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|. RESUMEN

Las infecciones virales persistentes estan definidas como aquellas en las que un
virus no es eliminado completamente del organismo, permaneciendo en células
especificas por tiempo indefinido. Esto, debido a la desregulaciéon de la respuesta
inmune del hospedero y a mecanismos propios del virus para evadir los
mecanismos de respuesta antiviral, asi como para inhibir la muerte de la célula
hospedera. Los virus con genomas de RNA tienen un alto indice de mutacién lo
cual puede llevar a la produccion de virus con genomas defectuosos, mismos
gue pueden contribuir al establecimiento o mantenimiento de las infecciones
persistentes. La persistencia del virus sincicial respiratorio (RSV) se ha
observado de manera circunstancial en humanos y se ha asociado con el
desarrollo de enfermedades crénicas respiratorias. En nuestro grupo de
investigacion contamos con un modelo in vitro para estudiar los mecanismos de
persistencia del VSR que consiste de una linea de macréfagos murinos infectada
persistentemente con este virus respiratorio. Considerando que la persistencia
viral in vitro puede ser de tipo real latente o real en estado estacionario, en la que
el genoma del virus esta presente en todas las células del cultivo o de tipo
acarreadora, que se mantiene por la liberacion de virus infecciosos a partir de
una pequefia poblacion de células infectadas que producen virus con capacidad
para infectar de novo a las células vecinas, el objetivo de este proyecto fue
evaluar el tipo de persistencia establecida por el RSV. Asimismo, se evaluo la
produccion de virus defectuosos y localizaciéon intracelular de las proteinas
virales. El tipo de persistencia se estudié separando por citometria de flujo a las
células de los cultivos infectados persistentemente por el RSV, de acuerdo con
la presencia o ausencia de proteinas virales, obteniendo dos poblaciones, la que
no expreso proteinas virales y la poblaciéon que si expresoé proteinas virales. El
cultivo independiente de cada poblacion mostré que después de 3—6 pases,
todas las células expresaban proteinas virales, aun aquellas que eran negativas
al momento de la separacion. Ademas, mediante RT-PCR cuantitativo se
encontrd que el genoma viral estaba presente en las dos poblaciones celulares,
sugiriendo que el VSR establece una persistencia de tipo real en estado
estacionario, con produccion abundante de particulas virales defectuosas, ya

gue las densidades calculadas por analisis en gradientes de sacarosa indicaron
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gue los virus detectados tenian densidades menores a las reportadas para los
virus completos. Finalmente, las proteinas estructurales M, N, P , F y L se
encontraron en el citoplasma y nucleo de los macrofagos infectados de forma
persistente, con mayor abundancia en el compartimento nuclear, y de manera
similar, las proteinas M, F, N y P se encontraron en nucleo en tiempos tempranos
después de una infeccion aguda, sin embargo, solo las proteinas F y P se
encontraron en citoplasma en este caso. Estos resultados son novedosos, ya
gue no existen reportes anteriores acerca de la ubicacién nuclear de las
proteinas N, P, F y L durante la infeccion del RSV en macréfagos o en células

epiteliales.
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2.1 Virus sincicial respiratorio
2.1.1 Clasificacion

El virus sincicial respiratorio (RSV) pertenece al género Orthopneumovirus,
subfamilia Pneumovirinae, familia Pneumoviridae y orden Mononegavirales
(Comité Internacional de Taxonomia de Virus, 2015). Tiene dos grupos
antigénicos, A y B, clasificados de acuerdo a la variacion en la secuencia de
nucledtidos del gen G.

2.1.2 Estructura

Los viriones pueden tener una forma esférica de 100-350 nm de diametro, o
bien, forma de filamentos largos con diametro de 50 nm y hasta 10 ym de
longitud, siendo esta ultima la forma predominante en cultivos celulares (Collins,
Fearns, & Graham, 2013; Utley et al., 2008). El viribn esta compuesto de una
nucleocapside cubierta por una capa proteica denominada matriz formada por la
proteina M y recubierta a su vez por una envoltura lipidica proveniente de la

membrana plasmatica de la célula hospedera.

La nucleocapside es un complejo de ribonucleoproteina formado por el genoma
viral codificado en una cadena sencilla de RNA de polaridad negativa, asociado
a la nucleoproteina (N), a la fosfoproteina (P), a la proteina M2-1 y finalmente a
la RNA polimerasa dependiente de RNA (L) (Figura 1). La envoltura del viridn
tiene insertadas 3 proteinas virales altamente glucosiladas, que son la
glicoproteina G, la proteina de fusién F y la proteina pequefia hidrofobica SH.
Estas glucoproteinas se proyectan como espiculas en la superficie del virus, que
son pequeias proyecciones de 11-16 nm de longitud (Figura 1) (Collins et al.,
2013).
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Figura 1. Esquema de la estructura filamentosa del virus sincicial respiratorio. Tomado
y modificado de (Battles, et al., 2019).

2.1.3 Genoma

El genoma del RSV consiste de 10 genes codificados en una cadena de RNA
polaridad negativa no segmentada de 15,222 nucleotidos de longitud y carece
de la 7-metilguanosina (CAP) en su extremo 5’ y de secuencias poliadeniladas
(poliA) en su extremo 3’, lo que lo hace muy susceptible a la degradacion por
nucleasas celulares (Collins et al., 2013). El orden de los genes virales en el
sentido 3’ -> 5’ es NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L (Figura 2). Durante el proceso
de transcripcion, el genoma original sirve como templado para la sintesis de los
RNA mensajeros (mMRNA) y cada uno de ellos es traducido en una proteina,
excepto en el caso del mRNA del gen M2, que contiene dos marcos de lectura
sobrelapados, lo que resulta en la traduccién de las proteinas, M2-1 y M2-2
(Collins et al., 2013). El extremo 3’ del genoma contiene una region extragénica
de 44 nucledtidos que precede al gen NS1, mientras que el extremo 5’ contiene
una regién extragénica de 155 nucledtidos cuya secuencia sigue a la del gen L.
Cada gen comienza con una secuencia conservada de 9 nucleétidos llamada
sefal de inicio (gs), y termina con una secuencia moderadamente conservada
de 14 nucledtidos llamada sefial de término (ge) (Figura 2). Los primeros nueve

genes se encuentran separados por regiones intergénicas de 1-58 nucleotidos
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las cuales no son motivos conservados, por lo que parecen ser regiones sin
importancia, excepto en algunos casos donde el primer nucleétido de una region
intergénica es importante para la terminacién de un mRNA; tal es el caso de los
genes M2 y L, donde la sefial gs del gen L esta ubicada 68 nucleétidos rio arriba

del término del gen M2 (Figura 2).

1nt region le 44 nt
3‘-UGCgCUUUUUUaCgCAuGUUgUUUGAacguauuugguuuuuuu_a

sacuencia gs secuencia ge secuencia intergénica
CCCcGUUUAuucuual NS1 | pruasUCAAUUAUaUUUY  pasuugucuucuguuuuua

CCCCGUUUAUuuagu Ns2 uaauaUCAuUaaa-UUUU aauuccucucuauauucuaucuucua

CCCCGUUUAugUugg N gaaacUCAAUuauuUUUU a

CCCCGUUUAuuuagu P uuauaUCAAUguuulUUUU  ccuuuccca

ccccGuuUAvaccuu | M| uuuauUCAAUUauuUUUY auaugugua

CCCCGUUUAuuagua SH | uuucaUcAAUuaauuuUU aucaguauuguuacuugauccuauaguucugauuguuauuguaa

CCCCGUUUAcguuug G geucaUCAAUgaauUUULU guauaauaguguuuuccggaacugguugaauuugucuuaguuuuauuugaga

CCCCGUUUAUUguua F aaauaUCAAUaua-UUUY guguuaacguacggucuaauugaaugguagacauuuuuacuuuuga

emmmmmmmmmpE=z==TTTTT o _ sobrelape
CCCCGUUVAuacagu M2 caacaCCCuGUUUuAccuaggguaauaauuaccuuuaagacgauuacaaauagauuggcuaUCAAUaaaUUUUccacauaauaUCAAUaauUUUU
- L- M2- ge e mamemmmmmnE mT
M2- gs g5 Cge
R e region tra
auuUUUagUaL2LIIA333aaULUAULUALUZaaaaaCcacUUEALUBEEaUULCAaUagUaaaaULagaactUCCY
15,222 nt

u_.adu_u-ﬁéaauu ugggauuagauUaaccaaauauacacauaauugauuuaaugeucuauaaUCAAA-AAC-UGuGaAAAAAAGaGCA-S'

Figura 2. Diagrama de la secuencia del RNA negativo. Se muestran la region “Le” de
inicio de la transcripcién, los genes 10 genes representados con un cuadro y sus
secuencias intergénicas, el sobrelape de 68 nucleétidos para los genes L y M2, y la
region “Tra” de término de la transcripcién. Las secuencias de inicio y término de cada
gen (gs y ge) estan subrayadas y los nucleétidos conservados estan en mayusculas.

Tomada y modificada de (Collins et al., 2013).

2.1.4 Proteinas virales

Las 11 proteinas del RSV son clasificadas como estructurales y no estructurales
y la funcién de cada una de ellas se resume en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Proteinas virales estructurales y no estructurales.

Proteina Funcién Referencia
Inhiben la induccion de la produccién de interferén alfa 'y
NSly beta (IFN a/B), mediante la supresion de la traslocacion a | (Spann, Tran, &
NS2 * nucleo del regulador de IFN, IRF-3, y la apoptosis en Collins, 2005)
células infectadas
M2 * Se encarga del cambio funcion de la polimerasa viral de (Collins et al.,
transcriptasa a replicasa. 2013)
Ayuda al anclaje del virus a la membrana de la célula
hospedera mediante la unién del motivo CX3C de su (Battles &
G- ectodominio con el receptor CX3CR1 que ha sido McLellan, 2019;
identificado como el receptor para el VSR. Johnson et al.,
La forma soluble G interfiere con la actividad neutralizante 2015)
de los anticuerpos especificos para G.
Media la entrada del virus a la célula hospedera, al
E- promover la fusion entre la envoltura viral y la membrana (Tayyari et al.,
plasmatica celular, induciendo la fusién con células vecinas 2011)
y formando sincicios.
Retarda la apoptosis en células infectadas, modifica la
. _ o (Fuentes, et al.,
permeabilidad de la membrana. Inhibe la sefalizacion de la
SH-~ o o . . 2007; Sakamoto
citocina TNF-a al inhibir la traslocacién de NF-kB al nucleo
) _ etal., 2018)
en células infectadas
. ) _ (Reena
Es encargada de la formacion de nuevas patrticulas virales _
. N Ghildyal, Ho, &
ya que se encuentra asociada a la membrana plasmatica
. ] ] o Jans, 2006;
M~ de las células infectadas mediante balsas lipidicas,
o ] Marty, Meanger,
sirviendo de esqueleto para el ensamblaje de nuevos ) _
N Mills, Shields, &
viriones. .
Ghildyal, 2004)
Se asocia en forma monomérica al RNA viral formando
o o (Canedo-
cépsides helicoidales que protegen al genoma de la )
y _ Marroquin et al.,
N~ degradacion por nucleasas. Interfiere en el desarrollo de _
_ _ N _ 2017; Collins et
una respuesta inmune adaptativa, al debilitar las funciones . 2013)
al.,
de células presentadoras de antigeno.
b- Actlia como proteina chaperona al formar un complejo (Castagné et

soluble con los monémeros libres de N (NO-P), previniendo

al., 2004,
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gue se agreguen entre siy, evitando su unién a RNA no Esneau et al.,
viral; ademas es cofactor de la polimerasa L. 2019)

- Es una RNA polimerasa dependiente de RNA que se (Carromeu, et

encarga de la replicacién y traduccién del RNA viral. al., 2007)

Es un factor de procesividad y un factor anti-terminacion,
N i _ o (Cartee &
M2-1~ permitiendo la sintesis de MRNAs monocistronicos
Wertz, 2002)
completos.

*Proteinas no estructurales ~Proteinas estructurales

2.1.5 Ciclo de replicacion

El VSR tiene tropismo por células epiteliales y macrofagos del tracto respiratorio
humano. La unién del virion a la célula blanco durante una infeccion, puede
ocurrir a nivel de las microvellosidades y cilios de la zona apical (Lay et al., 2013).
El mecanismo de entrada a la célula hospedera ocurre mediante dos pasos: 1)
adhesién por medio de interacciones de los dominios tipo mucina de la proteina
G, con los glucosaminoglucanos (GAGs) presentes en la membrana de las
células hospederas, y 2) fusién de la envoltura viral con la membrana celular
mediante la proteina F. La unidn de la proteina G a la célula, permite que la
proteina F se una a la nucleolina expresada en la membrana celular y esta a su
vez se ancle en los microdominios ricos en colesterol de la membrana plasmatica
celular (Cha et al., 2011); esta interaccion induce una cascada de sefializacion
para la proteina cinasa de serina y treonina, PAK-1 (Cha et al., 2011), que se
encarga de activar el citoesqueleto y la reorganizacion de los filamentos de
actina, que favorece el inicio de la fusion entre ambas membranas para la

liberacion de la nucleocapside en el citoplasma celular (Figura 3).
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Figura 3. Entrada del virus a la célula hospedera. A) La proteina F se une a su receptor
primario, nucleolina, expresada en la membrana de la célula hospedera. B) La unién de
la proteina F y nucleolina desencadena una cascada de sefializacion para la
reorganizacion del citoesqueleto para dar lugar a la fusion de la envoltura viral con la

membrana celular. Tomado y modificado de Lay, et al., 2013.

