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I. RESUMEN 
 
 
El virus sincicial respiratorio humano (VSRh), es el agente causal más frecuente de 

infecciones respiratorias agudas (IRA´s) en niños a nivel mundial. La infección severa 

durante los primeros meses de vida se ha asociado a una posterior hiperreactividad 

bronquial, asma y otras afecciones del tracto respiratorio durante la niñez por lo que se 

ha sugerido que el virus puede permanecer de manera crónica en el organismo. 

Evidencias circunstanciales tales como el aislamiento del virus en nasofaringe de niños 

aparentemente sanos, la detección de RNA mensajero (RNAm) de la nucleoproteína 

viral en tejidos de pulmón “post mortem” de infantes que fallecieron en verano sin 

enfermedad clínica reportada y la presencia de genoma viral en células estromales 

primarias de medula ósea tanto de adultos como de niños, son hallazgos que apoyan 

una posible persistencia viral. Debido a que durante una infección persistente el virus es 

capaz de regular genes virales y celulares, sobre todo aquellos relacionados con la 

respuesta inmune y la permanencia viral en el hospedero, decidimos estudiar la 

regulación en la producción de óxido nítrico (NO), una molécula importante en la 

resolución de la infección, ya que posee actividades antivirales y pro inflamatorias. En 

este trabajo utilizamos un modelo de macrófagos murinos infectados de forma 

persistente (MφP) y un modelo de infección aguda (MφA) con el VSRh. Los resultados 

muestran que la infección aguda induce a 24 horas post infección (hpi) un incremento 

en la producción de NO respecto al cultivo persistente. Por otra parte observamos que 

el RNAm de NOS II se expresó altamente en MφA respecto a MφP, mientras que la 

abundancia de la proteína fue similar en ambos tipos de infección, lo que sugiere una 

diferente regulación postranscripcional. Adicionalmente se observó que el RNAm de la 



 2 

enzima arginasa-1 (Arg-1), se encuentra altamente expresado en MφP respecto a MφA; 

este incremento se correlacionó con una mayor actividad enzimática y con una 

afectación en la síntesis de NO. Nuestros resultados sugieren que el incremento en la 

producción de NO, inducido durante la infección aguda de macrófagos por el VSRh, 

tiene la finalidad de eliminar al virus, sin embargo también daña la célula hospedera y 

afecta la viabilidad celular; durante la transición a una eventual infección persistente la 

expresión de Arg-1 también se induce, lo cual se correlaciona con una menor 

producción de NO; esta condición modifica funciones celulares y favorece el 

mantenimiento de la replicación viral, lo que coadyuva a la permanencia del virus en la 

célula infectada. 
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II. ABSTRACT 
 
 

Human respiratory syncytial virus (RSV) is the most frequent causative agent of acute 

respiratory infections (ARIs) in children worldwide. Severe infection during the first 

months of life has been associated with subsequent bronchial hyperreactivity, asthma 

and other respiratory tract conditions during childhood and it has been suggested that 

the virus may remain chronically in the body. Circumstantial evidence such as the 

isolation of the virus from the nasopharinge of apparently healthy children, detection of 

messenger RNA (mRNA) from viral nucleoprotein in "post mortem" lung tissues of 

infants who died in summer without reported clinical disease and the presence of viral 

genome in Primary Bone Marrow Stromal Cells in both adults and children are findings 

that support possible viral persistence. Because during a persistent infection the virus is 

able to regulate viral and cellular genes, especially those related to the immune 

response and viral permance in the host, we decided to study the regulation in the 

production of nitric oxide (NO), an important molecule in the resolution of the infection 

since it has antiviral and pro inflammatory activities. In this work we use a model of 

persistently infected (MφP) and acute infection (MφA) of murine macrophages with 

RSVh. The results show that acute infection induces an increase in NO production with 

respect to persistent culture after 24 hours of viral inoculation. On the other hand, we 

observe that the NOS II mRNA was highly expressed in MφA with respect to MφP, while 

the abundance of the protein was similar in both types of infection, which suggests a 

different posttranscriptional regulation. Additionally, it was observed that the mRNA of 

arginase-1 (Arg-1) is highly expressed in MφP with respect to MφA, this increase was 
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correlated with greater enzymatic activity and with an impact on the production of NO. 

Finally, it was also observed that partial inhibition of arginase activity is associated with 

a lower number of copies of the viral genome in MφP. Our results suggest that the 

increase in NO production, induced during acute infection of macrophages by RSV, is 

intended to eliminate the virus, however it also damages the host cell and affects cell 

viability; during the transition to an eventual persistent infection Arg-1 expression is also 

induced, which correlates with reduced NO production, this condition modifies cellular 

functions and favors the maintenance of viral replication, which contributes to the 

permanence of the virus in the infected cell. 
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III. INTRODUCCIÓN 

 

3.1 Generalidades 

 
El virus sincicial respiratorio humano (VSRh) es el virus más frecuente en infecciones 

del tracto respiratorio en la población pediátrica a nivel mundial (Piedimonte, 2015). 

Según las estimaciones de diferentes estudios epidemiológicos, anualmente causa 33.8 

millones de infecciones en niños menores de 5 años en todo el mundo (Díez-Domingo, 

et al. 2014), de los cuales cerca de 3.4 millones requiere hospitalización debido a la 

severidad de la enfermedad, provocando entre 66,000 y 199,000 decesos anualmente 

(Nair, et al. 2010). Las principales complicaciones debidas a la infección, son: 

inflamación de las vías respiratorias inferiores, insuficiencia pulmonar aguda, 

bronquiolitis y pneumonia (Hall, et al. 2013). Entre las secuelas más importantes 

después de una infección severa, se tienen asociación a asma (Carbonell-Estrany, et al. 

2008; Kusel, et al. 2007; Sigurs, et al. 2010) así como una alta sensibilidad a alérgenos 

presentes en el ambiente (Sigurs, et al. 2005). 

 

     En diversos estudios se ha determinado que el nacimiento prematuro, las 

malformaciones congénitas del corazón y la inmunodepresión (Jha et al. 2016) 

representan los principales factores de riesgo para sufrir una infección severa, sin 

embargo también son importantes otros factores como el hacinamiento, la historia 

familiar con asma, exposición a humo de cigarrillo y la ausencia de lactancia materna 

(Díez-Domingo et al., 2014). 
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     El VSRh generalmente presenta una estacionalidad en países de clima templado 

que empieza a finales de otoño y culmina con la entrada de la primavera (Borchers et 

al. 2013). Sin embargo, los principales factores climáticos determinantes para la 

transmisión del virus son la disminución de la temperatura y una alta humedad relativa 

(Jha et al. 2016), por lo cual se reportan casos fuera del periodo estacional en regiones 

específicas con condiciones climáticas particulares (Hall, et al. 2013).  

 

3.2 Clasificación y ciclo replicativo del VSRh 
 
El VSRh es un virus envuelto, pleómorfico, de aproximadamente 150 nm de diámetro 

que se clasifica dentro del orden Mononegavirales, familia Pneumoviridae y género 

Orthopneumovirus (Griffiths, et al. 2017). Su genoma de 15.2 Kb y polaridad negativa 

codifica para diez genes que dan origen a once proteínas, de las cuales nueve son 

estructurales y dos no estructurales (Cowton, et al. 2006) (Figura 1). El RNA genómico, 

está cubierto por una nucleocápside helicoidal conformada por la proteína viral N 

(nucleoproteína), la cual está asociada a la proteína L (polimerasa) y a su cofactor P 

(fosfoproteína), así como a la proteína M2-1 (factor de procesividad de la transcripción) 

(Krzyzaniak, et al. 2013), este complejo se encuentra rodeado por la proteína M (matriz) 

la cual sirve como andamiaje para interaccionar con la envoltura viral donde se 

encuentran las proteínas de superficie F, G y SH (Cowton, et al. 2006). 

 

     El VSRh infecta principalmente células epiteliales ciliadas del tracto respiratorio 

superior, gracias a  la capacidad que tienen las glicoproteínas virales de superficie (F y 

G) de unirse a una gran variedad de proteínas celulares, entre las cuales se encuentran 
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anexina II (Malhotra, et al. 2003), el receptor de quimiocina CX3 1 (CX3CR1) (Johnson, 

et al. 2015; Tripp, et al. 2001), el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF) 

(Currier, et al. 2016), las lectinas dependientes de calcio (Malhotra, et al. 2003), el 

receptor 4 tipo toll (TLR-4) (Kurt-Jones, et al. 2000; Marchant, et al. 2010), la molécula 

de adhesion intertcelular 1 (ICAM-1) (Behera, et al. 2001), la nucleolina (Holguera, et al. 

2014; Tayyari, et al. 2011) y los proteoglicanos de heparán sulfato (HSPGs) (Krusat, et 

al. 1997).  

 

 

Figura 1. Estructura del VSRh. Se muestra el genoma de RNA (-) de una longitud de 15.2 Kb con la 
representación de los genes virales ordenados de 3´a 5´y la conformación del virus, con las proteínas 
estructurales. Tomado y modificado de Nam, et al. 2019.  
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     La principal vía de entrada del virus es a través de macropinocitosis (Krzyzaniak, et 

al. 2013) en regiones de la membrana celular conocidas como balsas lipídicas (San-

Juan-Vergara, et al. 2012), los cuales son micro dominios ricos en colesterol. Durante la 

formación del endosoma temprano, la proteína F del virus sufre un procesamiento por la 

enzima furina del hospedero que resulta en la eliminación de un pequeño péptido de 27 

aminoácidos, la subunidad F1; posteriormente ocurre la fusión de las membranas 

celular y viral que inicia con formación del poro de fusión a través del cual la 

nucleocápside entra al citoplasma de la célula (Griffiths, et al. 2017). Una vez en el 

citoplasma, la nucleocápside, junto con algunas proteínas del hospedero, forman 

cuerpos de inclusión (Griffiths, et al. 2017), donde se lleva a cabo la transcripción viral 

(Bohmwald, et al. 2016) (Figura 2). 

 

     Los diez genes que constituyen al VSRh, están separados por una región inter 

génica variable de 1 a 56 nucleótidos y se encuentran flanqueados por secuencias de 

inicio (GS: Gen Start) y término (GE: Gen End) de la transcripción. A excepción del 

gene M2 que codifica para dos proteínas, los demás genes tienen un solo marco abierto 

de lectura y dan origen a RNAm poliadenilados y metilados (Cowton, et al. 2006). El 

único promotor viral identificado se encuentra en el extremo 3’ del genoma, en una 

región llamada “Leader” (Le) que se divide en tres sitios funcionales: Sitio de iniciación 

de la polimerasa (nucleótidos 1 a 15); señal de elongación y encapsidación (nucleótidos 

16 al 34) y señal de la transcripción (nucleótidos 36 a 43) (McGivern, et al. 2005) 

(Figura 3). 
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Figura 2. Ciclo de infección del VSRh en células epiteliales. Una vez que se fusionan la membrana viral y 
celular, el complejo de ribonucleoproteína (RNP) se disocia del recubrimiento de la matriz dentro del 
virión y se libera en el citoplasma; el complejo RNP inicia la transcripción de genes virales necesarios 
para la replicación del genoma y la síntesis de los RNAm virales ocurre principalmente en los cuerpos de 
inclusión que concentran las proteínas L, N y P y probablemente las proteínas M2-1 y M. Durante la 
infección, la proteína M migra al núcleo, posiblemente para bloquear la transcripción de los genes del 
huésped. Posteriormente, la proteína F se dirige a las balsas lipídicas para mediar la formación de 
filamentos en la superficie celular que faciliten la salida del virus; en este sitio se recluta a otras proteínas 
virales, como G y M. En la formación del virión, la proteína M se une a la proteína M2-1 del complejo 
RNP, reclutando esta estructura a la membrana celular para el ensamblaje del virus. En esta etapa, la 
actina facilita el ensamblaje del virus y la liberación del virión, mientras que la proteína de choque térmico 
HSP90 une a la actina con las proteínas virales. Finalmente, el virión sale por gemación de la superficie 
de las células infectadas mediante el endosoma de reciclaje en la zona apical. Tomado y modificado de 
Lay, et al. 2013 
 

     Al cabo de unas horas, es frecuente obtener un gradiente de expresión génica 

debido al único promotor y a que la polimerasa viral es susceptible a disociarse de su 

templado en las regiones intergénicas (Cowton, et al. 2006). Posterior a esto, la 

polimerasa viral cambia la modalidad de transcripción a replicación del genoma, a 
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través de un proceso que involucra la participación de proteína viral M2-2 (Karron, et al. 

2015). La multiplicación del virus requiere la síntesis de un RNA de polaridad positiva, 

denominado “antigenoma”, el cual sirve como “templado” para la replicación. La síntesis 

del antigenoma comienza en el sitio de iniciación de la polimerasa dentro de la región 

“Le”; una vez unida la polimerasa viral, la síntesis progresa sin tomar en cuenta las 

señales de inicio y fin de la transcripción de los genes virales hasta el extremo 5´del 

genoma. Posteriormente, la polimerasa viral inicia la síntesis del RNA de polaridad 

negativa a partir del extremo 3´ del antigenoma en la región conocida como 

complementaria de “Trailer” (TrC) cuya secuencia de 155 nucleotidos funciona como un 

potente promotor para la síntesis del genoma viral (Fearns, et al. 2000) (Figura 3). Una 

vez sintetizado el genoma, la nucleocápside se asocia con la proteína de matriz quien a 

su vez favorece la interacción con las proteínas virales F, G y SH que se encuentran en 

dominios de la membrana celular ricos en colesterol (Low, et al. 2008) y finalmente 

tiene lugar la formación de viriones a través del proceso de gemación (Bohmwald, et al. 

2016) (Figura 2). 
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Figura 3. Replicación y transcripción del genoma del VSRh. El genoma contiene una región “leader” en el 
extremo 3´ (Le) que garantiza tanto la replicación de antigenoma como la transcripción de ARNm. La 
región “trailer” 5´ (Tr) codifica un elemento que evita la formación de gránulos de estrés en la célula 
hospedera. La síntesis del antigenoma está regulada por la región “Le”, que contiene una señal de 
encapsidación, la cual asegura la asociación de la nucleoproteína con el antigenoma naciente. El 
antigenoma es copiado a RNA genómico gracias a la fuerte actividad promotora de la región 
complementaria de “trail” (TrC), que se especula contiene una señal de encapsidación para la asociación 
de la nucleoproteína con el genoma naciente. Los genes virales están separados por señales de inicio 
(GS) y de fin de la transcripción (GE) a partir de los cuales se generan RNAm monocistrónicos metilados 
en el extremo 5´ y poliadenilados en el extremo 3´. La traducción del RNAm viral se lleva a cabo con la 
maquinaria de síntesis de proteínas del hospedero. Tomado y modificado de Lay, et al. 2013. 
 
