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Resumen

La persistencia viral es la capacidad de algunos virus para establecer infecciones por
tiempo prolongado en su hospedero. Entre los mecanismos que permiten la persistencia
de un virus se encuentran: la seleccion de células con tiempo de vida media prolongado,
la modulacion de la infectividad y de la expresion de genes virales, la inhibicion de la
apoptosis y la evasion del sistema inmunitario.

El virus sincicial respiratorio (RSV) es capaz de mantener infecciones de tipo persistentes
(crénicas) en individuos inmunosuprimidos. Aunque la persistencia en personas
inmunocompetentes no ha sido demostrada, existen indicios que sugieren la posibilidad
del establecimiento de infecciones de este tipo. Por ejemplo, el RSV se ha logrado aislar
a partir de muestras respiratorias de nifios asintomaticos. Ademas, se han amplificado
secuencias genomicas del RSV a partir de células del estroma de médula 6sea, que se
considera una region inmunolégicamente privilegiada. Esto sugiere la existencia de
infecciones de bajo grado en este tipo de tejido.

El asma es un conjunto de enfermedades cronicas que afectan las vias respiratorias y
se caracteriza por varios signos, que incluyen la inflamacién crénica del tracto
respiratorio, produccion excesiva de moco e hiperreactividad bronquial. Las infecciones
virales en los primeros meses de vida se han asociado con el desarrollo de asma hasta
en 40% de los infantes. Un sintoma relacionado con las infecciones virales y el posible
desarrollo de asma es la sibilancia bronquial; aunque una gran proporcion de nifios
pequefios la experimentan en algin momento, no siempre es indicativo de dicho
padecimiento. Los virus respiratorios mas comunmente relacionados con el desarrollo de
sibilancias y el posterior desarrollo de asma son el Rinovirus y el RSV.

La relacion entre la infeccion temprana por el RSV y el desarrollo del asma es un hecho
reconocido en el area clinica, aunque los mecanismos siguen en estudio. Se cree que el
RSV puede establecer una infeccion persistente en las vias respiratorias, lo que
contribuye a la inflamacién crénica a través de la expresion constante de antigenos
virales.

El control de variables en los modelos experimentales hace posible distinguir a las

infecciones virales agudas de las infecciones persistentes. No obstante, en infecciones
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adquiridas en la comunidad es complicado determinar si un virus aislado a partir de un
individuo fue adquirido de manera reciente o si se trata de un virus que ha infectado de
manera cronica a su hospedero. Una estrategia para abordar este problema contempla
la secuenciacion del genoma viral en muestras consecutivas del mismo individuo (en
estudios longitudinales) y asi determinar si hay identidad entre las muestras tempranas
y tardias; de ser asi, se sugeriria la persistencia, descartando reinfecciones.

Dado que los estudios longitudinales son dificiles de llevar a cabo por la necesidad de la
toma seriada de muestras, el contar con una lista de mutaciones acumuladas en un
genoma viral que ha infectado por tiempo prolongado a su hospedero seria una
herramienta valiosa para su uso como marcador genético asociado a la infeccién
persistente y de esta manera estudiar la relacion de este tipo de infecciones con
padecimientos respiratorios crénicos.

En nuestro grupo de investigacion se ha estudiado la persistencia del RSV en una linea
celular de macréfagos que se ha conservado por mas de 150 pases. A través de
secuenciacion masiva se identificaron 74 mutaciones en el genoma del virus persistente
relacionadas con alteraciones en el ensamble de los viriones y defectos en la fusion de
membranas, lo que se asocia con una capacidad infecciosa del virus baja.

El objetivo de este proyecto se centrd en el desarrollo de un protocolo para secuenciar
el genoma del RSV que circula en la comunidad y evaluar la utilidad de las 74 mutaciones
encontradas en el RSV persistente como marcadores genéticos de la persistencia del
virus en humanos. Ademas, se cuantificaron las citocinas en las muestras para investigar
si habia alguna relacion entre la presencia de las mutaciones y la expresion de estas
moléculas.

En este estudio, se utilizaron un total de 36 hisopados nasales de pacientes con infeccion
por RSV proporcionados por el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER).
La cuantificacion del genoma del virus se realizé mediante PCR en tiempo real y se
seleccionaron aquellas muestras con un valor de Ct menor a 25 para posterior
amplificacion del genoma mediante PCR en punto final.

La amplificaciéon se llevé a cabo con 15 pares de oligonucleétidos disefiados a partir de
cinco secuencias de referencia entre las que se encontraba la secuencia de RSV



persistente. Posteriormente a la amplificacion, se realiz6 la secuenciacién por medio del
sistema MinlON Nanopore de Oxford Nanopore Technologies.

Para el andlisis bioinformatico, se realizdé un alineamiento de la secuencia consenso
obtenida con la secuencia del virus persistente y la secuencia de referencia (RSV cepa
Long ATCC VR- 26). De manera adicional, se realizé la cuantificaciéon de las citocinas
IL2, IL4, IL5, IL6, IL8, IL10, IL12, IL13, IP10, TNFa, IFNB e IFNy.

Se logré amplificar y secuenciar el genoma del RSV en una Unica muestra (E199), la cual
presentaba 11 mutaciones comunes con el genoma del RSV persistente, ubicadas en
los genes M, SH, F y G. Sin embargo, mediante revision bibliografica no se encontr6 que
dichas mutaciones estén asociadas con la persistencia del virus, por lo menos
modulando su infectividad, aunque se requieren mas estudios para descartar esta
posibilidad.

Ademas, la infeccion por RSV se asocid6 con la sobreexpresion de citocinas
proinflamatorias, y en el caso especifico de la muestra E199, se encontré una
sobreexpresion de IL8, que es caracteristica de las infecciones agudas.

A pesar de las dificultades metodolégicas que se presentaron durante el desarrollo de
este proyecto, se logré establecer un protocolo para cuantificar, amplificar y secuenciar
genomas de RSV subtipo A que circulan en comunidad y que persisten en lineas

celulares.



l. Introduccion

1.1 Virus Sincicial Respiratorio

1.1.1 Biologia

El virus sincicial respiratorio (RSV) es un virus envuelto, pleomorfico, perteneciente a la familia
Pneumoviridae (Bergeron & Tripp, 2021; Ha et al., 2015). Su genoma est4 compuesto por una
cadena sencilla de RNA negativa con un tamafio aproximado de 15.2 Kb (Ha et al., 2015) con
10 genes que corresponden a 11 secuencias codificantes para: proteinas no estructurales (NS1,
NS2), Proteina Nucleocépside (N), Proteina Matriz (M), Fosfoproteina (P), Glicoproteina de
Unién (G), Glicoproteina de Fusién (F), Proteina Hidrofobica Pequefia (SH), Proteinas
Reguladoras de Transcripcion (M2-1, M2-2) y Polimerasa (L) (Zhu et al., 2017). La regién 3'
terminal del genoma del virus sincitial respiratorio (RSV) es conocida como region "Leader" y
tiene una longitud de 44 nucledétidos. Por otro lado, la region 5' terminal se conoce como regién

"Trailer" y abarca 155 nucleétidos (Cao et al., 2021) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura gendmica de RSV. Se muestra la distribucion de sus genes, asi como las
regiones "Leader" y "Trailer". Adicionalmente se indican entre paréntesis los nucleétidos que

componen cada region genémica



Las proteinas NS1 y NS2, son proteinas no estructurales que no son esenciales para la
replicacion viral, pero aumentan la produccion de viriones. Su principal funcién es la de
antagonizar la respuesta antiviral mediada por el Interferon de tipo | (IFNI) (Schmidt & Varga,
2017).

La estructura del virion del RSV se compone de una nucleocapside rodeada por una bicapa
lipidica (envoltura) derivada de la membrana celular del hospedero (Figura 2). Las proteinas F,
G y SH son proteinas transmembranales mientras que M se extiende a lo largo de la cara interna
de la envoltura. Por su parte, N conforma la estructura de la nucleocapside al asociarse con el
genoma viral, protegiéndolo de las RNasas (Schmidt & Varga, 2017). La glicoproteina G se
encuentra involucrada en el proceso de union del virus con la célula hospedera. Existen dos
formas de esta proteina: una transmembranal y una secretada. Esta Ultima es importante en el

secuestro de anticuerpos neutralizantes (Schmidt & Varga, 2017).

Proteina de fusién

sl F

Polimerasa (L)

Proteina hidrofébica
— pequena (SH)

Fosfoproteina (P)

Glicoproteina de M2-1
union (G) /

Bicapa lipidica

Figura 2. Estructura de RSV. La envoltura viral se compone de una bicapa lipidica en conjunto
con las proteinas F, G y SH. En la cara interna se extiende la proteina M rodeando al nucleo
viral. El nacleo contiene el genoma viral en conjunto con la proteina estructural N y las
proteinas necesarias para la replicacion (L, P y M2-1). Imagen adaptada y modificada de Jung
et al., 2020



La funcién de la proteina F es la de fusionar la membrana celular y la membrana viral
permitiendo el ingreso de la nucleocapside viral a la célula. En fases avanzadas de la infeccion,
la proteina F es expresada en la membrana plasmética, promoviendo la formacion de sincicios
gue es un efecto citopatico que puede llevar a necrosis (Schmidt & Varga, 2017).

La proteina L tiene actividad de RNA polimerasa, realiza la replicacion del genoma sin
mecanismo de correccion de errores o “proofreading”, 1o que puede llevar a mutaciones que
generen un cambio en la virulencia (Griffiths et al., 2017; Schmidt & Varga, 2017). El proceso
de transcripcién requiere, ademas de la proteina L, a la proteina P que actia como cofactor,
mientras que M2-1 actia como un factor de la transcripcion que se une al RNA. Se ha
encontrado que la proteina M2-2 en apariencia regula negativamente la sintesis de RNA, ya que
en cepas recombinantes que carecen de M2-2 se observé una trascripcion aumentada y

prolongada en comparacién con RSV de tipo silvestre (Schmidt & Varga, 2017).

1.1.2 Epidemiologia

El RSV es una causa importante de morbilidad por infecciones del tracto respiratorio superior e
inferior, siendo los grupos mas vulnerables nifios menores de 5 afios, adultos mayores y
pacientes inmunocomprometidos (Bergeron & Tripp, 2021). Para la edad de 1 afio, entre el 60
a 70% de nifios se han infectado con RSV y de éstos, entre 2-3% desembocan en hospitalizacion
(Staadegaard et al., 2021).

El RSV es la causa lider de hospitalizacion en infantes por bronquiolitis, la cual puede ser letal
(Bergeron & Tripp, 2021). Se han registrado hasta 200 mil muertes anuales en nifios menores
a 5 afos y en pacientes con enfermedades crénicas, principalmente en paises en “vias de
desarrollo” (Bergeron & Tripp, 2021; Borchers et al., 2013).

