diferencia significativa en la
magnitud del deposito peribronquial de colagena, los ratones SS/OVA tuvieron mayor
deposito que los ratones RSV/SS y SS/SS. En conjunto, los resultados del analisis
histopatoldgico del tejido pulmonar en el grupo de ratones SS/OV A son congruentes con el

éxito el proceso inflamatorio inducido por OVA.

En cuanto al grupo de ratones RSV/OVA, el antecedente de la infeccidbn neonatal
disminuy¢ significativamente la magnitud del area de infiltrado inflamatorio peribronquial
y perivascular (figuras 11A, 11D y 11E) (diferencia significativa en comparacion con el
grupo SS/OVA). Al comparar a este grupo con los ratones SS/SS y RSV/SS, la magnitud
del infiltrado inflamatorio peribronquial en los ratones RSV/OVA fue significativamente
mayor. En los ratones RSV/OV A, también se detectd la presencia mucina en las células de
Goblet (flechas en la figura 11B) e incremento en el depdsito de colagena peribronquial
(figuras 11C y 11F). Como era esperado, en los ratones RSV/OVA se observéd incremento
en los depositos de colagena, presencia de infiltrado inflamatorio y produccion de mucina.
De manera inesperada observamos que en estos ratones, se atenud la magnitud infiltrado
inflamatorio pulmonar. Esta atenuacion pudiera ser considerada como un resultado
relevante y novedoso, ya que pudiera ser una consecuencia de la infeccion neonatal por el
RSV. Con lo cual, la infeccion neonatal estaria modificando el proceso de sensibilizacion

respiratoria a OVA.

Para confirmar la validez de la atenuacion del infiltrado inflamatorio pulmonar, evaluamos
si la infeccion neonatal también redujo la frecuencia de las poblaciones de linfocitos T
CD4" CD25" y T CD4" CD25" FoxP3" en tejido pulmonar, asi como si se atenuo la
expresion relativa de mRNA y las concentraciones de citocinas/quimiocinas en la via aérea

de estos ratones.

De manera sorpresiva, siete semanas después de la infeccion en el grupo de ratones
unicamente RSV/SS atn fue posible documentar la persistencia de infiltrado inflamatorio
peribronquial y perivascular. Mientras que el grado de inflamacion peribronquial fue
estadisticamente menor en comparacion con los grupos RSV/OVA y SS/OVA, la
inflamacion perivascular fue muy similar a la observada en el grupo RSV/OVA (figura 11D

y 11E). Al igual que en ambos grupos de ratones alergenizados, en los ratones RSV/SS
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también se detectd la presencia de mucina en las células de Goblet (flechas en la figura
11B). El depdsito de colagena peribronquial de los ratones RSV/SS fue estadisticamente
mayor que en los ratones control (SS/SS), pero menor que en ambos grupos de ratones
alergenizados (figura 11F, p<0.005). Este resultado nos sugiere que el proceso de
inflamacion pulmonar generado durante la infeccion neonatal por el RSV, en los ratones
Balb/c puede durar al menos siete semanas después de haber sido infectados. Cabe
mencionar que siete semanas después de la infeccion, ni en el tejido pulmonar de los
ratones RSV/SS ni en el de los RSV/OV, se detecto mediante PCR el genoma viral. Por lo
cual es probable que la inflamacion pulmonar en los ratones RSV/SS sea un efecto residual
de la respuesta a la infeccidon, y no sea como respuesta a un estado de infeccion croénica o

latente por el RSV.

Como era de esperarse, en el grupo de ratones control (SS) no se detectd la presencia de
infiltrado inflamatorio peribronquial ni perivascular, tampoco se visualizaron células de
Goblet positiva para mucina, y el grado de depdsito peribronquial de colagena fue
significativamente menor que el obtenido en los otros tres grupos. Por lo tanto, con los
resultados observados en la figura 11 se cumplen con los dos primeros objetivos especificos

de la tesis.
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Figura 11. Analisis histopatologico del proceso inflamatorio pulmonar. Cortes histopatologicos tefiidos
con (A) H&E, (B) PAS, y (C) tricromica de Masson. Andlisis cuantitativo del infiltrado inflamatorio
peribronquial (D) y perivascular (E). Analisis del area de depdsito peribronquial de colagena (F). Imagenes y
resultados representativo de tres experimentos independientes (n = 6 ratones por grupo, 5 campos por animal).
Se realiz6 la prueba de ANOVA con la correccion post hoc de Bonferroni (*** p<0.005).

- 10.3 - Andlisis de la subpoblacion de células T CD4" CD25" y T CD4" CD25" FoxP3" en

tejido pulmonar.

El tercer objetivo especifico de esta tesis fue determinar si la infeccion neonatal con el RSV
modifico la frecuencia de las poblaciones de linfocitos T CD4" y otras células relevantes

presentes en la via aérea de los ratones durante el reto con OVA. Para cumplir con este
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objetivo, primero se analizdo mediante citometria de flujo la frecuencia de las poblaciones
de linfocitos T CD4', CD4" CD25", y CD4" CD25" FoxP3' presente en pulmon.
Posteriormente se mostrardn los resultados de este andlisis pero en el lavado

bronquioalveolar.

La mayor cantidad de linfocitos T CD3" CD4" localizados en el tejido pulmonar se
encontraron en el grupo RSV/OVA (figura 12A). En los grupos SS/OVA y RSV/SS, el
numero de linfocitos T CD3" CD4" presentes en el tejido pulmonar fue estadisticamente

mayor con respecto a los ratones SS/SS (figura 12A, p<0.01).

En congruencia con los resultados del analisis histopatolégico, en los ratones RSV/OV A se
redujo la poblacién de linfocitos T CD4" CD25". En este grupo de ratones, las células T
CD4" CD25" representaron el 16.7% de los linfocitos T CD4" totales en pulmén (figura
12B, p<0.01 en comparacion con los otros tres grupos). En el caso de los grupos SS/OVA 'y
RSV/SS, el porcentaje de los linfocitos T CD4™ CD25" fue muy similar entre ellos (45% y

43% respectivamente).

Una vez evaluada a la poblacion de linfocitos T CD4" CD25", obtuvimos la frecuencia de la
subpoblacion de linfocitos CD4" CD25" FoxP3" en el tejido pulmonar (figuras 12C y 12D).
En concordancia con los resultados obtenidos con las células CD4" CD25", el grupo con el
mayor porcentaje de esta células fueron los ratones SS/OVA, este grupo fue seguido por
ratones RSV/SS y SS/SS. En el caso de los ratones RSV/OVA, tanto el nimero como el
porcentaje de los linfocitos CD4" CD25" FoxP3" se encontraron disminuidos (p<0.005).

La disminucion en de la poblacién de linfocitos T CD4" CD25" en los ratones RSV/OVA es
un resultado acorde con la atenuacion del infiltrado inflamatorio pulmonar. En la literatura
suele considerarse que las células T CD4" CD25" estén activadas, por lo cual un proceso
que disminuya la activacion de estas células, estaria disminuyendo la respuesta inflamatoria
pulmonar inducida por OVA. Tomando en cuenta que los linfocitos CD4™ CD25" FoxP3"
son un subpoblacion de las células CD4™ CD25", la disminucion en su frecuencia era un
resultado esperado. Una limitante de esta serie de analisis fue que no se evalud la

funcionalidad de estas poblaciones de linfocitos.