Una vez que la nucleocapside se localiza en el citoplasma de la célula
hospedera, se disocia parcialmente y se reclutan proteinas celulares formando
cuerpos de inclusion (Garcia, Garcia-Barreno, Martinez, & Melero, 1993). De
esta manera, los cuerpos de inclusion son sitios en donde ocurre la replicacién
viral, y ademdas contiene a las proteinas pertenecientes al complejo
ribonucleoprotéico viral (RNP) (Garcia et al., 1993; Rincheval et al., 2017),
almacenan mRNAs virales recién sintetizados (Rincheval et al., 2017), de tal
manera que el RSV no depende del compartimiento nuclear para llevar a cabo

la replicacién y transcripcién de su genoma.

El proceso de transcripcion inicia con el reconocimiento de la region promotora
Le (leader) en el extremo 3’ por la polimerasa viral, la cual se desplaza a lo largo
del genoma, al mismo tiempo que los mondmeros de la proteina N son
desplazados y reemplazados, una vez que la polimerasa ha pasado (Noton &
Fearns, 2015); de esta manera, el genoma viral nunca esta expuesto
directamente al ambiente intracelular. La polimerasa responde a las sefales gs
y ge de cada gen mientras se desplaza en direccidon 3’-5’, lo que resulta en la
sintesis de un mRNA con CAP vy poli-A independiente, de tipo monocistronico,
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para cada uno de los 10 genes codificados en el genoma. Finalmente, los mMRNA
maduros son dirigidos hacia la maquinaria de traduccion de proteinas

perteneciente al hospedero.

La replicacion del genoma viral requiere de un intermediario de RNA con
polaridad positiva 5-3’ llamado antigenoma, el cual es sintetizado por la
polimerasa viral, a partir del RNA genomico 3'-5'. La polimerasa inicia la sintesis
del antigenoma en la misma regién Le, pero en este caso, genera una cadena
completa de RNA de polaridad positiva, ignorando las sefiales gs y ge (Collins et
al., 2013). El antigenoma funciona como templado para la sintesis de nuevas
copias de RNA con polaridad negativa, que seran ensambladas como complejos
nuevos de ribonucleoproteina 0 nucleocapsides que seran recubiertas
posteriormente por debajo de la membrana plasmatica con la proteina M y
finalmente seran liberadas por gemacién para obtener la envoltura lipidica con

las proteinas transmembranales.

La sintesis de las proteinas virales se lleva a cabo en los ribosomas de la célula
hospedera y de manera particular, las proteinas transmembranales F, G y SH
son dirigidas hacia regiones ricas en colesterol (balsas lipidicas) de la membrana
plasmatica celular en donde se forma una plataforma para el ensamblaje de
nuevos viriones. Se ha descrito que la proteina M2-1 se une al complejo de RNP
sirviendo como chaperona para la direcciéon de la nucleocapside hacia la
membrana plasmatica para formar parte de los nuevos viriones (Lay et al.,
2013). Asimismo, la proteina celular HSP90 es importante para la maduracion
de los viriones al ser un puente de union de las proteinas virales con la actina
para favorecer su transporte y ensamble a nivel de la membrana plasmatica
(Brown et al., 2010; Latorre, Mattenberger, & Geller, 2018). Finalmente, los virus
son liberados por un proceso de gemacion a nivel de las balsas lipidicas, de tal
manera que son recubiertos por una porcion de la membrana celular en donde
ya se encontraban ancladas las proteinas transmembranales, dando lugar a

virus maduros con capacidad para infectar a nuevas células.

2.2 Localizacion intracelular de las proteinas virales

La mayoria de los virus con genoma de RNA llevan a cabo los procesos de

replicacidon y transcripcion en el citoplasma celular (Audsley, Jans, & Moseley,
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2016), sin embargo, con frecuencia se observan proteinas virales que
experimentan un trafico nucleo-citoplasma activo. Las proteinas no estructurales
gue tienen efecto en la modulacion de la transcripcion de mensajeros celulares
y en la respuesta inmune antiviral, son las que generalmente tienen la capacidad
para ingresar al compartimiento nuclear, aunque podrian tener otras funciones
particulares, de acuerdo a la especie viral. En células eucariotas, la doble
membrana nuclear restringe el paso de grandes moléculas en ambos sentidos,
es decir, de citoplasma a nucleo y viceversa por lo que el transporte ocurre a
través de los poros nucleares formados por porinas que permiten la difusiéon
pasiva de proteinas menores a 40-50 kDa (Lim, Aebi, & Fahrenkrog, 2008). Por
el contrario, el transporte de proteinas de alto peso molecular requiere de un
transporte activo mediado por proteinas nucleares llamadas importinas y
exportinas que controlan el trafico ndcleo-citoplasma, tal es el caso de las
proteinas virales (Lim et al., 2008), que requieren de este mecanismo para ser

importadas al nucleo de la célula hospedera.

Durante la infeccion del RSV se ha descrito la ubicacion intranuclear en de las
proteinas M, NS1 y NS2; sin embargo, aun no queda clara su funcion en este
compartimiento ni las posibles consecuencias de la inhibicion de su transporte,
lo cual podria ser importante para la identificacion de posibles blancos

terapéuticos.

Lo descrito hasta ahora en cuanto a la ubicacién intracelular de las proteinas del

RSV es lo siguiente:

Proteina M: Es la proteina con mas estudios sobre su localizacion intracelular.
Posterior a la entrada del virus a la célula hospedera, la proteina M es
transportada hacia el ndcleo. Esto ocurre mediante el receptor de importinas
IMP-B (Reena Ghildyal et al., 2005) que se une a la proteina M y mediante un
transporte activo es translocada hacia el nicleo a través de los nucleoporos. Una
vez dentro del nucleo, la proteina M se disocia del IMP-B y es retenida en este
compartimento mediante su interaccion con el DNA del hospedero
probablemente inhibiendo su transcripcion (R Ghildyal, Baulch-Brown, Mills, &
Meanger, 2003).
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Cuando M es fosforilada se disocia del DNA y se une al receptor o exportina
CRM1 (Ghildyal et al., 2006) para su exportacion del nucleo. Una vez en el
citoplasma, M se disocia del CRM1 y dada su forma fosforilada, es capaz de
unirse a los nuevos RNA virales provenientes de la transcripcién, ademas de
unirse a N en la nucleocapside para dirigirla hacia la membrana plasmatica para

la formacion de viriones (Figura 4).

ensamblaje de

Saos nuevos viriones
inicio de la inhibicion de la
transcripcion y transcripcion viral
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tiempos tardios
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Figura 4. Modelo del transporte nucleo-citoplasmico de la proteina M en células

infectadas. Tomada y modificada de (Ghildyal et al., 2006).

La localizacién nuclear de M es transitoria por lo que se piensa que su funcién
es lainhibicion de los procesos nucleares del hospedero durante un periodo corto
en infecciones tempranas, lo que ayuda a que el virus utilice estos mecanismos

para su propia transcripcion y expresion de sus proteinas.

Proteina N: Esta proteina ha sido reportada en la literatura como componente

principal de los cuerpos de inclusiéon en el citoplasma de células infectadas, sin
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embargo, se ha observado que, a pesar de tener un papel importante en este
compartimento, puede tener funciones extras que involucran un cambio en su

localizacioén intracelular.

La proteina N ha sido detectada junto al RNA viral dentro de granulos de
diferentes tamafios cerca de la membrana plasméatica posterior a 6 horas de
infeccidn en células epiteliales (Lifland et al., 2012) los cuales van madurando al
incrementar el tiempo post infeccion. Su abundancia es menos frecuente dentro
de cuerpos de inclusion citoplasmicos maduros en los cuales la proteina N se
encuentra frecuentemente en la parte externa formando una estructura de anillo
visible con tinciones con anticuerpos especificos (Lifland et al., 2012). Ademas,
se ha demostrado que en tiempos tempranos post infeccion, N se expresa en la
superficie de células epiteliales y células dendriticas y se cree que ocurre por un
transporte vesicular del aparato de Golgi, ya que al inhibir este proceso, se
observa una reduccién significativa de la expresién de N en la superficie celular
(Cespedes et al., 2014).

El tréfico intracelular y la expresion de N en la superficie de células infectadas es
un proceso que requiere una regulacion estricta para mantener la cantidad
necesaria de monomeros en el citoplasma para continuar con el ciclo de
replicacion, mientras que otra cantidad es expresada de manera constante en la
superficie celular probablemente con funciones de evasion de la respuesta

inmune.

Proteina P: Los estudios que se tienen sobre la localizacion de esta proteina,
concuerdan en que es observada Unicamente en cuerpos de inclusiéon
citoplasmicos formando parte del complejo RNP. P se localiza en estos cuerpos
de inclusion desde etapas tempranas post infeccion cuando la transcripcion y
replicacion del genoma viral se encuentran activos y es localizada
mayoritariamente en la periferia de estos compartimentos formando un patrén de
anillos visible por inmunofluorescencia (Carromeu et al., 2007; Rincheval et al.,
2017).

Proteina L: La proteina L ha sido localizada Unicamente en el citoplasma de las
células infectadas dentro de cuerpos de inclusion junto con las proteinas

restantes que forman parte del complejo de replicacion. Con tinciones
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especificas, se observa como un patrén caracteristico de anillos donde esta
proteina es retenida para llevar a cabo sus funciones enzimaticas en el ciclo de

replicacion viral (Carromeu et al., 2007).

Proteinas NS-1 y NS-2: Dado que estas proteinas estan involucradas en la

desregulacion de la respuesta antiviral, se ha propuesto que pueden tener
funciones intranucleares (Chatterjee et al., 2017). La presencia de NS-1 en
nacleo ha sido confirmada en células epiteliales bronquiales, en donde tiene
interaccién directa con las proteinas histonas H2BD y H4F (Tan, Peng, Chen, &
Qin, 2013), teniendo un papel epigenético ya que induce la ubiquitinacién de las
proteinas histonas y bloqueo de factores de transcripcién para la respuesta
antiviral. A pesar de tener un papel importante del ndcleo de células infectadas,
también tiene una importante distribucion en el citoplasma (Chatterjee et al.,
2017). Por el contrario, la proteina NS-2 es localizada mayoritariamente en el
citoplasma de células infectadas (Tan et al., 2013) ya que se une por lo menos
al receptor RIG-1 para el bloqueo de la transcripcién de IFN-B (Ling, Tran, &
Teng, 2009).

2.3 Relevancia de la infeccién por el RSV

El RSV es transmitido por via aérea a través pequefias gotas producidas al
estornudar o toser y por contacto con superficies contaminadas o fomites (Junge,
Nokes, Simdes, & Weber, 2016), por lo tanto, la via de entrada mas comun es la
respiratoria y tiene un periodo de incubacion de 4 a 6 dias. Una vez dentro, su
replicacién inicia en la nasofaringe, donde puede ocasionar enfermedad leve del
tracto respiratorio superior en algunos casos asociada a otitis media (Borchers,
Chang, Gershwin, & Gershwin, 2013); sin embargo, en algunos casos puede
afectar el tracto respiratorio inferior por la diseminacién de fluidos. Las
infecciones agudas del tracto respiratorio inferior (IATRI) causadas por el RSV
pueden tener complicaciones dentro de las cuales se encuentran: bronquitis,
bronquiolitis y sibilancias (Junge et al., 2016). La bronquiolitis es la complicacion
mas comun en una infeccion por el RSV, que es una enfermedad respiratoria
aguda que afecta a la via aérea pequefa particularmente a los bronquiolos;

caracterizada por inflamacion aguda, edema y necrosis de las células epiteliales
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de las vias aéreas pequefias que aumenta la produccién de moco y origina
broncoespasmo (Diagnoéstico y Manejo en Nifios con Bronquiolitis en Fase
Aguda, 2008) y generalmente es el cuadro clinico que ayuda a un diagndstico de

infeccién por RSV.

La relacién entre la infeccién severa durante los primeros meses de vida por el
RSV y el desarrollo de sibilancias y sintomas de asma crénica se ha observado
hasta en un 40% de los casos (Junge et al., 2016). Asimismo, las reinfecciones
con el RSV ocurren en el 30-75% de nifios menores de dos afios y durante sus

primeros meses de vida.

2.4 Epidemiologia de lainfeccion por el VSR

El RSV es considerado un virus estacional y aunque se encuentra distribuido en
todo el mundo, los brotes que ocasiona van de acuerdo con el clima de la region
en la que se encuentre. En regiones con clima templado hay altas tasas de
infeccién durante el invierno (Bloom-Feshbach et al., 2013), se ha reportado que
los brotes comienzan a finales del otofio, con un pico maximo a mediados de
Diciembre y terminan a principios de la primavera (Borchers et al., 2013). En las
regiones con climas tropicales, el patron es menos predecible y las tasas de

infeccidén son constantes durante todo el afio (Borchers et al., 2013).