A nivel econdmico, los costos de hospitalizacion de pacientes infectados por RSV son
significativos. De acuerdo con algunos estudios realizados a finales de la década de los 90 e
inicios de los aflos 2000, en Canada y Estados Unidos, se reportaron pérdidas de hasta 600
millones de délares anualmente (Griffiths et al., 2017).

La mayor incidencia de casos de RSV en regiones templadas ocurre entre mediados de
diciembre e inicios de febrero, mientras que en regiones tropicales no hay una temporalidad
establecida (Borchers et al., 2013). Durante la pandemia de COVID-19, los casos de infecciones
respiratorias causadas por virus incluyendo al RSV disminuyeron, probablemente debido al
distanciamiento social y a las medidas sanitarias. En Melbourne (Australia) se reportd entre 68

y 100 % de disminucién (Bergeron & Tripp, 2021).



1.1.3 Clasificacion

Existen dos subtipos de RSV (RSV- A y RSV- B) que a su vez se clasifican en diversos
genotipos; se caracterizan por las diferencias en la secuencia de la segunda region hipervariable
de la proteina G (Cui et al., 2013). En el caso de México, el RSV- A es el que se encuentra mas
frecuentemente en la poblacién menor de 5 afios. (Wong-Chew et al., 2017).

Los subtipos A y B de RSV se dividen en genotipos de acuerdo con la variabilidad del ultimo
tercio del gen G (Hause et al. 2017). Actualmente, se han identificado 14 genotipos para RSV-
A (GA1l- GA7, SAAL, NA1- NA4, CBA, ON1) mientras que para RSV- B se han identificado 24
(GB1- GB5, SAB1- SAB4, BAl- BA12, CB1, URU1- URU2) (Chen et al., 2022). Durante casi
una década, el genotipo GA2 fue el predominante para RSV- A, pero en la actualidad ha sido
reemplazado rapidamente por el genotipo ON1; una cepa descubierta en Ontario (Canada) en
la temporada de infeccion de 2010- 2011 (Pandya et al., 2019; Chen et al., 2021). Para RSV- B,
el genotipo BA ha sido el predominante desde 2005. Tanto ON1 como BA, presentan una
duplicacién en el segmento final del gen G de una longitud de 72 y 60 nucleétidos,
respectivamente (Chen et al., 2021). El analisis in vitro de cepas BA ha demostrado que la
duplicacién en el gen G impacta tanto en la uniébn como en la replicacion viral, teniendo ventaja
sobre los virus que carecen de la duplicacion (Pandya et al., 2019).

La diversidad genética de RSV se ha considerado como un factor de importancia para la
generacion de reinfecciones y que debe de considerarse para el desarrollo de vacunas (Chen
et al., 2021).

A pesar de que el gen G sea el que presenta mayor variabilidad en toda la secuencia de RSV,
existen otros genes cuyas variaciones pueden contribuir en la virulencia y los patrones de
circulacién del virus (Mufioz-Escalante, 2019).

Se han realizado estudios que comparan la severidad de la enfermedad causada por los
subtipos Ay B de RSV. Algunos afirman que RSV- A causa enfermedad mas severa que RSV-
B mientras que otros encontraron mayor severidad en enfermedad por RSV-B que por RSV- A.
Adicionalmente, algunos estudios no encontraron una diferencia significativa respecto a la
severidad de la enfermedad causada por alguno de los dos subtipos (Pangesti et al., 2018).

De igual manera, se ha intentado buscar diferencias en la severidad de la enfermedad causada
por distintos genotipos de RSV, sugiriendo que el genotipo mas virulento es el que presenta
mayor incidencia. Se han encontrado resultados variables que no llevan a una conclusion clara
(Pangesti et al., 2018).



1.1.4 Caracteristicas clinicas

La exposicion a gotas y aerosoles de secreciones respiratorias de personas infectadas, o el
contacto con superficies contaminadas con el RSV son mecanismos de transmision asociados
a la infeccidn del tracto respiratorio superior en individuos susceptibles; a partir de aqui, el virus
puede diseminarse hacia el tracto respiratorio inferior infectando principalmente a las células
epiteliales (Bergeron & Tripp, 2021).

Las infecciones del tracto respiratorio superior por RSV pueden ocurrir a cualquier edad, pero
no son un problema para los adultos sanos, sin embargo, se encuentran asociadas con el
desarrollo de enfermedades como otitis media por coinfeccién bacteriana en nifios, y la
exacerbacion de asma a cualquier edad (Grieves et al., 2010).

Las infecciones del tracto respiratorio inferior por RSV ocurren entre el 15 y el 50% de infantes
y nifos pequefos con infeccion primaria. La bronquiolitis es la complicacion mas comun por
infeccion de RSV del tracto respiratorio inferior en infantes, aunque la neumonia también
aparece con frecuencia (Borchers et al., 2013).

Las infecciones virales del tracto respiratorio inferior pueden llevar a secuelas crénicas, tales
como bronquitis crénica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y fibrosis pulmonar
idiopética (Griffiths et al., 2017).

El mayor factor de riesgo para el desarrollo de una infeccion grave por RSV es la edad del
individuo (< 5 afios), pero existen otros factores de importancia que influyen en esta enfermedad.
Entre estos se encuentran: el nacimiento prematuro, el inmunocompromiso inducido por
tratamiento farmacoldgico, enfermedades pulmonares, desérdenes inmunolégicos, defectos

cardiacos o pulmonares e incluso neoplasias (Griffiths et al., 2017).

1.1.5 Patogenia

Cuando el virus ingresa en el hospedero, su uniéon con la membrana de las células blanco esta
mediada en primer lugar por la proteina G y posteriormente por la proteina F que induce la fusion
de la membrana viral con la membrana celular. Se ha reportado a la nucleolina como el receptor
principal del virus, por su afinidad por la proteina F (Bergeron & Tripp, 2021; Griffiths et al., 2017;
Shang et al., 2021). Después de la fusion de membranas, la nucleocépside es liberada al
citoplasma en donde se desensambla para dar inicio al proceso de transcripcion del material
genético mediante la polimerasa L y la participacién de N y P como cofactores para dar lugar a
los mMRNA, que son traducidos por los ribosomas del hospedero. Asimismo, el RNA genémico

se replica a través de un intermediario de RNA de polaridad positiva llamado antigenoma. Una
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vez que se generan las proteinas virales, éstas se ensamblan con una copia del genoma para
dar lugar a nuevos viriones (Bergeron & Tripp, 2021).

Las células infectadas por el RSV expresan en su membrana a la proteina F, por lo tanto, al
entrar en contacto con células no infectadas que expresan a la nucleolina, la proteina F induce
la fusién de sus membranas plasmaticas. A las células fusionadas se les denomina sincicios o
células multinucleadas y afectan la integridad de las vias respiratorias (Bergeron & Tripp, 2021).
Adicionalmente, la proteina F puede inducir una retroalimentacion positiva reclutando mas
neutréfilos, aunque también es capaz de generar un proceso de muerte celular controlada
denominado NETosis, que consiste en la liberacion de cromatina modificada enlazada a
proteinas antimicrobianas (Bergeron & Tripp, 2021; Vorobjeva & Chernyak, 2020).

La inmunidad generada hacia el RSV por medio de una infeccion primaria puede prevenir
reinfecciones en el tracto respiratorio inferior, pero se ha observado que los anticuerpos
proporcionan una proteccién incompleta, resultando en reinfecciones multiples a lo largo de la
vida, incluso con la misma cepa del virus (Grieves et al., 2010).

En comparacion con otros virus respiratorios (como el virus de la influenza), el RSV produce
menor efecto citopatico. De hecho, la mayor parte del dafio celular es generado por el propio
sistema inmune y no por la replicaciéon viral (Griffiths et al., 2017). Las principales células
afectadas por el RSV son las epiteliales respiratorias que son capaces de interactuar con el virus
mediante receptores como los tipos toll (TLR) o el receptor similar al gen | inducible por acido
retinoico (RIG-I), que dan inicio a la respuesta inmune antiviral (Bueno et al., 2011).

La evidencia en estudios en animales muestra que la infeccién aguda por RSV se caracteriza
por la infiltracién de células de la respuesta inmune en los pulmones, lo que conduce a dafio
pulmonar e inflamacion debido a una respuesta principalmente de tipo Th2 constituida por la
sobreexpresion de IL4 e IL13. El control de la enfermedad y el aclaramiento viral, se ha asociado
a una respuesta de tipo Th1 con sobreexpresion de IFNy e IL2. En el caso de infantes de hasta
2 afos de edad con bronquiolitis aguda por infeccién de RSV, se han observado bajos niveles
de IFNy, una sobreexpresion de IL4 y un incremento de células T CD4+ y CD8+ (Rey-Jurado
and Kalergis, 2017).

La infeccion por RSV incrementa los niveles de TLR4 en células epiteliales y neutrdéfilos
promoviendo la expresion de citocinas proinflamatorias, principalmente IL8. De igual manera,
RSV bloquea la secrecion de Interferon-f3 y otras citocinas antivirales, esto por medio de la

sefalizacion de los receptores TLR7 y TLR9 (Bergeron & Tripp, 2021; Bueno et al., 2011).
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Un estudio demostro que el RSV en el epitelio bronquial induce la produccion de la proteina de
choque térmico HSP72, que se une al TLR4 de neutrdfilos e induce la expresion de IL8 y Factor
de Necrosis Tumoral a (TNFa) (Bueno et al., 2011).

Los receptores TLR2 y TLR6 expresados por las células epiteliales respiratorias se encuentran
involucrados en el control de la replicacion del RSV (Bueno et al., 2011). Son capaces de
detectar al virus y contribuir a la produccién de citocinas, tales como: TNFa, Interleucina 6 (IL6),
el Ligando 2 de Quimiocina con motivo C-C (CCL2) y RANTES; de igual manera, contribuyen a
la migracion de neutrdfilos y la activacion de células dendriticas. Por medio de todos estos
mecanismos logran disminuir la replicacién viral (Bueno et al., 2011).

Un aspecto controvertido durante la infeccion por RSV es la asociacion entre la carga viral y la
severidad de la enfermedad producida. Algunos estudios demuestran que existe correlacién
entre la cantidad de virus encontrado en las muestras respiratorias y la severidad de los
sintomas de los pacientes, (Griffiths et al., 2017; Borchers et al., 2013) pero otros estudios no
reportan una asociacion significativa (Borchers et al., 2013). Sin embargo, la severidad de la
infeccion se encuentra relacionada con el grado de inflamacion (Griffiths et al., 2017). Asimismo,
como se menciond previamente, el subtipo viral (A o B) se ha asociado con la severidad de la
enfermedad, aunque hay estudios que no encuentran relacion alguna. Es por esto que
recientemente se tiene la hipétesis de que el genotipo viral es un factor mas relevante en la
gravedad que el subtipo viral, aunque se requieren mas evidencias que la sustenten (Borchers
et al., 2013).