45



Figura 12. Anilisis de las poblaciones de linfocitos T CD4", CD4" CD25"y CD4" CD25" FoxP3" en el
tejido pulmonar. (A) media del niimero total de linfocitos CD3" CD4", CD3" CD4" CD25" y CD3" CD4"
CD25", (B) media del porcentaje de linfocitos CD3" CD4" CD25" con respecto a la poblacion de linfocitos
CD3" CD4", (C) media del niimero total y (D) porcentaje de linfocitos CD3" CD4" CD25" FoxP3". Las células
se analizaron mediante citometria de flujo, resultados representativos de tres experimentos independientes (n
= 4 ratones por grupo/experimento). Se realiz6 la prueba de ANOVA con la correccion post hoc de
Bonferroni (*p<0.05, ¥**p<0.01, *** p<0.005).

- 10.4 - Andlisis de la poblacion de linfocitos T CD4" CD25" y de T CD4" CD25" FoxP3"
en BAL.

Como segunda estrategia para cumplir el tercer objetivo especifico, se evalud la frecuencia
de del nimero de células totales, macrdfagos y granulocitos presentes en el lavado

bronquioalveolar (BAL).

En comparacion con el grupo SS/SS, en ambos grupos de ratones alergenizados
(RSV/OVA y SS/OVA) se increment6 significativamente el nimero de células totales,

macréfagos y granulocitos en BAL (figura 13A-C). Con este resultado, mas los datos de
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histopatologia y qPCR de tejido pulmonar podemos confirmar que la sensibilizacién con

OVA si genero6 un proceso inflamatorio pulmonar agudo.

De manera sorpresiva, en el grupo de ratones RSV/OVA se encontrd incrementado el
numero de granulocitos en BAL (figura 13C, p<0.05 vs SS/OVA, p<0.01 vs RSV/SS, y
p<0.001 vs SS/SS). Debido a que este parametro fue uno de varios que se emplearon para
determinar si la OVA genero6 inflamacion pulmonar, no se analiz6 con mayor profundidad
este resultado. Por lo cual, aunque pudiera ser una limitante el hecho de que no se
realizaron mayores experimentos que buscaran explicar la causa y/o importancia de este

resultado, este hallazgo da pauta para la generacion de un nuevo proyecto de investigacion.

Como era de esperarse, en el grupo de ratones RSV/SS también se observo incrementado el
namero de células totales, macréfagos y granulocitos en el BAL (figura 13A-C). De estas
tres poblaciones celulares, unicamente el niimero de granulocitos fue estadisticamente
menor en comparacion con los grupos SS/OVA y RSV/OVA (figura 13C, p<0.05 y p<0.01,

respectivamente).

Una vez analizado el parametro de células totales, granulocitos y macréfagos en BAL,
evaluamos la frecuencia poblaciones de linfocitos T CD4", CD4" CD25" y CD4" CD25"
FoxP3"en el BAL.

Al igual que lo encontrado en el tejido pulmonar, en el grupo de ratones RSV/OVA se
observaron el doble de linfocitos T CD4" que los ratones SS/OVA (p<0.005), y el triple que
los ratones SS/SS y RSV/SS (p<0.005 para ambos grupos) (figura 13D). En el caso de los
ratones SS/OVA, estos tuvieron 1.7 y 2.5 veces més de linfocitos T CD4" que los ratones
SS/SS y RSV/SS (figura 13D, p<0.005 contra cada grupo). A pesar de que en ambos
grupos de ratones alergenizados se incrementé la cantidad de linfocitos T CD4" en el BAL,

la magnitud del incremento en el grupo RSV/OVA fue mayor que en el grupo SS/OVA.

En el caso de la poblacion de linfocitos T CD4" CD25", los resultados del BAL fueron
similares a los obtenidos en el tejido pulmonar. En el grupo RSV/OVA, el 55% de los
linfocitos T CD3" CD4" eran CD25" (figura 13F, p<0.005 contra los tres grupos). Para los
grupos SS/SS, RSV/SS y SS/OVA, la mayoria de los linfocitos T CD3" CD4" eran CD4"

CD25" (54%, 67% y 56% respectivamente). Los resultados mencionados en los dos tiltimos
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parrafos son congruentes con la atenuacion del infiltrado pulmonar y también con la
disminucion de la expresion de citocinas/quimiocinas en los ratones RSV/OVA. Al igual
que con los resultados de pulmon, una limitante en nuestro estudio seria que no se evaluo la

funcionalidad de estas poblaciones celulares.

En cuanto a la subpoblacién de linfocitos T CD4" CD25" FoxP3", encontramos que el
proceso de sensibilizacion respiratoria disminuyo la frecuencia de esta poblacion en el BAL
(figura 13G y H). Al igual que lo observado en tejido pulmonar, el grupo con el menor
porcentaje de estas células fue de los ratones RSV/OVA, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa en comparacion con los otros tres grupos (p<0.05 contra el
grupo SS/OVA, p<0.005 contra el grupo SS/SS y contra el grupo RSV/SS). La serie de
resultados mostrados en las figuras 12 a 14, sugieren que es muy poco probable que las
diferencias en la cantidad de linfocitos T CD4", CD4" CD25" y CD4" CD25" FoxP3"

observadas en la via aérea de los ratones sean un artefacto.

Figura 13. Analisis de las células totales, macroéfagos, granulocitos y linfocitos T CD4+ localizados en el
BAL. (A) media del nimero de células totales, (B) macréfagos, (C) granulocitos, (D) linfocitos T CD4". (E)
Media de la subpoblacion de linfocitos T CD4" CD25 y T CD4" CD25", (F) porcentaje de la poblaciéon de
linfocitos T CD4" CD25". Ntimero total (G) y porcentaje (H) de la poblacion de CD4" CD25" FoxP3" en BAL.
Las células se analizaron mediante citometria de flujo, resultados representativos de tres experimentos
independientes (n = 4 ratones por grupo/experimento). Se realizo la prueba de ANOVA con la correccion post
hoc de Bonferroni (*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.005).
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- 10.5 - Analisis de la expresion relativa de mRNA en pulmon.

El cuarto objetivo especifico de esta tesis era determinar si en nuestro modelo, la infeccion
neonatal con el RSV modifico la polaridad y magnitud de la respuesta inmune tipo Th. Para
lo cual, primero se analizo la expresion relativa del mRNA de los siguientes mensajeros:
IL-4, 1L-10, IL-12b, IL-13, CCL5 (RANTES), CCL11 (Eotaxina-1), CCL24 (Eotaxina-2) e
INFy (figura 14, tabla 8 y 9).

Para la deteccion de estos mensajeros se utilizaron oligonucléotidos ya previamente
disefiados, estandarizados y optimizados para la técnica de qPCR-Syber Green por el
laboratorio del Dr. Eduardo A. Garcia Zepeda. En la tabla 3 (materiales y métodos), se
detallan las secuencias de los oligonucledtidos empleados. Todos los resultados se
obtuvieron de tejido pulmonar homogeneizado, los niveles de expresion se calcularon
mediante la formula 2*“, y como referencia para el calculo de la expresion relativa se

utilizé el grupo de ratones control o (SS/SS).