 
 
3.3 Respuesta inmune  
 
La respuesta inmune generada por la infección del VSRh, es una de las líneas más 

estudiadas debido a su complejidad. Desde la etapa inicial de la infección, cuando la 

proteína F del virus se une al receptor TLR4 de la célula hospedera, se activa una de 

las principales vías de señalización de la respuesta inmune innata, generando la 

translocación al núcleo del factor de transcripción NF-kB (Kurt-Jones, et al. 2000), lo 

que estimula la síntesis de citocinas de tipo pro inflamatorio (Haeberle, et al. 2002).  
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     Posteriormente, una vez que la nucleocápside se encuentra dentro de la célula, se 

induce una respuesta de mayor magnitud que activa otros factores como STAT, que 

potencia la transcripción de los genes antivirales IFN-α e IFN-β; la producción de las 

quimiocinas RANTES y MIP-1α, así como la citocina IL-8 entre otras moléculas (Liu, et 

al. 2004). Los receptores citoplásmicos TLR3 y RIG-1 reconocen al RNA de doble 

cadena generado como intermediario de la replicación viral y también participan en la 

inducción de la respuesta inmune innata a través de la activación de NF-kB (Liu, et al. 

2007; Rudd, et al. 2005). 

 

     Las células dendríticas, así como los macrófagos cumplen un papel muy importante 

pues representan la conexión entre la respuesta inmune innata y la adaptativa; ambas 

estirpes celulares se encargan de internalizar, procesar y presentar el antígeno a 

células T “virgenes” en los ganglios linfoides locales y dependiendo de las señales 

proporcionadas durante esta activación, se definirá el tipo de respuesta efectora que 

tendrá lugar (Varga, et al. 2013; Johansson, 2016). Las células dendríticas activadas en 

el marco de una respuesta efectiva, migran rápidamente a los ganglios linfoides y 

activan a las células TCD8+ de manera directa a través de los receptores de células T y 

CD40L o bien de manera indirecta transfiriendo el antígeno a células dendríticas CD8a+ 

residentes del ganglio linfático que son potentes activadores de células TCD8+ (Varga, 

et al. 2013). Sin embargo también se ha observado que las mismas células dendríticas 

infectadas pueden inhibir la activación de los linfocitos T en el ganglio (Gomez, et al. 

2014). Las células TCD8+ arriban a los pulmones algunos días después del inicio de la 

infección y ejercen su acción a través de la secreción de citocinas y la lisis de células 
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infectadas por medio de gránulos líticos (perforina y granzima B) (Johansson, 2016) o 

inducción de apoptosis a través del ligando de Fas que sobre expresan en la membrana 

celular (Braciale, et al. 2012). Las células TCD4+ también son activadas por las células 

dendríticas y en presencia de citocinas como IL-6, se promueve su diferenciación a 

células T foliculares (Thf) específicas para el VSRh, las cuales coadyuvan a la 

diferenciación de células B extra foliculares hacía células plasmáticas secretoras de 

anticuerpos promoviendo la formación del centro germinal y maduración de afinidad 

(Varga, et al. 2013) (Figura 4).  

 

     En la mayoría de los casos de infección severa por VSRh, durante la etapa aguda se 

ha observado la inducción de una respuesta inmune tipo Th2, la cual se caracteriza por 

la síntesis de citocinas lL-4, IL-5 e IL-13 así como eotaxina, lo que genera un importante 

reclutamiento de neutrófilos y eosinófilos hacia el tracto respiratorio superior e inferior, 

lo que provoca una intensa inflamación y obstrucción de la vía aérea de los infantes 

infectados provocado por la eosinofilia, hiperplasia celular y sobre producción de moco 

(Collins, et al. 2008; Geevarghese, et al. 2014; McNamara, et al., 2003; Russell, et al., 

2017). Adicionalmente, se ha descrito que las células Th17 también se encuentran 

implicadas en la severidad de la enfermedad provocada por la infección del VSRh 

(Kallal, et al. 2010; Lukacs, et al. 2010; Mukherjee, et al. 2011) ya que las 

concentraciones elevadas de la citocina IL-17 están involucradas en el desarrollo de 

asma e inflamación de las vías aéreas (Mukherjee, et al. 2011). Recientemente la 

citocina IL-33 también se ha asociado con la severidad de la enfermedad en neonatos 

por infección del VSRh (Saravia, et al. 2015). 
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Figura 4. Respuesta inmune innata y adaptativa contra el VSRh. Después que el virus infecta la vía 
aérea, las células epiteliales, secretan citocinas y quimiocinas pro inflamatorias, las cuales atraen y 
activan neutrófilos, monocitos y eosinofilos al sitio de infección. Los macrófagos alveolares juegan un 
papel importante en la disminución de la carga viral en los pulmones y junto con las células dendríticas 
representan el enlace entre la respuesta innata y la adaptativa. La infección desencadena la activación y 
respuesta de células TCD8+ y TCD4+, mientras que las células B son diferenciadas a células plasmáticas 
productoras de anticuerpos. Las células T reguladoras (Tregs), tienen un papel importante en regular la 
magnitud de la respuesta de las células TCD8+ específicas contra el VSRh. Tomado y modificado de 
Gómez R. et al 2014. 
 
 
 

     Debido a lo anterior, varios investigadores coinciden en que la severidad del cuadro 

clínico ante una infección con el VSRh, esta dada principalmente por la intensidad de la 

respuesta inmune del hospedero más que por el virus de manera directa  (Griffiths, et 

al. 2017). Otro grupo de investigadores sugieren que el tipo de respuesta inmune esta 

influenciado por la edad en la que ocurre la infección, ya que se ha observado una 

predominancia de respuesta tipo Th2 sobre Th1 en infantes menores de un año (Culley, 

et al. 2002; Geevarghese, et al. 2014). 
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     Una respuesta inmune efectiva es la que dirigen los linfocitos Th1, lo que implica un 

aumento en la síntesis de IFN-γ, TNF-α, IL-2 e IL-12, asociada a una eficiente 

eliminación del virus, sin promover patogénesis en el hospedero (Russell, et al. 2017). 

Sin embargo, se ha observado que a pesar de que el IFN se incrementa en la edad 

adulta, la cantidad de IL-2 producida es deficiente, lo cual afecta la capacidad de 

expandir subconjuntos de células T CD4+ (Doria, et al. 1988; Frasca, et al. 1997) y esto 

compromete la respuesta inmune. San-Juan-Vergara, et al. 2019 y Taleb, et al. 2018, 

han reportado que la respuesta mediada por anticuerpos generada después de la 

infección por el VSRh tampoco es eficiente; tanto IgA como IgG especificas disminuyen 

rápidamente de manera particular en niños pequeños, donde la presencia de 

anticuerpos maternos combinado con la inmadurez del sistema inmune probablemente 

contribuye a una pobre respuesta ante la infección aguda por VSRh (Kasel, et al. 1987). 

No obstante, en niños menores de seis meses, se ha observado que un 50% a 75% 

presentan anticuerpos neutralizantes específicos para el virus después de la infección 

(Brandenburg, et al. 1997; Murphy, et al. 1986). 

Por otro lado, en la mayoría de los adultos el título de anticuerpos IgG específicos para 

el VSRh se reduce a una cuarta parte aproximadamente después de un año de la 

infección (Falsey, et al. 2006). Adicionalmente, los bajos títulos de IgA nasales 

presentes en esta población se han correlacionado con el incremento en la tasa de re 

infección por el virus (Habibi, et al. 2015; Walsh, et al. 2004). 
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3.4 Óxido nítrico y respuesta antiviral. 
 

El óxido nítrico (NO) es un compuesto de vida media muy corta, puede difundir 

libremente a través de la membrana celular debido a que es soluble tanto en agua 

como en lípidos. Sus acciones virostáticas las lleva a cabo de manera directa e 

indirecta; directamente nitrosila grupos alcohol (S-nitrosotioles) en residuos de cisteína 

lo que altera funciones de las proteínas integrasas (Wink, et al. 2011), proteasas (Saura 

et al., 1999), ribonucleótido reductasas (Lepoivre, et al. 1991) y transcriptasa reversa 

(Persichini et al. 1999) necesarias para la multiplicación viral.  

 

     De manera indirecta promueve daño oxidativo por la formación de especies 

reactivas de nitrógeno, las cuales a su vez pueden actuar como moléculas de 

señalización celular, activan la transducción de vías especificas en células endoteliales 

y monocitos de forma dependiente de la concentración (Wink et al. 2011). En adición a 

sus efectos antivirales el NO también presenta acciones citostáticas en las células 

infectadas, ya que inhibe la síntesis de DNA, proteínas (Kim et al., 1998) y el 

metabolismo mitocondrial (Abdul-Cader et al., 2016).  

 

     En general, el NO es capaz de interferir con actividades de ciertas enzimas debido a 

su interacción con átomos de hierro en grupos hemo (Ischiropoulos, 2003) y con el 

azufre de puentes disulfuro (Hernansanz-Agustin, et al. 2013). Adicionalmente, el NO 

altera de manera directa la función de factores de transcripción asociados a la 

respuesta inmune como NF-kB y AP-1 (Martin, et al. 1997; Sekkaï, et al. 1998). 
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     En el caso específico de la respuesta contra el VSRh, se ha reportado que la 

infección de células epiteliales induce un incremento en la síntesis de NO (Tsutsumi, et 

al. 1999; Kao, et al. 2001; Stark, et al. 2005; Phipps, et al. 2007; Song, et al. 2009) y 

este inhibe la multiplicación viral tanto en modelos in vitro (Ali-Ahmad et al. 2003; 

Hobson, et al. 2007) como in vivo (Stark, et al. 2005). 

 

3.5 Síntesis de NO y regulación 
 
La síntesis del NO, se lleva a cabo por enzimas específicas llamadas óxido nítrico 

sintasas (NOS), de las cuales se han descrito tres subtipos en función de las células 

donde se identificaron inicialmente (Aktan, 2004). Las NOS I y NOS III identificadas 

inicialmente en neuronas y células endoteliales respectivamente, se conocen como 

sintasas constitutivas debido a que presentan una expresión basal, cumplen funciones 

fisiológicas y específicas del tejido donde se encuentran como la relajación del músculo 

liso e inhibición de la agregación plaquetaria, sin embargo se ha observado que la 

expresión de estas enzimas se activan por neurotransmisores, estimulación física, 

incrementos en los niveles de calcio, o incluso por citocinas y otros mediadores solubles 

(Tripathi, et al. 2007). 

 

     Por otra parte, la NOS II descrita inicialmente en macrófagos se asocia 

principalmente a la respuesta inmune y se expresa bajo ciertos estímulos por lo que 

también se denomina sintasa inducible (Panuska, et al. 1990). Los principales estímulos 

que inducen la expresión de la NOS II, son infecciones y la síntesis de citocinas como 

IFN-γ, IL-1β, IL-6 y TNF-α entre otras (Kleinert, et al. 2004) (Figura 5).  
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Las NOS poseen dos dominios funcionales, uno con actividad de reductasa y otro de 

oxigenasa, además de sitios de unión a cofactores importantes como calmodulina, 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato en forma reducida (NADPH), flavín adenín 

dinucleótido (FAD), flavín mononucleótido (FMN), grupo Hemo y tetrahidrobiopterina 

(H4B) (Aktan, 2004). Las NOS, utilizan como sustrato a L-arginina y oxígeno, para 

generar NO y L-citrulina como productos finales (Aktan, 2004). 

 

 
Figura 5. Estimulación de la síntesis de NO por virus. Diferentes componentes virales como 
glicoproteínas, glicolípidos y los ácidos nucleicos virales, estimulan la producción de NO a través de 
distintos receptores tipo toll, lo cual induce efectos antivirales. Tomado y modificado de Abdul-Cader et al. 
2016. 
 

     Los inductores de la expresión de NOS II, activan diferentes vías de señalización 

que promueven la translocación nuclear de los factores de transcripción NF-kB, C/EBP, 

STAT e IRF-3, necesarios para una expresión intensa y sostenida del gene (Vila del 

Sol, et al. 2007). La región promotora del gene contiene dos regiones reguladoras: la 
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región proximal (- 48 a –209 pb), que tiene sitios de unión para NF-kB y C/EBP; y la 

región distal (–913 y  –1029) con sitios de unión para NF-kB, STAT e IRF-3. La región 

distal incrementa la respuesta iniciada por la región proximal y la unión simultánea de 

todos los factores de transcripción mencionados, permiten el reclutamiento de 

coactivadores transcripcionales como CBP/p300 formando un complejo transcripcional 

sinérgico (Vila del Sol, et al. 2007). 

 

     Por otro lado, uno de los principales supresores de la expresión de NOS II es el 

factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), el cual inhibe la traducción del RNAm 

de NOS II y afecta su estabilidad, además de alterar la vida media de la enzima 

(Vodovotz, et al. 1993; Kutty, et al. 1995; Vuolteenaho, et al. 2005; Toshifumi, et al. 

2005). Adicionalmente, se han descrito otras citocinas inhibidoras de la síntesis de NO 

como IL-4, IL-10 e IL-13, que pueden actuar de manera sinérgica (Panuska, et al. 1995; 

Bogdan, 2001) estas citocinas se asocian a una respuesta inmune tipo Th2 e inducen 

entre otras cosas la expresión de la enzima Arg-1 en macrófagos (Rath, et al. 2014), la 

cual afecta de manera indirecta la síntesis de NO debido a una competencia con NOS II 

por el sustrato L-arginina (Moraes, 2010). Adicionalmente, existen evidencias de que 

cuando disminuye la disponibilidad de L-arginina, se promueve la fosforilación del factor 

de iniciación de la transcripción eIF2α, lo cual conduce a una inhibición de la traducción 

del RNAm de NOS II (Lee, et al. 2003). De esta manera, se conocen dos mecanismos 

acoplados a través de los cuales la enzima Arg-1, es capaz de modular la síntesis de 

NO a diferentes niveles. Finalmente, es importante mencionar que todos los cofactores 

son necesarios para una actividad enzimática óptima, por lo que cualquier alteración 
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que implique cambios en estas moléculas impactarán de manera directa la síntesis de 

NO (Hemmrich, et al. 2005).     

 

3.6 Persistencia viral 

 

Para que un virus tenga éxito en establecerse de manera persistente, se debe lograr un 

equilibrio entre el patógeno y el hospedero, donde el virus pueda evadir la respuesta 

inmune destinada a eliminarlo y por otro lado que el huésped no muera por los efectos 

propios de la infección viral. Dentro de la persistencia viral es posible distinguir de 

manera general dos modalidades principales, una donde el virus se reproduce a títulos 

elevados por largos periodos, con la generación de complejos inmunes y mutaciones 

virales que promueven tolerancia inmunológica, por lo que el virus no puede ser 

eliminado y se conoce como infección crónica (Nathanson, 2007). Por otra parte, existe 

un tipo de persistencia denominada latencia, donde la expresión de genes virales es 

limitada y el genoma del virus se encuentra integrado al genoma de la célula huésped o 

en forma episomal sin multiplicarse. En cualquier momento, el virus puede cambiar su 

estado latente para multiplicarse durante periodos cortos y normalmente la vigilancia 

inmunitaria es competente para eliminarlo, sin embargo la integración al genoma del 

hospedero y las formas episomales le permiten mantenerse en la célula. Un tercer tipo 

de persistencia se caracteriza por una multiplicación viral a muy bajos niveles, el virus 

puede transmitirse de célula a célula y aunque la vigilancia inmune es potencialmente 

efectiva, mecanismos como la variación antigénica y la de “puentes intercelulares” 

favorecen la persistencia viral (Nathanson, 2007). 
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3.7 Probable persistencia del VSRh 

 

Aunque la persistencia de este virus no se ha confirmado, diversos investigadores han 

aportado evidencias circunstanciales de que esto es posible. En estudios tanto in vitro 

como in vivo se ha observado que el VSRh es capaz de infectar células epiteliales, 

macrófagos, células NK, linfocitos y células mesenquimales, entre otras (Cheung, et al. 