Las infecciones respiratorias agudas son un problema de salud a nivel mundial.
De acuerdo con la OMS (Repositorio de datos del Observatorio Mundial de la
Salud, 2017), en el 2017 se reportaron en todo el mundo 155,249 muertes de
neonatos (de 0-27 dias), y 808,694 muertes en nifios de 0-4 afios, todos estos
casos fueron debidos a infecciones agudas del tracto respiratorio inferior (IATRI).
Las IATRI son ocasionadas generalmente por virus tales como RSV, rinovirus,
coronavirus, adenovirus, influenza y metapneumovirus. En el 2005, se
registraron 33.8 millones de episodios de IATRI asociado a RSV en nifios
menores de 5 afios, representando un 22% de los episodios de IATRI en el
mundo (Nair et al., 2010) con al menos 3.4 millones de episodios graves que
requirieron ingreso hospitalario. De esta cifra, 66 000 a 199 000 nifios menores

de 5 afios murieron de IATRI asociadas a RSV (Nair et al., 2010). Cifras mas
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actuales provenientes de estudios aislados en diferentes regiones del mundo,

han puesto al VSR como el primer agente causal de IATRI.

En México, de acuerdo con la Secretaria de Salud (Anuario de Morbilidad, 2017),
en el 2017 las infecciones respiratorias agudas fueron la primera causa de
morbilidad en el pais, con 1,837,617 casos en niflos menores de un afo, y
4,764,653 casos en nifios de 1-4 afos. Hasta el 70% de estas infecciones en

México son causadas por virus.

Actualmente, se tienen muy pocos estudios epidemiologicos acerca de la
infeccidn causada por el VSR en México. El estudio mas reciente se realizd en
pacientes de 11 hospitales diferentes a lo largo de la Republica Mexicana y se
reporto que el 81.6% de IATRI habian sido ocasionadas por virus, de las cuales,
el 23.6% fueron asociadas al RSV, seguido de rinovirus, metapneumovirus,

adenovirus e influenza, en niflos menores de 5 afios (Wong-Chew et al., 2017).

2.5 Infeccidn persistente causada por el RSV

Como se menciond, existe una asociacion entre la infeccién severa por el RSV
en infantes menores de un afio y el desarrollo de padecimientos cronicos
respiratorios, que podria ser causada por la persistencia del virus en el tracto

respiratorio.

Aunque la persistencia del RSV no ha sido demostrada, existe evidencia
circunstancial que apoya esta hipétesis: 1) en estudios post mortem, se ha
detectado el genoma del RSV en tejidos pulmonares de nifios que no mostraban
sintomas de padecimientos respiratorios (Cubie, Duncan, Marshall, & Smith,
1997), 2) se ha realizado el aislamiento continuo del virus (durante mas de 5
meses), a partir lavados de nasofaringe provenientes de nifios aparentemente
sanos (Isaia et al., 1985). Asimismo, aunque el desarrollo de asma en la nifiez e
incluso en la adultez no requiere un antecedente de infeccién viral, se ha
demostrado que mediante la prevencién de la infeccién por RSV con anticuerpos
monoclonales como el palivizumab durante la etapa gestacional de 33 a 35
semanas, se reduce en mas del 10% el desarrollo de asma durante los primeros
6 afos de vida (Simdes & Liu, 2018) en comparacion con aquellos neonatos que

recibieron solamente placebo.
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Existen diferentes estudios que han sugerido a la infeccion por el RSV como un
factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC), que se caracteriza por la obstruccion de las vias respiratorias como
consecuencia de un proceso inflamatorio cronico mediado por la produccion de
citocinas y quimiocinas (Barnes, 2008). Se ha sugerido que la persistencia del
RSV en el tejido respiratorio, puede ser una de las causas por las que el sistema
inmune se encuentra produciendo de manera cronica citocinas proinflamatorias,
favoreciendo episodios de EPOC (Homaira & Briggs, 2018; Sigurs et al., 2010).
Por otro lado, los episodios recurrentes de EPOC exacerbada contribuyen
sustancialmente a la morbilidad y mortalidad de esta condicion y puede deberse
a infecciones virales. En estudios realizados en voluntarios con EPOC
diagnosticada y controlada de manera adecuada, se ha encontrado al RSV en el
28% de los casos mediante deteccion de genoma viral mediante RT-PCR
(Falsey et al., 2019). En tanto, durante los episodios de exacerbacion, el RSV ha
sido detectado en el 63% de las muestras de esputo y secreciones nasales de
pacientes que recurren a hospitalizacion por crisis de esta enfermedad (Kokturk
et al., 2015), lo que indica que el RSV contribuye no solo al desarrollo de este
padecimiento si no que su reactivacion esta involucrada en episodios de crisis

por exacerbacion de la enfermedad.

Otra evidencia de la persistencia del RSV in vivo, es la deteccion de genomas
defectuosos en muestras de secreciones de pacientes pediatricos
hospitalizados, los cuales fueron generados naturalmente durante el curso de la
infeccion (Sun et al., 2015).

2.6 Persistencia viral

Las infecciones virales pueden desarrollarse de forma aguda o persistente. Una
infeccién aguda se caracteriza por una replicacion viral activa que esta asociada
directamente a la aparicion de sintomas y a la subsecuente activacion de la
respuesta inmune que conlleva a la eliminacion completa del virus del organismo.
Por el contrario, una infeccion persistente ocurre cuando el virus no puede ser
eliminado del organismo a pesar de que existan mecanismos de defensa

mediados por la respuesta inmune del hospedero, permaneciendo en células o
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tejidos especificos por tiempo indefinido (Boldogh, Albrecht, & Porter, 1996). Con
frecuencia, las infecciones persistentes inician como una infeccion aguda, y
posteriormente el virus llega a un estado de equilibrio, limitando su tasa de
replicacidon para evitar la muerte de su hospedero y evadiendo los mecanismos

de respuesta antiviral.

La persistencia puede existir como una infeccion silenciosa o no productiva, en
donde hay un estado de latencia con potencial de reactivacion, o bien, como una
infeccion productiva con replicacion viral continua (Kane & Golovkina, 2010);
estos dos tipos de persistencia se clasifican como latente y cronica,

respectivamente.

Durante la latencia, existe un estado quiescente del ciclo de replicacion viral en
el que la expresion de la mayoria o todas las proteinas virales se encuentra
inhibida, pero puede reactivarse durante procesos de inmunosupresion, cambios
hormonales, efectos farmacolégicos, edad, etc. (Virgin, Wherry, & Ahmed, 2009).
Esto se traduce en la falta de produccion de particulas virales infecciosas, aun
cuando el genoma se encuentre presente. No existe un mecanismo por el cual
el sistema inmune pueda reconocer a las células infectadas en un estado latente,
por lo que no pueden ser eliminadas, a menos que se induzca la expresion
transitoria de proteinas. Los virus latentes generalmente tienden a permanecer
en células con tiempos de vida media prolongados, como las neuronas, células
hematopoyéticas y células basales epiteliales, mismas que son susceptibles a la
infeccidn por alfa-herpesvirus, CMV y HPV, respectivamente (Virgin et al., 2009).
Por otro lado, durante las infecciones persistentes de tipo crénicas la replicacién
viral es continua, con constante produccion de particulas virales infecciosas o
también de tipo defectuosas, independientemente de que exista una respuesta
inmune antiviral (Virgin et al., 2009). Las células infectadas de manera cronica
expresan todo el tiempo proteinas virales para el ensamblaje de nuevos viriones,
lo que resulta en una continua estimulacion de la respuesta inmune con procesos
inflamatorios. El virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), el de la hepatitis B
(HBV) y el de la hepatitis C (HCV) son ejemplos clasicos de este tipo de

persistencia.
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2.7 Mecanismos de persistencia viral

Los virus establecen infecciones persistentes como consecuencia de su
capacidad para regular funciones bioldgicas de su hospedero y las suyas
propias, a fin de coexistir a lo largo del tiempo (Randall & Griffin, 2017). La
persistencia viral ha sido estudiada bajo muchas situaciones, sin embargo,

algunos de los mecanismos mediante los cuales se establece son los siguientes:

a) Evasion de la respuesta inmune

Los virus deben impedir su eliminacibn completa por parte de la respuesta
inmune del hospedero, mientras que el sistema inmune debe habituarse a la
continua presencia de proteinas y acidos nucleicos virales. Esto ocurre a traves
de la regulacion negativa de mediadores inflamatorios al mismo tiempo que el
virus reduce su tasa la replicacion a niveles en los cuales no puede provocar

dafio severo celular y tisular.

Dado que cuando existe una infeccion viral temprana predomina un ambiente de
citocinas de tipo proinflamatorio, los virus que establecen persistencia pueden
inducir un cambio en la produccién de citocinas, polarizando la respuesta hacia
un perfil antiinflamatorio, mediante la interleucina-10 (IL-10) y la IL-4 (Oldstone,
2009). Por otro lado, los virus persistentes tienen la capacidad para evitar la
presentacion de antigenos, a fin de prevenir la activacion de linfocitos T
citotoxicos. Esto lo logran mediante el desarrollo de mecanismos que inhiben la
presentacion antigénica mediante las moléculas del MHC, como moléculas que
se unen al complejo TAP que transportan antigenos desde el complejo de Golgi
hasta la superficie celular, previniendo la carga de los péptidos antigénicos en el
MHC I. Asimismo, existen proteinas virales que pueden dirigir a las moléculas de

MHC |y Il hacia el proteasoma para su degradaciéon (Kane & Golovkina, 2010).

Ademas de la evasion de la respuesta inmune adaptativa, los virus deben
superar a la respuesta inmune innata para persistir y uno de los blancos
principales es el interferdn tipo | (IFN). En etapas tempranas de las infecciones
agudas, los virus patégenos activan mecanismos que abaten la produccion de
interferén tipo | (IFN-I) en la célula hospedera, (LOpez & Hermesh, 2011)
mediante proteinas especializadas que se encargan de antagonizar las vias de

sefializacion correspondientes (Randall & Griffin, 2017) dentro de las cuales se
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encuentran el bloqueo de la translocacion a nucleo de factores de transcripcion
para la sintesis de interferon y genes antivirales. Por otro lado, también se ha
observado que cuando se establece una infeccion persistente, existe una
alteracion en la produccion de especies reactivas de oxigeno, como se ha
descrito durante la infeccion por los virus HBV y EBV (Long, Li, Yang, Huang, &
Gong, 2016; Yu et al., 2016) que al inhibir la translocacion al nucleo del factor de
transcripcion NF-kB inhiben también la produccion de estos radicales,
favoreciendo la persistencia del virus al no poder ser eliminado mediante el

estrés oxidativo.

Por otro lado, un virus persistente debe desarrollar mecanismos para suprimir la
apoptosis celular, a fin de evitar la destruccién de su célula hospedera. (Kane &
Golovkina, 2010). Cada especie de virus lleva a cabo la inhibicién de la apoptosis
mediante diferentes mecanismos, sin embargo, la mayoria de ellos expresan
moléculas que interfieren con las proteinas de la cascada de sefalizacion
apoptética. Por ejemplo, las proteinas vVMIA y vICA del CMV inhiben la apoptosis
celular al mimetizar a la proteina antiapoptotica BCL-2 del hospedero que evita

la activacion de la caspasa 8 (Kane & Golovkina, 2010).
b) Seleccion de compartimentos celulares favorables para la persistencia

Los virus que establecen infecciones persistentes utilizan células especificas
como un compartimento en el que su genoma es resguardado (Virgin et al.,
2009), aprovechando caracteristicas como tiempo de vida largo y ubicacion en
tejidos inmunoprivilegiados. Por ejemplo, el HSV infecta tejido epitelial durante
la fase aguda, pero también logra infectar a las células nerviosas que inervan
ese tejido; siendo el sistema nervioso un sitio inmunoprivilegiado, el sistema
inmune Unicamente logra eliminar al virus de las células epiteliales, permitiendo
una infeccion persistente de tipo latente en las neuronas afectadas (Kane &
Golovkina, 2010).

El epitelio mucoso también se considera como un sitio de dificil induccién de la
inmunidad adaptativa con capacidad protectora a largo plazo, razén por la que
es comun padecer multiples reinfecciones con el mismo agente infeccioso en el
tracto respiratorio, (Randall & Griffin, 2017), como ocurre con el virus sincicial

respiratorio.

Pagina | 21




c) Modulacion de la expresion de genes virales

Generalmente, cuando se establece una infeccion persistente los virus regulan
negativamente la expresion de sus genes, para asegurar la supervivencia de la
célula hospedera y evitar su reconocimiento por parte del sistema inmune. En el
caso de los virus que tienen una fase de replicacion en el ntcleo celular como el
HSV o los virus que integran su genoma en el genoma del hospedero como el
HIV la regulacion de la expresion génica pueden ocurrir mediante acetilacion y

metilacion de las histonas asociadas al genoma viral (Kane & Golovkina, 2010).