En los ratones SS/OVA, los mensajeros con mayor expresion relativa fueron los de las
quimiocinas CCL11 y CCL24, cuya expresion relativa fue 156.6 y 267.9 veces mayor que
en el grupo de control (figura 14F y 13G). En cuanto a la expresion relativa de CCLS, 1L-4
e IL-13, esta fue 21.5, 33.3 y 21.1 veces mayor con respecto al grupo control (figura 14C a
E). La sobre-expresion de los mensajeros asociados con la repuesta inmune tipo Th2 y en
particular la sobre-expresion de CCL11 y CCL24, son resultados que concuerdan con
inflamacion pulmonar inducida por OVA. Asi mismo, estos resultados son congruentes con

los hallazgos histopatoldgicos.

Al evaluar la expresion relativa de los mensajeros de la respuesta tipo Thl en los ratones
SS/OVA, encontramos que la expresion relativa de IL-12b e INFy fueron 172.4 y 43.1
veces mayor que en el grupo de referencia (figura 14A y 14B). En el caso del mRNA de IL-
10, su expresion relativa fue 10.8 veces mayor en el grupo SS/OVA que en el grupo SS/SS
(figura 14H). Aunque de primera intencion, el incremento en los mensajeros tipo Thl
pudiera parecer contradictorio con el proceso de inflamacion alérgica pulmonar, ya se ha
descrito en la literatura que dicha sobre-expresion funciona como un mecanismo

regulatorio de la respuesta inmune tipo Th2 "',
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En los pulmones de los ratones RSV/OV A se detectod sobre-expresion de los mensajeros de
IL-4, IL-13, CCL5, CCL11, CCL24 e INFy (figura 14 y tabla 8). Sin embargo, los niveles
de expresion de dichos mensajeros fueron entre 2 y 38 veces menores que lo registrado en
los ratones SS/OVA (tabla 9). A pesar de la atenuacién en la magnitud de la sobre-
expresion relativa de estos mensajeros, los resultados de qPCR son congruentes con el
proceso de inflamacion pulmonar inducido por OVA y con los resultados mostrados en las
dos secciones previas. Cabe mencionar, que este es el primer trabajo que muestra que la
infeccion neonatal por el RSV disminuyo la expresion relativa de CCL11 y CCL24,

quimiocinas involucradas con el proceso de inflamacion alérgica de la via aérea.

El tinico mensajero no sobre-expresado en los ratones RSV/OVA, fue el de IL-12b (figura
14A), la expresion relativa de este mensajero fue practicamente igual a la del grupo control
(1.2 veces con respecto al SS/SS). El nivel expresion relativa de IL-12b se redujo 136 veces
en comparacion con lo obtenido en los ratones SS/OVA (tabla 9). Este resultado es

congruente con la disminucion en la expresion de células CD25" en tejido pulmonar.

En el caso del mensajero de IL-10, su expresion relativa en relacion con los ratones SSSS
fue 158.1 veces mayor, 55.4 veces mayor que en los ratones RSV/SS, y 12.5 veces mayor
que en los ratones SS/OVA (figura 14H). Esta sobre-expresion pudiera considerarse como
otro de los resultados mas relevantes de este proyecto. El incremento en los niveles de esta
citocina junto con la supresion de IL-12b, podrian explicar la atenuacion del infiltrado

inflamatorio pulmonar y la disminucion en la expresion de la molécula de superficie CD25.

En congruencia con el infiltrado inflamatorio pulmonar observado en los ratones RSV/SS,
siete semanas después de la infeccion todavia fue posible detectar sobre-expresion de los
mensajeros de IL-12b, INFy e IL-10 (figura 14A, 14B, 143H y tabla 8). El resto de los
mRNA analizados no se sobre-expresaron. Aunque en la actualidad, el andlisis de la
expresion relativa de mRNA es ampliamente utilizado, su principal limitante recae en el
hecho de que no siempre existe una correlacion entre el grado de transcripcion con el de

traduccion.
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Figura 14. Expresion relativa de citocinas y quimiocinas en el tejido pulmonar. Expresion relativa del
mRNA de: (A) IL-12b, (B) INFy, (C) IL-4, (D) IL-13, (E) CCL5 o RANTES, (F) CCL11 o Eotaxina 1, (G)
CCL24 o Eotaxina 2, y (H) IL-10. Resultados representativos de tres experimentos independientes (n = 4
ratones por grupo/experimento). El gen endogeno utilizado fue GADPH, la expresion de mRNA fue analizada
con el método 2V y la expresion relativa se calculé con respecto al grupo SS/SS. La prueba estadistica
utilizada fue la U de Mann-Whitney (*p<0.05, **p<0.0005, *** p<0.001)

Tabla 8. Expresion relativa del mRNA de citocinas y quimiocinas en tejido pulmonar.

Grupo IL-12b° | INFy | IL-4" | IL-13" | IL-107 | CCL5" | CCL11"™" | CCL24™
RSV/SS 3.44 2.10 1.14 0.57 2.85 1.05 0.27 1.48
RSV/OVA 1.26 12.55 13.93 6.08 158.11 10.84 6.28 6.96
SS/OVA 172.44 43.12 | 3133 | 21.17 12.63 21.56 156.64 267.94
SS/SS 1 1 1 1 1 1 1 1

Resultados obtenidos de tres experimentos independientes (7=4 por grupo y por experimento). El gen endogeno utilizado fue GADPH, la
expresion de mRNA fue analizada con el método 2*“ y la expresion relativa se calculé con respecto al grupo SS/SS. La prueba
estadistica utilizada fue la de Kruskal Wallis: *p< 0.05, **p<0.005, ***p<0.001.

Tabla 9. Razén de la expresion del mRNA entre el grupo SS/OVA y el RSV/OVA.
IL-12b INFy IL-4 IL-13 CCL5 CCL11 CCL24
136.8 3.4 2.2 3.4 2.2 34.9 38.4

Esta razon se obtuvo mediante el siguiente célculo: [media de la expresion relativa del grupo [SS/OVA]/ [media de la expresion
relativa del grupo RSV/OVA].
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- 10.6 - Analisis de las concentracion de IL-4, IL-12p40 y CCL5 en BAL y suero.

Tanto para complementar el cuarto objetivo especifico de esta tesis como para corroborar el
patrén de resultados obtenidos mediante qPCR, se analizaron las concentraciones de IL-4,

IL-12p40, CCLS y CCL11 en suero y BAL.

Como era de esperarse, en los ratones SS/OVA se encontr6 incrementada la concentracion
de IL-4 en BAL (figura 15B, tabla 10) y de IL-4 y CCL11 en suero (figura 16B y 16D,
tabla 11). Con respecto a los ratones SS/SS, el incremento de estas moléculas en los ratones
SS/OVA y SS/SS fueron significativos (p<0.0001, p<0.05, y p<0.05, respectivamente).
Estos resultados también son congruentes con lo observado para este grupo mediante las

técnicas de qPCR e histopatologia pulmonar.

Las concentraciones de IL-4, IL-12p40 y CCL5 en BAL de los ratones RSV/OVA fueron
significativamente menores que en el grupo SS/OVA (figura 15A-C, tabla 10). Aunque la
concentracion de CCLI11 en el BAL de los ratones RSV/OVA fue menor que en los
SS/OVA, esta no alcanzé diferencia significativa (figura 16D). Al analizar los niveles de
IL-4 y CCLI11 en suero, encontramos que estos fueron similares a los registrados en los
ratones SS/OVA (figura 16B y 16D, tabla 11). En congruencia con los resultados de qPCR
obtenidos en el tejido pulmonar, la infeccion neonatal previa a la exposicion a OVA

disminuy¢ las concentraciones de IL-4, IL-12p40 y CCL5 en el BAL.