2016; Sarmiento, et al. 2002; Goritzka, et al. 2015; Qin, et al. 2011; Bohmwald, et al. 

2016); relacionado a esto, se ha reportado la presencia del virus en tejidos extra 

pulmonares, que incluyen el sistema nervioso central, el corazón y el hígado de 

pacientes, lo que indica que existen más sitios potenciales donde el virus 

eventualmente podría establecerse de manera persistente (Piedimonte, 2015).  

 

     En 2010, se reportó la presencia de secuencias de RNA homólogas al genoma del 

VSRh en células estromales de médula ósea de donadores “sanos” (Rezaee, et al. 

2011), por lo que se ha sugerido que estas células son sitios donde el virus puede 

persistir de manera latente debido a que se considera un sitio inmunoprivilegiado, 

donde el virus puede pasar desapercibido por periodos variables y eventualmente 

multiplicarse e infectar nuevamente al epitelio respiratorio. En este sentido, se ha 

propuesto que las disfunciones en las vías respiratorias que ocurren de manera crónica 

en pacientes después de una infección severa, podrían relacionarse con una posible 

persistencia viral (Schwarze et al. 2004; Piedimonte, 2015).  

 

     Las evidencias adicionales de una posible persistencia viral, son los siguientes: A) 

La detección del virus a través de RT-PCR en muestras de aspirados nasofaríngeos de 
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niños sanos incluidos como controles en estudios epidemiológicos (Singleton, et al. 

2010; Wiertsema, et al. 2011) y B)  El aislamiento de RNAm viral en tejidos pulmonares 

de niños post-mortem durante los meses de verano, en los cuales no es común la 

circulación del virus (Cubie, et al. 1997). 

 

 

IV. ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

Las infecciones virales persistentes son de gran interés desde el punto de vista clínico y 

biológico, ya que al estudiarlas se trata de explicar entre otros fenómenos, patologías 

crónicas provocadas por la presencia continua del virus en un organismo, pero también 

los mecanismos empleados por el virus para lograr coexistir con el hospedero 

modulando la respuesta inmune sin poner en peligro la sobrevida. En el laboratorio de 

la Dra. Gómez se logró el establecimiento de un modelo de infección persistente con el 

VSRh en macrófagos murinos de la línea celular P388D1, los cuales provienen de un 

neoplasma linfoide inducido por metil colantreno en un ratón de la cepa DBA/2 (Dawe, 

et al. 1957). Los macrófagos de esta línea fueron infectados a una multiplicidad de 

infección (m.o.i.) de 1 con el VSRh silvestre de la cepa A Long; inicialmente se observó 

un limitado número de sincicios y un elevado porcentaje de muerte celular durante las 

primeras 48 horas posteriores a la infección (Figura 6), sin embargo a partir de las 72h 

los macrófagos sobrevivientes comenzaron a proliferar y este cultivo se propagó 

durante algunos pases donde se determinó que del 40 al 60% de la población 

expresaban proteínas virales en su membrana celular (Sarmiento, et al. 2002).  
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Figura 6. Cultivo de macrófagos P388D1, infectados con el VSRh en pase número 10. Observado a 
través de microscopio de contraste de fases con un aumento de 40X. Se observa la formación de un 
sincicio y células con diferente morfología, evidenciando el efecto citopático en pases tempranos de MφP 
(Tomado de Sarmiento, et al. 2002). 
 

 

Posteriormente se realizó una clonación por dilución limitante y se re infectaron los 

clones obtenidos nuevamente a una m.o.i. de 1; a partir de este procedimiento el cultivo 

fue estable con una expresión de antígeno viral en mas del 90% de la población (MφP) 

(Sarmiento, et al. 2002). En la actualidad se han realizado mas de 100 pases del cultivo 

infectado y se conserva la expresión constitutiva del RNAm del gen viral “N” 

determinado por RT-PCR así como la síntesis de proteínas virales (N y F) evaluadas 

por inmunofluorescencia en mas del 90% de las células (Figura 7) y un bajo título de 

virus infectivo extra celular (2.69x102 ± 205 TCID50/ml) (Rivera-Toledo, et al. 2017).  
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Figura 7. Expresión de antígeno viral en MφP. Las células fueron fijadas e incubadas con un anticuerpo 
primario contra el VSRh hecho en conejo, posteriormente las células se incubaron con el anticuerpo 
secundario IgG anti conejo hecho en burro, acoplado a fluoresceína. La imagen fue adquirida en un 
microscopio de epifluorescencia Diaphot de Nikon con un aumento de 10X (Tomado de Sarmiento, et al. 
2002). 
 

 

Adicionalmente, se han detectado cambios en la proteína F del virus proveniente del 

cultivo persistente que se asocian con una disminución en la actividad fusogénica y la 

frecuencia de sincicios, así como con el bajo titulo viral observado en sobrenadantes del 

cultivo MφP (Sarmiento, et al. 2009). Por otra parte la fagocitosis mediada por 

receptores Fcγ (FcγR), se encuentra incrementada de 3 a 6 veces respecto a 

macrófagos no infectados (MφN), lo cual se asoció a un aumento en la expresión de 

receptores FcγRII y FcγRIII en la membrana celular de MφP (Guerrero-Plata, et al. 

2001); adicionalmente la fagocitosis independiente de anticuerpos tambien se 

encuentra alterada, ya que la eficiencia para fagocitar la bacteria Haemophilus influenza 
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no tipificable (HiNT) disminuyó significativamente en MφP, relacionado con una 

disminución en la expresión del receptor de la membrana celular ICAM-1, el cual sirve 

como ligando de unión a la bacteria (Arrevillaga, et al. 2012). En cuanto a la actividad 

para presentar antígenos, se determinó que los MφP tienen un incremento en la 

expresión de los alelos K y D del complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHC-

I), lo cual se correlaciona con un eficiente procesamiento y presentación de antígenos 

especifícos tanto del VSRh como de un péptido derivado de la nucleoproteina del virus 

de influenza (NP147-155) a células T CD8+ (Guerrero-Plata, et al. 2004). Se ha 

observado que la síntesis de citocinas IL-1β, IL-6 y TNF-α, se encuentran 

incrementadas significativamente respecto a MφN (Guerrero-Plata, et al. 2001; Del 

Moral, et al. 2018) lo que sugiere que la infección persistente mantiene a los 

macrófagos en un estado activado permanentemente. Otro aspecto en el que se 

observó alteración por la infección persistente es la apoptosis; mientras que los MφN 

son susceptibles a la muerte celular con el inhibidor de proteinas cinasas 

estaurosporina, los MφP se mantuvieron viables en mas del 75% de la población 

(Nakamura-López, et al. 2011), lo cual fue correlacionado con una disminución en la 

síntesis de pro-caspasa 9 y un aumento en la expresión de las proteínas anti 

apoptóticas Bcl-2, Bcl-x y XIAP. Esto último se considera crucial ya que la inhibición de 

la vía intrínseca de apoptosis favorece la sobrevida de la célula y el mantenimiento del 

virus (Nakamura-López, et al. 2011). 

     Dadas las características del modelo de infección persistente, nos pareció 

interesante evaluar una molécula importante en la respuesta inmune innata con 

actividades anti virales, como el óxido nítrico (NO), el cual es sintetizado como 
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respuesta a la infección aguda de células epiteliales (Tsutsumi, et al. 1999; Kao, et al. 

2001; Kilani, et al. 2004; Song, et al. 2009). Debido a que el VSRh también infecta 

macrófagos y estos son mediadores importantes de la respuesta inmune, nos 

propusimos estudiar la síntesis del NO en el contexto de una infección aguda y una 

infección persistente, la cual resulta de particular interés ya que se ha demostrado que 

la continua presencia del genoma viral induce cambios en la expresión de genes 

celulares, lo cual podría interferir en el proceso de una respuesta exitosa para lograr la 

eliminación el virus.  

 

V. HIPÓTESIS 

 

La infección crónica del VRSh en macrófagos, altera la producción del óxido nítrico, 

impidiendo la respuesta antiviral, lo cual favorece la persistencia del virus. 

 

VI. OBJETIVOS 

 

 A) Evaluar la síntesis de NO en macrófagos murinos, en el contexto de una 

infección aguda (MφA) y una infección persistente con el VSRh (MφP).  

 

 B)  Comparar la expresión de NOS II a nivel de RNAm y proteína en MφA y MφP.  

 

 C) Estimar el impacto de la producción de NO en la multiplicación del genoma viral 

en MφA y MφP.  

 

 D) Estudiar la participación de Arg-1 en la modulación de la producción de NO en 

MφA y MφP.  
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VII. METODOLOGÍA 
 

7.1 Líneas celulares 

 

La línea celular murina P388D1 (American Type Culture Collection ATCC: CCL-46, 

obtenida por Dawe y Potter en 1957, presenta características de macrófagos maduros y 

estables (Koren, et al. 1975). Los macrófagos persistentemente infectados con el virus 

sincicial respiratorio (MφP), se obtuvieron y caracterizaron en nuestro laboratorio 

(Sarmiento, et al. 2002). El porcentaje de células que expresan antígeno viral en el 

cultivo, varía entre el 90% y el 98%, mientras que el virus infeccioso presente en los 

sobrenadantes es de 2.69 X 102 ± 205 TCID50/mL en promedio, como se reportó 

previamente (Rivera-Toledo, et al. 2017). 

     Los cultivos celulares de macrófagos se mantuvieron y se propagaron en medio 

RPMI 1640 (GIBCO/BRL, Grand Island, NY), con Suero Fetal Bovino (Biowest, 

Veracruz, México) al 5% v/v, suplementado con penicilina (100 UI/mL) y estreptomicina 

(100 mg/mL) (In vitro S.A., México), y 1x10-6 M de 2-mercaptoetanol (Sigma, St. Louis, 

MO, USA). 

     La línea celular epitelial HEp-2, se propagó en medio DMEM (GIBCO/BRL Grand 

Island, NY), con Suero Fetal Bovino (Biowest, Veracruz, México) al 5% v/v y 

suplementado con penicilina (100 UI/mL) y estreptomicina (100 mg/mL) (Invitro S.A., 

México), 0.2 % de NaHCO3 y 10 mM de HEPES (Sigma, St. Louis, MO, USA). Las 

células HEp-2 se utilizaron para propagar y titular el virus por el método de dilución 

limitante y determinar la dosis infecciosa que afecta al 50% del cultivo (TCID50). 
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7.2 Virus e infección aguda 

 

El virus sincicial respiratorio de la cepa Long (ATCC, VR-26) utilizado en este trabajo, 

fue una donación del Dr. Michael Trudel (Institute Armand-Frappier, Montreal, Canadá).  

La infección aguda (MφA) se logró al adicionar 106.3 TCID50/0.25 mL de virus a 1x106 

MφN durante 2 horas (37ºC, 5% de CO2). Después de la adsorción viral, se eliminó el 

inóculo y se añadió RPMI suplementado y se permitió el progreso de la infección 

durante diferentes tiempos. 

 

7.3 Microscopía de contraste de fases 

 

Se realizó el seguimiento de los cultivos celulares mediante microscopía de luz, con la 

finalidad de evaluar cambios morfológicos y el efecto citopático generado por la 

infección del VSRh. Las células se observaron a través de un microscopio invertido de 

contraste de fases (Nikon, Kogaku, Japón) con un aumento de 10X y se obtuvieron 

imágenes con la cámara digital Canon EOS Rebel T3 (Canon, USA) a 12, 24, 48 y 72 

horas de cultivo. 

 

7.4 Viabilidad celular 

 

La viabilidad celular se determinó por el método de exclusión con el reactivo 7-amino-

actinomicina D (7-AAD, Sigma, St. Louis, MO, USA) mediante citometría de flujo. Las 

células provenientes de cultivos de 24, 48 y 72 horas se resuspendieron en PBS y se 
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centrifugaron a 1,500 rpm/3 minutos a 4ºC, posteriormente, las células se 

resuspendieron en 500 µl de PBS frio y se adicionó el reactivo 7-AAD a una 

concentración final de 0.5µg/mL. Las muestras se incubaron a 4ºC durante 15 minutos y 

posteriormente se realizo la adquisición de fluorescencia en un citometro FACScan 

(Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA), utilizando el canal de detección FL3-H. 

      

     Como control positivo a la incorporación de 7-AAD, se utilizaron células 

permeabilizadas con acetona/metanol (1:1) por 5 minutos en hielo, posteriormente se 

lavaron e incubaron con 7-AAD durante 15 minutos. Los resultados se analizaron con el 

software CellQuest pro (Becton Dickinson, Biosciences, San Jose, CA, USA) y se 

presentan como porcentaje de células viables por cada tiempo de incubación.  

 

7.5 Detección de antígeno viral 

 

La expresión de antígeno viral del VSRh se determinó mediante citometría de flujo. 

5x105 células, se colocaron en tubos Eppendorf de 0.6mL y se fijaron con 100 µL de 

una solución de paraformaldehído al 4% en PBS durante 15 minutos a 4ºC. 

Posteriormente se centrifugaron a 2000 rpm durante 3 minutos y se lavaron con 200 µL 

de PBS. Las células se resuspendieron en 100 µL de una solución de saponina al 1% 

en PBS y se incubaron a 37ºC durante 15 minutos, posteriormente, se realizó un lavado 

con PBS y las células se resuspendieron en solución de bloqueo (PBS al 5% de suero 

de neonato bovino), en la cual se mantuvieron durante 30 minutos a 4°C. Las células se 

centrifugaron y se resuspendieron en 50 µL de una solución 1:10 del anticuerpo 
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policlonal contra RSV conjugado con FITC (IMAGEN Respiratory Syncytial Virus, 

OXOID K610211-2A), manteniéndolas por 45 minutos a 4°C, protegidas de la luz. 

Después se centrifugaron y se lavaron en dos ocasiones suscesivas con PBS y 

finalmente las muestras se adquirieron en el citómetro de flujo FACScan (Becton 

Dickinson, Mountain View, CA, USA). Los resultados se analizaron con el software 

WinMDI 2.8 y se representaron gráficamente como porcentaje de células que expresan 

antígeno viral e intensidad media de fluorescencia. 