Asimismo, los virus pueden impedir la traduccion de genes ya transcritos
mediante RNAs pequefios no codificantes como los miRNAs que pueden ser de
naturaleza propia o del hospedero (Kane & Golovkina, 2010). En el caso de los
virus de RNA cuyo genoma permanece en el citoplasma, la regulacién de la
expresion génica también puede ser mediada por miRNAs, asi como por la

produccion de genomas virales defectuosos.
d) Produccion de genomas virales defectuosos

Los genomas virales defectuosos (GVDs) son formas truncadas del genoma viral
generadas como subproductos de la replicacion cuando el virus se encuentra en
titulos muy altos y cuando se realizan infecciones in vitro a multiplicidades de
infeccidn de altas. Los GVDs carecen de genes esenciales por lo que no pueden
propagarse ni reproducirse en ausencia de virus ayudadores o virus completos
(Lopez, 2014), ya que estos le proporcionan los elementos necesarios para el
proceso de replicacién, como la polimerasa viral. Los GVDs pueden ser de dos
tipos principalmente (Lopez, 2014): 1) los deletados, que son formas truncadas
del genoma original que comparten los extremos 3’ y 5’ con respecto al virus
silvestre y son generados cuando la polimerasa viral se desprende del templado
y vuelve a unirse a €l mas adelante rio abajo, resultando en una secuencia no
copiada, que es deletada del genoma recién replicado; y 2) los GVDs con
secuencias repetidas en el extremo 5, que consisten en un segmento del
genoma viral flanqueado por su secuencia complementaria del extremo 5’. Su
sintesis ocurre cuando la polimerasa viral se desensambla del templado y se une
a la cadena recién sintetizada, copiando nuevamente el extremo 5’ del genoma

original.
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Las particulas virales defectuosas han sido encontradas como parte de
suspensiones virales y presentan una tasa de sedimentacion menor que aquellas
caracterizadas como particulas virales completas. Se ha descrito que los GVDs
pueden tener un efecto de inmunomodulacion, interferir con la replicacion de los

genomas de virus completos y participar en el establecimiento de la persistencia.

Con respecto a la estimulacion al sistema inmune, los GVDs estimulan a la
respuesta antiviral mediada por la expresion de IFN tipo | y citocinas
proinflamatorias (Lopez, 2014). La sintesis de IFN-I se induce en células
infectadas por el reconocimiento del RNA viral mediante receptores
citoplasmicos tipo RIG, como RIG-1 y MDA5, promoviendo la fosforilacion de los
mismos Yy la posterior sefializacion a través de la proteina adaptadora de
sefalizacion antiviral mitocondrial (MAVS), promoviendo la activacion de los
factores de transcripcion NF-kB e IRF3, los cuales al translocarse al nucleo
inducen la expresion de genes antivirales entre los cuales se encuentra el IFN-
(Lépez & Hermesh, 2011; Randall & Goodbourn, 2008). Los GVDs también
promueven la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-1a, TNF e IL-6
(Manzoni & Lopez, 2018). Aunque los genomas completos son capaces de
inducir una respuesta antiviral, se ha visto que los GVDs tienen una mayor

capacidad para la estimulacién de la respuesta inmune (Manzoni & Lépez, 2018).

Por otro lado, los GVDs pueden ser ensamblados para dar lugar a particulas
virales defectuosas que son capaces de interferir con la replicacion de virus
completos (Pathak & Nagy, 2009). Se ha descrito que las regiones promotoras
presentes en los GVDs unen con mayor afinidad a la polimerasa viral que las
regiones promotoras presentes en los genomas completos (Manzoni & Lépez,
2018). Ademas, los GVDs tienen menor longitud, por lo que son sintetizados y
acumulados con mayor rapidez. La combinacion de una transcripcion acelerada
y una mayor afinidad de la polimerasa viral por los genomas defectuosos hace
gue superen en cantidad a los genomas completos, interfiriendo continuamente

en el proceso de replicacién de los mismos.

Finalmente, se ha descrito que las particulas virales defectuosas conteniendo
GVDs, tienen un papel determinante en el establecimiento de infecciones

persistentes, con base en un modelo con ciclos alternados para la produccion de
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virus completos y de virus defectuosos. En este modelo se propone, que las
particulas virales defectuosas son liberadas lentamente durante la replicacion
viral hasta alcanzar numeros elevados convirtiéndose en la especie
predominante, por encima de los virus completos, interfiriendo con la replicacion
de éstos ultimos. Cuando los factores virales necesarios para la replicacion se
agotan por no estar codificados en los genomas virales defectuosos, los virus
completos remanentes pueden reiniciar su ciclo en el que se producen
nuevamente los elementos necesarios para que los genomas defectuosos se
incrementen de manera gradual, en una segunda fase de acumulacion (Lopez,
2014; Manzoni & Lopez, 2018). Existe evidencia de que las células con genomas
de virus defectuosos logran mantener su viabilidad por tiempo prolongado, a

diferencia de las células con genomas completos.

La supervivencia de las células con alto contenido de GVDs, es dependiente de
la sefalizacion de MAVS, con la subsecuente produccion de IFN-1 y citocinas
proinflamatorias como el TNFa. El TNFa producido actia de manera autocrina y
paracrina y su funcion depende de la via de sefializacion que active a través de
Su union a receptores celulares como TNFR1 y TNFR2 (Varfolomeev & Vucic,
2016). Particularmente, las células con genomas completos mueren ante el
estimulo por el TNFa mediado por la activacion del receptor TNFR1, que conlleva
a la activacion de los dominios de muerte y en consecuencia a la apoptosis
celular (Varfolomeev & Vucic, 2016; Xu et al., 2017).Por el contrario, las células
con GVDs, son capaces de regular la expresion y la actividad de un programa
de sobrevivencia mediada por la activacion del TNFR2 que carece de dominios
de muerte, brindan a la célula un estado de proteccion (Varfolomeev & Vucic,
2016; Xu et al., 2017).

2.8 Modelos in vivo e in vitro para el estudio de la persistencia del RSV

Si bien la persistencia del RSV en el humano se fundamenta en hallazgos
circunstanciales, existen modelos animales y cultivos de células in vitro en los
gue se ha demostrado que el RSV tiene capacidad para establecer infecciones
persistentes y han sido una herramienta invaluable para el estudio de este tipo

de infeccién. En los modelos murinos, el RSV induce enfermedad de vias
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respiratorias a largo plazo caracterizada por inflamacién cronica e
hiperreactividad aérea, con deteccion del genoma viral hasta 77 dias después
de la inoculacion (Mejias et al., 2008). Sin embargo, la especificidad del RSV por
su hospedero que es el humano, hace dificil trasladar los resultados de
investigaciones en estos modelos hacia el contexto en una infeccibn humana.
Recientemente se ha establecido un modelo de estudio en corderos recién
nacidos, ya que la infeccion por el RSV en este hospedero cursa con un proceso
patolégico similar al observado en humanos, de tal manera que se desarrolla
bronquiolitis con degeneracion y desprendimiento de células epiteliales e
infiltrados intraluminales de neutréfilos (Van Drunen Littel-Van Den Hurk &
Watkiss, 2012).

Entre los modelos in vitro para el estudio de la persistencia del RSV se ha
reportado un cultivo de infeccion crénica en la linea de células epiteliales
humanas HEp-2 y en la linea epitelial de pulmén H358 que se encuentran
enriguecidas con particulas virales defectuosas; los cultivos fueron mantenidos
por mas de 3 afos sin efecto citopatico aparente (Romero Valdovinos & Gémez,
2003). Otro modelo en células HEp-2, fue desarrollado al recuperar un porcentaje
de ellas que sobrevivieron a la infeccion aguda y al proceso litico; las células en
este cultivo fueron heterogéneas con respecto a la expresion de antigenos
virales, desde niveles altos hasta niveles indetectables y su tiempo de
duplicacion fue menor al de las células no infectadas, ademas de no producir
virus infecciosos (Dominguez et al., 2009). Ademas de células de origen epitelial,
se han empleado lineas celulares de macréfagos (Sarmiento, Tirado, & Gomez,
2002).

2.9 Tipos de persistencia in vitro

La persistencia viral establecida en cultivos celulares se puede clasificar de
acuerdo con el comportamiento que el cultivo tenga en cuanto a la expresion de
proteinas virales, produccion de particulas virales y distribucion del genoma viral
en la poblacion celular en: a) persistencia de tipo acarreadora y b) persistencia

real que se divide en latente y en estado estacionario.

Pagina | 25




a) Persistencia acarreadora

También llamada infeccion cronica focal, ocurre cuando hasta un 10% de la
poblacion celular se encuentra infectada (Guo et al., 2018). Este porcentaje de
células infectadas libera virus infecciosos al medio constantemente y por efecto
de la infeccidon llegan a morir. Los virus que son liberados en el medio son
neutralizados gracias a las sustancias antivirales como IFN tipo | o anticuerpos
presentes en el medio también; debido a esto, solamente un pequefio porcentaje
de la poblacion celular susceptible es infectada en cualquier momento. De esta
manera, se mantiene un equilibrio en las poblaciones celulares infectadas y no
infectadas (Boldogh et al., 1996). Este tipo de infeccion persistente puede ser
eliminada al incrementar las concentraciones de sustancias antivirales o de

anticuerpos en el medio.
b) Persistencia real

Dentro de la persistencia real se encuentran dos clasificaciones que son: 1) la
persistencia real en estado estacionario, también llamada infeccion crénica
difusa, es aquella en la que todas las células del cultivo se encuentran infectadas
y la replicacién viral y division celular ocurren sin que las células sean eliminadas
(Boldogh et al., 1996). Los virus son continuamente liberados al medio y la
infeccion no puede ser detenida o eliminada con sustancias antivirales o
anticuerpos adicionados en el medio. Y 2) la persistencia real latente, es aquella
en la que el genoma viral es replicado y segregado a las células hijas mediante
Su union a cromosomas 0 de manera extracromosomal (Boldogh et al., 1996).
Para este caso, no existe un mecanismo de control de la infeccion hasta el

momento.
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[ll. ANTECEDENTES
3.1 Modelo de persistencia del RSV en macr6fagos murinos

En nuestro grupo de investigacion, se establecié un modelo in vitro para estudiar
la persistencia del RSV. Este modelo consiste en la linea celular murina P388D1
gue tiene un fenotipo de macroéfago, infectada de manera persistente con el RSV
de la cepa Long (ATCC, VR-26) (Sarmiento et al., 2002). Este cultivo se
establecio infectando a los macréfagos a una M.O.l de 1 y recuperando a las
células sobrevivientes, hasta lograr un cultivo estable con esta poblacién. A lo
largo de mas de 100 pases, este cultivo ha mantenido la expresion de proteinas
virales y conservado el genoma, tal como se ha observado por monitoreo
constante mediante inmunofluorescencia directa y RT-PCR (Gaona, Santiago-
Olivares, Ortega, & Gomez, 2014). De manera interesante, hemos observado
gue el porcentaje de células infectadas puede oscilar entre 60% y 95% a lo largo

de los pases, sin que se vea afectada la viabilidad celular.

A través de este modelo, encontramos que la persistencia del RSV induce
cambios importantes en la biologia de la célula hospedera, tales como la
inhibicion de la apoptosis por las vias intrinseca y extrinseca, por efecto de la
fosfoproteina viral P (Nakamura, L, Villegas. S, & Gémez, 2015); aumento en la
expresion de los receptores Fc-gamma (FCY'R) con incremento subyacente en
la fagocitosis mediada por este tipo de receptores (Gaona et al., 2014); una
expresion constitutiva en cantidades elevadas, de citocinas y quimiocinas
asociadas a una respuesta proinflamatoria como IL-6, IP-10 y RANTES; asi
como la escasa produccion de 6xido nitrico asociada a la sobre expresion de la
enzima arginasa-1. De manera importante, la produccion y secrecion de IFN-B
no esté afectada en el cultivo persistente, sin embargo, las células infectadas no
tienen la capacidad de responder al estimulo de esta citocina debido a que la via
de sefalizacion Jak/STAT se encuentra alterada, de tal manera que la
fosforilacion de factores de transcripcion como STAT1 no ocurre (Rivera-Toledo,
Torres-Gonzalez, & Gémez, 2015) y por lo tanto no hay expresién de genes

antivirales, lo que contribuye al mantenimiento de la persistencia.

Como se menciond anteriormente, la persistencia depende de adaptaciones no

solo a nivel de la célula hospedera, sino del virus para su coexistencia a largo
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plazo y en nuestro modelo se ha encontrado que el RSV persistente tiene baja
capacidad para inducir efecto citopatico, posiblemente por cambios en la
secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion F (Sarmiento et al., 2002).
Asimismo, existe una baja produccién de virus infecciosos, tal como se ha
determinado mediante ensayos biologicos en los que se evalla la destruccién
celular y la formacién de sincicios (efecto citopatico), como consecuencia de la
infeccion. De esta manera, los titulos virales se encuentran dentro del orden de
102 TCIDso/mL, en comparacion con cultivos infectados de manera aguda en los
gue los titulos en encuentran entre 10°y 107 TCIDso/mL. Aunque en el cultivo
persistente la produccion de virus infecciosos es baja, se ha encontrado que las
copias del genoma viral alcanzan valores de hasta 107 copias /100 ng de RNA
total, lo que sugiere que en estos cultivos hay una alta produccion de virus

defectuosos.
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IV. JUSTIFICACION

Las infecciones virales persistentes son relevantes a nivel de salud publica y
cada vez es mas larga la lista de virus con genoma de RNA, con capacidad para
permanecer por tiempo prolongado en su hospedero. De manera particular,
existe evidencia de tipo circunstancial y experimental que indica que el RSV tiene
la capacidad para persistir en el humano, favoreciendo el desarrollo de

padecimientos respiratorios cronicos, principalmente en pacientes pediatricos.