En cuanto a la concentraciones de IL-12p40 en suero en los tres grupos experimentales,
esta fue minima y se encontrd cerca del limite de deteccion del sistema empleado (figura
16A y tabla 11). Una primera limitante de esta seccion de resultados pudiera ser el pequefio
numero de ratones empleados, ya que por razones técnicas Unicamente se analizaron 10
ratones por grupo. Por lo cual un andlisis con mayor un nimero de ratones pudieran
disminuir la dispersion de los datos y por lo tanto mostrar mayores diferencias estadisticas.
Una segunda limitante es el reducido numero de citocinas/quimiocinas analizadas; el medir
un mayor numero de moléculas efectoras del sistema inmune nos podria dar pauta a la

generacion de otro proyecto de investigacion.

En los ratones SS/OVA, los resultados arriba mencionados junto los de histopatologia, el

incremento de la celularidad en el BAL, la elevada sobre-expresion relativa de
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citocinas/quimiocinas en pulmén y el incremento en las concentraciones de IL-4 y CCLS,
es posible concluir que en estos ratones el proceso de sensibilizacion respiratoria a OVA si
generd inflamacion pulmonar. En el caso de los ratones RSV/OVA, estos resultados

confirman que la infeccidn neonatal participa en la atenuacion de la respuesta inflamatoria

pulmonar inducida por OVA.

Figura 15. Concentracién de IL-4, IL-12p40, CCL5 y CCL11 en BAL. Concentracion en pg/mL de: (A)
IL-12b, (B) IL-4, (C) CCLS5, (D) CCL1. Resultados representativos de dos experimentos independientes (n =

10 ratones por grupo/experimento). La prueba estadistica utilizada fue la U de Mann-Whitney (*p<0.05,
**p<0.0005, *** p<0.001).
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Figura 16. Concentracion séricas de IL-4, IL-12p40, CCL5 y CCL11 en suero. Concentracion en pg/mL
de: (A) IL-12b, (B) IL-4, (C) CCLS, (D) CCLI1. Resultados representativos de dos experimentos
independientes (n = 10 ratones por grupo/experimento). La prueba estadistica utilizada fue la U de Mann-
Whitney (*p<0.05, **p<0.0005, *** p<0.001).

Tabla. 10 Concentracion de citocinas y quimiocinas en BAL (pg/ml)
Grupo TL-4*%** 1L-12p40 CCL5 CCL11*
RSV/SS 0.5 51.1 6.9 14.5
RSV/OVA 1.2 37.3 8.4 13.6
SS/OVA 103.0 38.3 15.7 14.5
SS/SS 0.27 48.1 13.2 16.8
Prueba de medianas independientes: *p<0.05, **p<0.005. El limite de deteccion de IL-4 era de 0.4 pg/ml

Tabla. 11 Concentracion de citocinas y quimiocinas en suero (pg/ml)

Grupo IL-4** IL-12p40** CCL5 CCL11*
RSV/SS 0.8 2.7 108.4 4.4
RSV/OVA 8.3 3.6 104.1 16.5
SS/OVA 3.8 3.9 994 15.5
SS/SS 0.4 6.7 118.8 4.4

Prueba de medianas independientes: *p<0.05, **p<0.005. El limite de deteccion de IL-4 era de 0.4 pg/ml, de

1L-12p40 es de 3.9 pg/ml

Mediante un ensayo de ELISA multiple que detecta citocinas tipo Th1/Th2/Thl7, se
analiz6 un pool de muestras de BAL de los grupos de ratones RSV/OVA y de los SS/OVA
(figura 17). Este andlisis mostré que la absorbancia de las citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-12,
IL-13, IL-17A, IL-23, INF-y, y TNFa fue mayor en el poo/ de ratones SS/OVA que en los
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ratones RSV/OVA. Para IL-6 y TGF-1 ambos grupos de ratones mostraron niveles de
absorbancia similar. En el caso de IL-10, esta fue la tnica citocina cuya absorbancia fue
mayor en el grupo RSV/OVA que en el SS/OVA. Este ensayo tuvo dos grandes limitantes:
la primera fue que el analisis se realizd6 a un pool o conjunto de muestras, y no a cada
muestra por separado; la segunda fue que debido al nuimero de pozos disponibles en el

ensayo unicamente se pudo evaluar a dos grupos de ratones.

Figura 17. Absorbancia de citocinas tipo Th1/Th2/Th17 en BAL. Absorbancia absoluta de citocinas
analizadas en un pool de muestras de BAL de los ratones SS/OVA y RSV/OVA

- 10.7 - Andlisis de la poblacion de linfocitos T CD4" CD25" y de T CD4" CD25" FoxP3"

en ganglios tordcicos.

Finalmente y después de observar la reduccion en la cantidad y porcentaje de los linfocitos
CD4"CD25" FoxP3" observada en la via aérea de los ratones RSV/OVA, analizamos tanto
la poblacién de linfocitos T CD4" como sus subpoblaciones de células CD4" CD25" y
CD4" CD25" FoxP3" presentes en los ganglios linfaticos toracicos. De manera acorde a la
presencia de un proceso inflamatorio agudo, en ambos grupos de ratones alergenizados se

observd la mayor cantidad de las células T CD4". Esta diferencia fue significativa en
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comparacion con los otros dos grupos de ratones (figura 18A, p<0.01 vs SS/SS, y p<0.005
vs RSV/SS).

En los grupos SS/OVA y RSV/OVA, la subpoblacion de linfocitos CD4" CD25" fue 3.5
veces mayor que en los dos grupos de ratones no alergenizados (figura 18A, p<0.01 vs
SS/SS, y p<0.005 vs RSV/SS). Al analizar el porcentaje de células CD4" CD25" con
respecto a la poblacion de células CD4" totales, encontramos que el 80% de los linfocitos T
CD4" en los ratones RSV/OVA y SS/OVA eran CD4" CD25" (p<0.005 con respecto con
respecto al grupo SS/SS). En el caso de los ratones RSV/SS, a pesar de ser el grupo con la
menor cantidad de linfocitos T CD4" en ganglios toracicos, el porcentaje de células que
expresaron la molécula de superficie CD25 fue similar a lo registrado en ambos grupos de

ratones sensibilizados (figura 18B).

Al contrario de lo observado en la via aérea de los ratones RSV/OVA, el grupo con el
mayor niimero y porcentaje de linfocitos T CD4" CD25" FoxP3" en los ganglios linfaticos
toracicos fue el RSV/OVA (figura 18C y 18D, p<0.0001 en comparacién con los otros tres
grupos). En estos ratones, la subpoblacion de células T CD4" CD25" FoxP3" fue 1.6 veces
mayor que en los ratones SS/OVA, 5 veces mayor que en los ratones RSV/SS y 10 veces

mayor que en los ratones SS/SS.