 

7.6 Cuantificación de nitritos 

 

La producción de nitritos, se determinó a través de la reacción descrita originalmente 

por Griess en 1879 y de acuerdo a las instrucciones del Griess Reagent System 

(Sigma, St. Louis, MO, USA). La reacción se hizo en una placa de fondo plano de 96 

pozos, en cada pozo de la placa se incubaron 50 µL de sobrenadantes provenientes de 

cultivos de MφN, MφA, y MφP, se adicionaron 50 µL de una solución de sulfanilamida 

(1% en una solución al 5% de ácido fosfórico) y se incubaron por 5 minutos a 

temperatura ambiente protegidos de la luz. Posteriormente se agregaron 50 µL de la 

solución NED (naftil-etilen-diamina dihidrocloruro al 0.1%) a cada uno de los pozos y se 

incubaron nuevamente por 5 minutos protegidos de la luz a temperatura ambiente; la 

reacción de Griess generó un producto de color purpura/magenta, que se analizó en un 

lector de placas (Benchmark Plus, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a una longitud de onda 

de 535nm.  
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     Cada determinación se realizó por triplicado y la concentración de nitritos totales de 

las muestras se calculó utilizando una curva estándar de nitrito de sodio que se analizó 

simultáneamente al momento de cuantificar las muestras. 

 

7.7 Determinación de NO 

 

La síntesis de óxido nítrico se realizó mediante citometría de flujo, empleando el 

reactivo Diaminofluoresceina-2/Diacetato (DAF-2/DA) (Sigma, St. Louis, MO, USA). El 

DAF-2/DA entra a las células por difusión pasiva y cuando las esterasas citoplásmicas 

lo procesan, reacciona con el óxido nítrico, generando una emisión de fluorescencia en 

longitud de onda de 515 nm. La determinación se realizó con 5x105 células distribuidas 

en placas de 12 pozos fondo plano con una solución de DAF-2/DA 10µM, diluido en 

medio RPMI suplementado con 5% de SFB. Las placas se protegieron de la luz y se 

incubaron por diferentes tiempos a 37ºC y 5% de CO2. Posteriormente las células se 

despegaron por pipeteo y se centrifugaron en tubos de citometría a 1000 rpm por 3 

minutos, posteriormente se hicieron dos lavados con PBS para eliminar el exceso de 

DAF-2/DA y se adquirieron en un citometro de flujo FACScan (Becton Dickinson, 

Mountain View, CA, USA). El análisis de estás determinaciones se realizó con el 

software WinMDI 2.8 y los resultados obtenidos se expresaron como veces de 

incremento respecto al cultivo de MφN. 
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7.8 Western blot 

 

Los ensayos de inmunodetección se realizaron con extractos de proteína total de MφN, 

MφA y MφP, la extracción de proteína se llevo a cabo con Buffer RIPA (Tris-HCl 50 mM 

pH 7.4, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, Desoxicolato de sodio 0.5%, Dodecilsulfato 

sódico SDS 0.1%) al cual se le adicionó 10 µl del cocktail de inhibidor de proteasas 

Complete (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) por cada mililitro de Buffer. De los 

extractos obtenidos, se cargaron 40µg de proteína por carril en geles de poliacrilamida 

de gradiente de concentración (NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel, Invitrogen) y se aplico una 

corriente eléctrica de 200 voltios por 60 minutos. Posteriormente las proteínas se 

transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Immobilon-P 

Transfer Membrane, Millipore Corporation) en una cámara de transferencia húmeda 

durante 60 minutos con una corriente de 30 voltios.  

 

     Una vez confirmada la transferencia, la membrana se sumergió en solución de 

bloqueo (PBS al 5% de leche descremada, libre de grasa) y se agitó durante una hora a 

temperatura ambiente. Posteriormente la membrana se lavó en agitación constante (3X) 

con solución de lavado (TBS al 0.1% de Tween-20) y se incubó con alguno de los 

siguientes anticuerpos primarios: anti-NOS II (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) o 

anti Arg-1 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) durante toda la noche a 4°C en 

agitación constante diluidos en la solución de lavado al 2.5% de leche libre de grasa. Al 

día siguiente la membrana se lavó tres veces y se incubó por dos horas con el 

anticuerpo secundario correspondiente, conjugado con peroxidasa (Jackson Immuno 
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Research; West Grove, PA, USA) a una dilución de 1:25,000 en la solución de lavado al 

2.5% de leche libre de grasa, finalmente la membrana se lavó (3X) y se revelo por 

quimioluminiscencia con método manual con el kit SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). Posteriormente la 

membrana se trató para desprender los anticuerpos y se repitió el proceso de detección 

con el anticuerpo contra β-Tubulina (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) como control 

de carga. Las imágenes de las membranas se adquirierón en un trans iluminador 

ChemiDoc XRS (Bio-Rad®) y se analizarón con el software Quantity One (Bio-Rad®). 

Los valores de densitometría se normalizarón con respecto a β-Tubulina.  

 

7.9 RT-PCR tiempo real 

 

La extracción de ARN total, se realizó con el kit Hybrid-R MiniPrep kit (GeneAll, Seoul, 

Korea) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El DNAc, se sintetizó en un tubo 

Eppendorf de 0.6 mL con 2 µg de RNA total al que se le adicionó Oligo (dT) 12-18 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y la enzima Superscript II (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para la reacción de amplificación de 

los genes NOS II, Arg-1 y GAPDH se emplearon sondas TaqMan® (Assay on Demand 

20X mix Applied Biosystems), se utilizó la universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA). La reacción de amplificación se llevó a cabo en 

placas de polipropileno de 96 pozos en un equipo de PCR Tiempo Real StepOne plus 

(Applied Biosystems), bajo las condiciones establecidas por el fabricante. 
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     Los resultados obtenidos se analizaron con el software v2.2.2 Relative Quantitation 

(Applied Biosystems) y la cantidad relativa del RNAm para cada gene se calculó por el 

método 2ΔΔCt, al normalizar respecto al gen endógeno (GAPDH). Los resultados se 

graficaron como el promedio de tres experimentos independientes.  

 

7.10 Cuantificación del genoma viral 

 

La extracción de RNA se realizo por el método descrito previamente. El ensayo de 

número de copias del genoma viral se llevo a cabo empleando el kit Nucleocapsid gene 

Genesig Standard kit for Respiratory Syncytial Virus type A (Primer Design Ltd, 

Chandler’s Ford, UK). Cada muestra fue ajustada para adicionar 100ng de RNA total 

por reacción y el número de copias se calculó mediante una curva estándar de acuerdo 

a las instrucciones del fabricante. La reacción de amplificación se llevó a cabo en el 

equipo StepOne plus (Applied Biosystems), bajo las condiciones establecidas por el 

proveedor. Los resultados obtenidos se analizaron con el software v2.2.2 (Applied 

Biosystems) y se graficaron como número de copias del genoma viral. 

 

7.11 Ensayo de la actividad de arginasa 

 

Se sembraron 1×106 células de MφN, MφA y MφP en placas de fondo plano de 12 pozos 

y se incubaron a 37ºC en una atmósfera de 5% de CO2 durante toda la noche. Al día 

siguiente, el medio de cultivo se reemplazó y los cultivos se mantuvieron durante 12, 

24, 48 y 72 h. Al término de cada tiempo, se extrajo la proteína total en 150µL de 
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solución de lisis (0.1% Tritón X-100 en agua bidestilada), y se añadió un volumen 

equivalente de Tris-HCl 25 mM, pH 7,5, seguido de 25µL de cloruro de manganeso 10 

mM por muestra. Los lisados celulares se almacenaron a -70 °C hasta que se realizó la 

determinación de la actividad de arginasa. Un volumen de 50 µL de cada muestra se 

incubó a 56 °C durante 10 min, posteriormente se añadieron 50 µL de L-arginina 0.5 M 

(pH 9.7) y la muestra se incubó a 37 ° C durante 60 min. Al término del tiempo indicado, 

se detuvo la reacción por la adición de 400 µl de una mezcla de ácido fosfórico y ácido 

sulfúrico y 20 µl de una solución de alfa-isonitrosopropiofenona (α-ISPP) al 6%, 

finalmente la absorbancia fue cuantificada en una microplaca con el espectrofotómetro 

Benchmark Plus. (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) A una longitud de onda de 540 nm. 

Las determinaciones se realizaron en triplicado, y la actividad arginasa en cada muestra 

se calculó de acuerdo a una curva estándar hecha con urea y se expresó como U/mL 

de producto. 

 

7.12 Inhibición de la actividad de arginasa 

 

Se sembraron 1×106 MφP en placas de 12 pozos de fondo plano y se agregó el 

inhibidor de arginasa nor-NOHA (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) a una 

concentración de 100 µM, posteriormente las placas se incubaron a 37ºC en una 

atmósfera de 5% de CO2 durante 12, 24, 48 y 72 horas, terminado el tiempo 

establecido, se colectaron los sobrenadantes para cuantificar la concentración de 

nitritos y las células se lisaron como se describió previamente para evaluar la actividad 

de arginasa. 
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7.13 Determinación de L-arginina 

 

La cuantificación de L-arginina se realizó en los sobrenadantes de cultivos de MϕP 

control y tratados con el inhibidor de arginasa nor-NOHA, mediante cromatografía 

líquida, acoplada a espectrometría de masas en tándem de ionización por electro 

pulverización (LC-ESI-MS/MS), en un equipo Quattro micro API espectrómetro con un 

kit comercial (NeoBase no derivatizado MSMS Kit; Perkin Elmer, Waltham, MA, EE. 

UU.). La concentración de metabolitos se realizó mediante el uso de estándares 

internos como referencias. El análisis estadístico se realizó con el software 

MetaboAnalyst.22 y se utilizó un análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales 

(PLSDA) e importancia variable en la proyección (VIP). 

 

7.14 Análisis estadístico 

 

Los resultados graficados representan el promedio de tres experimentos 

independientes, con sus correspondientes desviaciones estándar y las diferencias entre 

tratamientos se consideraron significativas cuando se obtuvo una p <0.05 al realizar la 

prueba estadítica t de Student. Las gráficas y las pruebas estadísticas se realizaron con 

el software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA). 
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VIII. RESULTADOS 

 

8.1 Cultivo celular y detección de antígeno viral 

 

Inicialmente se realizó un seguimiento de MφN, MφA y MφP y se documentó mediante 

microscopía de contraste de fases, la morfología celular, el estado de confluencia y el 

desprendimiento de la monocapa durante 72 horas de incubación. Los MφN no 

mostraron cambios observables en su morfología durante el  estudio, la monocapa 

alcanzó confluencia del 100% a las 48 horas de cultivo y a pesar de mantener el cultivo 

hasta las 72 horas, no se observo desprendimiento celular (Figura 8). Por otra parte los 

macrófagos infectados de forma aguda mostraron una confluencia celular máxima de 

un 80% aproximadamente a las 48 horas post infección (hpi), y a partir de este tiempo 

se empezaron a observar cambios en la morfología celular, se presentó alargamiento 

en un 40% de la población, aproximadamente y redondeo en el 60% restante. A las  72 

hpi se observó una confluencia celular disminuida de 60% aproximadamente, debido a 

que las células redondeadas comenzaron a desprenderse, lo que evidenció un claro 

efecto citopático. A pesar de los cambios descritos, no se evidenció la formación de 

sincicios que son característicos por la infección aguda de este virus en células 

epiteliales.  

 

     Es importante tomar en cuenta que los macrófagos son una estirpe celular que 

soportan todo el ciclo de infección por el VSRh y se ha reportado una infección 

productiva donde es posible obtener virus infecciosos (Panuska, et al. 1990). En los 
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macrófagos infectados persistentemente se detectó una confluencia celular de 50% a 

las 24 horas de cultivo, que se incrementó a un 70% aproximadamente a las 72 horas y 

no se detectó desprendimiento de la monocapa durante el estudio. La morfología 

celular observada en este cultivo fue esférica predominantemente y a medida que 

transcurrió el tiempo de incubación se observó un ligero cambio hacia una forma 

estrellada en un pequeño porcentaje de la población.  

 

     En cuanto a la determinación de antígeno viral, los MφN presentaron un porcentaje 

menor al 1% de células positivas a isotiocianato de fluoresceína (FITC), debido quizá a 

cierta inespecificidad del anticuerpo o por falta de eficacia en el lavado de la muestra, 

ya que estas células no estuvieron en contacto con el virus o algún producto de este. 

Los MφA expresaron antígeno viral en el 22% de la población a las 24 hpi y conforme 

progresó el estudio, el porcentaje de células positivas al antígeno se incremento de 

manera paulatina hasta alcanzar un máximo de 56% a las 72 hpi. Por otra parte, los 

MφP expresaron antígeno viral en más del 95% de las células durante todo el estudio 

(Figura 9a).  
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Figura 8. Monitoreo de la infección viral durante el estudio. Progresión y seguimiento de los cultivos 
mediante microscopía de contraste de fases durante 72 horas, con un aumento 10X, se observa la 
confluencia celular y cambios morfológicos en macrófagos infectados en forma aguda (MϕA) y 
macrófagos infectados persistentemente con el VSRh (MϕP), respecto a macrófagos no infectados MφN.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 40 

a) 

 
 
b) 

 
 
Figura 9. Evaluación de la infección viral. a) Expresión de antígeno viral del VSRh determinado por 
citometría de flujo en MφN, MφA y MφP. b) Determinación de viabilidad por ensayo de exclusión con 
7AAD, mediante citometría de flujo. Se gráfica el promedio de tres determinaciones independientes. Las 
diferencias significativas respecto MφN se denotan por (*) p <0.05.   
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     Un detalle que es importante señalar es que las células que expresaron antígeno 

viral en la infección aguda conformaron una subpoblación homogénea en cuanto a 

intensidad de fluorescencia menor a 100 unidades, indicando una baja expresión de 

proteínas virales, en contraste los MφP presentaron una marcada heterogeneidad en la 

intensidad de fluorescencia, con un valor mínimo de 10 y un valor máximo de 1,000 

unidades de fluorescencia, lo que indica que existen células en el cultivo persistente 

que tienen disminuida la síntesis de proteínas virales y otras que tienen alta expresión 

de estas proteínas, como lo demuestra la dispersión en la población de MφP en la figura 

9a, donde la intensidad de fluorescencia varia considerablemente.    

 

8.2 Viabilidad celular. 

 

La viabilidad celular en MϕP se conservó alta durante todo el experimento, con casi el 

80% de células viables después de 72 h (Fig. 9b). En contraste, la infección aguda 

produjo un importante efecto citopático y disminuyó significativamente la viabilidad 

celular a partir de las 24 hpi respecto al cultivo no infectado, la afectación del cultivo se 

incrementó con el tiempo de infección obteniendo únicamente un 58% de células 

viables en promedio después de 72 hpi. 