Otro factor considerado para explicar la enfermedad grave es la coinfeccién con otros virus. En
este sentido, se ha observado que una cantidad considerable de infantes hospitalizados o
atendidos en servicio de emergencias con bronquiolitis producida por RSV, se encontraban
coinfectados con dos 0 mas virus. En este caso, la coinfeccién se asocio con el desarrollo de

una enfermedad grave (Borchers et al., 2013).

1.1.6 Persistencia

Comunmente las infecciones virales son de tipo agudo llevando a dos desenlaces: la eliminacién
del virus por parte del sistema inmunitario o la muerte del hospedero, sin embargo, existen
algunos virus capaces de mantener infecciones por tiempo prolongado (infecciones
persistentes) mediante mecanismos celulares que permiten su subsistencia (Kane & Golovkina,
2010).
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Para que un virus sea capaz de establecer una infeccion persistente, requiere de ciertos
mecanismos, entre los mas comunes se puede englobar a la:

1. Seleccion de poblaciones celulares ideales para la conservacién del genoma viral

2. Modulacion de la expresion génica viral

3. Inhibicion de la apoptosis

4. Evasion de la eliminacion por parte del sistema inmune (Boldogh et al., 1996; Kane &

Golovkina, 2010)

La capacidad de persistencia de RSV se ha observado en adultos y nifios inmunosuprimidos
por tratamiento farmacologico, principalmente en pacientes con trasplante de células
hematopoyéticas. En estos casos, el RNA viral se ha detectado hasta por mas de 300 dias en
muestras respiratorias obtenidas de manera secuencial, y el analisis de la secuencia del gen G
ha mostrado conservacion del 100%, sugiriendo que el hallazgo del virus a lo largo del
padecimiento es por infeccion persistente y no por reinfeccion (Santiago-Olivares et al, 2023).
La persistencia del RSV también se ha demostrado en modelos de ratones y cobayos, aunque
no se ha determinado con claridad el tipo celular en el que se establece este tipo de infeccion.
Asimismo, mediante estudios in vitro se ha observado que RSV puede persistir en células
epiteliales, macréfagos y células dendriticas, observandose replicacion prolongada con una
duracién de hasta 25 dias después de la infeccion en macrofagos alveolares humanos aislados.
Esto indica que los macroéfagos podrian ser un reservorio importante de RSV in vivo (Rivera-
Toledo & Gémez, 2012). Adicionalmente, se ha observado que en personas adultas, el RSV
puede permanecer en los pulmones, ya sea en estado latente o crénico, evadiendo de esta
manera la respuesta inmune. (Estripeaut et al., 2008).
La persistencia de RSV no ha sido demostrada en individuos inmunocompetentes, pero existe
evidencia que indica dicha posibilidad, por ejemplo, se ha logrado aislar el virus en diversas
ocasiones en muestras nasofaringeas de nifios sin sintomas respiratorios; de igual manera, se
han amplificado secuencias gendmicas de RSV a partir de células del estroma de médula ésea
(Piedimonte & Pérez, 2014; Rivera-Toledo & Gomez, 2012). Esta ultima observacion hace
sentido bajo la hipétesis de que las células del estroma de médula ésea estan comprendidas en
una region inmunoldgicamente privilegiada donde el virus puede permanecer en una infeccion
de bajo grado (Piedimonte & Pérez, 2014).
Para el RSV no existe un reservorio animal conocido que garantice su subsistencia entre brotes

estacionales (Borchers et al.,, 2013). Sin embargo, es probable que el virus permanezca en
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circulacion a lo largo de todo el afio manteniéndose en individuos susceptibles, dando lugar a
nuevas variantes, aunque también ocurre la reemergencia de variantes previas (Grieves et al.,
2010).

Se ha propuesto que el RSV puede circular entre personas con inmunidad adquirida como
consecuencia de la infeccion y que los individuos infectados de manera persistente pueden
actuar como reservorios del virus entre brotes (Grieves et al., 2010).

La infeccién de macréfagos por RSV in vitro altera la expresion de citocinas proinflamatorias,
proteinas relacionadas a la captura de antigenos y proteinas relacionadas a la supervivencia
celular, lo cual sugiere que los macréfagos potencialmente pueden funcionar como reservorios
del virus (Rivera-Toledo & Gémez, 2012). De igual manera se ha observado que la infeccién por
RSV en epitelio de vias respiratorias distales genera un patron de expresion de neurotrofinas
(sobreexpresion de NGF y su receptor de alta afinidad TrKA) tal que confiere proteccién contra
apoptosis, lo cual podria llevar a la permanencia del virus de forma latente (Piedimonte, 2013).
La infeccion por RSV en infantes se asocia a la sobreexpresion de las citocinas: linfopoyetina
estromal timica (TSLP), IL4, IL6, IL10 e IL13. Estas citocinas pueden fallar en eliminar

completamente al RSV favoreciendo su persistencia (Rey-Jurado and Kalergis, 2017).

1.1.7 Asociacion con asma

El asma es un espectro de enfermedades que cursan con cronicidad afectando las vias aéreas.
Presenta multiples fenotipos entre los cuales se puede incluir la inflamacidn cronica en el tejido
respiratorio, produccion excesiva de moco e hiperreactividad bronquial. Es la enfermedad
respiratoria cronica mas frecuente entre la poblacion infantil y esté relacionada con episodios
recurrentes de sibilancias, disnea y tos (Mikhail & Grayson, 2019; Driscoll et al., 2020).

Las infecciones virales en los primeros meses de vida se han asociado con el desarrollo de
asma hasta en 40% de los infantes. Un sintoma relacionado con las infecciones virales y el
posible desarrollo de asma son las sibilancias, aunque una gran proporcion de nifios pequefios
las experimentan en algin momento, pero no siempre es indicativo de dicho padecimiento
(Mikhail & Grayson, 2019; Driscoll et al., 2020).

Los virus respiratorios que se encuentran comunmente relacionados al desarrollo de sibilancias
son el Rinovirus (RV) y el RSV, siendo también los que se encuentran més relacionados con el
desarrollo subsecuente de asma. Se ha observado que el RSV afecta el desarrollo del pulmoén

en infantes cuando la infeccién se adquiere durante los primeros meses de vida, lo cual puede
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llevar a alteraciones fisioldgicas y estructurales que se manifiestan a corto y largo plazo. Ademas
de la infeccion por RSV, especialmente la que ocurre en el tracto respiratorio inferior (ITRI) y
gue produce sibilancias antes del primer afio de vida, el tabaguismo por parte de los padres es
otro factor de riesgo para el desarrollo de asma no atopica en edad escolar (Mikhail & Grayson,
2019).

Se ha reportado que los casos de infeccion por RSV moderados y graves pueden llevar al
desarrollo de asma y sibilancias crénicas; esto es potencialmente mediado por la sensibilizacion
inmune al virus (Bergeron & Tripp, 2021).

La relacion entre la infeccion temprana por el RSV y el desarrollo del asma es un hecho
reconocido en el area clinica, aunque los mecanismos siguen en estudio (Liu et al., 2009). En
este sentido, se ha propuesto que el proceso inflamatorio exacerbado podria alterar la
sensibilidad del epitelio respiratorio mediante el incremento de las neurotrofinas NGF (nerve
growth factor) y BDNF (brain-derived neurotrophic factor) que participan en la activacion de
eosinofilos, en la contraccion del masculo respiratorio y la remodelacion del tejido (Liu et al.,
2009; Prakash and Martin, 2014). Asimismo, se ha reportado que el RSV podria establecer una
infeccion persistente en el tracto respiratorio contribuyendo con la inflamacion cronica a través
de la expresion constante de antigenos virales (Proenca-Modena et al., 2012).

La mayor parte de la evidencia de la relacidon entre las ITRI por RSV y el desarrollo de asma
subsecuente, proviene de estudios observacionales (Driscoll et al., 2020). En algunos estudios
se ha encontrado asociacion de factores, como cantidades mayores de carga viral y la severidad
de la enfermedad por RSV, con el desarrollo de sibilancias crénicas y/o asma pero otras
investigaciones no reportan esta misma asociacion (Driscoll et al., 2020).

En algunos estudios se ha encontrado asociacion de factores, como cantidades mayores de
carga viral y la severidad de la enfermedad por RSV, con el desarrollo de sibilancias cronicas
y/o asma, pero otras investigaciones no reportan esta misma asociacion (Driscoll et al., 2020).
La citocina TSLP, en conjunto con IL7 derivada de células epiteliales, 1L25 e IL33 son
caracteristicas de exacerbaciones agudas en asma y una respuesta polarizada Th2 durante
infecciones virales (Rey-Jurado and Kalergis, 2017). Se ha observado sobreexpresion de TSLP
en niflos con asma después de una infeccion por RSV (Rey-Jurado and Kalergis, 2017). En
conjunto con esto, estudios en animales han sugerido que la infeccion por RSV puede ser un

factor de predisposicion de asma (Rey-Jurado and Kalergis, 2017).
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Se desconoce si las infecciones virales contribuyen directamente al desarrollo de asma o si son
simplemente un marcador de predisposicion, ya que puede existir una predisposicién
compartida entre las infecciones graves del tracto respiratorio ocasionadas por RSV y el

desarrollo de sibilancias crénicas o asma (Mikhail & Grayson, 2019; Driscoll et al., 2020).

1.1.8 Terapéutica de RSV

Las poblaciones en mayor riesgo de enfermedad por RSV son los adultos mayores, nifios
pequeiios (<5 afos) y pacientes inmunocomprometidos. Aproximadamente un tercio de los
infantes infectados por RSV en su primer afio de vida, desarrollaran ITRI (Nicholson & Mufioz,
2018; Bergeron & Tripp, 2020).

El desarrollo de alternativas terapéuticas, suele estar enfocado en evitar la entrada del virus a
las células del hospedero. Debido a la conservacion de su secuencia, la proteina F es el blanco
mas comun para el desarrollo de alternativas terapéuticas ya que de esa manera es posible
prevenir la fusién y la posterior entrada del virus a la célula. Otro de los blancos terapéuticos es
la nucleocapside, en especifico la proteina N. Tanto la proteina N como la proteina F son blancos
atractivos debido a su alta conservacion y su papel esencial en la viabilidad de RSV (Nicholson
& Muiioz, 2018).