La principal limitante de esta seccion fue el hecho de que no se analiz6 la funcion de los
linfocitos T CD4+ detectados. A pesar de esto, los resultados mostrados en la figura 18 nos
pudieran explicar la atenuacion observada durante el proceso inflamatorio pulmonar
inducido por OVA en los ratones infectados neonatalmente por el RSV. Esta atenuacion
pudiera deberse a la actividad regulatoria de las células T CD4" CD25" FoxP3" localizadas

en los ganglios toracicos.
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Figura 18. Frecuencia de linfocitos T CD4", CD4" CD25", y CD4" CD25" FoxP3" en ganglios linfaticos
toracicos. (A) Media de linfocitos T CD4", CD4" CD25 y CD4' CD25", (B) porcentaje de linfocitos T CD4"
CD25" con respecto al nimero total de célula T CD4", (C) media del ntimero total y (D) porcentaje de las
células CD4+CD25+FoxP3+ en ganglios toracicos. Las células se analizaron mediante citometria de flujo,
resultados representativos de tres experimentos independientes (n = 4 ratones por grupo/experimento). Se
realiz6 la prueba de ANOVA con la correccion post hoc de Bonferroni (*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.005).

57



11. Discusion

En este estudio evaluamos el efecto de la infeccion neonatal por el RSV sobre el proceso de
inflamacion pulmonar generado por OVA. En los ratones infectados y alergenizados,
encontramos que el antecedente de la infeccion neonatal por el RSV redujo la magnitud del
infiltrado inflamatorio pulmonar generado por OVA, disminuy6 el porcentaje de las
linfocitos T CD4" CD25" presente en la via aérea, y atenud tanto la expresion como la
concentracion de las citocinas y quimiocinas tipo Thl y Th2 detectadas en la via aérea. En
nuestra hipdtesis, la infeccidn neonatal por el RSV previa al proceso de sensibilizacion
respiratoria con OV A, disminuiria la respuesta inflamatoria pulmonar inducida por el
alérgeno respiratorio. Por lo tanto los resultados arriba mencionados comprueban dicha

hipotesis.

Antes de analizar el efecto de la infeccion sobre el proceso de sensibilizacidon con OV A fue
necesario determinar si los ratones neonatos se infectaban con el RSV. Para determinar esto
se emplearon dos estrategias, la primera fue saber si la curva de crecimiento de los ratones
neonatos se modificaba durante la infeccion; la segunda fue detectar el genoma viral en el
tejido pulmonar homogeneizado. En concordancia con los resultados publicados en la
literatura, entre el segundo y séptimo dia posteriores a la inoculacion, el grupo de ratones
infectados ganaron menos porcentaje peso que los ratones no infectados "***'®. En
congruencia con el dato del retraso en la ganancia de peso, unicamente fue posible detectar

el genoma viral en el tejido pulmonar de los ratones inoculados con el RSV.

Debido a que nos interesaba saber si en los ratones neonatos se podria llegar a establecer
infeccion croénica o latente por el RSV, se utilizo la reaccion de PCR que amplificara
unicamente el genoma viral. Para esto se disefiaron un par de oligonucledtidos que se
anidaran entre el extremo 5'- del gen P del RSV y el extremo 3'- de la region no codificante
de dicho gen (GE-P). Por lo cual, el producto obtenido de la PCR tunicamente podria
provenir del genoma viral y no del mRNA viral. Esta conclusion es apoyada por el hecho
de que unicamente fue posible obtener un producto de amplificacion al sintetizar el cDNA

con hexameros al azar y no con oligodT.
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El genoma viral unicamente fue detectado durante la infeccion aguda y no fue detectado en
los ratones adultos. Por lo cual proponemos que las modificaciones observadas durante la
repuesta inmune pulmonar inducida por OVA, son consecuencia del microambiente
pulmonar generado durante la infeccion neonatal por el RSV, y no se deben a la presencia
de una infeccion cronica o latente por el RSV. Con los resultados de la curva de ganancia
de peso y de la amplificacion del genoma en el tejido pulmonar podemos concluir que los
ratones Balb/c neonatos fueron permisivos a la infeccion por el RSV. Por lo cual
consideramos que las modificaciones en la respuesta inmune inducida por la OVA en el
raton adulto, son una consecuencia de la respuesta inmune neonatal contra el virus y no de

la magnitud de la replicacion del RSV.

La deteccion del RSV en nuestro proyecto tiene dos limitantes. La primera es que no se
cuantifico la carga viral; esto no fue posible realizarlo ya que se desconoce la sensibilidad,
especificidad y el rango dinamico de los oligonucle6tido disefiados. La segunda es que no
se detecto la presencia de proteinas virales en el tejido pulmonar homogeneizado; a pesar
de contar con anticuerpos contra el RSV que funcionaron tanto mediante
inmunofluorescencia indirecta como en Western Blot, en cultivo celular, estos anticuerpos

mediante Western Blot no detectaron las proteinas virales en el tejido pulmonar.

El principal resultado obtenido en este trabajo fue que como consecuencia de la infeccion
neonatal por e RSV, se redujo la magnitud del infiltrado inflamatorio pulmonar generado
durante el proceso de sensibilizacion respiratoria a OVA. Este resultado pudiera ser
interpretado de dos maneras. Una primera interpretacion seria que como consecuencia de la
infeccidn neonatal por el RSV, se atenud la respuesta inflamatoria dependiente de los
linfocitos T CD4" CD25". Una segunda explicacion seria que la reduccién en la magnitud
del infiltrado inflamatorio fuera consecuencia de una inhibicion suboptima dependiente de
las células Treg. Las diferencias observadas entre nuestro trabajo con respecto a lo
publicado en la literatura, pudieran deberse principalmente a tres factores; la edad de
infeccion, el hecho de que la infeccion ocurrio antes del inicio del proceso de

sensibilizacion con OVA, y el intervalo de tiempo entre ambos eventos >>'77585893101,

Dentro del contexto de la asociacion entre el RSV y el asma, es importante tomar en cuenta

que la respuesta inmune generada contra este virus tanto en humanos como en ratones,
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depende de la edad de infeccion. El tipo y la magnitud de la respuesta inmune inducida por
el RSV es muy diferente entre los ratones adultos y los neonatos. En los ratones adultos la
infeccion por RSV genera pérdida de peso; induce altas concentraciones de citocinas tipo
Thl y Th2; y causa abundante infiltrado inflamatorio pulmonar. En cambio, en los ratones
neonatos la enfermedad pulmonar es menos severa; el raton no pierde peso, unicamente
retrasa la ganancia de peso; la carga viral es menor que en el raton adulto; las
concentraciones de citocinas son bajas con predominio de IL-10 e IL-4; y finalmente, el

infiltrado inflamatorio pulmonar es de menor intensidad que en el raton adulto 77677818

85,100,102,103

A la par con lo anterior, la disminucion del infiltrado inflamatorio pulmonar, de la
poblacion de linfocitos T CD4" CD25" y de la expresion de citocinas/quimiocinas, podrian
estar explicados por el hecho de que la edad infeccion determina la respuesta inmune
mediada por linfocitos T. Este fendmeno alteraria tanto la dindmica como el balance entre

las repuestas tipo Th1/Th2, generando una respuesta inmune predominantemente tipo Th2

76,77,83-85,104

El segundo factor a considerar, es el orden de la secuencia de eventos entre infeccion e
inicio del proceso de sensibilizacion respiratoria. Otros autores han reportado que cuando la
infeccion por el RSV ocurrié durante o después del proceso de sensibilizacion respiratoria

con OVA, la infeccidén potencio la intensidad de la patologia pulmonar inducida por OVA

35,77,79,82,86,80,93,101

Mientras que son multiples los estudios que han evaluado el efecto de la infeccion durante
o después del proceso de sensibilizacion respiratoria, solo hay dos trabajos previos que han
evaluado el efecto de la infeccion antes de iniciar la sensibilizacion respiratoria a OVA 7',
El primero trabajo mostré que la infeccion siete dias previa al proceso de sensibilizacion
respiratoria con OVA ni potencid ni atenu6 la patologia pulmonar inducida por el alérgeno.
Los autores concluyeron que la infeccion por el RSV antes de iniciar el proceso de
sensibilizacion cronica con OVA protegié al raton del desarrollo de hiperreactividad de la
via aérea e inflamacién pulmonar ”. En el segundo trabajo, You et al., infectaron ratones

neonatos con el RSV y 10 semanas después iniciaron el proceso de sensibilizacion
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respiratoria con OVA '”. En este trabajo los autores encontraron mediante pletismografia

que le infeccion neonatal disminuy6 la funcién pulmonar de los ratones.