 

8.3 Concentración de NO y número de copias del genoma viral. 

 
El NO se detectó con el reactivo DAF-2/DA mediante citometría de flujo, la infección 

persistente indujo un incremento del doble en la concentración de NO respecto al 
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cultivo no infectado a partir de las 4 horas, y hasta las 24 horas de cultivo. A 48 y 72 

horas de cultivo, el incremento fue de 1.50 y 1.54 respectivamente, por lo que se 

mantuvo hasta el final del estudio (Figura 10a). Por otra parte la infección aguda 

provocó un aumento en la producción de NO respecto a MϕN, similar a la observada en 

MϕP durante las primeras 24 hpi, mientras que a las 48 y 72 horas aumentó a un factor 

de 3.1 y 4.7 respectivamente. Justo a 48 y 72 hpi, los MϕA presentaron diferencia 

significativa también respecto a los MϕP, lo que indica una diferencia en la regulación 

de la síntesis de NO dependiente del tipo de infección. La dinámica de la replicación del 

genoma del VSRh se determinó en ambos cultivos infectados mediante RT-PCR tiempo 

real, estimando el incremento con respecto al nivel del genoma en MϕA a 4 hpi 

(calibrador). El cultivo de MϕA mostró un aumento progresivo en los niveles del genoma 

viral durante las primeras 24 hpi (178 veces), seguido de una disminución del 50% a 48 

hpi (Fig. 10b). En contraste, después de 4 h de cultivo, los MϕP mostraron niveles muy 

altos de RNA genómico viral y se observó un aumento constante dependiente del 

tiempo de 374 veces al comienzo del ensayo (4h) hasta 4273 veces a las 72 h de 

cultivo.  

 

     Es interesante notar que la síntesis de NO en la infección aguda mantiene una 

correlación negativa con respecto al número de copias del virus, ya que conforme 

progresa la infección, se incrementa la síntesis de NO y la cantidad del virus se ve 

disminuída, lo cual sugiere un control parcial de la multiplicación viral en MφA. Por otro 

lado, en la infección persistente, la cantidad de genoma viral no se redujo respecto al 

tiempo, en cambio se observa un incremento indicando una multiplicación activa.  
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a) 

 
 

b)  

 
 
Figura 10. Producción de NO y cuantificación del genoma viral. a) Determinación de óxido nítrico con 
diacetato de diamofluoresceína (DAF-2/DA) mediante citometría de flujo en MφN, MφA y MφP a diferentes 
tiempos. Las diferencias significativas respecto a MφN se notan por (*) y Las diferencias entre MφA y MφP 
se denotan por (**)p <0.05.  b) Número de copias del genoma viral durante la infección aguda y 
persistente determinado mediante RT-qPCR. Las diferencias significativas entre MφA y MφP se denotan 
por (*)p <0.05.  
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8.4 NOS II,  determinación de RNAm y proteína.  
 

En función de los resultados previos decidimos evaluar la expresión de NOS II, que es 

la principal enzima que sintetiza NO como parte de la respuesta antiviral en 

macrófagos, por lo tanto se determinó la cinética de expresión del RNAm por medio de 

RT-PCR tiempo real. El cultivo de MφN se utilizó como muestra calibrador y la 

estimación de la expresión relativa de MφA y MφP se calculó para cada uno de los 

tiempos reportados, mediante el método 2ΔΔCt. Observamos que la infección persistente 

indujo un incremento significativo en la expresión del RNAm de NOS II durante las 

primeras 24 horas del ensayo respecto a MφN, sin embargo a partir de las 48 horas la 

expresión fue similar en ambos cultivos (Figura 11a). Por otra parte, la infección aguda 

provocó un incremento significativo del RNAm de NOS II respecto a MφN y MφP durante 

las primeras 24 hpi, tiempo justo donde se registro el máximo nivel de expresión. 

Posterior a este tiempo el RNAm de MφA disminuyó considerablemente hasta alcanzar 

una expresión similar a la observada en MφN y MφP a las 72 hpi. Es importante señalar 

que el factor de incremento en MφA respecto a MφN en las primeras 24 horas fue del 

orden de 10 (4 hpi) a 40 (24 hpi) veces; por otra parte el máximo factor de incremento 

de MφP respecto a MφN fue de 3 y ocurrió las 8 horas de cultivo, lo que indica una 

diferente magnitud de inducción del NO dependiendo del tipo de infección.  

 

     La proteína NOS II se determinó mediante Western blot y se observó muy poco 

abundante en MφN durante las primeras 12 horas del cultivo; a partir de las 24 horas se 

detectó un incremento y esta se mantuvo constante hasta el final del estudio. 
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     En concordancia con los resultados del RNAm, la infección aguda indujo un 

incremento gradual en la abundancia de la proteína NOS II respecto a MφN, alcanzando 

su máximo nivel a las 24 hpi. Posterior a este tiempo, la abundancia disminuyó 

considerablemente hasta desaparecer prácticamente a las 72 hpi (Figura 11b). La 

infección persistente presentó una cinética de inducción de NOS II similar a la descrita 

en MφA, donde la máxima abundancia de la proteína se obtuvo también a las 24 horas 

y posteriormente disminuyó de manera importante a las 72 horas.  
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a) 

 
 
b) 

 
 

 
 

 
Figura 11. Expresión del RNAm y proteína de NOS II. a) La determinación se hizo mediante RT-PCR y se 
analizó mediante el método 2ΔΔCt. Se presenta el promedio de tres experimentos independientes y las 
diferencias significativas entre cultivos se denotan por (*) p <0.05. b) Determinación de la abundancia de 
la proteína mediante Western blot a diferentes tiempos de cultivo, el análisis densitométrico se realizó 
tomando en cuenta tres experimentos independientes y las diferencias significativas respecto a MφN se 
denotan por (*) p <0.05. 
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8.5 Inhibición de la actividad de NOS II y su impacto en la multiplicación viral. 

 

Tomando en cuenta los resultados previos, donde la producción de NO en MφP se 

encuentra disminuida respecto a MφA a pesar de tener una abundancia de la proteína 

NOS II equivalente (excepto a las 48h), se propuso evaluar la actividad enzimática de 

manera indirecta a través de cuantificar la concentración de nitritos en sobrenadantes 

de los cultivos. Como un control, utilizamos al reactivo 1400W, el cual es un análogo de 

L-arginina que inhibe de manera selectiva la actividad enzimática de NOS II. 

Adicionalmente re infectamos una muestra de MφP a una m.o.i. de 1, con la finalidad de 

evaluar si el cultivo persistente es capaz de incrementar la producción de NO ante el 

estímulo del virus silvestre.  

     Los resultados muestran un incremento en la concentración de nitritos respecto al 

tiempo en los cultivos de MφP y MφA, sugiriendo que la NOS II se encuentra activa en 

ambos casos (Figura 12a). Cuando inhibimos la actividad de NOS II, logramos reducir 

la concentración de nitritos en el sobrenadante de MφP de 26 µM a 3.2 µM después de 

24 horas y de 38.7 µM a 5.9 µM al cabo de 36 horas. En la infección aguda, se detectó 

mayor concentración de nitritos respecto a la infección persistente en concordancia con 

los resultados reportados en la determinación de NO por citometría de flujo, así como 

una reducción de 49.8 µM a 5.1 µM (24 hpi) y de 69.5 µM a 10.1 µM (36 hpi) al incubar 

con el inhibidor 1400W. Estos resultados implican que la NOS II fue inhibida de manera 

efectiva y esto provoco una disminución en la síntesis de NO en ambos cultivos.  
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a) 

 

 

b) 

 
 
 
Figura 12. Inhibición de la actividad de NOS II. a) Determinación  de la concentración de nitritos a través 
de la reacción de Griess en sobrenadantes de cultivos de MφA y MφP con y sin el inhibidor 1400W, así 
como MφP reinfectados con el virus silvestre a una m.o.i. de 1. b) Cuantificación del genoma viral 
mediante RT-qPCR. Las barras representan el promedio de tres experimentos independientes y una 
diferencia significativa respecto a su control correspondiente se indican con (*) p <0.05. 
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     Con respecto al número de copias del VSRh durante la infección aguda, observamos 

que la inhibición de la actividad de NOS II se asoció a un incremento en el número de 

copias del genoma viral, el cual fue estadísticamente significativo a las 36 hpi (Figura 

12b), lo que sugiere que el NO generado durante la infección aguda participa en el 

control de la multiplicación viral como se ha descrito en múltiples trabajos (Bi, et al. 

1995; Lin, et al. 1997; Rimmelzwaan, et al. 1999; Saura, et al. 1999; Ali-Ahmad, et al. 

2003; Akerstrom, et al. 2005; Wei, et al. 2009; Abdul-Cader, et al. 2016). Por otra parte, 

en el cultivo de infección persistente, no se observó cambio estadísticamente 

significativo en el número de copias del genoma viral a las 24 h y 36 h con el inhibidor 

1400W. Estos resultados nos sugieren que durante la infección persistente, la síntesis 

“basal” de NO es incapaz de interferir la multiplicación del genoma viral, lo que favorece 

la permanencia del virus en forma crónica.  

 

8.6 Expresión de Arg-1 y su actividad. 

 

Debido a que comprobamos que NOS II se encuentra activa en MφP y que los niveles 

de NO producido en este cultivo son menores a los observados en MφA no obstante 

una abundancia equivalente de NOS II en ambos cultivos infectados, decidimos 

explorar la posibilidad de una probable regulación postraduccional debida a una limitada 

disponibilidad del sustrato de la enzima NOS II en MφP. De manera inicial, evaluamos la 

expresión del RNAm de la enzima Arg-1, la cual utiliza al aminoácido L-arginina como 

sustrato al igual que NOS II. Los resultados mostraron una expresión baja y constante 

en MφN que no varía de manera significativa a lo largo del estudio. Por otra parte se 
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observa que durante la infección aguda, la expresión de Arg-1 parece disminuir, ya que 

los valores relativos de su expresión fueron menores a 1. En el caso de la infección 

persistente, observamos sorprendentemente que Arg-1 se expresa miles de veces más 

en comparación con  MφA (Figura 13a). Cuando evaluamos la abundancia de la enzima 

Arg-1 mediante Western blot, únicamente pudimos detectarla en el cultivo de MφP 

durante todo el estudio, lo que sugiere una expresión constitutiva en el modelo de 

persistencia viral (Figura 13b). Finalmente determinamos la actividad enzimática de 

arginasa en MφA y MφP mediante un ensayo bioquímico a 12, 24, 48 y 72 h de cultivo y 

detectamos un aumento significativo de la actividad de arginasa en el cultivo de MφP 

como era de esperarse (Figura 13c). 

 

     Estos resultados nos sugierieron que el incremento en la expresión de Arg-1 y de la 

actividad enzimática en el cultivo persistente, pudiera afectar de manera indirecta la 

producción de NO debido a una competencia por el sustrato en común: L-arginina.  
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a) 

 
 

b) 

 
c) 

 
 
Figura 13. Determinación de Arg-1 y actividad enzimática. a) Expresión del RNAm de Arg-1 mediante RT-
PCR, los resultados se analizaron mediante el método 2ΔΔCt, utilizando como calibrador al cultivo de 
macrófagos no infectados. b) Evaluación de abundancia de la proteína mediante Western blot a 
diferentes tiempos de cultivo en MφA y MφP. c) La actividad de la arginasa se determinó a través de un 
método bioquímico con fundamento en la reacción de Archibald. Las diferencias significativas entre MφA 
y MφP se denotan por (*)p <0.05. 
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8.7 Inhibición de Arginasa en MφP. 

 

Con el objetivo de evaluar la consecuencia biológica del aumento de la actividad de 

Arg-1 en MφP, realizamos ensayos de inhibición de arginasa con el compuesto nor-

NOHA; los resultados muestran que la inhibición de la actividad se logró de manera 

parcial (50% aproximadamente) y se detectó a partir de las 12h de cultivo (Tabla 1). En 

cuanto al efecto, se observa que la inhibición de arginasa se asocia a un incremento 

significativo en la concentración de nitritos a partir de las 12h y se mantiene hasta las 

72h de cultivo (Figura 14a). Estos resultados sugieren que en la infección persistente la 

síntesis de NO se encuentra limitada al menos de manera parcial debido a una 

competencia por el sustrato, lo cual se relaciona de manera directa con el incremento 

en la actividad de Arg-1. Para comprobar esto, se realizó la determinación de la 

concentración de L-arginina mediante cromatografía líquida a alta presión acoplada a 

espectrometría de masas en sobrenadantes de MφP control y con inhibición de arginasa 

(Figura 14b). El medio de cultivo por formulación, tiene una concentración inicial de 267 

µg/mL de L-arginina y observamos que en el cultivo control, esta concentración 

disminuyó en más del 50% después de 12h de cultivo (118.9 ± 30 µg/mL) y a las 24h 

prácticamente toda la L-arginina fue consumida por las células (2.1 ± 0.12 µg/mL). En 

contraste, la inhibición de arginasa con nor-NOHA se asoció a un retraso en el consumo 

de L-arginina, ya que a las 12h de cultivo la concentración promedio fue de 199 ± 28 

µg/mL y a 24h de 105 ± 30 µg/mL, lo que demuestra una disminución en la tasa de 

consumo de L-arginina y sustenta nuestra hipótesis de que la actividad constitutiva de 

Arg-1 en MφP, afecta la disponibilidad de L-arginina para la síntesis de NO (Figura 14b). 



 53 

     Finalmente, para determinar si la replicación del genoma viral en MϕP se modifica 

por el aumento de los niveles de nitritos causados por inhibición de arginasa, se 

determinaron los niveles de RNA genómico del VSRh mediante RT-PCR tiempo real a 

las 24, 48 y 72h con y sin tratamiento de nor-NOHA. En estas condiciones, detectamos 

una reducción de 20% y 40% en los niveles de ARN genómico viral a las 48 h y 72h, 

respectivamente en los cultivos donde se inhibio la actividad de arginasa, lo que sugiere 

que un restablecimiento de la síntesis de NO contribuye a inhibir la replicación del 

genoma del VSRh al menos de manera parcial en las células persistentemente 

infectadas (Figura 14c).  

 

 

Tiempo MϕP	
  (U/mL) MϕP + nor-NOHA (U/mL) 

12h 119.6 ±	
  12.7 49.8 ± 4.6 

24h 117.3 ±	
  9.7 60.3 ± 4.4 

48h 112.5 ± 9.7 50.1 ± 2.6 

72h 52.8 ± 6.0 25.4 ± 2.9 

 
Tabla 1. Determinación de la actividad de arginasa en MφP control e incubados con el inhibidor nor-
NOHA a diferentes tiempos de cultivo. Los valores son el promedio de tres experimentos independientes 
y en todos los casos hubo diferencia significativa respecto al control p<0.05. 
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a) 

 
b) 

 
c)  

 
 
Figura 14. Efecto de la inhibición de arginasa. a) Cuantificación de nitritos por medio de la reacción de 
Griess en los sobrenadantes de MφP control e incubados con el inhibidor nor-NOHA a distintos tiempos. 
b) Determinación de la concentración de L-arginina en sobrenadantes de los cultivos mediante HPLC 
acoplado a espectrometría de masas. c) Cambio en el numero de copias del genoma viral determinado 
mediante RT-PCR tiempo real. Las diferencias significativas respecto a su control correspondiente se 
denotan con (*) p <0.05. 
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IX. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

El modelo de persistencia viral in vitro del VSRh en macrófagos murinos representa un 

sistema que permite estudiar las alteraciones en procesos celulares involucrados en la 

actividad antiviral de la célula hospedera como es la producción de NO y síntesis de 

IFNß.  