Hasta ahora, en nuestro modelo in vitro de persistencia del RSV, hemos
observado alteraciones a nivel de la biologia celular por efecto de la infeccion
cronica, relacionadas con el desarrollo de respuestas proinflamatorias; sin
embargo, los componentes virales y el nivel en el que éstos actian para alterar
el funcionamiento de su hospedero no han sido evaluados. Asimismo, es de
interés determinar si el RSV establece persistencia de tipo real (latente o en
estado estacionario) o de tipo acarreadora, ya que el porcentaje de células que
expresan proteinas virales es variable y se desconoce la distribucion del genoma
del virus persistente en el cultivo. Con estos antecedentes, el presente trabajo
se enfocd en la evaluacion del tipo de persistencia establecida por el VSR en
nuestro modelo in vitro, en la determinacion de la presencia de particulas virales
infecciosas y defectuosas, asi como en el andlisis de la expresién de proteinas
virales estructurales y su respectiva localizacion intracelular (citoplasmica y
nuclear), para evaluar en un trabajo posterior su interaccion con componentes

de cada uno de los compartimentos celulares.

V. HIPOTESIS

El RSV establece persistencia de tipo real en estado estacionario en un cultivo
de macréfagos, en el cual todas las células contienen el genoma viral, con
produccion de particulas defectuosas y expresion de proteinas virales con

distribucion citoplasmica y nuclear.
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VI. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el tipo de persistencia que se establece en cultivos de macréfagos

infectados persistentemente con el RSV y evaluar la localizacion intracelular de

las proteinas virales.

Objetivos particulares

Separar a las poblaciones positivas y negativas para la expresion de
proteinas virales de un cultivo infectado persistentemente con el RSV,

mediante citometria de flujo.

Realizar una cinética de los cultivos separados por citometria de flujo para

evaluar el porcentaje de células infectadas durante 14 pases.

Extraer RNA total de las poblaciones positivas y negativas para la
expresion de proteinas virales de un cultivo persistente, para evaluar

cuantitativamente la presencia del genoma viral en cada poblacion.

Realizar un gradiente de sacarosa a partir de sobrenadantes de cultivos
de células infectadas de manera aguda y persistente, para evaluar la
presencia de proteinas virales y determinar la densidad del RSV.

Obtener el titulo viral de sobrenadantes provenientes de infecciones
aguda y persistente, para determinar la capacidad infecciosa de los virus

presentes.

Extraer RNA total de sobrenadantes provenientes de infecciones aguda y
persistente previamente ultracentrifugados, para cuantificar las copias de

genoma viral.

Comparar la localizacion intracelular de las proteinas virales en células
infectadas de manera aguda y persistente, a través de fraccionamiento

celular y Western blot.
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VII. MATERIALES Y METODO

7.1 Cultivos celulares

Este trabajo se realiz6 con un modelo in vitro de macréfagos murinos de la linea
celular P388D1, infectados persistentemente por el RSV (Sarmiento et al., 2002).
Los cultivos de macréfagos infectados persistentemente (M®P) se mantuvieron
en medio RPMI-1640 (Gibco), suplementado con suero fetal bovino al 5% (SFB;
Biowest), penicilina/estreptomicina al 1% (Invitro), y B-mercaptoetanol 1uM (Bio-
rad), a 37°C, con 5% de CO.2. Se realizaron pases de los cultivos cada 48 h
conservando el 30% de las células en promedio para dar continuidad al cultivo.
La linea celular P388D1 original, no infectada (M®N), se mantuvo en cultivo bajo
las mismas condiciones que los M®P y se utilizé como control en los
experimentos indicados.

Las células de la linea epitelial humana HEp-2, derivada de un carcinoma
laringeo se mantuvo en medio DMEM (Gibco) suplementado con 5% de SFB y
1% de penicilina-estreptomicina, a 37°C, con 5% de CO.. Los pases se realizaron
dos veces por semana despegando las células con una solucion de tripsina-

verseno 0.05% (Invitro).

7.2 Infeccién aguda de macrifagos y de células HEp-2 con el RSV

Se partié de un cultivo de aproximadamente 20x10® M®N que fue infectado a
una M.O.I de 2 con un stock de VSR con un titulo de 31.7x10° TCIDso/mL. El
cultivo infectado (M®A) fue incubado por 2 h a 37°C con 5% de CO: para
favorecer la adsorcion del virus a la monocapa. Posterior a eso, sin retirar el
inoculo viral, se agregd medio RPMI suplementado con 2% SFB. El cultivo fue
incubado por 48 h y posterior a este tiempo, la monocapa fue despegada; 1x10°
células fueron evaluadas por inmunofluorescencia directa (ver seccion 7.3), para
evaluar el porcentaje de infeccion, y 13x10° células fueron tratadas para
extracciéon de proteinas por fraccionamiento celular (ver seccion 7.8).

Las células HEp-2 se infectaron a M.O.l de 0.2 con el RSV durante 72 h,
posteriormente se colectaron los sobrenadantes con el virus infeccioso y se

congelaron a -802 C hasta su uso.
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7.3 Inmunofluorescencia directa

Los M®P (1x10%) se lavaron con PBS 1X y se fijaron con 200 pL de
paraformaldehido al 4% durante 15 minutos a 4°C con agitaciones cada 5
minutos.

Posterior a este tiempo, las células se permeabilizaron con 300 pL de saponina
al 0.3% a temperatura ambiente durante 20 minutos. Pasado este tiempo, las
células se incubaron en buffer de bloqueo inespecifico de con suero normal de
cabra (Biowest) al 5% en PBS 1X durante 20 minutos en hielo. Posteriormente,
las células se incubaron con 40 yL de la mezcla de anticuerpos comerciales
IMAGEN™ Respiratory Syncytial Virus, que contiene 2 anticuerpos
monoclonales conjugados con FITC que detectan las proteinas estructurales F y
N del VSR. La tincion se llevé a cabo en hielo por 30 minutos en ausencia de luz,
con agitacion cada 10 minutos. Las células se analizaron por citometria de flujo,
adquiriendo 10,000 eventos en el equipo FACScan (Becton-Dickinson). Los
datos de la adquisicion fueron analizados en el software CellQuest (Becton-

Dickinson), identificando a las células FITC+.

7.4 Separacion de células positivas y negativas para proteinas virales
mediante citometria de flujo

A partir de 7x10° células provenientes de 3 pases diferentes de MOP, se realizd
una tincion de inmunofluorescencia como se mencioné en la seccién anterior,
exceptuando los pasos de fijacion y permeabilizacion para conservar la viabilidad
celular. Asimismo, el procedimiento se realiz6 en condiciones de esterilidad, para
poder cultivar a las células recuperadas.

Se separaron las poblaciones positivas y negativas para FITC, en el equipo
FACSAria lll (Becton Dickinson). Cada poblacién fue recibida en una solucion de
medio RPMI 1640 con SFB en una proporcion 1:1. Posteriormente, las células
recuperadas de cada poblacion se lavaron con medio de cultivo RPMI 1640
suplementado con 10% SFB, 1% de penicilina-estreptomicina y 1% de
antimicético. Finalmente fueron sembradas independientemente con medio
RPMI suplementado como se indic6 anteriormente. Las células en cultivo se
dejaron en incubacion a 37°C y 5% CO2 por 3 dias. Al tercer dia, se retirg el

antimicoético del medio de cultivo.
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Una vez que los cultivos se encontraron en condiciones Optimas de crecimiento,
se mantuvieron bajo las condiciones mencionadas en la seccion 7.1 y cada 48
horas en promedio, se realizaron pases dejando aproximadamente el 50% de

células para mantener los cultivos.

7.5 Extraccion de RNA viral

Los sobrenadantes de M®P incubados 48 h y de HEp-2 infectadas por 72 h con
VSR a M.O.l de 0.2, se centrifugaron durante 2.5 h a 59,000 g a 4°C en un rotor
45T| (Beckman Coulter). El pellet obtenido se resuspendio en 500 pL de solucién
monofasica de fenol y sales de guanidina (RiboEx™). EI RNA fue extraido
empleando el kit Hybrid-R™ (GeneAll), segun instrucciones del proveedor.
Después de extraido, el RNA se cuantificé por espectrofotometria con un
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y finalmente se almacené a -80°C hasta su
uso para RT-PCR.

7.6 Cuantificaciéon de copias de genoma viral por RT-PCR cuantitativo
Para el RNA extraido se realiz6 un RT-PCR de un solo paso basado en un
ensayo TagMan. Para cada muestra, la reaccion se llevd a cabo por duplicado,
en un volumen total de 20 pL, conteniendo 50 ng de RNA, 5 uL de 4X TagMan
Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems), 1 pL de RSVA specific
primer/probe mix (Genesig) el cual contiene los primers y sonda marcada con 6-
carboxifluoresceina (FAM) especifica para el gen N del RSV.

Para conocer el nimero de copias de genoma viral presentes en la muestra, se
realiz6 una curva estandar, incluida en el kit con nimero de copias del genoma
conocido. Para cada punto de la curva se realiz6 una reaccién en un volumen
total de 20 pL, conteniendo 10 pL de 2X Precision MaterMix (Genesig), 1uL de
RSVA specific primer/probe mix (Genesig) y 5 yL de cada dilucion de la curva.
La amplificacion y deteccion se llevé a cabo en un termociclador StepOnePlus™
(Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones: 5 minutos a 50°C para
llevar a cabo la transcripcion reversa, 20 segundos a 95°C para el inicio de la
actividad de polimerasa, y 40 ciclos de 3 segundos a 95°C y de 30 segundos a
60°C. El numero de copias del genoma se determind mediante la curva estandar
de Cr (ciclo umbral) vs nimero de copias del genoma en la que se interpol6 el
Cr obtenido para cada muestra problema.
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7.7 Titulacién del RSV por el método del TCIDsg
Se sembraron 45,000 células HEp-2 en una placa de 96 pozos durante 24 horas.
Se prepararon por triplicado 8 diluciones seriadas 1:10 de los sobrenadantes de
MoP y HEp-2 infectadas por 72 h con M.O.l de 0.2, agregando 90 uL de medio
de infeccién (DMEM sin SFB) y 10 yuL de cada sobrenadante. Se lavaron las
células con 200 pL de PBS 1Xy se adicionaron 25 L de las diluciones 1:10 de
los sobrenadantes a cada pozo. La placa se incub6 por 2 horas a 37°C y 5%
CO2, agitando cada 30 minutos para favorecer la adsorcion viral homogénea.
Pasado este tiempo, se agregaron 175 pL de DMEM + SFB al 2% a cada pozo
y la placa se incubd por 4 dias.
La monocapa fue teflida con una solucion de cristal violeta a temperatura
ambiente por 1 h y se observo el efecto citopatico en cada pozo.
Para calcular el titulo viral se determind la ultima dilucion en la que se observé
efecto citopatico y se tomo6 en cuenta cuantos pozos de los triplicados fueron
positivos. Finalmente, se calcul6 el TCID 50/25 pL de sobrenadante, de acuerdo
con el siguiente algoritmo (Sun & Lopez, 2016):

“+ + +” TCID50= 10%*07/25 puL

“+ + -7 TCID50= 10%*04/25 uL

“+--" TCID50= 10%%1/25 uL
Donde:

x= inverso de la ultima dilucion donde se observd efecto citopatico

7.8 Fraccionamiento celular

Se tomaron de 11-13x10°8 células de cada cultivo de M®P, MdA y MON.
respectivamente, considerando 4 pases diferentes del primero, 2 pases
diferentes del segundo cultivo, y solamente un pase del cultivo no infectado como
control negativo.

Las células fueron lavadas para eliminar restos de medio de cultivo. El pellet
celular se resuspendié en 90 uL de buffer A para fraccionamiento celular, la
suspension celular se agitd en vortex por 10 segundos para lisar la membrana
plasmética y se incubo en hielo por 10 minutos. Pasado el tiempo de incubacion,
la suspensién se centrifugd a 3,000 rpm por 7 minutos a 4°C. El sobrenadante,
gue represento la fraccion citoplasmica, se recuperdé en un tubo limpio y se

centrifug6 a 13,000 rpm por 15 minutos y se almacend a -20°C hasta su uso. El
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pellet nuclear restante, se lavo dos veces con 200 pL de buffer de lavado para
fraccionamiento celular, centrifugando a 3,000 rpm por 7 minutos. El pellet se
resuspendio en 70 pL de buffer B para fraccionamiento celular y se agregaron
7.7 uL de NaCl 5M para alcanzar una concentracion final de 500 mM. Se agit6
en vortex por 20 segundos y se colocé en agitacion a 1,800 rpm por 25 minutos
a 4°C. Pasado este tiempo, se agitdo en vortex por 10 segundos mas, y se
centrifugé a 13,000 rpm por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se
etiquetd como fraccion nuclear y se almacené en alicuotas de 20 pyL a -20°C
hasta su uso.

La proteina total obtenida de las fracciones citoplasmica y nuclear se cuantifico
por el método modificado de Lowry con el kit DC Protein Assay de Bio-Rad,

segun instrucciones del proveedor.

7.9 Western blot

Se tomaron 30 pg de las fracciones citoplasmica y nuclear obtenidas a partir de
cada cultivo, se agregaron 5.4 uL de buffer de Laemmli 5X adicionado con -
mercaptoetanol 20% (Bio-Rad), y se ajustaron a un volumen de 25 puL con H20
destilada. Posteriormente, las muestras fueron tratadas en un bafio de agua a
90°C por 10 minutos para favorecer la desnaturalizacion de las proteinas, y
analizadas en geles de acrilamida al 12% con condiciones de corrida de 80 volts
durante 1:30 h. Las proteinas se transfirieron en cAmara semi-seca (TE 70 ECL-
SemiDry Transfer Unit, Amersham Biosciences) a una membrana de PVDF
(Immobilon-P Transfer Membranes, EMD Millipore Corporation) activada
previamente con metanol absoluto por 15 segundos, lavada en MiliQ H20 por 2
minutos, e incubada en Buffer de Transferencia por 15 minutos. La transferencia
se realizd bajo condiciones de 18 volts por 30 minutos. La membrana con las
proteinas nucleares y citoplasmicas se incub6 en solucién de bloqueo por 1h a
temperatura ambiente. Posterior al bloqueo, la membrana se incubd toda la
noche a 4°C en agitacién constante con el anticuerpo policlonal contra el VSR,
anti-RSV (Abcam, AB1120) en una dilucién 1: 1,000 en TBS-Tween con leche al
5% para detectar las proteinas virales en las fracciones nucleares y
citoplasmicas de los cultivos MOP, M®N y MoA.