En la actualidad, el tratamiento para pacientes inmunocompetentes suele consistir Gnicamente
en tratamiento de apoyo. Para el caso de pacientes inmunocomprometidos, la terapia incluye la
administracion de Ribavirina o inmunoglobulinas intravenosas (Nicholson & Mufioz, 2018).
Como tratamiento profilactico existe el Palivizumab, que es un anticuerpo monoclonal
humanizado dirigido contra la proteina F, y aprobado por la FDA (Food and Drug Administration,
Estados Unidos) para la administracidon en infantes con alto riesgo en temporadas de contagio.
Se ha demostrado que reduce las hospitalizaciones aproximadamente en un 50% pero su
eficacia disminuye conforme aparecen mutaciones en el gen F. De igual manera, no es efectivo
en la reduccion del desarrollo de asma posterior a la infeccién por RSV (Bergeron & Tripp, 2020).
La Ribavirina es otro tratamiento aprobado contra la infeccion por RSV. Se trata de un analogo
de nucledsido que ha demostrado resultados variados en cuanto a su eficacia. Debido a que las
alternativas terapéuticas son limitadas, se requiere de la busqueda de tratamientos mas

efectivos (Bergeron & Tripp, 2020).
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1.1.9 Epidemiologia molecular

La diversidad genética de RSV se ha considerado como un factor determinante para las
reinfecciones, siendo indispensable su consideracion durante el disefio de vacunas (Chen et al.,
2021). La mayor parte de los estudios moleculares de RSV, se enfocan en el andlisis de la
secuencia de la proteina G del virus ya que es el gen que presenta mayor variabilidad en el
genoma mientras que los demas genes en general conservan su secuencia; sin embargo, el
estudio exclusivo de esta secuencia limita el entendimiento de los procesos evolutivos y los
mecanismos infecciosos del virus (Chen et al., 2021; Pangesti et al., 2018).

El RSV presenta una alta tasa de variacion genética, siendo asi que las cepas que circulan
actualmente poseen muchas diferencias en comparacion a la cepa prototipo empleada en la
mayoria de las investigaciones de vacunas (por ejemplo la cepa A2 de RSV subtipo A) (Pangesti
et al., 2018). De la misma manera, la relacion entre la diversidad genética de RSV y el desenlace
clinico de los pacientes permanece poco clara (Pangesti et al., 2018).

El uso de secuenciacién del genoma completo (SGC) de RSV brinda la posibilidad de
profundizar en la epidemiologia viral, inmunidad y patogénesis, asi como guiar las herramientas

de diagnostico y el desarrollo de vacunas (Pangesti et al., 2018).

1.2 Modelo de persistencia del RSV

Los macréfagos, son un tipo celular importante en la respuesta inmune durante las infecciones
virales ya que tienen participacion tanto en la respuesta inmune innata como adaptativa.
Ademas, los macréfagos estan entre los tipos celulares que son seleccionados por los virus para
persistir (Sarmiento et al., 2002). Es por esto, que en el laboratorio se decidié establecer un
modelo de infeccion persistente de RSV subtipo A (cepa Long ATCC, VR-26) en macrofagos
inmortalizados. Se empled la linea celular P388D1, debido a que muestra caracteristicas de
macréfagos maduros. Esta linea celular tiene su origen en linfoma inducido por metilclorantreno

en ratones de la cepa DBA/2 (Sarmiento et al., 2002).

1.3 Mutaciones del RSV persistente

Previamente, se realizé el hallazgo de que el RSV permanece de manera persistente en el
cultivo celular P388D1 mediante estrategias como la alteracion de la supervivencia celular, la
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respuesta de interferon de tipo | (IFNI) y produccion de éxido nitrico (Ruiz-Gomez et al., 2021).
En este cultivo, el RSV mantiene una persistencia en estado estacionario que se caracteriza por
la deteccion de proteinas y RNA viral en la mayor parte de las células, mientras que hay
resistencia a la apoptosis (Ruiz-Gomez et al., 2021; Nakamura et al., 2011). Tal alteracion en la
biologia de la célula hospedera, como consecuencia de la infeccion persistente, esto llevo a
estudiar el RSV mediante secuenciacion de su genoma para identificar mutaciones y su
asociacién con la persistencia en estado estacionario (Ruiz-Gémez et al., 2021). Como resultado
se encontraron 74 mutaciones puntuales, dos inserciones y una delecion (ver Anexo 1). Con
respecto a las mutaciones, 38 son de tipo no sinénimas y 24 sindnimas que podrian estar
relacionadas con alteraciones en la transcripcion y replicacion viral, asi como en la fusién de
membranas, ensamblaje y liberacion de viriones, reduciendo el efecto citopético contribuyendo

a su vez a la sobrevivencia de la célula hospedera. (Ruiz-Gémez et al., 2021)
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I1. Justificacion

El virus sincicial respiratorio, es un virus que tiene gran relevancia a nivel mundial afectando
principalmente a la poblacion infantil y adultos mayores. Se ha demostrado en diversos estudios
gue puede generar sintomas graves en pacientes con enfermedades respiratorias crénicas
como asma y EPOC, e incluso existe la posibilidad de que la infeccion por RSV sea un factor
de importancia en el desarrollo de dichas enfermedades. Actualmente, se reconoce que hay una
relacion entre la forma grave de la enfermedad por RSV en infantes y el desarrollo posterior de
asma. Sin embargo, no se ha determinado si el virus es la causa directa o si la enfermedad
grave es un marcador de riesgo para el desarrollo del asma.

Existe evidencia que apunta a la posibilidad de que el RSV genera una infeccion de tipo
persistente en algunos individuos, a través de diversos mecanismos de evasion de la respuesta
inmune. Asimismo, se ha sugerido que el RSV podria infectar de manera persistente a las
personas con asma y EPOC provocando inflamacién crénica e hipersensibilidad bronquial.

El control de variables en los modelos experimentales hace posible distinguir a las infecciones
virales agudas de las infecciones persistentes. No obstante, en infecciones adquiridas en la
comunidad es complicado determinar si un virus aislado a partir de un individuo fue adquirido
de manera reciente o si se trata de un virus que ha infectado por tiempo prolongado a su
hospedero. Una estrategia para abordar este problema contempla la secuenciacién del genoma
viral en muestras consecutivas del mismo individuo (en estudios longitudinales) y asi determinar
si hay identidad entre las muestras tempranas y tardias; de ser asi, se sugeriria la persistencia,
descartando reinfecciones.

Dado que los estudios longitudinales son dificiles de llevar a cabo por la necesidad de la toma
seriada de muestras, el contar con una lista de mutaciones acumuladas en un genoma viral
seria una herramienta valiosa para su uso como marcadores genéticos asociados a la infecciéon
cronica y de esta manera estudiar la relacion de este tipo de infecciones con padecimientos
cronicos.

En nuestro grupo de investigacion se ha estudiado la persistencia del RSV en una linea celular
de macrofagos que se ha conservado por mas de 150 pases. A traves de secuenciacion masiva
se identificaron 74 mutaciones en el genoma del virus persistente (38 son de tipo no sinénimas)
relacionadas con alteraciones en el ensamble de los viriones y defectos en la fusion de
membranas. En ellos, la replicacién del genoma sigue activa, sugiriendo que los virus son

defectuosos. Es importante mencionar que varios estudios han tratado de evaluar la persistencia
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del RSV mediante aislamiento en cultivos celulares a partir de muestras obtenidas de personas
asintomédticas. Sin embargo, la alteracion del genoma viral a largo plazo podria favorecer la
produccion de virus defectuosos no infecciosos, indetectables mediante los métodos de
aislamiento tradicionales.

Este estudio tiene como objetivo evaluar la utilidad de las 74 mutaciones encontradas en el RSV
persistente en macréfagos como marcadores genéticos de la persistencia del virus en humanos.
Para lograr esto, se llevard a cabo la secuenciacion del genoma del RSV encontrado en
hisopados nasales de pacientes con enfermedad respiratoria y se alineara con la secuencia
genomica del RSV persistente. Ademas, se determinara la expresion de citocinas en los
hisopados nasales utilizando kits comerciales para comparar con la lista de citocinas expresadas
en el cultivo infectado de manera persistente. Una vez que se haya recuperado y secuenciado
el genoma del RSV a partir de los hisopados, y se hayan identificado las mutaciones comunes
con el virus persistente, se determinara si existe una relacién entre estas mutaciones y la

expresion de citocinas asociadas a la inflamacién cronica.
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lll. Hipotesis

El genoma del RSV presente en los hisopados nasales de pacientes con enfermedad

respiratoria posee algunas de las mutaciones identificadas en el genoma del RSV persistente y

estas mutaciones se asocian con la expresion de citocinas producidas durante la inflamacion

cronica.

V. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar la utilidad de las 74 mutaciones identificadas en el genoma de un RSV
persistente en una linea celular, como marcadores de persistencia del virus en el tracto
respiratorio de pacientes con enfermedad respiratoria viral y evaluar la expresion de

citocinas asociadas a inflamacién cronica.

4.2 Objetivos especificos

Cuantificar la cantidad de copias del genoma de RSV en hisopados nasales de pacientes
con enfermedad respiratoria por medio de gPCR

Estandarizar un método para la amplificacién del genoma completo de RSV presente en
los hisopados nasales

Secuenciar el genoma del RSV presente en 36 hisopados nasales

Comparar las secuencias del genoma del RSV de las muestras de los pacientes con
secuencias de referencia y con la secuencia del RSV persistente

Cuantificar IL6, TNFa, IP10, IL8, 1L12p70, IFNB, IL10, IL2, IL13, IL5, IL4 e IFNy en

muestras de pacientes y controles
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V. Procedimiento experimental

Muestras de Cuantificacion de —
pacientes RSV — citocinas " [ Analisis

Cultivo de macréfagos

nfectados Extraccion de RNA ey C“a”“gi?go” de
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genoma de RSV por
PCR en punto final

1

Secuenciacion del
genoma de RSV
amplificado

1

Andlisis bioinformatico

Figura 3. Diagrama general del procedimiento experimental
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5.1 Cultivo de lineas celulares (Macréfagos con infeccion persistente
de RSV)

Los macrofagos de la linea P388D1 fueron infectados con RSV de la cepa Long subtipo A
(ATCC, VR-26) con una multiplicidad de infeccion (moi) de 1. Las células sobrevivientes a la
infeccién aguda se han mantenido mediante mdultiples subcultivos por lo menos hasta el pase
154. La presencia del RSV a través de los pases se ha monitoreado constantemente mediante
transcripcion inversa 'y PCR en tiempo real (RT- gPCR) para evaluar la expresion del gen de la
proteina de nucleocdpside (N). Asimismo, se realizan frecuentemente ensayos de
inmunofluorescencia para comprobar la expresion de las proteinas N y F. (Sarmiento et al.,
2002) (Gaona et al., 2014)

Los macréfagos infectados de manera persistente por el RSV (M®P) se cultivaron en placas de
Petri con medio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO/BRL, Massachusetts, Estados Unidos)
suplementado con 5% de suero bovino fetal (Biowest, Nuaillé, Francia.), 1 uyM de B-
mercaptoetanol y 1% de penicilina- estreptomicina, a 37°C y 5% de CO2.

Los macréfagos P388D1 de la linea original, no infectada, se mantuvieron en cultivo a lo largo
de 28 pases bajo las mismas condiciones que los MO®P, y fueron utilizados como un control

negativo de la infeccion viral (MON).

5.2 Muestras de pacientes

El Dr. Joel Vazquez Pérez del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) dono
36 hisopados nasales de pacientes con enfermedad respiratoria viral que fueron positivos para
el RSV. Ademas, se recibieron 13 hisopados nasales de personas que dieron negativo para
virus y bacterias, los cuales fueron utilizados como controles negativos para RSV. Todas las
muestras se han mantenido congeladas a una temperatura de -70 °C hasta su utilizacion. En la
Tabla 1 se proporcionan detalles sobre las caracteristicas de los pacientes.