A pesar de la similitud de resultados, el trabajo publicado Peebles et al., y el nuestro tienen

77, La primera es que ellos infectan ratones de 8 semanas de vida,

grandes diferencias
nosotros infectamos a ratones de 4 dias de vida. La segunda es que ellos esperaron dos
semanas entre infeccion y alergenizacidon, nosotros cuatro semanas. Tercero, ellos
emplearon un modelo de alergenizacion cronica a OVA, nosotros sensibilizacion aguda.
Cuarto, Peebles et al, Uunicamente valoraron hiperreactividad de la via aérea, infiltrado
eosinofilico pulmonar y producciéon de IL-13; mientras que nosotros evaluamos la
magnitud del infiltrado inflamatorio pulmonar, la frecuencia de las diferentes
subpoblaciones de linfocitos T CD4" y el microambiente de citocinas/quimiocinas

presentes en via aérea. Otra diferencia, pudiera ser que en este trabajo los autores no

propusieron ningiin mecanismo que explicara sus resultados, y nosotros si.

Como un tercer factor a considerar, esté el intervalo de tiempo entre la infeccion neonatal y
la sensibilizacion respiratoria a OVA. Previamente You et al., evaluaron el efecto de la
infeccion neonatal por el RSV 41 dias antes de iniciar el proceso de sensibilizacion cronica
a OVA ' En este trabajo los autores concluyeron que la infeccion neonatal por el RSV
disminuyé la funcién pulmonar, lo cual que estaria asociado con la presencia de
inflamacion pulmonar crénica, incremento en la producciéon de moco y remodelacion de la
via aérea. Las diferencias de los resultados obtenidos por You et al., y nosotros se pueden
explicar por dos factores. El primero es que el protocolo de sensibilizacion OVA fue
diferente; nosotros empleamos un modelo de sensibilizacion respiratoria aguda y ellos
emplearon un modelo cronico. El segundo factor es el periodo de tiempo entre la infeccion
y el inicio de la sensibilizacién con OVA; mientras que nosotros solo esperamos 4 semanas
entre ambos eventos, ellos esperaron 10 semanas. Tomando en cuenta dichas diferencias, la
relevancia de nuestro modelo recae en el hecho de que demostramos que siete semanas
después de haber infectado a los ratones todavia se observa un infiltrado inflamatorio
pulmonar residual, el cual pudiera relacionado con la disminucion de la respuesta inmune

inducida por OVA.

61



Existe un segundo estudio donde se evalud el efecto de la infeccion neonatal con el
pneumonia virus of mice (PVM) 28 dias antes del inicio de la sensibilizacidon respiratoria
con OVA. Aunque el PVM es un Paramyxovirus especifico del ratoén, debido a su estrecha
homologia con el RSV, este virus murino se ha utilizado para estudiar los efectos o
consecuencias de una infeccion semejante al RSV. En este estudio encontraron que la
infeccion por PVM antes de la sensibilizacion respiratoria con OVA potencio la
inflamacién pulmonar '*. En contraste, nosotros encontramos que la infeccion neonatal por
el RSV atenud la magnitud de la inflamacion pulmonar generada por OVA. Estas
diferencias pudieran explicarse por varios motivos. Primero, el RSV es un patogeno
especifico de humanos y el PVM es especifico de ratones. Segundo, dosis de PVM
necesaria para generar enfermedad severa es menor que la dosis requerida con el RSV.
Tercero, la viremia generada por el PVM es mayor que la viremia por RSV. Cuarto, en los
ratones la infeccidon por RSV es menos agresiva que la infeccion por PVM. Por lo cual, las
diferencias observadas entre estos modelos probablemente se deben a las diferencias en la

magnitud de la respuesta inmune generada por estos virus.

En nuestro trabajo, tanto la supresion en la sobre-expresion del mRNA de IL-12b en el
tejido pulmonar como la disminucion en las concentraciones de IL-12p40 en BAL,
pudieran los resultados mas sorprendentes. IL-12 es una citocina que se relaciona con el
mantenimiento y la induccion de la respuesta inmune tipo Thl. Esta citocina provee sefiales
adicionales que ayudan a la proliferacion y activacion de los linfocitos T CD4". Asi mismo,
incrementa la duracion y grado de expresion de la molécula CD25 en las los linfocitos T
CD4" y T CD8" '7''° Por lo tanto, la disminucién en la frecuencia de la poblacion de
linfocitos T CD4"CD25" en la via aérea de los ratones pudiera ser una consecuencia de la

disminucion de IL-12.

Para demostrar que en nuestro modelo la disminucion de IL-12 esta relacionada con la
reduccion de la poblacion de linfocitos T CD4™ CD25" en la via aérea, proponemos un
nuevo proyecto. Como primera estrategia para dicho proyecto, a los ratones se les
administraria anticuerpos contra IL-12 durante la administracion de OVA. Como segunda

estrategia, se pudieran utilizar ratones KO para IL-12. Finalmente, la tercer estrategia seria
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administrar IL-12 a los ratones durante el proceso de sensibilizacion y reto con OVA. En
estos tres escenarios se evaluaria si el bloqueo, ausencia o suplementacion de IL-12

modifica la expresion de CD25.

Es posible que la disminucion en la expresion y concentracion de IL-12 en los ratones
RSV/OVA se expliquen por la sobre-expresion de IL-10 que se registro en el tejido
pulmonar. IL-10 es una citocina reguladora con efectos pleiotrdpicos en el sistema inmune.
Siendo sus funciones mas importantes las de: 1) reducir la produccion de citocinas y
quimiocinas pro-inflamatorias; 2) inhibir en las células T la produccién de citocinas; 3)
suprimir la expresion de MHC-II, CD40, DC80 y CD96; 4) disminuir la activacion y

proliferacion de células T; y 5) promover una respuestas inmune predominantemente tipo

Th2 65,77,81,83-85,95,104,111-118

Acorde con lo antes descrito, se ha reportado que en co-cultivos de células presentadoras de
antigneo (APC) murinas con clonas de células tipo Thl, la presencia de IL-10 e IL-4
inhiben la produccion de IL-12. Por otra parte, durante la infeccién in vivo con Listeria
monocytogenes, la presencia de IL-10 e IL-4 determinan el fenotipo Th que tendran los
linfocitos T que estan en desarrollo **7”'"*. Tomando en cuenta estos antecedentes, y con el
objetivo de valorar si la funcion de las células APC se modifica debido a la infeccion por el
RSV, proponemos realizar estudios in vitro en los cuales primero se obtengan células APC
de ratones adultos que fueron infectados neonatalmente con el RSV. Posteriormente, se
realizarian co-cultivos de células APC con linfocitos T, en las cuales se analizaria la

capacidad de generar respuestas tipo Th y el fenotipo de dichas respuestas.