La membrana fue lavada con TBS-Tween 0.1% e incubada por 1 h a temperatura

ambiente en agitacidbn constante con el anticuerpo secundario anti-cabra

Pagina | 35




acoplado a peroxidasa (Invitrogen, 611620) en una dilucién 1: 10,000 en TBS-
Tween con leche al 5%.

Las proteinas virales se detectaron por quimioluminiscencia con el kit EZ-EZCL
para deteccion de la actividad de peroxidasa (Biological Industries). Como
control de pureza de la fraccion citoplasmica, se evaludé la presencia de (-
tubulina en la misma membrana, después de despegar el anticuerpo anti VSR.
El despegado se realizé incubando la membrana con 15 mL del buffer para
despegar anticuerpos adicionado con 105 pL de B-mercaptoetanol, a 58°C por
18 minutos. Después, la membrana se lavo 3 veces con TBS 1X - Tween 0.1%,
y se bloqued con solucion de bloqueo 1 h. Una vez bloqueada, la membrana fue
incubada a 4°C por toda la noche con el anticuerpo primario anti-B-tubulina
(Santa-Cruz, SC-9104) en una dilucién 1: 1,000 en TBS-Tween con leche al 5%.
Después de 3 lavados, se adiciond el anticuerpo secundario anti-conejo
acoplado a peroxidasa (Jackson ImmunoResearch Laboratories) en una diluciéon
1: 60,000 TBS-Tween con leche al 5%.

Como control de pureza de la fraccion nuclear, se evalué la presencia de histona-
3 en la misma membrana, esta fue tratada para despegar el anticuerpo contra [3-
tubulina bajo las mismas condiciones que fueron mencionadas anteriormente.
Posteriormente se incub6 con el anticuerpo primario anti-histona 3 (Cell
Signaling Technology, 97155) en una dilucion 1:1,000 en TBS-Tween con leche
al 5%. Posterior a la incubacion con el anticuerpo primario, la membrana fue
lavada con TBS 1X-Tween0.1%, e incubada con el anticuerpo secundario anti-
conejo acoplado a peroxidasa en una dilucion 1:10,000. Las proteinas

especificas fueron reveladas en la membrana por quimioluminiscencia.

7.10 Determinacién de la densidad boyante de las particulas virales

Dos sobrenadantes de M®P cultivados por 48 h y 1 sobrenadante de HEp-2
infectadas a M.O.l de 0.2 por 72 h, fueron concentrados a 50X y 25X
respectivamente, empleando un tubo con filtro Amicon Ultra-15 10K (Merck), a
4000g por 15 minutos.

Los sobrenadantes concentrados, fueron cargados en un gradiente discontinuo
de sacarosa (18—60%). Los gradientes fueron centrifugados en un rotor SW28 a

25,000 rpm por 2h a 4°C. Posteriormente, se colectaron fracciones de 500 pL de
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cada gradiente, obteniendo de 43 a 45 fracciones por cada uno. Estas fracciones
fueron almacenadas a -20°C hasta su analisis por Western Blot.

Para identificar a las fracciones con particulas virales, se realizé un Western blot,
para identificar a aquellas con proteinas virales. Para esto, se realizaron geles
de acrilamida al 12% en donde se cargaron 15 pL de cada fraccion previamente
tratada con buffer de Laemmli 2X adicionado con 20% de B-mercaptoetanol y
desnaturalizacién por calor en bafio de agua a 90°C por 10 minutos. La corrida
se llevo a cabo a 80 V por 2h. Posterior a esto, se realizd la transferencia y
Western Blot para detectar proteinas virales con el anticuerpo anti RSV, de
acuerdo con lo descrito en la seccion 7.10.

La densidad boyante del VSR se evalud en todas las fracciones obtenidas del
gradiente de sacarosa. Para esto se uso un refractometro manual (ATAGO, N1)
el cual mide el porcentaje de sacarosa presente en la muestra. Los °Brix fueron
convertidos a densidad boyante de acuerdo con la tabla de equivalencia de °Brix
y densidad (USDA Technical Procedures Manual, 2011). La densidad obtenida

para cada fraccién equivale a la densidad boyante del virus contenido en ella.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Determinacion del tipo de persistencia establecida por el RSV

Para determinar si el RSV establece una persistencia de tipo acarreadora o real
in vitro, se seleccionaron tres pases diferentes del cultivo de macréfagos
infectados de manera persistente (M$P) y en primer lugar, se evalud por
inmunofluorescencia directa con un anticuerpo anti-VSR acoplado a FITC
mediante citometria de flujo, el porcentaje de células infectadas en cada uno de
ellos. El andlisis se realiz6 construyendo graficas de tamafio contra complejidad
(FSC-H vs SSC-H), en las que se delimitd una region principal (R1) para
descartar restos celulares (Figura 5A) y a partir de dicha region se construyeron
histogramas para determinar el porcentaje de células FITC*, con respecto al
control negativo (Figura 5B).

100

S5C-H
Mimero de celulas

Figura 5. Expresion de proteinas virales en cultivos persistentes. La
inmunofluorescencia se evalué por citometria de flujo con un anticuerpo anti-RSV
acoplado a FITC. A) Gréfica de puntos de complejidad contra tamafio (FSC-H vs SSC-
H). B) Histograma de numero de células positivas para el RSV. El histograma en color
negro representa la resta del area bajo la curva de los histogramas rosa y azul que

representan el control sin tincion y las células tefiidas respectivamente.
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En la tabla 2 se muestra el porcentaje de células infectadas en cada uno de los

pases celulares evaluados.

Tabla 2. Porcentaje de macrofagos infectados persistentemente.

No. de pase de cultivo de M¢$P Porcentaje (%)
109 75.9
110 83.5
120 73.1

De acuerdo a lo reportado, los cultivos persistentes acarreadores son aquellos
en los que las células infectadas se encuentran en un porcentaje menor con
respecto a las no infectadas (aproximadamente 10%) (Guo et al., 2018), por lo
tanto, nuestros resultados sugieren que el RSV podria establecer una infeccién
persistente real en estado estacionario, ya que las células infectadas
representan por lo menos el 70% del cultivo (tabla 2). Para sustentar esta
hipotesis, se evaludé si efectivamente las células FITC  que no expresaban
proteinas virales ni eran portadoras del genoma del RSV. Para esto, en primer
lugar, se realiz6 una inmunofluorescencia sin permeabilizar a las células (para
mantener su viabilidad), utilizando el mismo anticuerpo anti-RSV que en el
ensayo anterior y posteriormente, las células se separaron fisicamente mediante
citometria de flujo, en dos poblaciones: células FITC* (infectadas) y células FITC-
(aparentemente no infectadas). Las células recuperadas por este medio, se
cultivaron de manera independiente y se evalu6 si el patron de expresion de
proteinas virales se modificaba a lo largo del tiempo. Cabe mencionar que para
la seleccién de las poblaciones FITC* y FITC™ en los cultivos tefiidos con el
anticuerpo anti- RSV, se consider6 el histograma de las células no tefiidas
(control negativo) como el area de fluorescencia negativa (FITC"), mientras que
la region de fluorescencia positiva (FITC*) se establecié dejando una ventana de
células con fluorescencia intermedia, para descartar contaminacion entre células
de las dos poblaciones al momento de la separacion (Figura 6). Las células
separadas bajo estas condiciones, mostraron un 95% y 99% de pureza para las

poblaciones FITC y FITC*, respectivamente.
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Figura 6. Estrategia de adquisicion para la separacion de células positivas y negativas
para la expresion de proteinas virales. A) Control de M®P sin tefir. B) MOP tefidos con
anti-RSV acoplado a FITC.

Las células se cultivaron de manera independiente en medio RPMI con 10% de
SFB para optimizar su crecimiento después del estrés por su manipulacion en el
equipo de citometria de flujo y se monitorearon mediante inmunofluorescencia
durante 14 pases para determinar el porcentaje de células con expresion de
proteinas virales en cada cultivo (Figura 7). El pase cero representa el momento
en el que las células fueron separadas de acuerdo a su fluorescencia, el pase
namero 1 se realizé una semana después de la separacion, mientras que los

pases consecutivos se realizaron cada 48 horas en promedio.
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Figura 7. Cinética de expresion de proteinas virales en poblaciones separadas mediante
citometria de flujo. Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes, con su

desviacion estandar.

Para la poblacion separada como FITC (grafica en rosa), se observé desde el
primer pase la presencia de aproximadamente 50% de células expresando
proteinas virales y este porcentaje aumentd hasta llegar a ser mayor al 90% a
partir del pase 6, este patron se mantuvo constante en hasta el pase 10 y luego
se observé una disminucién hasta llegar a un 80% en el pase 14. Por otro lado,
para la poblacion separada como FITC* (en azul), se observé en el pase 1 solo
el 70% de células expresando proteinas virales, con un aumento en los pases
siguientes, llegando al 90% en el pase 3. A patrtir del pase 6, las poblaciones
FITC* y FITC tuvieron un comportamiento similar en cuanto a la expresion de
las proteinas del RSV (p=0.2538). Estos resultados sugieren que las células que
aparentemente no estaban infectadas, tenian indetectable o nula expresion de

proteinas virales.

Para evaluar la presencia del genoma viral en la poblacion FITC, se realizé
nuevamente una separacion celular por citometria de flujo del cultivo de M®P de

pase 117 (independiente de los cultivos provenientes de la primera separacion
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realizada) y se extrajo RNA total a partir de las poblaciones FITC* y FITC..
Posteriormente, se cuantific6 mediante RT-PCR el genoma del RSV y el
resultado inicial se expres6 como el nimero de copias de genoma por cada 50
ng de RNA total. Los resultados se resumen en la tabla 2, que consiste de un
analisis numérico de las copias de genoma viral por cada célula de cada una de
las dos poblaciones. Se encontré que cada célula FITC™ contiene en promedio
1.15 copias de genoma viral, mientras que cada célula FITC* contiene en
promedio 23.19 copias de genoma del RSV. Estos resultados apoyan nuestras
conclusiones anteriores acerca de la presencia del genoma viral en las células

FITC-, con niveles indetectables de proteinas del RSV.

Tabla 2. Cuantificacion de las copias de genoma viral en poblaciones positivas y

negativas para proteinas virales.

FITC- FITC+
Numero de células
recuperadas por citometria 1,030,553 células 521,269 células
de flujo
RNA extraido después de la
. 10.6 184
separacion (ng/pL)
Volumen de elucion RNA
30 30
(ML)
RNA total en 30 pL (ng) 318 552
RNA empleado para gPCR
P barad 50 50
(ng)
# copias de genoma viral . 1,085,852 + 479
204,814 + 181 copias )
por cada 50 ng de RNA copias
# copias en el RNA total 1, 187,890 copias 12, 101, 226 copias
# copias de genoma viral _ ) _ )
) 1.15 copias / celula | 23.19 copias / célula
por cada célula
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Por otro lado, se evalu6 la cantidad de virus infecciosos producidos por los
cultivos FITC* y FITC, con pases 11 y 12 por titulacion de los sobrenadantes
para determinar el TCIDsp, que indica la cantidad de virus necesaria para producir
efecto citopatico en el 50% de los cultivos infectados. Después de 96 horas de
incubacién, ninguno de los sobrenadantes recuperados de los 4 cultivos indujo
formacion de sincicios, es decir, el efecto citopatico fue indetectable (Figura 8).
Estos resultados se compararon con los sobrenadantes control de células HEp-
2 infectadas de manera aguda con el RSV, en donde el efecto citopatico fue muy
evidente ya que se encontraron sincicios grandes y destruccién de la monocapa
celular (Figura 8). El titulo del sobrenadante de la infeccion aguda en células
HEp-2 fue de 3.17x10° TCIDso/mL. Estos resultados indican que en los cultivos
de MO®P, la produccién de particulas virales infecciosas es de baja a nula. Sin
embargo, aunque no pueden detectarse virus infecciosos mediante este método,
se ha descrito previamente la presencia de particulas virales defectuosas en

estos cultivos (Sarmiento et al., 2002).