Para el diagnostico de RSV se empled el kit NXTAG® Respiratory Pathogen Panel (Luminex,

Austin, Texas, Estados Unidos), que es capaz de detectar 21 patdégenos respiratorios:

e Influenza A, AH1, AH3yB; RSVAYB
e Adenovirus
e Coronavirus HKU1, NL63, 229E y OC43

23



e Bocavirus humano

e Rinovirus

e Enterovirus

e Parainfluenzal, 2,3y 4

e Metapneumovirus humano
e Chlamydophila pneumoniae

e Mycoplasma pneumoniae

Las muestras biologicas utilizadas en este estudio fueron obtenidas de un banco de bioldgicos,
donde se recolectan con el proposito de llevar a cabo estudios de epidemiologia molecular. El
INER, de acuerdo a sus atribuciones y de la mano del Sistema de Gestion de la Calidad y de
Riesgo biologico que estd implementado, declara que el material biolégico bajo su custodia
puede ser puesto a disposicidn para investigacion cientifica, considerando que no representa
riesgo para el donador, de acuerdo a la Ley general de Salud en Materia de Investigacion para

la Salud, en su articulo 17 (ver Anexo 2)
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Tabla 1. Caracteristicas de los individuos de los cuales se obtuvieron los hisopados

nasales
Diagndstico Dias con L Dias con
Clave Edad gRSV Asma | sintomas Clave Edad | P!@gnostico | agma | sintomas
respiratorios RSV respiratorios
1707 2 N ] ] 842 |57 afios + - 1
(1701) | meses
837 60 afos + - R
10
2169 + - 6
meses 0
PCE-10 - - R
12 meses
E199 + - 1
meses 5
829 - - R
meses
830 1 afio + - 7
2149 3 afos - - R
847 1 afio + - -
LOJA7 |25 afios - - -
1948 1 afio + - 3
RCT-9 |25 afos - - -
1958 1 afio + - 2
o GGJ-2 |28 afios - - -
1721 2 afios + - -
1876 33 afios - + -
1723 2 afios + - -
o AMSG-5 |35 afios - - -
1782 2 afios + - 15
SRG-4 |39 afios - - -
1823 2 afos + + 15
BML-8 |41 afios - - -
1875 2 afios + - 4
DTCJR-3 |53 afios - - -
1920 2 afos + - -
o SFC-1 |55 afos - - -
841 3 afios + - -
VMF-6 |57 afios - - -
2156 5 afos + - 15
1837 8 afos + + 1
1685 10 afios + + 1
1946 |14 afos + - 13
1822 31 afios + - 90
1781 35 arfios + - -
2166 |40 afios + - -
1861 41 afos + - 2
SC2_3403(|52 afios + - -
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5.3 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA a partir de hisopados nasales se realizé con el kit QIAmp Viral RNA
(QIAGEN, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del proveedor. Algunas muestras
fueron obtenidas a partir de un proceso doble de extraccion (ver Anexo 3). Por otro lado, para
contar con los controles positivo y negativo de la infeccion por RSV se extrajo RNA a partir
de MOP y de MO®N utilizando el kit Hybrid-R (305-101, GeneAll, Seul, Corea del Sur), de
acuerdo con las instrucciones del proveedor. Posteriormente, se cuantificd la cantidad de
RNA obtenido con el espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher, Waltham,

Massachusetts, Estados Unidos).

5.4 Preparacion de cDNA

A partir de las muestras de RNA se preparé cDNA con una transcriptasa inversa SuperScript
lll, de acuerdo con las instrucciones del proveedor del kit SuperScript® Il First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (18080051, Life Technologies, Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos). Para todas las muestras y controles se emplearon hexameros aleatorios y
8 uL de RNA, independientemente de su concentracién (aunque en la mayoria de los casos
el cDNA se prepar6 con aproximadamente 500 ng de RNA). El proceso de eliminaciéon de
estructuras secundarias del RNA para permitir el alineamiento de los oligonucleétidos se
realizd en presencia de 50 ng de hexameros aleatorios y 10 ng de mezcla equimolar de los
dNTP, incubando a 65°C por 5 minutos. La sintesis de cDNA se llevd a cabo a 50°C
anadiendo la mezcla de reaccion que consiste en 2 yL de amortiguador RT 10X (200 mM
Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI), 4 yL de MgCl2 25mM, 2 uL de ditiotreitol (DTT), 1 L del
inhibidor de ribonucleasa RNase OUT (Invitrogen™, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos) (40 U/uL) y 1 uL de la transcriptasa inversa SuperScript Il (Invitrogen™, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos) (200 U/uL). La reaccién se terminé a 85°C para inactivar la
enzimay se removio el RNA remanente con 1 uL de RNasa H de E. coli (2 U/uL) (Invitrogen™,

Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). EI cDNA resultante se almacené a -20°C.
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5.5 Deteccion y cuantificacion del genoma viral por medio de PCR
en tiempo real

5.5.1 Deteccién del genoma de RSV

Para confirmar la presencia de RSV en las muestras respiratorias, se llevo a cabo la
deteccion utilizando la técnica de gqRT-PCR con una sonda TagMan. Para ello, se utilizé el
kit Luna® Universal Probe gPCR Master Mix (M3004, New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts, Estados Unidos). La composicion de la mezcla de reaccion empleada para

estas pruebas se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicién de la mezcla de reaccion para la deteccion de RSV por gRT- PCR

Reactivo Volumen (uL)
Luna Universal Probe qPCR Master Mix 10
Oligonucledtido Forward (sentido) (10 pM) 0.8

Oligonucledtido Reverse (antisentido) (10 uM) | 0.8

Sonda (10 pMm) 0.4
cDNA muestra 5
H20 tratada con DEPC 3

Se empled como control positivo cDNA de M®P y como control para descartar contaminacion
de las muestras con DNA de otras fuentes se agregaron 5 ul de H20 tratada con DEPC en
lugar del cDNA de interés (control negativo o NTC).Tanto para las muestras como para el
control positivo se corrieron reacciones por triplicado. Para el control negativo se prepararon
reacciones por duplicado.

Los oligonucleétidos empleados para la deteccion de RSV fueron los siguientes: Forward 5'-
AATTTCCTCA CTTTTCCAGT GTAG -3, Reverse 5- TGATTCCTCG GTGTACCTCT G -3'.
La sonda TagMan empleada para la deteccion estaba asociada al fluoréforo 6-
Carboxifluoresceina (FAM) y su secuencia es: 5- GGCAATGCTG CTGGCCTAGG
CATAATG -3.
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Las reacciones se llevaron a cabo en placas de 96 pozos utilizando el equipo StepOne™
Real-Time PCR System (4376357, Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, Estados

Unidos). Las condiciones especificas de las reacciones se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones para la reaccion de gRT- PCR

Fase Temperatura (°C) Tiempo (segundos) [ Ciclos
Desnaturalizacion | 95 120 1
inicial

Desnaturalizacion | 95 15 40
Extension 60 30

5.5.2 Construccion de una curva estandar para la cuantificacion de copias del
genoma de RSV

Se elabor6 una curva estdndar empleando el DNA sintético T4 Brick (T4 Oligo, Irapuato,
Guanajuato, México) disefiado con un fragmento de la secuencia del gen N de RSV: 5’-
AATTTCCTCA CTTTTCCAGT GTAGTATTAG GCAATGCTGC TGGCCTAGGC
ATAATGGGAG AGTACAGAGG TACACCGAGG AATCA -3'. La concentracion del stock es
de 1x10° copias/ 5 pL y a partir de éste se realizaron diluciones seriadas decimales hasta
alcanzar una concentraciéon de 1x10? copias/ 5 L.

La curva estandar se construyé con diluciones seriadas decimales en rango de 1x107 a 1x10?
copias/ 5 uL. Las reacciones de PCR en tiempo real se corrieron bajo las condiciones
mencionadas anteriormente en el equipo StepOne™ Real-Time PCR System (4376357,
Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos).

La curva estandar se construy6 graficando el ciclo umbral (Ct) vs el nimero de copias.
Posteriormente, se realizd una interpolacion de los valores de Ct de cada hisopado nasal

para calcular el nimero de copias de genoma de RSV.
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5.6 Amplificacion del genoma de RSV

5.6.1 Disefio de oligonucleotidos

Con el apoyo de la empresa T4 Oligo (Irapuato, Guanajuato, México) se disefiaron y

sintetizaron 15 pares de oligonucledtidos para la amplificacion del genoma completo del RSV

gue tiene una longitud aproximada de 15,200 nucleétidos. Para el disefio se consideraron

cinco secuencias de referencia del RSV subtipo A, que se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencias de referencia para el disefio de los oligonucleétidos para la

amplificacion de RSV- A.

Nombre Acceso GenBank

Autores

Human orthopneumovirus strain MT492012.1
hRSV/F-, complete genome

Ruiz-Gémez et al.,
2021

Human orthopneumovirus strain MT492011.1

hRSV/F-, complete genome

Ruiz-Gémez et al.,
2021

Human respiratory syncytial virus AY911262.1
strain ATCC VR-26, complete

Lo, M.S. et al., 2005

Human respiratory syncytial virus KF530268.1
strain RSVA/Homo
sapiens/MEX/59/2007, complete

genome

Lorenzi, H. et al.
(Noyola), 2013

Human respiratory syncytial virus KM042390.1
strain RSVA/Homo
sapiens/USA/LA 94/2013, complete

genome

Das, S., etal., 2014

Con cada secuencia de referencia, se realizé un alineamiento utilizando la herramienta

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology

Information) contra las secuencias disponibles en su base de datos.
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BLAST es una herramienta que permite buscar similitudes entre la secuencia de consulta y
las secuencias presentes en la base de datos (Wheeler & Bagwat, 2007). Se obtuvieron
alrededor de 5,000 resultados por cada una, teniendo un total de 25,000. Los resultados
redundantes se eliminaron y se realiz6 un nuevo alineamiento con todas las secuencias para
disefar oligonucledtidos a partir de regiones altamente conservadas y asi lograr que fueran
funcionales para el mayor porcentaje de secuencias; de esta manera se incrementa el éxito
de amplificacion del genoma completo del RSV presente en los hisopados nasales. Los 15
pares de oligonucleétidos amplifican el genoma del virus en fragmentos de entre 700 y 1600
pb aproximadamente (ver Anexo 4), a partir del nucleétido 43 de la region promotora

(“leader”).