Como una explicacion complementaria a la disminucioén de la subpoblacion de linfocitos T
CD4" CD25" en la via aérea de los ratones infectados y alergenizados, hay que considerar el
efecto del RSV sobre el proceso de sinapsis inmune entre APC y las células T. In vitro, en
las DC infectadas por el RSV se ha demostrado disminucion en la formacion de la sinapsis
inmune entre la APC y el linfocito T naive. Este impedimento reduce la proliferacion y
activacion de los linfocitos T. En congruencia con nuestros resultados, otros autores ha
reportado que la infeccion por el RSV disminuye la expresion de CD25 en linfocitos T y

que esta disminucion correlaciona con la severidad de la infeccion *>*'*,
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En el caso de los ratones SS/OVA, al analizar todos los resultados disponibles podemos
concluir que la sensibilizacion a OVA si generd un fenémeno inflamatorio pulmonar. De
todos estos resultados, uno de los mas interesantes a destacar es el incremento en la
expresion relativa de IL-12 e INFy en el tejido pulmonar. Este incremento no es
contradictorio con el proceso de inflamacion pulmonar inducido por OVA, por el contrario,
ya se ha reportado que la presencia de IL-12 forma parte del proceso de regulacion de la

respuesta inmune inducida por OVA "',

Por otra parte, aunque en la literatura se ha considerado que la infeccion por el RSV es un
proceso agudo, ya otros trabajos han reportado que el infiltrado inflamatorio pulmonar en
los ratones Balb/c puede persistir entre 42 y 154 dias después de la infeccion ™2 Estos
trabajos son coherentes con los resultados de histopatologia de los ratones RSV/SS, en los
cuales, 49 dias después de la infeccion no solo fue posible detectar la presencia del
infiltrado inflamatorio pulmonar, también se visualizaron depdsitos de mucina y datos
sugerentes de remodelacion de la via aérea. Es posible que este infiltrado inflamatorio
pulmonar pudiera estar participando en la atenuacion de la respuesta inmune local generada
durante la sensibilizacion a OVA. Aunque no tenemos evidencia de que existan diferencias
cualitativas en cuanto la composicion del infiltrado inflamatorio pulmonar presente entre
los grupos RSV/SS, RSV/OVA y SS/OVA, tanto las diferencias observadas en la expresion
y produccion de citocinas/quimiocinas, como los resultado del analisis de citometria de
flujo del BAL asi lo sugieren. Por lo cual proponemos que en un proyecto derivado de este,
se pudiera analizar tanto por inmunohistopatologia como por citometria de flujo, las
diferentes poblaciones de células (y sus fenotipos) que componen dicho infiltrado

inflamatorio pulmonar.

Acorde con lo anterior, se observo un moderado incremento en la expresion relativa de los
mensajeros de IL-12b e INFy en el tejido pulmonar de estos ratones. De hecho, otros
autores ya han publicado que la sobre-expresion de IL-12b puede detectarse hasta 42 dias

después del inicio de la infeccion por RSV ™.

Por lo tanto, proponemos que la infeccion neonatal por el RSV previa al proceso de
sensibilizacion con OVA influye en la respuesta inmune del raton adulto ante el alergeno

respiratorio (figura 18). Finalmente, las consecuencias de la respuesta inmune contra el
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RSV generadas durante la primera semana de vida tienen un efecto a largo plazo sobre el
microambiente pulmonar, el cual afectaria la repuesta inmune local ante un estimulo

alérgico no relacionado con el virus.
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Figura 18. Diagrama hipotético del efecto de la infeccién neonatal con el RSV sobre el proceso de
sensibilizacién respiratoria con OVA. (A) Se representa el efecto de la respuesta inmune neonatal inducida
por el RSV sobre el desarrollo del sistema inmune y del pulmén. En la infeccion neonatal por RSV predomina
la produccién de IL-10 e IL-4, el infiltrado inflamatorio pulmonar persiste hasta por 4 semanas. En este grupo
se suprimi6 la expresion de IL-12b, asi como se redujo la poblacion de T CD4" CD25", la expresion de
citocinas/quimiocinas y el infiltrado inflamatorio pulmonar. (B) En los ratones no infectados el desarrollo del
sistema inmune y del pulmon fue normal. En ellos, el proceso de sensibilizacion y reto con OVA gener6 un
perfil de citocinas/quimiocinas predominantemente Th2 sobre el Thl. En comparacion con el grupo
RSV/OVA, tanto la poblacion de linfocitos T CD4" CD25" como el infiltrado inflamatorio pulmonar fue de
mayor magnitud.
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12. Conclusiones

Los ratones Balb/c fueron permisivos a la infeccién neonatal con el RSV.

Cuarenta y nueve dias después de la infeccion con el RSV, todavia fue posible
documentar la presencia de un proceso inflamatorio pulmonar.

En ambos grupos de ratones sensibilizados con OVA, se detectd infiltrado
inflamatorio pulmonar con incremento tanto en la expresion como en las
concentraciones de citocinas y quiomiocinas relacionadas con este proceso.

La infeccion neonatal afectd el proceso inflamatorio pulmonar inducido por OVA,
atenuando el infiltrado inflamatorio pulmonar, reduciendo la subpoblacion de
linfocitos T CD4" CD25" localizadas la via aérea, y reprimiendo la expresion de IL-
12b.

A excepcion del mRNA de IL-10, el antecedente de la infeccion neonatal con el
RSV disminuyo la sobre-expresion de todos los mRNA de citocinas y quimiocinas
analizados, particularmente los pertenecientes a la respuesta tipo Thl.

Finalmente, la respuesta inmune neonatal contra el RSV genera consecuencias de
larga duracién sobre el microambiente pulmonar. Como parte de estas
consecuencias, se modifico el tipo y la magnitud de la respuesta inmune pulmonar

inducida por un alérgeno respiratorio no relacionado con el virus.
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14. Anexos

14.1 Anexo 1. Propagacion y amplificacion del stock viral.

1.

N AW

10.
11.
12.
13.
14.

Sembrar células Hep2 en frascos de 75 cm® con medio DMEM-alto en glucosa
(10% FBS, 1% P/S) e incubar a 37°C con 5% de CO>.

Cuando la monocapa celular alcance una confluencia aproximada del 70%, retirar el
medio y lavar 2 veces con PBS estéril frio.

Agregar 1 ml de DMEM-alto en glucosa (sin FBS ni P/S) + 0.5 ml del stock viral.
Incubar dos horas a temperatura ambiente y en movimiento.

Afadir 13.5 ml de medio DMEM-alto en glucosa (10% FBS, 1% P/S).

Incubar a 37°C con 5% de CO* durante 5 a 7 dias.

Cuando el sobrenadante se observe turbio, la monocapa celular se este empezando a
despegar, y las células muestren efecto citopatico (formacion de sincicios) se puede
cosechar el cultivo viral.

Raspar la monocapa celular con un “cell scrape” hasta despegarla por completo,
recolectar el sobrenadante en tubos tipo Falcon de 15 ml.

Realizar un “vortex” breve.