 

     Mediante este modelo, se han detectado diferencias con respecto al cultivo no 

infectado, por ejemplo el cultivo de MφN presenta morfología celular estrellada todo el 

tiempo, mientras que casi la totalidad de los MφP tuvieron una forma esférica y solo un 

pequeño porcentaje presentó una forma alargada hacia el final de los ensayos, a pesar 

de esto, no se evidenció formación de sincicios lo que es característico en la infección 

aguda de células epiteliales por este virus. Con respecto a la expresión de proteínas 

virales, en los MφP observamos por lo menos un 95% de células positivas al antígeno 

viral, con una alta heterogeneidad en los niveles de abundancia de las proteínas, lo que 

sugiere que existen células en la población con baja síntesis de antígeno viral y otras 

con alta síntesis, por lo anterior creemos que el 5% de MφP que resulta negativo para la 

tinción con el anticuerpo contra el VSRh, expresa niveles tan bajos de proteínas virales 

que no es posible detectarlos debido a la sensibilidad de la técnica empleada. 

 

     Algunos estudios han reportado que el VSRh es capaz de afectar el ciclo celular 

(Gibbs, et al. 2009), en este sentido, nosotros observamos la proliferación celular se 

encuentra disminuida en MφP respecto a MφN; en relación a esto, un estudio realizado 
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previamente en nuestro laboratorio sugiere una aparente retención en el ciclo celular 

(Sosa 2016). En concordancia con esto, se ha reportado que las infecciones virales 

persistentes pueden afectar el ciclo celular para favorecer su persistencia, como se 

observa para el virus del sarampión, el cual puede mantener su RNA genómico 

constante en células sometidas a un ciclo celular lento durante la infección (Doi et al. 

2016). Es importante mencionar que en nuestro modelo persistente, los niveles del 

genoma viral no solo se mantienen, incluso se incrementan significativamente respecto 

al tiempo de cultivo (Fig 10b). En nuestro modelo de infección persistente, se ha 

reportado títulos bajos de partículas virales infecciosas (2.6x102 TCID50/mL) (Rivera T. 

et al. 2017), a pesar de tener niveles altos de expresión de proteínas virales y de 

genoma viral (Figura 9a y 10b), por lo que suponemos la existencia de partículas virales 

defectuosas, las cuales no son infectivas, como se ha reportado en otras infecciones 

virales persistentes.  

 

     La actividad antiviral del NO es ampliamente reconocida (Abdul-Cader, et al. 2016; 

Liu, et al. 2007), por lo que alteraciones en su síntesis puede comprometer la 

eliminación eficiente del virus. En nuestro modelo demostramos que existe una 

modulación en la producción de NO, lo cual afecta la actividad antiviral, permitiendo 

altas tasas de multiplicación del genoma viral, al respecto se ha descrito que en algunas 

infecciones persistentes la producción de NO es limitada, debido a la acción de 

proteínas virales que ejercen un control transcripcional de NOS II, lo cual parece 

favorecer la persistencia del virus (Higashimoto, et al. 2006) sin embargo, en nuestro 

modelo de persistencia observamos un aumento en la expresión del RNAm de NOS II, 

así como en la abundancia de la enzima, por lo que la principal regulación en la síntesis 
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de NO en los MφP parece ser a nivel postraduccional. Se sabe que la síntesis de NO, 

depende de la presencia de múltiples moléculas, principalmente los cofactores 

tetrahidrobiopetina y NADPH, así como la disponibilidad del sustrato de la enzima: L-

arginina, por lo anterior decidimos dirigir el trabajo hacia evaluar una posible afectación 

en la disponibilidad del sustrato. Arg-1, es una enzima que utiliza el mismo sustrato que 

NOS II y se ha reportado que su expresión puede inducirse para controlar la inflamación 

prolongada en respuesta a concentraciones altas de NO, así como también por la 

señalización de citocinas antiinflamatorias específicamente IL-4, IL-10 y TGF-β (Rath, et 

al. 2014). Nuestros resultados muestran que los MφP mantienen una inducción 

constante de Arg-1, detectable desde las 12 de cultivo y sostenida a lo largo del 

ensayo, previamente en nuestro laboratorio se ha evaluado la presencia de las citocinas 

inductoras de Arg-1 en MϕP, sin embargo resultaron indetectables en medios 

condicionados colectados a las 6 y 24 horas de cultivo (Rivera-Toledo, et al. 2017). Se 

ha reportado que otra forma a través de la cual se induce Arg-1, es mediante la 

infección por patógenos intracelulares; esta inducción es dependiente de la molécula 

MyD88 que promueve la activación de C/EBPB, el cual se une al promotor de Arg-1 e 

induce su transcripción (El Kasmi, et al. 2008). Debido a que los virus también son 

patógenos intracelulares y que pueden ser censados por receptores de la respuesta 

inmune como TLR7 que a su vez activa a MyD88 (Kim, et al. 2014), es probable que la 

inducción de Arg-1 esté mediada por la estimulación permanente del genoma viral 

persistente y aunque pocos estudios han evaluado la función de la Arg-1 durante la 

infección crónica por virus, se ha descrito que su inducción en macrófagos infiltrantes 

de ratones infectados con Chikungunya y el virus Ross River se asocia con dificultades 
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para eliminar del virus y la resolución de la enfermedad (Stoermer, et al. 2012). Por otra 

parte se demostró que el silenciamiento de Arg-1 en células mieloides favorece el 

control de la multiplicación viral en los tejidos musculares infectados. En estudios de 

infección persistente con el virus de la hepatitis C (VHC), se ha demostrado que las 

células supresoras derivadas de células mieloides (MDSCs) en los pacientes con 

infección crónica, suprimen la función de las células T a través de un mecanismo 

dependiente de Arg-1 (Cai, et al. 2013), lo cual evita la eliminación del virus y favorece 

su persistencia. 

 

     Finalmente, para conocer el efecto de la sobreexpresión de Arg-1 en nuestro 

modelo, decidimos inhibir la actividad de Arg total en MφP y observamos que la 

concentración de nitritos se incrementa de manera significativa a partir de las 12h de 

inhibición. Durante los mismos ensayos adicionalmente evaluamos el número de copias 

del genoma viral mediante ensayos de RT-PCR tiempo real y observamos una 

disminución significativa de la carga viral a partir de las 48h de inhibición, estos 

resultados sugieren que la inducción de Arg-1 en el modelo de infección persistente es 

parte de una estrategia viral para favorecer la permanencia del virus en el hospedero, al 

controlar la síntesis de NO de tal forma que no dañe a la célula ni afecte su viabilidad y 

se favorezca la multiplicación del genoma viral (Figura 15). Sin duda son necesarios 

más estudios acerca del mecanismo implicado en la inducción de Arg-1 en MφP y su 

papel en este y otros modelos de infección crónica, por lo que resulta interesante 

evaluar su participación en los padecimientos asociados a la propia persistencia viral 

para tratar de entender los procesos celulares y moleculares involucrados, que nos 
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permita proponer alternativas que contrarresten los efectos negativos de la inducción 

permanente de Arg-1. 

 

 

 

Figura 15. Modelo propuesto para la regulación de NO en MφP. La infección persistente por el VSRh 
Induce la sobreexpresión de NOS II y Arg-1. Se ha reportado que la afinidad de NOS II por L-arginina es 
mayor que Arg-1, sin embargo la actividad de Arg-1 es mayor que NOS II, por lo tanto la L-arginina 
disponible en el medio de cultivo es consumida principalmente por Arg-1, lo que compromete la 
disponibilidad del sustrato para NOS II, afectando la síntesis de NO de manera indirecta, esta condición 
favorece la multiplicación viral y la permanencia del virus en la célula hospedera.   
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X. CONCLUSIONES 

 

Ø La infección persistente con el VSRh, induce un incremento en la síntesis de NO 

en macrófagos murinos, sin embargo este incremento es menor al observado 

durante una infección aguda. 

 

Ø El incremento en la producción de NO debido a la infección viral, se asocia a una 

sobre expresión de la enzima inducible NOS II. 

 

Ø La concentración de NO producido durante la infección persistente no afectan la 

multiplicación del genoma viral. 

 

Ø La infección persistente de macrófagos por el VSRh, induce una sobreexpresión 

constitutiva de Arg-1. 

 

Ø La inhibición parcial de la actividad de arginasa, se asocia a un incremento en la 

producción de NO y a una disminución en la replicación del genoma viral. 
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XI. PERSPECTIVAS 

 

 • Silenciar la expresión de Arg-1 en MφP y evaluar su efecto en la síntesis de NO y 

el mantenimiento del genoma viral en la célula hospedera.  

 

 • Determinar la vía de señalización involucrada en la sobreexpresión de Arg-1 en 

MφP, al evaluar la participación de los diferentes factores de transcripción 

implicados en su inducción. 

 

 • Estudiar la regulación observada en un modelo de infección persistente in vivo. 
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Abstract
Viral persistence alters cellular antiviral activities. Nitric oxide (NO), a highly reactive free radical and a potent antiviral 
molecule, can inhibit replication of RNA and DNA viruses, but its production and effect during viral persistence are largely 
unknown. NO synthesis is stimulated in epithelial cells during acute infection with respiratory syncytial virus (RSV) and 
interferes with viral replication. In this study, we compared the levels of production of NO and expression of its regulatory 
enzymes, inducible nitric oxide synthase (NOS II) and arginase 1 (Arg-1), during acute and persistent RSV infection in a 
macrophage cell line to investigate their role in the control and maintenance of viral infection. We observed that NO and 
NOS II mRNA were induced at higher levels in acutely infected macrophages than in persistently infected macrophages, 
while the kinetics of NOS II protein expression were similar in both types of infected cultures, except that its disappearance 
was delayed during acute infection. Thus, NOS II was inducible and expressed at high levels during persistent infection, but 
production of NO was low relative to acute infection. This was not associated with a lack of enzymatic activity but instead 
was due to constitutive expression of the Arg-1 enzyme at the mRNA and protein levels, suggesting that arginase restricts 
availability of L-arginine as a substrate for NOS II to synthesize NO. This hypothesis was supported by showing that arginase 
enzymatic activity was inhibited in persistently RSV-infected cells by Nω-hydroxy-nor-L-arginine, increasing L-arginine 
availability in conditioned medium and producing increased levels of nitrites, concurrently with a significant reduction in 
virus genome replication, implying that Arg-1 overexpression contributes to the maintenance of the RSV genome in the 
host in persistent infection.

Introduction

Human respiratory syncytial virus (RSV) is an enveloped, 
negative-sense, single-stranded RNA virus that belongs to 
the family Pneumoviridae, genus Orthopneumovirus [1], and 
is the most common pathogen responsible for severe respira-
tory tract infections among infants worldwide [2]. It is also an 
important cause of bronchitis and pneumonia in the elderly 
population [3]. It is estimated that RSV globally causes 33 
million lower-respiratory-tract infections yearly in children 
younger than five years [4], with 66,000–199,000 fatal cases 
annually. Severe RSV infection in infants is associated with 
recurrent wheezing and asthma-like symptoms, which might 
be related to persistence of the virus. Viral persistence has not 
been demonstrated in humans, although circumstantial evi-
dence suggests that RSV establishes persistent infections in 
respiratory and non-respiratory human tissues [5]. However, 
the mouse model has provided extensive evidence of per-
sistence of the RSV-genome in lungs for prolonged periods 
(up to 3 months), with possible production of infectious viral 
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particles [6]. Currently, there are no vaccines or effective treat-
ments against this pathogen [7].

RSV mainly infects epithelial cells of the respiratory 
tract, but dendritic cells, lymphocytes, and macrophages are 
also susceptible to productive infection [8–10]. During the 
course of infection, cells produce cytokines, chemokines, 
and other immune mediators that contribute to the elimi-
nation of the virus, but this can also cause an exacerbated 
inflammatory response leading to severe disease [11].

Nitric oxide (NO) is an early immune mediator that is 
synthesized in response to pathogen challenge, and it is pro-
duced by immune cells through the activity of the induc-
ible nitric oxide synthase (NOS II) [12, 13]. L-arginine and 
molecular oxygen are substrates for NOS II and are pro-
cessed into the final products citrulline and NO [14]. NOS 
II gene transcription may be enhanced as a response to direct 
cellular infection or in a paracrine fashion by pro-inflamma-
tory cytokines released by inflammatory cells [15].

Cellular NO production is tightly regulated at the level 
of synthesis by modulation of NOS II expression and by 
substrate availability. In the first case, high levels of NO 
activate a negative feedback loop to downregulate NOS II 
gene transcription, preventing further NO synthesis [16]. In 
the second case, the intracellular availability of L-arginine, 
which is used as a substrate by NOS II, can be reduced by 
expression of competing enzymes such as arginase, which 
converts arginine into ornithine and urea [17]. Arginases 
are classified according to their cellular localization as cyto-
solic or mitochondrial. Arginase 1 (Arg-1) is the cytoplas-
mic form and is mainly expressed in liver cells, although it 
can also be expressed in M2 macrophages in response to 
cytokines (e.g., interleukin IL-4 and IL-13) [17]. In fact, 
Arg-1 expression is considered a distinguishing feature of 
this subset of macrophages [18]. Mitochondrial arginase, 
on the other hand, appears to be involved in promoting cell 
division and deposition of collagen during ontogeny and 
wound repair [19].

During acute RSV infection in epithelial cells, an increase 
in NOS II and nitrite levels results in partial control of virus 
replication [12, 13]. However, it has not been determined 
whether NO synthesis is altered during RSV persistence. In 
the current study, we evaluated the expression of NO and its 
regulatory enzymes during acute and persistent RSV infec-
tion, using a previously described in vitro model based on 
RSV-infected murine macrophages [20].

Material and methods

Cell lines and virus

P388D1 macrophages persistently infected with the RSV 
strain Long (ATCC, VR-26) were characterized in our 

laboratory as described previously [20]. As reported pre-
viously [21], the percentage of persistently RSV-infected 
macrophages (MϕP) varies between 90% and 97%, and 
the average amount of infectious virus in supernatants is 
2.7 × 102 ± 205 TCID50/ml.

MϕP and the original P388D1 cell line, used as non 
infected macrophage control (MϕN), were maintained in 
supplemented RPMI cell culture medium (Gibco/BRL, 
Grand Island, NY, USA) containing 5% fetal bovine serum 
(Biowest, Veracruz, Mexico), 100 IU of penicillin (Invitro 
S.A., Mexico City, Mexico) per ml, 100 mg of streptomy-
cin (Invitro S.A., Mexico City, Mexico) per ml, and 1 µM 
2-mercaptoethanol (Sigma, St. Louis, MO, USA). Cells 
were cultured at 37 °C in a humidified atmosphere in the 
presence of 5% CO2. In this study, MϕP from passages 95 
to 112 were used to perform the experiments.