5.6.2 Optimizacion de la reaccion de PCR para la amplificacion del genoma de
RSV

La generacion de los 15 amplicones se estandariz6 utilizando la técnica de PCR punto final
con cDNA control de MOP. La mezcla de reaccion se preparo siguiendo la composicion que

se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Composicién de la mezcla de reaccion para las reacciones de PCR en punto final

Reactivo ML/ reaccion
Amortiguador PCR 10X 5

MgCl2 (50mM) 1.5

dNTP (10mM) 1
Oligonucleétido Forward (sentido) (10 uM) 1
Oligonucledtido Reverse (antisentido) (10 uM) 1

Tag Pol 5 U/mL 0.4

cDNA 2

Agua tratada con dietil pirocarbonato (DEPC) 38.1

30



En las pruebas iniciales, la temperatura de alineamiento de los oligonucleétidos fue ajustada
aproximadamente dos grados centigrados por debajo del Tm proporcionado por el proveedor
(ver Anexo 4). Posteriormente, se realizaron modificaciones empiricas en la temperatura
hasta encontrar la temperatura éptima de alineamiento para obtener el amplicén deseado.
Las condiciones empleadas para las reacciones de PCR en punto final se detallan en la Tabla
6.

Tabla 6. Condiciones para las reacciones de PCR en punto final

Temperatura (°C) Tiempo (min: seq) Ciclos
95 3:00 1

95 0:30

T alineamiento 0:30 35

72 0:40

72 10:00 1

4 - 1

Los productos de amplificacién se evaluaron mediante electroforesis en geles de agarosa al
0.8 %, con amortiguador TAE 1X con corrida a 100 V por una hora. Cada uno de los carriles
se cargd con 2 uL de amortiguador de carga UView™ 6x Loading Dye (#1665112, Bio-Rad,
Hercules, California, Estados Unidos) y 8 uL de muestra. El marcador de peso molecular
DirectLoad™ 1kb DNA Ladder (D3937, Sigma- Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos)
se cargo en un volumen de 5 pL y con 2 uL de buffer de carga. Los geles se observaron y
fotografiaron en el fotodocumentador SmartView Pro UVCI- 1000 (Major Science, Taoyuan,
Taiwan).

La especificidad de los 15 pares de oligonucledétidos se confirmé utilizando cDNA control de
M®N (macrofagos no infectados con RSV), al correr reacciones de PCR bajo las condiciones
optimizadas previamente. En todas las corridas se incluyd el control negativo sin cDNA
(NTC).

31



5.6.3 Disefio de PCR multiplex para amplificaciéon del genoma de RSV

Con la finalidad de disminuir el nimero de reacciones de PCR para amplificar el genoma
completo de RSV, se propusieron reacciones de PCR conteniendo dos o mas pares de
oligonucledtidos que cumplieran con las siguientes condiciones: misma temperatura de
alineamiento y no generar amplicones consecutivos, pero si amplicones con tamafos

considerablemente diferentes para poder diferenciarlos en el gel de agarosa.

Las mezclas se prepararon de tal manera que los oligonucledtidos tuvieran una concentracion
individual de 0.2 uM.

5.7 Secuenciacion de amplicones mediante el sistema MinlON
Nanopore (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido)

5.7.1 Preparacion de amplicones
Se realizo la amplificacion del genoma de RSV en las muestras de pacientes con el protocolo

previamente optimizado.

5.7.2 Purificacion de los productos de PCR
Los amplicones se purificaron empleando el kit QIAquick PCR Purification Kit (28104,

QIAGEN, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del proveedor.

5.7.3 Cuantificacion y dilucion

Se determiné la concentracion de cada amplicén (cDNA) empleando el espectrofotometro
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) y se diluyeron
con H20 DEPC para obtener una concentracién aproximada de 20 ng/uL para cada uno de

ellos. Posteriormente, se mezclaron en proporciones iguales.
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5.7.4 Etiquetado de los amplicones con “barcodes” (cdédigo de barras)

La reparacién de los extremos de los amplicones se realiz6 con el kit NEBNext Ultra Il End
Repair/ dA-tailing module (E7546, New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, Estados
Unidos), en la Tabla 7 se muestra la mezcla de reaccion empleada para cada muestra.

Tabla 7. Mezcla de reaccion para reparacion de los extremos de los amplicones

Reactivo Volumen (uL)
Dilucién de amplicones 3.3
Ultra Il End Prep Reaction Buffer 1.2
Ultra Il End Prep Enzyme Mix 0.5
Agua libre de nucleasas 5

La mezcla de reaccion se incub0 a temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente
se incubo6 a 65°C por 15 minutos y finalmente se dej6 en hielo por 1 minuto (se recomienda
preparar al menos 12 muestras por ensayo, para obtener un rendimiento adecuado).

Para “etiquetar” los amplicones, se emplearon los “barcodes” contenidos en el kit Native
Barcoding Expansion Kit 13-24 (EXP-NBD114, Oxford Nanopore Technologies, Oxford,
Reino Unido), los cuales se enlazaron empleando Blunt/TA Ligase Master Mix (M0367S, New
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, United States). En la Tabla 8 se muestran los

componentes de la mezcla de reaccion.

Tabla 8. Mezcla de reaccion para adicion de los barcodes a las muestras

Reactivo Volumen (uL)
Amplicones reparados 0.75

NBXX “pbarcode” 1.25

Blunt/ TA Ligase Master Mix 5

Agua libre de nucleasas 3
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Para cada una de las 12 muestras se empled un “barcode” diferente. Se dejo incubar a
temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente se incub6 a 65°C por 10 minutos y
finalmente se dejé en hielo por 1 minuto. Cabe mencionar que las diferentes muestras a
secuenciar pueden tener diferentes blancos, es decir, se pueden secuenciar en la misma
celda de flujo amplicones de RSV, influenza, rinovirus, etc.

Se mezclaron 10 yL de cada una de las muestras etiquetadas con “barcodes” en un tubo de
1.5 mL. Se purificaron los amplicones etiquetados empleando las perlas de captura AMPure
XP beads (A63881, Beckman Coulter, Brea, California, Estados Unidos) en una proporcion
de 0.4 veces el volumen total de la mezcla. Se mezclé y se dejé incubar por 5 minutos.
Posteriormente se coloco el tubo en un soporte magnético hasta que se aclarara la disolucion.
El sobrenadante se retird. Se lavaron las perlas afiadiendo 250 yL de Short Fragment Buffer
(SFB) (EXP-SFB001, Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido) y se mezclé. El
tubo se coloco en el soporte magnético y se eliminé el sobrenadante una vez se aclaré. El
lavado se repitid una vez mas.

Posteriormente se afiadieron 200 uL de etanol 70% al tubo con las perlas. Se mezclé y se
coloco en el soporte magnético. Se elimino el sobrenadante en cuanto se aclaré y se dejaron
secar las perlas durante 1 minuto con la tapa abierta del tubo.

Para liberar el DNA de las perlas se anadieron 30 uL de Tris pH 8.0, 10 mM. Se mezcld y se
dejo incubar 2 minutos a temperatura ambiente. Se colocO en el soporte magnético y se

recupero el sobrenadante (bibliotecas) en un tubo de 1.5 mL.

5.7.5 Cuantificacion de las bibliotecas obtenidas con fluorémetro “Quantus”
(E6150, Promega)

Para la cuantificacion de las bibliotecas se empleé el kit QuantiFluor ® ONE dsDNA System
(E4870, Promega, Madison, Wisconsin, Estados Unidos).

Se etiquetaron dos tubos de 0.5 mL como blanco y estandar. A cada uno se le afiadié 200
WL de solucion para tefiir dsDNA (DNA de doble cadena). Al tubo etiquetado como "estandar”
se le afadio 1 uL del DNA estandar del bacteriéfago Lambda 400 ng/pL y se mezcld por 5
segundos. Los dos tubos se dejaron incubar por 2 minutos a temperatura ambiente. Se
calibr6 el equipo Quantus Fluorometer (E6150, Promega, Madison, Wisconsin, Estados

Unidos) con la solucion blanco y el estandar preparado.
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Se etiquetaron tubos de 0.5 mL para cada muestra y se les anadié 199 uL de solucion para
tefir DNA a cada uno. A cada tubo se le anadio 1 uL de muestra respectiva, se mezclo en el
vortex y se dejaron incubar por 2 minutos a temperatura ambiente.

Se leyeron las muestras en el equipo y se registraron los resultados.

5.7.6 Adicion de los adaptadores

En la Tabla 9 se muestran los reactivos empleados para preparar la mezcla de reaccion para
afadir los adaptadores a los amplicones etiquetados, se preparé de la siguiente manera con
el kit NEBNext Quick Ligation Module (E6056S, New England Biolabs, Ipswich,

Massachusetts, United States):

Tabla 9. Mezcla de reaccion para adicion de los adaptadores

Reactivo Volumen (uL)

Bibliotecas 30

NEBNext Quick Ligation Reaction Buffer (5X) 10

Adapter Mix (AMII) 5

Quick T4 DNA Ligase 5

Se dejo incubar por 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se anadieron 50 uL
de perlas de captura AMPure XP beads (Beckman Coulter, Brea, California, Estados Unidos)
y se mezclaron. Se incubo por 5 minutos a temperatura ambiente, después se coloco en el
soporte magnético hasta que se aclarara la solucion y se descart6 el sobrenadante.

Se realiz6 dos veces un lavado de las perlas con 250 uL de SFB, se mezclaron las perlas, se
colocaron los tubos en el soporte magnético y se descarto el sobrenadante.

Se anadieron 15 uL de "Buffer" de Elucion (EB) del kit Sequencing Auxiliary Vials (EXP-
AUX001, Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido) y se resuspendieron las
perlas. Se dej6 incubar por 2 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se coloco en
el soporte magnético hasta que se aclarara la solucién. Las bibliotecas (sobrenadante) se
transfirieron a un tubo de 1.5 mL.

Se cuantificaron las bibliotecas con el equipo Quantus Fluorometer (E6150, Promega,

Madison, Wisconsin, Estados Unidos).
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5.7.7 Secuenciacion MinlION

Se preparo la celda de flujo R9.4.1 Flowcells (FLO-MIN106, Oxford Nanopore Technologies,
Oxford, Reino Unido) empleando el kit “Flowcell Priming Kit” (EXP-FLP002, Oxford Nanopore
Technologies, Oxford, Reino Unido) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Se realiz6
una dilucion de la mezcla de bibliotecas empleando los reactivos del kit Sequencing Auxiliary
Vials (EXP-AUXO001, Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido) (Tabla 10).

Tabla 10. Mezcla de reaccion para secuenciacion

Reactivo Volumen (uL)
Amortiguador de secuenciacion 37.5

Perlas de carga 25.5
Bibliotecas 12

Nota: Se deben afiadir 15 ng de DNA de las bibliotecas (12 uL) aproximadamente. En caso
de que se requiera menos de 12 uL de bibliotecas, se complementa con EB.

Se mezclé por pipeteo y se afadieron 75 pL a la celda. Se conecté la celda a la computadora
y se inicid la secuenciacion empleando el software MINKNOW (Oxford Nanopore
Technologies, Oxford, Reino Unido). El tiempo de lectura fue de 24 horas.