A

Figura 8. Efecto citopatico observado en A) sobrenadantes de infeccion persistente
provenientes de los pases 11 y 12 de los cultivos FITC" y FITC", y B) sobrenadante
control positivo de células HEp-2. Células epiteliales teflidas con cristal violeta y
observadas en microscopio Optico. Aumento 40X. Los sincicios se encuentran

delimitados con linea punteada y sefialados con flecha.
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8.2 Determinacién de la presencia de particulas virales defectuosas

Para evaluar cualitativamente la presencia de virus defectuosos en los
sobrenadantes de M®P (SN-M¢P), se realizaron gradientes de sacarosa de los
sobrenadantes de dos pases diferentes (100 y 107) para determinar la densidad
de los virus presentes en cada una de las fracciones. De acuerdo con el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus, la densidad reportada para el RSV es de
1.18-1.20 g/mL y son conocidas como particulas virales completas, por lo tanto,
todas las particulas virales con una densidad menor son consideradas como
particulas defectuosas (ICTV,2009). Los gradientes de sacarosa fueron de tipo
discontinuos (20-60%) y después del proceso de ultracentrifugacion con los
sobrenadantes, se colectaron fracciones de 500 puL, dando 42 en total para cada
uno de los dos SN-M¢P. Posteriormente, cada fraccion se analizd por Western
blot para la determinar la presencia de proteinas virales con un anticuerpo
policlonal contra el RSV. La densidad de cada fraccion fue determinada con un
refractdmetro. Como control, se evalu6 a la par un sobrenadante de células HEp-
2 infectadas de manera aguda con el RSV, a partir del cual se obtuvieron 43

fracciones de 500 pl a partir del gradiente de sacarosa.

De todas las fracciones evaluadas mediante Western blot en el sobrenadante
control, se encontraron proteinas virales en fracciones ligeras con densidades
de 1.050-1.082 g/mL (Figura 9A). Ademas, también se encontraron proteinas en
las fracciones con densidades pesadas cuyas densidades sonde 1.178-1.210 a
g/mL (Figura 9B). Debido a lo anterior, se infiere que en una infeccion aguda hay

presencia de particulas virales defectuosas y completas.

Los Western blot para las demas fracciones en donde no se detectaron proteinas
virales para el gradiente de sacarosa del sobrenadante control se muestran en

el Anexo l.
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Figura 9. Presencia de particulas virales defectuosas y completas en células HEp-2
durante una infeccién aguda (sobrenadante control). A) La densidad de las fracciones
ligeras (43 — 38) indica la presencia de particulas virales defectuosas. B) La densidad
de las fracciones pesadas indica la presencia de particulas virales completas (14 — 7).
El patron de bandas revelado por Western blot se compar6 con reportes previos del

peso molecular de las proteinas virales (ver Anexo 3).

De manera contraria, en los SN-M¢P se observaron proteinas virales inicamente
en las fracciones con densidades ligeras, con densidades de 1.049-1.085 g/mL
y no se observaron proteinas virales en las fracciones 7 a 14, en donde se
ubicaron a los virus completos en el sobrenadante control (Figuras 10y 11). Los
Western blot para las fracciones en donde no se detectaron proteinas virales

para el gradiente de sacarosa de los SN-M¢$P se muestran en el Anexo I.
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Figura 10. Presencia de particulas virales defectuosas en fracciones ligeras en
sobrenadantes de cultivos infectados de manera persistente. La presencia de proteinas
en fracciones ligeras indica la presencia de virus defectuosos. A) SN-M¢P pase 100 y B)

SN-M¢P pase 107.
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Figura 11. Ausencia de particulas virales defectuosas en fracciones pesadas (en

recuadro) en sobrenadantes de cultivos infectados de manera persistente. La ausencia
de proteinas en fracciones pesadas indica que no existen virus completos. A) SN-M¢P
pase 100 y B) SN-M¢P pase 107.
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Para descartar que en el analisis de las fracciones de los gradientes de sacarosa
mediante Western blot, se estuvieran detectando Unicamente proteinas del virus
liberadas en los sobrenadantes de los cultivos y no virus ensamblados, se realizé
una ultracentrifugaciéon de los SN-M¢P (sin gradiente de sacarosa) a fin de
precipitar el contenido y obtener RNA total para determinar la presencia de RNA
genomico del VSR. La evaluacion se llevo a cabo mediante RT-PCR cuantitativo
y se comparé con respecto a un sobrenadante control de células HEp-2
infectadas de manera aguda. A partir de los SN-M¢P se cuantificaron cerca de
2,000 copias del genoma del virus/50 ng de RNA (tabla 4), mientras que los
sobrenadantes de células HEp-2 infectadas de manera aguda, mostraron 100
veces mas copias del genoma viral, sugiriendo que, en ambos casos, las
proteinas detectadas en las fracciones de sacarosa realmente provienen de virus

ensamblados, mismos que pueden ser completos o defectuosos.

Tabla 4. Namero de copias de genoma viral presentes en SNs de infecciones aguda y

persistente.

RNA extraido (ng/pL) # copias de genoma viral
SN-HEp-2 59.7 223,251 *+ 394 copias
SN-M¢P109 21.4 2,209 £ 203 copias

8.3 Localizacion intracelular de las proteinas virales

Para evaluar la localizacion intracelular de las proteinas virales de manera
comparativa en una infecciéon aguda y una infeccion persistente, se realiz6 un
fraccionamiento celular para extraer proteinas citoplasmicas y nucleares. Las
proteinas virales en las fracciones nucleares y citoplasmicas se evaluaron
mediante Western blot y la pureza de cada uno de estos compartimentos fue
evaluada mediante la presencia de B-tubulina como marcador citoplasmico y de
histona 3 como marcador nuclear. La determinacion se llevé a cabo por

duplicado para la infeccion aguda y en 4 cultivos de M$P con pases distintos.
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La infeccion aguda se llevo a cabo en macrofagos de la misma linea en la que
se establecio la infeccion persistente (macréfagos P388D1). La infeccion se
realiz6 con una MOI de 2, durante 48 horas. Se confirmé mediante
inmunofluorescencia directa la infeccion. Al cabo de las 48 horas, se observaron
38.15% * 2.33% de macrofagos infectados de forma aguda (M$A) y a partir de

estos cultivos se realizo la extraccion de proteinas citoplasmicas y nucleares.

El analisis por Western blot indicé que después de 48 horas de infeccién aguda,
las proteinas F, N, P y M estaban ubicadas con mayor abundancia en el ndcleo,
sin embargo, solo las proteinas F y P fueron detectadas en el citoplasma (Figura
12A). Por otro lado, se observé que en la infeccién persistente F, N, P y M se
encuentran localizadas tanto en citoplasma como en nucleo, sin embargo, la
abundancia de P y M es mayor en el nucleo, mientras que F se observo con
mayor abundancia en el nicleo de los pases 103 y 121. En cuanto a la proteina
N, se encontrd con la misma abundancia en ambos compartimentos. Finalmente,

la proteina L se localiz6 en ambos compartimentos (Figura 12B).

Con base en lo obtenido en los Western blot, observamos que, en ambos tipos
de infeccidn, las proteinas P y M se encuentran con mayor abundancia en el

nacleo en todos los pases,

Nuestro resultados indican que las proteinas N, F, P y M son mas abundantes
en el nacleo de las células infectadas de manera aguda, mientras que solo P y
M son mas abundantes en el nacleo de las células infectadas de manera
persistente; en tanto, la proteina L se detecté Unicamente en los cultivos
persistentes. Estos resultados dan pauta para el estudio de las interacciones de
estas proteinas con los componentes nucleares de la célula hospedera y
determinar su participacion en el establecimiento de la persistencia del RSV.
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Figura 12. Localizacion intracelular de las proteinas virales. Como controles de pureza

para cada fraccion se emplearon B-tubulina e Histona 3 para citoplasma y nucleo

respectivamente. A) Infeccién aguda (M$A), B) Infeccién persistente (M¢P), y C) Control

de macrdéfagos no infectados (M¢N) FC: fraccidn citoplasmica, FN: fraccion nuclear.
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IX. DISCUSION

La persistencia viral es un estado en el cual coexisten el virus y su hospedero
por tiempo prologando. Este proceso ocurre mediante la evasion de la respuesta
inmune por parte del virus y por mecanismos de regulacién de la tasa de
replicacion viral para mantener el genoma sin comprometer la vida del
hospedero. Sin embargo, aunque solo una minoria de las infecciones virales
persistentes son letales, muchas de ellas estan relacionadas con procesos de
inflamacion crénica, como una respuesta natural del sistema inmunitario frente a
la presencia de un genoma extrafio. La persistencia viral en sistemas in vitro se
puede clasificar en acarreadora, 0 en persistencia real de tipo latente o real en
estado estacionario. Es importante determinar el tipo de infeccién persistente
gue pueden establecer los virus, ya que pueden disefiarse estrategias para el
control de la infeccion. Por ejemplo, las infecciones acarreadoras podrian
limitarse con anticuerpos neutralizantes para evitar la infeccion de novo de las
células vecinas, mientras que una persistencia real podria controlarse con
moléculas antivirales dirigidas contra moléculas blanco para bloquear la

replicacion del genoma del virus o su transmisién a las células hijas.

El RSV tiene capacidad para establecer infecciones persistentes en animales
experimentales, en lineas celulares y existe evidencia de que este tipo de
infeccion también ocurre en humanos. En nuestro modelo in vitro, se evalud el
tipo de persistencia establecida por el RSV, asi como los mecanismos mediante
los cuales ésta podria llevarse a cabo, tales como la producciéon de particulas
defectuosas y la localizacién diferencial de proteinas virales en compartimentos

celulares tales como citoplasma y nucleo.

La determinacién del tipo de persistencia establecida en nuestro modelo se llevo
a cabo mediante la separacion por citometria de flujo de poblaciones positivas y
negativas para la expresion de proteinas virales a partir de cultivos infectados de
manera persistente con el RSV. Los resultados obtenidos mostraron que,
aunque existia una poblacién celular que no expresaba proteinas virales de
acuerdo a la inmunofluorescencia, al cultivarse de manera independiente
comenzo a expresar niveles detectables de proteinas del RSV hasta porcentajes

>90% desde los primeros pases después de la separacion, y este
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comportamiento se mantuvo a lo largo de los pases subsecuentes. Aunado a
esto, el genoma viral pudo ser detectado en esta poblacion aparentemente
negativa, con un promedio de 1.15 copias por cada célula. Sin embargo, es
importante mencionar que, dado que la tincién que se realizé para llevar a cabo
la separacién por citometria de flujo se realiz6 en fresco, es decir, sin
permeabilizar a las células, es posible que dentro de la poblacion negativa
existieran algunas células que si expresaran proteinas virales, sin embargo, al
momento de la separacion fueran detectadas como negativas debido a su baja
fluorescencia. Asimismo, es posible también que las células separadas tuvieran
una baja expresion de proteinas virales en la membrana plasmatica sin lograr la
sensibilidad necesaria por la inmunofluorescencia para ser detectadas por el

equipo.

La falta de expresion de proteinas virales aun cuando las células infectadas
contienen el genoma viral se ha observado en otros casos, tal como se reporto
en un estudio de la persistencia in vitro del virus del sindrome respiratorio y
reproductivo porcino (PRRSV), en donde a partir del aislamiento de dos células
infectadas que contenian Unicamente al genoma viral sin la expresion de
proteinas virales, se detecto la expresion de proteinas virales en las dos clonas
a partir del segundo pase en cultivo, mientras que a partir del pase 3 el porcentaje
de células con genoma y proteinas virales lleg6 a ser cercano a un 10% (Guo et
al., 2018). En otros estudios, se ha observado que, en algunos casos, la
expresion de proteinas es dependiente de la densidad celular en cultivo (Martin-
Acebes & Herrera, 2010) ya que cuando las células se encuentran en gran
confluencia, se incrementa la expresion de proteinas virales aunque la razén por
la cual sucede no ha sido determinada hasta el momento. En nuestro caso, esta
Ultima observacion podria explicar la oscilacion de los porcentajes de células
positivas a lo largo del tiempo, observada en la cinética de expresion de

proteinas virales (Figura 7).

Con base en estas observaciones, proponemos que el genoma viral podria
encontrarse presente en todas las células, aunque sin expresarse en algunas de
ellas. El silenciamiento de la expresion de genomas de virus de RNA puede
llevarse a cabo gracias a mecanismos propios del virus. En este sentido, se ha
descrito que algunos virus poseen proteinas codificadas en su genoma y RNAs
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no codificantes, que fungen como silenciadores de mensajeros propios y
mensajeros celulares tanto en el nucleo como en el citoplasma (Kane &
Golovkina, 2010). Sin embargo, para afirmar que esto ocurre en nuestro modelo,

se requieren de mas estudios.

Por otro lado, observamos que los sobrenadantes de los cultivos previamente
separados mediante citometria de flujo, no tienen virus infecciosos detectables
mediante ensayos bioldgicos, debido a que no existe efecto citopatico visible, en
comparacion con sobrenadantes provenientes de infecciones agudas en células
epiteliales de la linea HEp-2, en los cuales el titulo viral alcanzé alrededor de 10°
TCIDso/mL.

Debido a las diferencias entre los resultados obtenidos en este trabajo y las
caracteristicas de un cultivo persistente de tipo acarreador en el que se
requieren particulas virales infecciosas para que la infeccion sea conservada a
largo plazo, (Boldogh et al., 1996), sugerimos que el RSV establece en el modelo
in vitro una infeccion persistente real en estado estacionario, sin produccién de
virus infecciosos y un 100% de células infectadas. Sin embargo, esto debe
confirmarse mediante un ensayo de hibridacién in situ con una sonda
fluorescente con el fin de confirmar que el genoma viral se encuentra en todas

las células en cultivo.

El que no se detecten virus infecciosos en los sobrenadantes de los cultivos, no
implica necesariamente que haya ausencia de particulas virales, debido a que
se pueden producir virus defectuosos. Las particulas virales defectuosas
contienen genomas que pueden tener deleciones, inserciones o repeticiones,
modificando funciones del virus (Lopez, 2014). En nuestro caso, se determind
gue en los cultivos persistentes existen particulas consideradas como
defectuosas que tienen densidades de 1.049-1.085 g/mL; sugiriendo que estas
particulas son estructuralmente diferentes a las particulas virales completas con
densidades de 1.178-1.210 g/mL observadas durante una infeccion aguda en
células HEp-2. Debido a que estas particulas son defectuosas, no pueden ser

detectadas mediante ensayos biologicos para evaluar efecto citopatico.