The human epithelial cell line HEp-2 was cultured in 
Dulbecco’s modified Eagle medium (Gibco/BRL, Grand 
Island, NY, USA) supplemented with 5% fetal bovine 
serum (Biowest, Veracruz, México), 100 IU of penicil-
lin (Invitro S.A., Mexico City, Mexico) per ml, 100 mg 
of streptomycin (Invitro S.A., Mexico City, Mexico) per 
ml, 0.2% NaHCO3, 10 mM HEPES, and 2 mM glutamine 
(Gibco/BRL, Grand Island, NY, USA). HEp-2 cells were 
used for propagation and for titration of RSV (wtRSV) by 
50% endpoint dilution assay (TCID50); the virus titer was 
calculated according to the Reed and Muench formula. 
The wtRSV propagated in HEp-2 cells was used to infect 
P388D1 macrophages as described in the next paragraphs.

Acute RSV infection

Acute infection of the P388D1 cell line (MϕA) was 
achieved by adding wtRSV at 106.3 TCID50/0.25 ml to 
MϕN (1 × 106 cells) in serum-free RPMI for 2 h (37 °C, 
5% CO2). After adsorption of the virus, the inoculum was 
removed, supplemented RPMI was added, and the infec-
tion was allowed to progress for the indicated times. The 
percentage of acutely infected cells was determined by 
direct immunofluorescence and flow cytometry (FACScan; 
Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) by using 
a FITC-labeled (525 nm emission peak) polyclonal anti-
RSV antibody specifically directed against the N and F 
proteins (Oxoid, Hampshire, UK) as described previously 
[22]. Because this commercial antibody is also used for 
fluorescence microscopy, it includes Evans blue dye as 
counterstain (emission peak at 680 nm), which can be 
detected in the FL3-H channel of the flow cytometer. The 
results were analyzed using WinMDI 2.8 software (Joseph 
Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA), 
and are presented in dot plots.
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Cell viability

The viability of MϕA and MϕP was determined by measur-
ing exclusion of 7-amino-actinomycin D (7-AAD, Sigma, 
St. Louis, MO, USA), by flow cytometry. After culturing 
for 24, 48 and 72 h, the supernatants were removed, and the 
monolayers were recovered in 500 µl of cold PBS. Thus, 
the analysis was performed on cells that remained attached 
to the plate after removal of the supernatant. The cells were 
centrifuged at 300×g for 3 min at 4 °C and resuspended in 
500 µl of cold PBS, and 7-AAD was immediately added to 
a final concentration of 0.5 µg/ml. During treatment, the 
cells were protected from light, and they were kept on ice 
for 15 min before analysis in a FACScan flow cytometer 
(Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA), using the 
FL3-H detection channel. As a positive control for 7-AAD 
incorporation, cells were permeabilized with acetone/metha-
nol (1:1) for 5 min on ice and then washed and treated with 
7-AAD for 15 min. Results were analyzed with the software 
CellQuest pro (Becton Dickinson, Biosciences, San Jose, 
CA, USA) and presented in graphs expressed as the percent-
age of cells that were viable.

NO determination

Intracellular levels of NO were determined by flow cytom-
etry with the fluorescent indicator diaminofluorescein-2/
diacetate (DAF-2/DA, Sigma, St. Louis, MO, USA). Briefly, 
1 × 106 MϕP or MϕN were plated in 12-well flat-bottom 
plates and incubated overnight to allow adherence. Then, 
DAF-2/DA was added at a concentration of 10 µM in sup-
plemented RPMI, and the plates were incubated during the 
indicated time of culture. Subsequently, cells were detached 
by pipetting, washed once with 1 ml of PBS, and analyzed 
by flow cytometry in the FL1-H channel. NO production 
in MϕA was evaluated by adding the DAF-2/DA imme-
diately after viral adsorption, allowing progression of the 
acute infection for the indicated time in the presence of this 
reagent. Cell detachment and flow cytometry analysis were 
done as described above. The mean fluorescence intensity of 
DAF-2/DA+ cells was determined, and the values for each 
culture were expressed as the fold increase with respect to 
the macrophage control (MϕN).

Quantitation of nitrites

In experimental assays where cells were treated with enzyme 
inhibitors, levels of NO were evaluated indirectly in superna-
tants, using the Griess reaction, which allows quantitation of 
nitrites in biological samples, according to the instructions 
of the Griess Reagent System (Promega Corporation, Madi-
son, WI, USA). The Griess reaction product was analyzed on 
a microplate spectrophotometer (Benchmark Plus, Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) at a wavelength of 535 nm. Determina-
tions were performed in triplicate, and the concentration of 
nitrites in each sample was calculated from a sodium nitrite 
standard curve.

Western blot analysis

NOS II protein expression was evaluated by immunoblotting 
using total protein extracts from MϕN, MϕP, and MϕA. 
Protein extraction was carried out as described previously 
[23]. Forty micrograms of total protein was separated by 
electrophoresis on a Bis-Tris acrylamide gradient gel (4% 
to 12%) and transferred to a polyvinylidene difluoride mem-
brane (Immobilon-P Millipore Corporation, Temecula, CA, 
USA). NOS II and Arg-1 were detected using the appropri-
ate antibodies at a dilution of 1:750 and 1:1000, respec-
tively (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), with overnight 
incubation at 4 °C. Goat anti-rabbit peroxidase-conjugated 
antibody and goat anti-mouse peroxidase-conjugated anti-
body (Jackson ImmunoResearch; West Grove, PA, USA) 
were used at a 1:25,000 dilution as the secondary antibody. 
Membranes were stripped and incubated with anti-β-tubulin 
antibody (Santa Cruz Biotechnology CA, USA) at a dilu-
tion of 1:2,500 as a loading control. Relative expression was 
measured by chemiluminescence, using a SuperSignal West 
Pico Chemiluminescent Kit (Thermo Scientific, Hanover 
Park, IL, USA). Densitometry analysis was performed to 
determine the relative amounts of the NOS II and arginase 
1 proteins as a ratio of the signal intensity relative to the 
signal intensity of the loading control. Western blot films 
were scanned with ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA), and the bands were analyzed using QuantityOne soft-
ware (BioRad, Hercules, CA, USA).

Real‑time quantitative polymerase chain reaction

Total RNA was extracted from MϕN, MϕP, and MϕA for 
the indicated times using a Hybrid-R MiniPrep Kit (Gene-
All, Seoul, Korea) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Then, cDNA was synthesized from 2 µg of total RNA 
using Superscript II and oligo(dT) 12-18 (Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA). Real-time quantitative polymerase chain 
reaction (RT-qPCR) was performed with primers and probes 
(Assay on Demand 20× mix) for murine NOS II, Arg-1, 
and GAPDH (as an endogenous control), using the TaqMan 
assay reagent Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, 
CA, USA). Cycling parameters were established according 
to the manufacturer’s protocol in a StepOne Plus Real-Time 
PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 
The baseline and threshold were set using the auto-base-
line and threshold feature, respectively, in StepOne Soft-
ware v2.2.2 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 
Triplicates of cycle thresholds (Ct) were analyzed by the 
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comparative Ct (ΔCt) method. Thus, the relative expres-
sion of each gene was determined by normalization to the 
amount of mRNA of cellular GAPDH as an endogenous 
reference gene.

NOS II inhibition activity

MϕP and MϕA were cultured in 6-well plates (1.5 × 106) for 
24 and 36 h in the presence of the NOS-II-specific inhibitor 
1400W (Sigma, St. Louis, MO, USA) at a concentration of 
10 µM, and a reinfection of MϕP was included as control 
by adding wtRSV in supplemented RPMI. After incubation, 
the supernatants were collected for quantitation of nitrites.

Arginase activity assay

Macrophages were seeded in 12-well plates (1 × 106 cells 
per well) and incubated overnight to allow adherence, after 
which the medium was replaced with fresh supplemented 
RPMI, and the cultures were allowed to grow for 12, 24, 
48, and 72 h. Total protein was then extracted in lysis solu-
tion (0.1% Triton X-100 in ddH2O), and one volume of 
25 mM Tris-HCl, pH 7.5, was added, followed by 80 µl 
of 10 mM MnCl2 for each ml of sample. The sample was 
stored at -70 °C until it was used for determination of activ-
ity. A 50-µl portion of the sample was incubated at 56 °C for 
10 min, 50 µl of 0.5 M L-arginine (pH 9.7) was immediately 
added, and the sample was incubated at 37 °C for 60 min. 
The reaction was then stopped by addition of 400 µl of an 
acid mixture (H3PO4 and H2SO4), and 20 µl of α-ISPP (6% 
alpha-isonitrosopropiophenone) was added to each sample. 
The absorbance was read on a microplate spectrophotom-
eter (Benchmark Plus, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) at a 
wavelength of 540 nm. Determinations were performed in 
triplicate, and arginase activity was calculated according to 
a standard curve made with urea and was expressed as U/
ml of product.

Inhibition of arginase activity

Macrophages were grown overnight in 12-well plates 
(1 × 106 cells per well) and then treated with the arginase 
inhibitor nor-NOHA (Santa Cruz Biotechnology CA, USA) 
at a concentration of 100 µM for 12, 24, 48, and 72 h, in sup-
plemented RPMI. Supernatants were collected, and nitrite 
production was determined by the Griess reaction, while 
total protein was obtained from monolayers to determine 
the arginase activity by the method described above. The 
effect of arginase inhibition on virus genome replication was 
evaluated by RT-qPCR with total RNA obtained from MϕP 
cultures treated with nor-NOHA for 24, 48 and 72 h.

L‑arginine determination

The analysis of L-arginine was performed in supernatants 
of cultures of MϕN, MϕA and MϕP by liquid chromatog-
raphy-electrospray ionization tandem mass spectrometry 
(LC-ESI-MS/MS), using a Quattro micro API tandem mass 
spectrometer with a commercial kit (NeoBase Non-derivat-
ized MSMS Kit; PerkinElmer, Waltham, MA, USA), accord-
ing to the previously described method [24]. Quantification 
of metabolites was achieved by using appropriate internal 
standards as references. Statistical analysis was performed 
using MetaboAnalyst.22. Partial least squares discriminant 
analysis (PLSDA) and variable importance in projection 
(VIP) scores was used.

Relative quantitation of the RSV genome

Quantitation of the RSV genome was performed with sam-
ples collected as described previously by RT-qPCR with 
the primer and probe mix from the Genesig Standard Kit 
for Respiratory Syncytial Virus type A (Primer Design Ltd, 
Chandler’s Ford, UK). Triplicates of cycle thresholds (Ct) 
were analyzed by the comparative Ct (ΔΔCt) method. Thus, 
relative expression of RSV was determined by normalization 
to the amount of mRNA of cellular GAPDH as an endog-
enous reference gene. The reactions were performed in a 
StepOne Plus real-time PCR system (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA). The baseline and threshold were set 
using the auto-baseline and threshold feature, respectively, 
from the StepOne Software v2.2.2 (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA).

Statistics

An unpaired Student’s t-test was applied to evaluate differ-
ences between samples, and differences with p-values less 
than 0.05 were considered statistically significant. Statistical 
analysis was performed using GraphPad Prism 6.0 software 
(GraphPad, San Diego, CA, USA).

Results

Kinetics of infection and viability

Acute and persistent RSV infections were evaluated in 
kinetic assays using direct immunofluorescence analyzed 
by flow cytometry to determine percentage of cells express-
ing viral proteins (Fig. 1a). MϕN, used as uninfected con-
trol cells, showed no RSV protein expression, whereas, as 
expected, MϕP cultures displayed a constant percentage of 
infected cells (95% to 97%) over time. In MϕA cultures, we 
observed a progressive increase in the percentage of infected 
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Fig. 1   Kinetics of acute and 
persistent RSV infection. a) 
The percentage of acutely 
(MϕA) and persistently (MϕP) 
RSV-infected macrophages 
was determined by direct 
immunofluorescence analyzed 
by flow cytometry. Uninfected 
macrophages (MϕN) were 
included as control cells. The 
data are representative of three 
independent experiments. b) 
Viability of cell cultures was 
determined by the 7-amino-
actinomycin D exclusion 
method, using flow cytometry. 
Significant differences with 
respect to MϕN are indicated 
by (*) p < 0.05. c) RSV genome 
expression was determined in 
MϕA and MϕP at the indicated 
time points by RT-qPCR by the 
ΔΔCt method, using GAPDH 
as an endogenous control. 
The data represent the average 
of three independent experi-
ments. Significant differences 
between infected cultures at the 
corresponding time points are 
indicated by (*) p < 0.05
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cells, from 22.6% at 24 h postinfection (hpi) to 56.2% at 
72 hpi, associated with significant cell damage at 72 hpi 
(43 ± 7.2% cell death), as evaluated by 7-AAD exclusion 
assay. Cell viability was preserved in MϕP throughout 
the experiment, with less than 23% cell death after 72 h 
(Fig. 1b). Thus, acute infection produced a significant cyto-
pathic effect, in contrast with persistent infection (Supple-
mentary Fig. S1). The dynamics of RSV genome replica-
tion were evaluated in both types of infected cultures by 
RT-qPCR by measuring relative expression with respect to 
genome levels at 4 hpi (calibrator). MϕA cultures showed a 
progressive increase in RSV genome levels during the first 
24 hpi, up to 178-fold, followed by a 50% decrease (Fig. 1c) 
at 48 hpi. In contrast, after 4 h of growth, MϕP continued to 
display very high levels of viral genomic RNA when com-
pared to acutely infected cells at the same time points, and 
a slight but constant increase was observed over time, from 
a 374-fold increase at the beginning of the assay to a 4273-
fold increase at 72 h (Fig. 1c). A loss of cell viability and/
or an antiviral response during acute RSV infection could 
be responsible of the drop in viral genome levels observed 
after 24 hpi.

Nitric oxide production in persistently RSV‑infected 
macrophages is lower than in acute RSV‑infected 
macrophages

NO production was evaluated in MϕN, MϕP, and MϕA, by 
using DAF-2/DA, a membrane-permeable compound that 
reacts with NO, forming an intracellular fluorescent product 
[25] that can be detected by flow cytometry to determine the 
percentage of NO-positive cells and the mean fluorescence 
intensity, which is directly associated to the NO level. As 
expected, during acute and persistent RSV infection, NO 
levels were significantly higher than those observed in MϕN, 
although they were similar during the first 24 h in both types 
of infected cultures (Fig. 2a). Subsequently, MϕA showed 
a significant 2 to 3-fold increase with respect to MϕP, with 
a tendency to rise progressively, whereas NO synthesis in 
MϕP decreased to levels close to those in MϕN, indicat-
ing a difference in the regulation of NO production dur-
ing acute and persistent RSV infection. Because NO is a 
product of the enzymatic activity of NOS II, which uses 
L-arginine as a substrate, we investigated whether NOS II 
expression was altered, as a possible mechanism associated 
with the low NO synthesis in MϕP. First, we measured gene 
expression by RT-qPCR and observed in kinetic assays that 
NOS II mRNA was expressed at significantly higher levels 
in MϕA than in MϕP (up to 27-fold higher) during the first 
24 h of culture (Fig. 2b), with maximal gene expression at 
24 h and 8 h, respectively. Nevertheless, a drastic decrease 
in NOS II gene expression was detected at 48 h in both types 
of infected cells, reaching levels similar to those in MϕN. 