5.7.8 Alineamiento y analisis de secuencias

La secuencia consenso determinada se aline6 por medio de ClustalW con la secuencia del
RSV cepa Long ATCC VR26 (acceso GenBank AY911262) y con la secuencia de nuestro
RSV persistente, con el software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA, version
11.0.13, Universidad del estado de Pensilvania, Estados Unidos).
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5.8 Analisis de expresiéon de citocinas
Se cuantificaron las citocinas IL2, IL4, IL5, IL6, IL8, IL10, IL12, IL13, IP10, TNFa, IFNB e IFNy

en las muestras respiratorias obtenidas de pacientes RSV del INER, empleando el kit
LEGENDplex™ Human Anti-Virus Response Panel (740349, BioLegend, San Diego,
California, Estados Unidos) y el kit LEGENDplex™ HU Th1/Th2 Panel (8-plex) w/ VbP V02
(741030, BioLegend, San Diego, California, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones
proporcionadas por el proveedor. Ambos kits se basan en un inmunoensayo de tipo sandwich
en el que se emplean perlas con anticuerpos adheridos a la superficie; estos anticuerpos
capturan al analito soluble. Posteriormente se aflade un anticuerpo biotinilado que se une al
analito en las perlas. Se afade Ficoeritrina- Estreptavidina (SA-PE) que se une a los
anticuerpos biotinilados generando una sefal fluorescente proporcional a la cantidad de
analito, misma que se detecta en un citometro de flujo. Se realizé una curva de calibracion
para cada citocina empleando el estandar proporcionado por el proveedor. Finalmente, las
muestras se analizaron en el citometro de flujo Attune con laser azul (488 nm) y rojo (637
nm) (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos).

Los resultados obtenidos se analizaron con el software LEGENDplex™ Data Analysis

Software Suite (BioLegend, San Diego, California, Estados Unidos).
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VI. Resultados

6.1 Cuantificacion de copias de RSV en hisopados nasales

6.1.1 Cuantificacion RNA total en hisopados nasales

En la basqueda de la secuenciacién del genoma de RSV presente en muestras clinicas,
el INER nos proporcioné 36 hisopados nasales de pacientes con diagndstico RSV (+)
recolectados entre 2011- 2019, para extraer RNA total.

En cuanto se obtuvo el RNA se realiz6 la cuantificacion y los resultados obtenidos se
muestran en la gréfica de la Figura 4. En general, las muestras presentaron
concentraciones entre 50 y 250 ng/uL, con excepcion de la muestra B823 que presento

una alta concentracion de RNA con un valor de 900 ng/pL.
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Muestas de pacientes
Figura 4. Concentracién de RNA total. Los datos corresponden a la cuantificacion por

espectrofotometria del RNA extraido a partir de los hisopados nasales de pacientes
RSV (+).
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6.1.2 Construccion de la curva estandar y cuantificacion absoluta de las
copias del genoma del RSV por RT-PCR

Con la finalidad de cuantificar el nUmero de copias del genoma viral presente en las
muestras clinicas, se disefié una curva estandar empleando un plasmido que contiene
una secuencia conocida del gen N del RSV, en concentraciones conocidas (diluciones
seriadas 1:10, de 107 a 10? copias/ 5 pL). Mediante PCR en tiempo real y una sonda
TagMan se determinaron los valores de Ct para cada dilucion del plasmido y se construy6

la curva estandar que se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Curva estandar de RSV. La curva se obtuvo graficando el ciclo umbral (Ct) en

funcién del Logaritmo base 10 del numero de copias de RSV por cada 5 L
Como resultado de la regresion lineal, se obtuvo la siguiente ecuacion:
Ecuacion1  Ct = —2.986 Log(copias/ 5 uL) + 42.26
El valor de R? para la curva fue de 0.9782.

Para todas las muestras provenientes del INER se preparé cDNA y se procedio a realizar
ensayos de PCR en tiempo real. Los Ct resultantes se interpolaron en la curva estandar
para calcular el nimero de copias del genoma de RSV (Tabla 11). Posteriormente, se

realizd una normalizacion para determinar el nUmero de copias por cada 100 ng de RNA
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total. Para obtener este dato se asumié que la cantidad de RNA empleada fue
transformada en su totalidad a cDNA durante la transcripcion inversa. Los resultados de
este célculo se muestran en la Figura 6. Se puede apreciar que la mayor cantidad de
muestras presentaron numeros menores a 100 copias por cada 5 pL, mientras que tres
muestras superaron las 10,000 copias, de las cuales sé6lo una mostré una cantidad mayor

a un millén de copias por cada 5 pL.
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Figura 6. Normalizacién del nimero de copias del genoma de RSV por muestra. El
namero de copias calculado por la interpolacién en la curva estandar se normaliz6

respecto a 100 ng de RNA total para cada muestra clinica
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Tabla 11. Ct y numero de copias del genoma de RSV en hisopados nasales. Valores
de Ct obtenidos por RT-PCR en tiempo real y nUmero de copias obtenido por

interpolacioén en la curva estandar

Muestra (Clave) Ct Copias/ 5uL Muestra (Clave) Ct Copias/ 5uL
E118 38.054 26.307 C169 28.887 30616.333
15 37.193 51.054 C199 34.403 437.660
E119 38.076 25.865 3403 28.889 | 30569.215

E70 36.372 96.075 A830 37.917 29.234
26 36.205 109.260 837 36.566 82.742
E199 21.768 | 7360200.279 841 34.364 451.004
E197 37.168 52.046 842 34.584 380.717
2544 37.222 49.926 847 24.692 | 774396.196
2594 35.543 181.914 B707 37.903 29.551
B685 - - B721 35.865 141.963
B837 35.925 135.552 B723 36.947 61.702
B861 37.044 57.261 B781 38.433 19.648
B875 - - B782 37.796 32.089
B920 37.309 46.691 B795 36.845 66.744
B946 - - B822 36.733 72.757
B948 31.765 3337.424 B823 36.94 62.036
2156 30.736 7371.545 B958 36.611 79.924
2166 33.526 859.900 B1989 36.119 116.741
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6.2 Amplificacion del genoma de RSV

6.2.1 Determinacion de la temperatura de alineamiento de los
oligonucleotidos

Para secuenciar el genoma de RSV presente en los hisopados nasales se disefiaron 15
pares de oligonucleétidos para generar amplicones correspondientes a segmentos
gendmicos que abarcan todo el genoma del virus. Los oligonucle6tidos fueron probados
para determinar su temperatura de alineamiento 6ptima para producir los amplicones en
abundancia suficiente para ser observados en geles de agarosa. Este criterio es ideal
para lograr una buena cobertura de secuenciacion. Las pruebas se realizaron con el
cDNA control obtenido de nuestro cultivo de macréfagos infectados de manera
persistente con el RSV (M®P154). Inicialmente, se probaron temperaturas de
alineamiento 2 °C por debajo del Tm proporcionado por el proveedor (ver Anexo 1).
Posteriormente, se realizaron ajustes en las temperaturas de alineamiento de manera
empirica cuando el producto de amplificacion por PCR no presentaba una abundancia
adecuada. Este proceso se repitid hasta optimizar la temperatura de alineamiento.

En la Figura 7 se muestra una representacion grafica de la cobertura de amplificacién
del genoma de RSV. La secuencia del RSV subtipo A de la cepa Long se consideré como
una referencia y dicho genoma tiene una longitud de 15200 nt. En teoria, los
oligonucledtidos disefiados para este estudio cubren desde el nucleétido 43 hasta el

15022 por lo que la cobertura de la amplificacién es del 99.32%.

43 15022

Figura 7. Cobertura de la amplificacién del genoma de RSV con los oligonucleotidos
diseflados. En color azul se indica la region amplificable con los oligonucleotidos que va
desde el nucledtido 43 hasta el 15022, mientras que en color rojo se muestra la region
no amplificable.
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En la Tabla 12 se reportan las temperaturas ideales para generar 15 amplicones que

abarcan practicamente el genoma completo de RSV. En el Anexo 4 se detalla la posicion

del genoma de RSV en la que se une cada oligonucle6tido. Se puede observar que los

oligonucledtidos se disefiaron para generar amplicones consecutivos que se traslapan

en una pequefa region, con el fin de lograr una buena cobertura y facilitar el ensamble

de la secuencia.

Tabla 12. Temperaturas de alineamiento de los oligonucleétidos para la amplificacion

del genoma completo del RSV

Par de oligonucledtidos

Temperatura de alineamiento éptima (°C)

1/2 57

3/4 59

5/6 60

7/8 59
9/10 51
11/12 59
13/14 61
15/16 60
17/18 61
19/20 61
21/22 60
23/24 54
25/26 59
27/28 56
29/30 53
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6.2.2 Evaluacién de la especificidad de los oligonucleétidos.

La especificidad de los oligonucleétidos para amplificar el genoma viral, se evalué
mediante reacciones de PCR empleando cDNA de macrofagos no infectados por el virus
de interés (macréfagos P388D1 pase 28 no infectados con RSV, MON 28). Asimismo, se
corrieron a la par reacciones con el cDNA de MOP 154. El gel de agarosa de la Figura 8
muestra tanto los productos de amplificacion obtenidos con el cDNA de M®P 154 como
los resultantes para el cDNA de MON 28. Se observa que no se generaron amplicones
al utilizar como templado el cDNA de macréfagos no infectados, indicando que los
oligonucledtidos son especificos para el genoma del RSV.

e ] ] ] |

1500

Par 12 3/4 5/6 7/8 9/10 1112 1314 15116 17/18 19/20 21/22 23/24 25/26 27/28 29/30
Tamafio 1101 1409 1237 1036 1167 1512 1579 705 1180 1612 1000 1546 1305 1414 1118
Temperatura 57°C  59°C  60°C 59°C 51°C 59°C 61°C 60°C 61°C 61°C 60°C 54°C 59°C 56°C 53°C

Figura 8. Amplificacion del genoma de RSV contenido en el cultivo de MOP 154. Para

cada par de oligonucleétidos se muestra en los carriles con la letra “A” el producto de la
reaccion con cDNA de MON 28 mientras que en los carriles con la letra “B” se
encuentra el producto de la reaccion con MOP 154. Ademas se indica cada par de
oligonucledtidos, el tamafio de los amplicones generados y la temperatura de

alineamiento determinada
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6.2.3 Disefio del PCR multiplex

Los 15 pares de oligonucle6tidos generan los amplicones necesarios para secuenciar
mas del 99% del genoma de RSV. Sin embargo, se buscé reducir el nimero de
reacciones de PCR por cada muestra, mediante el disefio de reacciones multiplex. En
la Tabla 13 se muestra la propuesta inicial de mezclas (Mix) de pares de oligonucleétidos
con base en dos criterios: 1) tener una temperatura de alineamiento en comun y 2) dar
lugar a amplicones de diferentes tamafos para poder diferenciarlos en el gel de agarosa.
En la Figura 9 se observan los resultados de un ensayo en el que se obtuvieron sélo dos
amplicones como producto de los Mix 1, 3, 5y 6, aunque se esperaban tres productos
con las dos primeras mezclas de oligonucledtidos. Con los Mix 2 y 4 se esperaban dos
amplicones, pero la reaccién generd un solo producto, por lo cual se descartaron estas
mezclas como opcion (Tabla 13).