Sonicar (@ amplitud 10%, 1 min on/ 1 min off, 1 min por miliitro.

Centrifugar 10 minutos a 2000 rpm, 4°C.

Colocar el sobrenadante en hielo.

Hacer alicuota de 1 ml por tubo.

Congelar rapidamente en nitrégeno liquido y almacenar.
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15.2 Anexo II. Protocolo de plaqueo para el RSV.
-Requerimientos iniciales
A. Inactivacion del suero fetal bovino:

Colocar en un bafio de agua a 56°C por 60 minutos el suero fetal bovino (FBS).
Posteriormente hacer alicuotas y guardar a temperatura apropiada (4-8 °C, si el

tiempo de almacenamiento es corto; si por largo tiempo, guardarlos a -20° C).

B. Preparacion del medio de cultivo para la células Hep2:
A un frasco de 500 ml de DMEM-alto en glucosa, agregar 25 ml de FBS inactivado
y 5 ml de Pen/Strep (P/S). Concentracion final: 5% FBS, 1% P/S.

C. Preparacion del medio para plaqueo:
A un frasco de 500 ml de DMEM-alto en glucosa, agregarle 10 ml de FBS

inactivado. Concentracion final: 2% FBS.

D. Preparacion de metil-celulosa al 0.8%:

1) En un matraz de 500 ml colocar 4 gramos de metil-celulosa, tapar y enviar al
autoclave (121°C por 15 minutos). Posteriormente enfriar a temperatura
ambiente.

2) Agregar 500 ml de OPTIMEM, 15 ml de FBS inactivado, 5 ml P/S y 5ml de L-
glutamina. Concentracion final: Metil- celulosa 0.8%, FBS 3%, P/S 1% y L-
glutamina 1%. Colocar la tapa y mezclar.

3) La metil-celulosa estara disuelta en al menos una semana, por lo que durante ese
tiempo permanecera en el refrigerador a 4°C y todos los dias se tendra que

agitar manualmente

E. Preparacion de metanol:acetona (1:1):
1) Enun frasco de 500 ml, marcarlo apropiadamente y agregar 250 ml de metanol
y 250 ml de acetona.

2) Mezclar y guardar a temperatura ambiente.
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F. Preparacion de los platos de cultivo de células Hep2:

1)
2)
3)
4)

S)
6)

7)

8)

9)

Desinfectar la campana de flujo laminar.

Aspirar completamente el medio de las cajas de cultivo de células Hep2.
Agregar 15 ml de PBS, de manera que cubra la monocapa por 5 segundos.
Aspirar completamente el PBS y agregar 2.5 ml de tripsina al 0.25% y cubrir la
monocapa con la tripsina.

Incubar a temperatura ambiente por 1 min.

Golpear gentilmente con la palma de la mano la caja de cultivo, con la finalidad
de despegar la monocapa e inmediatamente después agregar 7.5 ml del medio
para las células Hep2 (Volumen final 10 ml).

NOTA: No dejar las células por mas de un minuto con tripsina.

De una caja T-150 con una confluencia de células VERO al 100% se pueden
hacer 14 placas de 24 pozos (se requieren 346 ml, sin embargo empleamos 340
ml) (para otros tamainos de caja extrapolar).

Mezclar el concentrado celular a manera que quede una concentracion final de
1.25x10° /ml.

En cada pozo de la placa (24 pozos) debera de quedar una concentracion final

de 1.25 x 10° /ml para luego incubar a 37°C toda la noche.

10) Las células estaran en confluencia a las 20 h.

NOTA: Se recomienda que las células que se van emplear en el plaqueo tengan una

confluencia del 100% a las 24 h de realizar el pase, por lo anterior se hace una dilucion 1:2.

-Titulacion del virus.

1. Hacer diluciones del stock viral en DMEM 2% para titular el virus.

Agregar en el primer pozo 25 pl del stock viral y 225u1 de DMEM 2% en los

siguientes 6 pozos.

2. Mezclar y tomar 25 pl para dispensarlo en el segundo pozo.

3. Repetir el paso 7 hasta completar las 6 diluciones.

4. Infectar con 100 pl de cada dilucion las células Hep2 e incubar por 1 h a 37°C, 5%
CO..
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S.
6.

Al termino de la incubacidn colocar sobre los pozos 1 ml de metil-celulosa 0.8%.
Incubar por 6 dias, dependiendo del fenotipo viral, puede ser hasta 9 dias (si las

placas son pequefias). NO MOVER vy transportar con gentileza.

-Inactivacion y revelacion.

1.

10.

11.

12.

Las placas que se habian colocado en la incubadora (Titulos, controles y muestras),
llevarlas a la campana de flujo laminar. Descartar la metil-celulosa.

Lavar cada pozo con 2ml de PBS en dos ocasiones y asegurarse que toda la metil-
celulosa fue removida.

Agregar 1 ml de metanol:acetona (1:1) por pozo e incubar por 30 min a
temperatura ambiente.

NOTA: El metanol:acetona (1:1) inactiva por completo al virus, por lo tanto los
siguientes pasos pueden realizarse fuera de la campana de flujo laminar.

Descartar (volteando la caja de 24 pozos) el metanol:acetona de cada pozo en el
recipiente de deshechos y dejar secar al aire libre. Este proceso dura
aproximadamente 2 horas.

Lavar con PBS por 15 min para eliminar residuos. Las placas deberdn estar
colocadas en un agitador de placas. Este procedimiento se repita dos veces.

Aspirar el PBS y aplicar en cada pozo 200 ul de solucion de bloqueo (PBS —FBS
3%). Mantener la solucién por 15 min en un cuarto a temperatura ambiente y
mezclar gentilmente.

Aspirar la solucion de bloqueo y agregar a cada pozo 200 pul del anticuerpo a-F
RSV (Diluir 1:25 con solucién de bloqueo el anticuerpo de Millipore #5022).
Incubar por 18 h maximo (toda la noche) a temperatura ambiente y mezclando
gentilmente.

Repetir el paso 5.

Preparar el segundo anticuerpo. Diluir 1:2000 el anticuerpo HRP ganso anti-raton
en la solucion de bloqueo.

Aspirar PBS y aplicar a cada pozo 200 pl del segundo anticuerpo preparado en el
paso 10.

Incubar por 1 h el anticuerpo secundario a temperatura ambiente y agitar

gentilmente.
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13. Repetir el paso 5.

14. Preparar la solucion reveladora AEC de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

- Enun tubo de fondo conico agregar 7 ml de agua bidestilada, 1ml de buffer 8X
y 4 gotas de AEC.
NOTA: El tubo debera estar cubierto con papel aluminio, dado que la solucion
reveladora se oxida rapidamente en contacto con la luz.

7. Aspirar el PBS y aplicar a cada pozo 200 pl de la solucion reveladora AEC. Cubrir
cada placa con aluminio e incubar en la obscuridad a temperatura ambiente y en
agitacion por 15 min.

8. Quitar el aluminio y detener la reaccién con agua corriente.

9. Aspirar el agua hasta que las placas queden completamente secas.

10. Contar las placas de cada dilucion (la dilucion a evaluar es aquella que contenga >
15 placas pero < 45 placas). El calculo es el promedio de placas en la dilucion con
el rango anterior mencionado multiplicado 10 y luego multiplicado por la dilucion

evaluada, por ejemplo 40 placas X 10 X 10° =4 x 10"
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