Previamente se reportd que desde el pase 11 después del establecimiento de la

persistencia del VSR en nuestro modelo de estudio, ocurria la produccion de
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particulas virales defectuosas junto con la producciéon de virus completos
(Sarmiento et al., 2002). En el trabajo presente, estudiamos pases tardios
(mayores al pase 100) y observamos ausencia de virus completos o infecciosos

segun los ensayos bioldgicos y de acuerdo a las densidades relativas.

Por otro lado, la replicacion del RSV se lleva a cabo en cuerpos de inclusion
citoplasmicos, sin embargo, algunas de sus proteinas estructurales y no
estructurales pueden ser transportadas hacia el ndcleo para desempefar
funciones de control de varios procesos celulares para beneficiar la replicacion
viral (Audsley et al., 2016). Por ejemplo, se sabe que la proteina M tiene un
papel fundamental en la inhibicion de la replicacion del genoma del hospedero
(R Ghildyal et al., 2003), mientras que las proteinas no estructurales NS1/NS2
bloguean factores de transcripcion de la respuesta inmune antiviral (Chatterjee
et al., 2017).

En nuestro caso, el analisis de la localizacion intracelular de las proteinas del
RSV durante la infeccion persistente, mostro la expresion de las proteinas F, N,
M, P y L tanto en citoplasma como en nucleo, con una abundancia mayor de las
proteinas P y M en el nlcleo. Estos resultados se compararon con una infeccion
aguda realizada también en macréfagos y se encontré un patron similar, con
excepcion de la proteina L que no fue detectada en la infeccién aguda y de las
proteinas P y F que fueron las Unicas detectadas en citoplasma en este caso.
Asimismo, observamos a la proteina M Unicamente en el nucleo a las 48 horas
después de la infeccion, mientras que como se menciond, durante la infeccion
persistente, esta misma proteina fue ubicada en nacleo y con menor abundancia
en el citoplasma. Estos resultados concuerdan con lo reportado anteriormente,
en donde se describe que debido a que la proteina M es requerida para la
inhibicion de la transcripcion del genoma del hospedero, su ubicacion nuclear
ocurre durante las primeras horas post infeccion (R Ghildyal et al., 2003; Reena
Ghildyal et al., 2005), aunque en etapas avanzadas de la infeccion debe ser
abundante en el citoplasma para participar en el ensamble de los nuevos

viriones.

En cuanto a la proteina F1 se encontré tanto en citoplasma como en ndcleo,

teniendo una mayor abundancia en este Ultimo compartimento. Hasta el
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momento no existen reportes en los que esta proteina se haya ubicado en el
nucleo, por lo que podria estar siendo retenida en este compartimento, afectando
el ensamble de nuevas particulas virales tanto en nimero, como en la cantidad
Optima de proteina estructural, afectando su capacidad infectiva y para producir

efecto citopético.

Con respecto a las proteinas N y P, se sabe que forman parte del complejo
ribonucleoprotéico, por lo que se encuentran unidas a la polimerasa L ayudando
a su actividad (Esneau et al.,, 2019; Lifland et al., 2012). Su localizacion
intracelular ha sido descrita a nivel citopldsmico en cuerpos de inclusion
formados pocas horas después de una infeccién aguda (Rincheval et al., 2017)
y hasta el momento no existen reportes en los cuales estas proteinas se hayan
encontrado en el ndcleo. En nuestro trabajo, encontramos a las dos proteinas N
y P en citoplasma y ndcleo durante los dos tipos de infecciéon. Dado que no se
ha descrito un papel intranuclear para estas proteinas, sugerimos la hipétesis de
gue, debido a su afinidad por &acidos nucleicos, podrian interaccionar con el
genoma del hospedero a fin de modular la expresiéon de genes celulares y
posiblemente promoviendo la transmision del genoma hacia las células hijas

durante la division celular.

Reportes previos han identificado a la proteina L en el citoplasma de células
infectadas al formar parte de los cuerpos de inclusion para llevar a cabo los
procesos de transcripcion y replicacion del genoma viral (Carromeu et al., 2007).
En este trabajo, se detectaron bandas alrededor de los 250 kDa tanto en nucleo
como en citoplasma en la infeccién persistente; el peso de estas bandas sugiere
gue podria tratarse de la proteina L. Considerando que no existen reportes
previos de su localizacion intranuclear, este resultado es de gran interés ya que
al tener afinidad por acidos nucléicos, es posible que en algin momento durante

la infeccion sea retenida en este compartimento.

Los reportes existentes para la localizacion intracelular de estas proteinas se han
llevado a cabo en células epiteliales encontrando que solamente M y NS1/NS2
tienen un importe hacia el nidcleo. Nuestros resultados muestran la primera
evidencia en cuanto a la localizacion de las proteinas estructurales del RSV en

macrofagos, y debido a que existen diferencias con lo observado en células
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epiteliales, sugerimos que existen condiciones diferentes en ambas estirpes
celulares que les permiten tener una diferente respuesta a la infeccion aguda y

persistente por el RSV.

Al localizarse algunas de las proteinas estructurales en nucleo, pensamos que
estas deben tener un papel definido en este compartimento que ayude a
establecer una infeccion persistente, sin embargo, para determinar si existe
interaccion o no con componentes nucleares del hospedero se necesitan de
estudios proteémicos. Por lo tanto, este trabajo es un antecedente para llevar a
cabo un andlisis profundo de las interacciones de la proteinas del RSV con

componentes del nucleo celular.
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X. CONCLUSIONES

XI.

El RSV establece una infeccién persistente en estado estacionario en
macrofagos murinos in vitro, ya que nuestros resultados sugieren que,
aungue la expresion de las proteinas oscila a lo largo del tiempo, todas las
células contienen el genoma viral.

La falta de virus infecciosos en los sobrenadantes de los cultivos infectados
persistentemente, sugiere que el mantenimiento de la infeccion no depende
de este tipo de particulas virales, descartando la infeccién persistente de tipo
acarreadora.

A diferencia de lo reportado durante infecciones agudas de células epiteliales,
encontramos durante la infeccion aguda y persistente de macréfagos
murinos, que las proteinas N, P, F y L para el caso de la infeccion persistente,

estan ubicadas no solo en el citoplasma, sino también en el ndcleo celular.

PERSPECTIVAS

Determinar la localizacién intracelular del genoma viral mediante una

hibridacion in situ con una sonda fluorescente.

e Evaluar el curso de la infeccion por el RSV en tiempo real, para determinar
cdmo se hereda el genoma viral.

e Estudiar las interacciones de las proteinas estructurales localizadas en
nacleo con los componentes celulares mediante un estudio protedémico.

e Evaluar el comportamiento de la infeccién persistente y aguda del RSV en

macrofagos humanos.
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XIIl. ANEXOS

Al. Densidad de las fracciones de sacarosa negativas para proteinas virales
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Figura 13. Fracciones de sacarosa obtenidas a partir del sobrenadante control (SN-HEp-
2) que no mostraron proteinas virales. A) Fracciones 34-27, B) Fracciones 26-19, C)
Fracciones 18-15, y D) Fracciones 6-1.
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Figura 14. Fracciones de sacarosa obtenidas a partir del sobrenadante del cultivo

persistente pase 100 (SN-M$P100) que no mostraron proteinas virales. A) Fracciones
34-27, y B) Fracciones 26-19.
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Figura 15. Fracciones de sacarosa obtenidas a partir del sobrenadante del cultivo

persistente pase 107 (SN-M$Pio7) que no mostraron proteinas virales. A) Fracciones
35-28, y B) Fracciones 27-20.
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Figura 16. Fracciones de sacarosa obtenidas a partir de los sobrenadante de los cultivos
persistentes pases 100 y 107 (SN-M¢P100 y SN-M$P107) que no mostraron proteinas

virales.
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A2. Reactivos y soluciones

e PBS1X
NaCl (J.T Baker) 138 mM
KCI (J.T Baker) 3mM

Na:HPO4 (J.T Baker) 7mM
KH2PO4 (J.T Baker) 1.5 mM
d H20 c.b.p 10L
Ajustar pH a 7.4

e Paraformaldehido al 4%
Paraformaldehido (Sigma) 49

PBS 1X 100 mL

Preparar en campana de extraccion: calentar hasta ebullicién, agitar hasta
disolver y filtrar. Congelar a -20 ¢ hasta su uso.

e Saponina al 0.3%
Saponina (Sigma) 0.03 ¢

dH20 c.b.p 10 mL

e Cristal violeta
-Solucién stock de cristal violeta 1%

Cristal violeta (Sigma) 1lg
Etanol absoluto (J.T Baker) 20 mL
dH20 80 mL

-Solucién de trabajo de cristal violeta

Solucién stock de cristal violeta 1% 20 mL
Metanol absoluto (J.T Baker) 40 mL
dH20 90 mL

Almacenar a temperatura ambiente
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e Buffer A para fraccionamiento celular

MgClz (J.T Baker) 1.5 mM
KCI (J.T Baker) 10 mM
DTT (Roche) 0.5mM
lgepal 0.5%

Disolver y llevar al aforo con HEPES (Sigma) 10 mM pH 7.9
Almacenar a 42C

Adicionar inhibidor de proteasas complete 1X (Roche) previo a su uso

o Buffer de lavado para fraccionamiento celular
NaCl (J.T Baker) 10 mM

MgCl2 (J.T Baker) 3 mM
Disolver y llevar al aforo con HEPES (Sigma) 10 mM pH 7.9
Almacenar a 42C

Adicionar inhibidor de proteasas complete 1X (Roche) previo a su uso

e Buffer B para fraccionamiento celular

MgCl2 (J.T Baker) 1.5 mM
EDTA (Sigma) 0.2 mM
DTT (Roche) 0.5 mM
Glicerol (MP Biomedicals) 25%

Disolver y llevar al aforo con HEPES (Sigma) 5 mM pH 7.9
Almacenar a 42C

Adicionar inhibidor de proteasas complete 1X (Roche) previo a su uso

e Buffer Laemmli 2X y 5X

SDS 4%
Glicerol 20% mL
Azul de bromofenol 0.004 %
Tris-base pH 6.8 125 mM
dH20 c.b.p

Al preparar el buffer de Laemmli 5X, reducir el volumen de H20 a un quinto.
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e Buffer de transferencia SemiDry
Glicina (Bio-Rad) 192 mM

Tris-base (Merck) 25 mM
MeOH absoluto (J.T Baker) 20%

dH20 c.b.p 1L
e TBS 1X

Tris-base (Merck) 50 mM

NaCl (J.T Baker) 150 mM

dH20 c.b.p 10L

Ajustar pH a 7.6

e TBS 1X -Tween 0.1%
TBS1X 990 mL

Tween 20 (Amresco) 100 uL
dH20 c.b.p 1L

e Solucion de bloqueo
Leche sin grasa 5%

TBS 1X-Tween 100 mL

e Buffer para despegar anticuerpos
SDS (Bio-Rad) 69 mM

Tris-base (Merck) 62 mM
pH 6.8
dH20 c.b.p 10L

Almacenar a temperatura ambiente

Adicionar 105 pL de B-mercaptoetanol por cada 15 mL de buffer antes de su

uso

Pagina | 71




e Sacarosaal 18% 0 0.5 M
KCI (J.T Baker) 20 mM

Tris-base (Merck) 15 mM

Ajustar pH a 7.4
06=1.07 g/mL

e Sacarosaal60% 022 M

KCI (J.T Baker)

20 mM

Tris-base (Merck) 15 mM

AjustarpHa 7.4
0=1.286 g/mL

e Geles de acrilamida 12%, 1.5 mm:

Gel concentrador Gel separador
Para 1 gel Para 1 gel

Agua destilada 3.075 mL 3.4 mL

Tris0.5 M, 6.8 1.25 mL 2.5mL
SDS 10% 25 pL 50 pL
Acrilamida 30% 670 mL 4 mL
Persulfato 10% 25 pL 50 pL
TEMED (Bio-Rad) 5puL 5 pL

e Trisl5M
Tris-base (Merck)

Ajustar pH a 8.8
dH20 c.b.p

e Tris0.5M
Tris-base (Merck)

dH20 c.b.p
Ajustar pH a 6.8

18.2 ¢

100 mL

6.09
100 mL
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e SDS 10%
SDS (Bio-Rad) 10g

dH20 c.b.p 100 mL

e Acrilamida al 30%
Acrilamida (Sigma) 29.2¢

Bis-acrilamida (Sigma) 0.8¢g
dH20 c.b.p 100 mL

e Persulfato 10%
Persulfato de amonio (Bio-Rad) 0.1g

dH20 c.b.p 1mL
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A3. Patrén de distribucion de bandas para la identificacidon de proteinas del

RSV en Western blot.

Proteina Tamafio (aa) Peso (kDa)
NS1 124 22
NS2 139 18

391 43
P 241 34
256 28

SH 64 7.5-3.0
G 298 90
F 574 70
F1 136 45
M2-1 194 22
M2-2 90 11

L 2165 250

Tomada y modificada de (Brown et al., 2010; Ghildyal et al., 2006)
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