Next, expression of NOS II at the protein level was exam-
ined by Western blot (Fig. 2c), and the results showed basal 
expression in control MϕN cultures, which was normally 
lower than that observed in MϕA and MϕP. The kinetics of 
enzyme expression, analyzed using densitometry, showed 
the highest level of NOS II in MϕA at 24 hpi, followed by 
a slight reduction at 48 hpi and a very low level at 72 hpi, 
in agreement with its corresponding mRNA expression pat-
tern. Similar behavior was observed in MϕP, except that the 
major decrease in protein expression occurred after 48 h of 
culturing, corresponding to the earlier decrease in mRNA 
levels with respect to that in MϕA.

NOS II enzyme expressed in persistently 
RSV‑infected macrophages preserves its capacity 
to synthesize NO

As the low levels of NO produced by MϕP could not be 
explained by a lack of expression of the NOS II enzyme, we 
then asked if the low level of NO synthesis during RSV per-
sistence could be due to a loss of enzymatic activity. To 
address this question, we indirectly evaluated NOS II activ-
ity by treating MϕP with the commercial NOS II inhibitor 
1400 W to determine whether the low level of NO produc-
tion could be diminished even more, and this was compared 
to the effect of 1400 W on MϕA (Fig. 3). Additionally, MϕP 
cells were reinfected with wtRSV at an MOI of 2 to deter-
mine whether NO production could be increased even more. 
In this case, NO production was measured indirectly by the 
Griess reaction to quantify nitrites in conditioned medium 
in order to avoid treatment of cell cultures with more than 
one chemical compound. The results indicated that 1400 W 
reduced the level of nitrites in MϕP from 26 ± 12.6 μM 
to 3.2 ± 0.6  μM at 24  h, and from 38.7 ± 15.5  μM to 
5.9 ± 0.7 μM at 36 h of treatment, whereas, in MϕA, nitrites 
were reduced from 49.8 ± 3.3 μM to 5.1 ± 2.6 μM at 24 h, 
and from 69.5 ± 5.6 μM to 10.1 ± 2.1 μM at 36 h, suggesting 
that the ability of NOS II to produce NO was preserved in 
both types of infected cultures. In the reinfected MϕP cul-
tures, an increase in NO production was observed, although 
it was not statistically significant with respect to mock-
infected MϕP, suggesting that NOS II had maintained its 
capability to synthesize NO in response to a new RSV chal-
lenge (Fig. 3).

Persistently RSV‑infected macrophages display 
constitutive high‑level expression of the arginase 
1 mRNA that correlates with higher protein levels 
and enzymatic activity

Considering that the enzymatic activity of NOS II was pre-
served in MϕP, we hypothesized that the low level of NO 
synthesis could be a consequence of low NOS II substrate 
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Fig. 2   Nitric oxide production and nitric oxide synthase II expres-
sion. a) Intracellular levels of NO were measured using diaminofluo-
rescein-2/diacetate, which reacts with intracellular NO, forming a flu-
orescent product that can be detected by flow cytometry. Geometric 
mean fluorescence intensities at the indicated times were measured, 
and the fold increase relative to the control (MϕN) was graphed. b) 
Kinetics of nitric oxide synthase II (NOS II) mRNA was evaluated 

in MϕA and MϕP relative to MϕN by RT-qPCR, using the ΔΔCt 
method. c) Kinetics of NOS II protein expression was evaluated 
in MϕN, MϕA and MϕP by Western blot; β-tubulin was used as a 
loading control. The data represent the average of three independent 
experiments. Significant differences with respect to the control are 
indicated by (*) p < 0.05
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availability due to overexpression and activity of the argin-
ase enzyme [17]. The kinetics of Arg-1 mRNA expression 
in MϕA with respect to control MϕN exhibited constant 
downregulation (Fig. 4a), whereas in MϕP, this gene was 
expressed at very high levels, showing a 9800-fold increase 
at 24 h and a 3500-fold increase at 72 h with respect to MϕN, 
indicating that the Arg-1 gene is constitutively expressed 
during RSV persistence. We then evaluated expression of the 
Arg-1 protein by Western blot, and it was clearly detected 
only in MϕP, beginning at 12 h of culture, as two isoforms, 
one of 35 kDa and one of 38 kDa (Fig. 4b). In addition, 
arginase enzymatic activity was found to be evaluated in 
an in vitro assay and, as expected, significantly higher in 
MϕP than in MϕA. This increase was maintained from 12 
to 72 h in MϕP (Fig. 4c), suggesting that this enzyme could 
be processing L-arginine during persistent RSV infection, 
reducing its availability to be used by the NOS II enzyme 
to synthesize NO.

Inhibition of arginase increases production 
of nitrites and reduces persistent RSV genome 
replication

To evaluate our hypothesis, we inhibited the activity of 
the arginase enzyme in MϕP using the selective inhibitor 
nor-NOHA at a concentration of 100 μM for 12, 24, 48, 
and 72 h and then measured nitrite levels. Arginase activ-
ity showed a significant decrease that was maintained over 
time even though the inhibitor was added at the begin-
ning of the assay (Table 1). Under these conditions, we 
observed up to a fifty-percent increase in nitrite levels at 

72 h of treatment (Fig. 5a), suggesting that inhibition of 
Arg-1 increases the amount of L-arginine available for 
use by NOS II as a substrate. We therefore measured the 
concentration of this amino acid in conditioned medium 
from MϕP treated with nor-NOHA and from untreated 
MϕP. The supplemented culture medium had an initial 
concentration of 267.0 ± 17.0 μg/ml of L-arginine per ml. 
After 12 h of enzyme inhibition, the L-arginine concentra-
tion decreased to 199.4 ± 28.2 μg/ml (a 1.3-fold decrease) 
and after 24 h, it decreased to 105.2 ± 30.4 μg/ml. After-
wards, a gradual and slow uptake over time was observed 
(Fig. 5b). In contrast, untreated MϕP showed an abrupt 
56-fold reduction of L-arginine levels between 12 and 
24 h of culture, suggesting that active Arg-1 is expressed 

Fig. 3   Inhibition of nitric oxide synthase II. a) Nitric oxide synthase 
(NOS II) activity was inhibited by treatment of MϕA and MϕP with 
the chemical reagent 1400 W at a concentration of 10 µM for 24 or 
36 h. The nitrite concentration was determined using the Griess reac-
tion. Untreated cultures were used as a control. The effect of viral 
reinfection on nitric oxide production was also determined in MϕP 
at 24 and 36 hpi. The data represent the average of three independ-
ent experiments. Significant differences between 1400 W-treated cells 
and untreated control cells are indicated by (*) p < 0.05

Fig. 4   Arginase 1 expression and enzymatic activity. a) Kinetics of 
arginase 1 (Arg-1) mRNA in MϕA and MϕP measured by RT-qPCR 
using ΔΔCt analysis, relative to MϕN, which was set to 1. b) Kinetics 
of Arg-1 at the protein level, evaluated in MϕA and MϕP by west-
ern blot; β-tubulin was used as a loading control. c) Arginase activ-
ity in whole-cell lysates of MϕA and MϕP cultured for 12, 24, 48 
and 72 h. The amount of colored product generated in this assay was 
determined at 60 min. Arginase activity is represented as U/ml. The 
data represent the average of three independent experiments. Signifi-
cant differences with respect to control are indicated by (*) p < 0.05
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constitutively in MϕP, reducing L-arginine availability as 
a substrate for NOS II to produce NO (Fig 5a). 

Finally, to determine whether viral genome replication in 
MϕP was affected by the increased levels of nitrites caused 
by inhibition of arginase, RT-qPCR was used to measure 
the levels of RSV genomic RNA at 24, 48 and 72 h of nor-
NOHA treatment. Under these conditions, we detected a 
20% and 40% reduction in viral genomic RNA levels at 48 h 
and 72 h, respectively (Fig. 5b), suggesting that a partial 
recovery of NO production contributed to inhibit the replica-
tion of the RSV genome in persistently infected cells.

Discussion

NO is involved in a broad spectrum of physiological and 
antimicrobial activities, and its synthesis is tightly regulated 
at multiple levels to avoid immunopathogenesis [26]. During 
infection by DNA and RNA viruses, NO is an effector that 
participates in viral clearance, although some viruses have 
evolved mechanisms to evade its effects and avoid elimina-
tion [27]. In the current work, we observed that NO was 
differentially produced during acute and persistent RSV 
infection, with diminished synthesis in MϕP that was not 
associated with the lack of NOS II enzymatic activity but 
instead to constitutive expression of the Arg-1 enzyme in 
its active form.

Acute RSV infection is a stimulus that induces NO 
synthesis in macrophages at increasing levels over time, 
although a significant increase in NO was only observed 
after the highest level of RSV genome replication was 
reached, after which viral replication decreased by half, 
suggesting that NO participated in the control of virus rep-
lication. Intriguingly, during RSV persistence, a progressive 
increase in RSV genomic RNA levels did not stimulate NO 
overproduction, and in fact, a significant decrease in NO 
levels was observed after 48 h, and the levels were close 
to those detected in uninfected cells, indicating that high-
level production of NO was prevented in MϕP, possibly as 
a mechanism to maintain virus persistence.

We observed that acute and persistent RSV infections pro-
gressed with different patterns of NOS II mRNA expression, 
as well as of NO production. When NO levels significantly 
increased in MϕA, a drastic reduction of NOS II mRNA 

Table 1   Arginase activity. MϕP cells were incubated in the presence 
or absence of the arginase inhibitor nor-NOHA (100 µM) for 12, 24, 
48 or 72 h. The mean values from three independent experiments are 
shown as U/ml

Time MϕP (U/ml) MϕP+nor-
NOHA (U/
ml)

12 h 119.6 ± 12.7 49.8 ± 4.6
24 h 117.3 ± 9.7 60.3 ± 4.4
48 h 112.5 ± 9.7 50.1 ± 2.6
72 h 52.8 ± 6.0 25.4 ± 2.9

Fig. 5   Effect of arginase inhibition on nitrite synthesis and expression 
of the RSV genome. a) MϕP cells were cultured in the presence or 
absence of the arginase-specific inhibitor nor-NOHA at 100 µM for 
12, 24, 48 or 72 h, and nitrites in the supernatants were then quanti-
fied by the Griess reaction. b) The L-arginine concentration in con-
ditioned medium from MϕP treated with nor-NOHA or untreated 
MϕP was determined by liquid chromatography-electrospray ioniza-
tion tandem mass spectrometry at the indicated times. c) Expression 
of the RSV genome was determined in MϕP treated with nor-NOHA 
or untreated MϕP using RT-qPCR by the ΔΔCt method, using 
GAPDH as an endogenous control. The data represent the average of 
three independent experiments. Significant differences between nor-
NOHA-treated and untreated cells are indicated by (*) p < 0.05 in 
each case
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occurred concurrently and, as expected, protein disappear-
ance continued up to 72 h, possibly because the half-life of 
the protein is longer than that of its corresponding mRNA, 
suggesting that NO synthesis was possibly regulated during 
acute infection by a negative feedback loop that is depend-
ent on the NO level [28]. In contrast, NO levels remained 
low in MϕP even though active viral genome replication 
continued and NOS II enzyme expression was maintained at 
levels similar to those in MϕA. Thus, Arg-1 overexpression 
in MϕP might be the principal mechanism associated with 
NO downregulation, since a lack of enzymatic activity was 
ruled out when RSV reinfection was observed to result in 
NO synthesis. It has been reported that arginase can inhibit 
NO synthesis by competing with NOS enzymes for the 
substrate L-arginine. Although the affinity of L-arginine is 
higher for NOS than for arginase, that activity of arginase is 
1000-fold higher than that of NOS II, indicating enzymatic 
activity is the main biochemical factor associated with this 
competition [29]. Thus, constitutive expression of an active 
Arg-1 may be associated with the maintenance of persistent 
RSV infection, since its pharmacological inhibition resulted 
in a significant increase in nitrite levels along with a 40% 
reduction in viral genome copy number.

Arginase expression may be induced to control inflam-
mation in response to high levels of NO or its prolonged 
production, as well as after signaling with anti-inflammatory 
cytokines such as IL-4, IL-10, and TGF-β [18]. However, 
we previously determined that these three cytokines were 
not expressed in our MϕP cultures [21]. Arginase is also 
induced by intracellular pathogen infection (e.g., Myco-
bacterium tuberculosis) of primary mouse macrophages to 
suppress NO production in a signaling pathway dependent 
on Toll-like receptors (TLRs) and MyD88 for activation 
of the transcription factor C/EBPB, which binds the Arg-1 
enhancer [30]. Therefore, we hypothesize that the high level 
of expression of arginase in MϕP might have been induced 
by TLRs-mediated persistent stimuli together with the viral 
genome, resulting in synthesis of harmless levels of NO.

Although few studies have evaluated the function of argi-
nase during chronic virus infection, induction of Arg-1 in 
musculoskeletal inflammatory lesions and infiltrating mac-
rophages of Chikungunya and Ross River virus-infected 
mice has been reported to be associated with reduced virus 
clearance and disease resolution. It has also been shown 
that genetic deletion of Arg-1 in myeloid cells results in 
enhanced viral control in inflamed muscle tissue [31]. On the 
other hand, studies have demonstrated that impairment of T 
cell responses is the major cause of failure to clear hepatitis 
C virus (HCV) in infected individuals [32, 33]. In this sense, 
myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) from patients 
with chronic HCV infection have been reported to suppress 
T cell function via an Arg1-dependent mechanism [34]. Dur-
ing viral infection, Arg-1 is released from MDSCs [35, 36] 

and is considered a major determinant of the suppression of 
CD8+ T cell function through L-arginine depletion, which 
results in downregulation of CD3 ζ and inhibition of T cell 
function [37]. Cai et al. showed that T cell proliferation and 
IFN-γ production, suppressed by the presence of MDSCs in 
MDSC-T cell co-cultures, was almost completely restored 
after administration of the arginase inhibitor NOHA or 
L-arginine supplement [34], suggesting an important role for 
Arg-1 expression in the chronic persistence of these viruses.

Therefore, we propose that maintenance of the viral 
genome is favored by overexpression of Arg-1 during RSV 
persistence. More studies are required to evaluate and elu-
cidate the mechanisms associated with overexpression of 
Arg-1 and their role in this and other models of chronic 
infection.
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