Tabla 13. Prueba inicial de mezclas (Mix) de oligonucleétidos para el ensayo de PCR

multiplex.

Pares de oligonucleétidos Temperatura de

alineamiento (°C)
Mix 1 (M1) 7/8, 11/12, 25/26 59
Mix 2 (M2) 3/4, 21/22 59
Mix 3 (M3) 5/6, 15/16, 19/20 60
Mix 4 (M4) 23/24, 29/30 54
Mix 5 (M5) 1/2, 27/28 57
Mix 6 (M6) 13/14, 17/18 61

En el caso de las mezclas con tres pares de oligonucledtidos se elimind el par que no
generd amplicon (Mix 1: oligonucleotidos 11/12, Mix 3 oligonucleoétidos: 19/20) y se
probaron como reacciones duplex, en conjunto con el Mix 6 (Figura 9B). De esta manera
se confirm6 la generacion de dos amplicones por cada reaccion, con una abundancia

similar a la obtenida con las reacciones independientes.
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En cuanto al Mix 5, el primer ensayo produjo los dos amplicones esperados pero con
abundancia desigual. Por lo tanto, se realizaron pruebas cambiando las concentraciones
de los oligonucledtidos y la temperatura de alineamiento, (Figura 9A) aunque el resultado
no mejord y se descartd esta mezcla. De esta manera, solo se consideraron tres mezclas

para los ensayos duplex como se indica en la Tabla 14.

Tabla 14. Propuesta final de mezclas de oligonucledtidos para PCR duplex

Pares de oligonucleétidos

Temperatura de
alineamiento (°C)

Mix 1 (M1) 7/8, 25/26 59
Mix 3 (M3) 5/6, 15/16 60
Mix 6 (M6) 13/14, 17/18 61

Figura 9. Amplicones resultantes del ensayo de PCR multiplex. (A) Primera propuesta de
mezclas de oligonucledtidos; (B) Propuesta final de mezclas de oligonucleétidos. En la
primera imagen es posible observar que con las mezclas M1, M3, M5 y M6 se obtuvieron
dos amplicones y con las mezclas M2 y M4 solo uno. (B) Se muestran los productos de
amplificacion de las mezclas modificadas M1, M3 y M6 después de reajustar los
componentes de las mezclas M1y M3. Las mezclas M2 y M4 se descartaron debido a
gue solo se obtuvo uno de los dos amplicones esperados, mientras que la mezcla M5 se

descart6 por la gran diferencia en la abundancia de los productos obtenidos
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6.3 Secuenciacion de RSV

6.3.1 Amplificacion del genoma de RSV

Una vez que se establecieron las condiciones adecuadas para obtener los amplicones,
se procedi6 al procesamiento de las muestras de RNA recolectadas de los hisopados
nasales. Se dio prioridad al analisis de las muestras que mostraron un valor de Ct
temprano (Tabla 11), con el objetivo de obtener amplicones que fueran secuenciables
utilizando el sistema MiniON Nanopore.

De todas las muestras analizadas, solamente fue posible obtener los 15 amplicones del
genoma del RSV a partir de la muestra con el codigo E199 del INER, la cual fue obtenida
de un paciente pediatrico de 12 meses sin asma y con sintomas respiratorios de un dia
de duracion hasta la toma de la muestra (Figura 10).

pram— "

Figura 10. Amplificacion del genoma de RSV contenido en la muestra E199 por medio
del método previamente optimizado. En los carriles se observan los amplicones de la
siguiente manera: 1: Mix 1, 2: Mix 3, 3: Mix 6, 4: 1/2, 5: 3/4, 6: 9/10, 7: 11/12, 8:19/20,
9: 21/22, 10: 23/24, 11: 27/28, 12: 29/30.
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Como resultado se obtuvieron los 15 amplicones esperados de las reacciones duplex e
individuales, aunque el producto del par de oligonucleétidos 27/28 (carril 11), fue un
amplicon ligeramente mas grande de lo esperado, ya que en lugar de tener 1414 nt
(nucleétidos) se observé con un tamarfio >1500 nt.

Aun asi, los amplicones de la muestra E199 se secuenciaron con una cobertura del
98.41% y profundidad 20X (Figura 11). Cuatro regiones no fueron secuenciables y estan
indicadas en la Figura 11 con las letras A, B, C y D. La regién A corresponde a un
fragmento intergénico, la B es parte del gen F mientras que la C corresponde a una
fraccion del gen L; la region D comprende una parte al final de la secuencia del gen L y
la region no codificante final del genoma. Considerando el disefio de los pares de
oligonucledtidos se esperaba que las regiones Ay D no se secuenciaran, ya que el primer
par de oligonucléotidos amplifica a partir del nt 43 y el dltimo par amplifica hasta el nt
15022.

Region del Regiones del

gen F / genL \

0 15200
(0-44) (7224 - 7379) (10823 - 10824) (15043 - 15200)
A B C D

Figura 11. Cobertura de la secuenciacion de la muestra E199. En color azul se indica la

cobertura de la secuenciacion mientras que en color rojo se indican las regiones de las

cuales no se obtuvo secuencia. Cada una de estas cuatro regiones se nombro con una
letra de la A-D.
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6.3.2 Mutaciones

Se llevo a cabo un analisis de mutaciones en la secuencia del RSV aislado de la muestra
E199 utilizando dos secuencias de referencia: 1) la secuencia del RSV subtipo A cepa
Long (VR-26, acceso GenBank AY911262) y 2) el genoma del RSV persistente en una
linea celular de macr6fagos (GenBank MT492012.1). Como resultado, se identificaron
un total de 777 sustituciones, de las cuales 639 ocurrieron en regiones codificantes y 138
en regiones no codificantes. El 79% de las mutaciones en las regiones codificantes
fueron clasificadas como sinénimas, lo que indica que potencialmente no tienen efecto

en la secuencia proteica (Figura 12).

Mo sindnimas
133
21%

Sindnimas

506
79%

Figura 12. Cantidad de mutaciones sinénimas y no sindénimas en las secuencias
codificantes de RSV aislado de la muestra E199. Se indica la cantidad total de

mutaciones de cada tipo y su porcentaje.
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Posteriormente, las mutaciones no sindbnimas se subdividieron en mutaciones
conservativas y no conservativas de acuerdo con la clasificacion de los aminoacidos en
seis grupos, propuesta por Zhang (2000) (Tabla 15), en la que se consideran las
propiedades de polaridad y volumen, esto con el fin de estimar a grandes rasgos el
impacto de la mutacién en estructura proteica. Una mutacién conservativa se considerd
como tal si tanto el aminoacido original como el producto de la mutacion pertenecian al

mismo grupo. En caso contrario se le clasific6 como no conservativa.

Tabla 15. Clasificacion de los aminoacidos considerando polaridad y volumen

propuesta por Zhang (2000)

Clasificacion (grupo) Aminoacido
Especial C
Neutro y pequeiio A GPST
Polar y relativamente pequefio N,D,Q, E
Polar y relativamente grande R, H, K
No polar y relativamente pequefio I, L, M,V
No polar y relativamente grande F, W, Y

De las 133 mutaciones no sinénimas, el 62% fueron de tipo no conservativas, es decir,
hubo cambi6 en la polaridad y el volumen del nuevo aminoacido, lo que podria afectar la

estructura proteica (Figura 13).
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Conservativas
50
38%
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Figura 13. Cantidad de mutaciones conservativas y no conservativas en secuencias
codificantes del genoma de RSV aislado de la muestra E199. Se indica la cantidad total

de mutaciones de cada tipo junto y su porcentaje

La Figura 14 muestra la distribucion de las 639 mutaciones en los diferentes genes del
RSV; se observa que el gen L present6 el mayor nUmero de sustituciones, seguido de

los genes Gy F.

NSTNS2 N P M SH G

1715 65 21 29 9 110

M2-1 27

Figura 14. Distribucién del total de mutaciones por gen.
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En cuanto a las mutaciones sinénimas y no sinénimas, la distribucion por gen se muestra
en la Figura 15. El gen L a pesar de ser el que presentd mas mutaciones, la mayoria
resultaron ser sinénimas, por lo que se podria decir que la secuencia proteica esta muy
conservada considerando el tamafo del gen.

NS1TNS2 N P M SH G F L
1612 53 17 27 7 58 60 225
M2-1 23
M2-2 7

NST1NS2 N P M SH G F

2 51
M2-1 4
M2-2 16

Figura 15. Distribucién de mutaciones sindénimas (A) y no sinénimas (B) por gen.

En general, casi todos los genes presentaron considerablemente mayor frecuencia de
mutaciones sindnimas, exceptuando el caso del gen G que tiene aproximadamente la
misma proporcion de ambos tipos de mutaciones y M2-2 que presentd mas del doble de
mutaciones no sindnimas. Se puede afirmar que estos dos genes son las secuencias
menos conservadas en el genoma de RSV aislado a partir del hisopado, respecto a la
secuencia de la cepa VR- 26. La gran cantidad de cambios en la secuencia del gen G
era de esperarse, ya que se conoce que es una region muy variable del genoma de RSV
(Mufioz-Escalante, 2019).

El gen F, pese a presentar 5 veces mas mutaciones sinGnimas que mutaciones no
sindnimas, es el cuarto gen con mas mutaciones no sinénimas en la secuencia aislada

de E199, mismas que podrian alterar el fenotipo del virus.
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Respecto a las mutaciones no sindénimas de tipo conservativas y no conservativas
(Figura 16), se puede observar una tendencia a presentar mayor cantidad de mutaciones
no conservativas en los diferentes genes, con algunas excepciones. El gen G es el que
tiene una mayor cantidad de cambios no conservativos, lo que esta de acuerdo con la
alta variabilidad que lo caracteriza. Los genes L y M2-2 fueron los que presentaron mas

cambios no conservativos después del gen G.

NS1 NS2 N P MSH G F M2 L
! LI
02 1 o 2 1 12 5
M2-1 1
M2-2 8
NS1 NS2 N P M SH G F M2 L
-HIR|E
1 1 1 4 0 1 39 7 18
M2-1 3
M2-2 8

Figura 16. Distribucién de mutaciones conservativas (A) y no conservativas (B) por gen.
Por otro lado, para determinar si el aislado primario de la muestra E199 tiene mutaciones
comunes al RSV persistente, se buscaron sustituciones en las regiones codificantes que
coincidieran en la posicion de ambas secuencias. (Tabla 16). Se encontraron 11 sitios
equivalentes con mutaciones en ambas secuencias, aunque el cambio de nucleétido no
fue idéntico en todos los casos. De las 11 mutaciones mencionadas, 5 son sinénimas y
6 no sinbnimas de tipo no conservativo. Adicionalmente, en el gen G se encontrdé una
insercion de 72 nucledtidos (24 aminoacidos) respecto a las secuencias de referencia
VR- 26 y RSV persistente. En el gen M2-2 se observo una alteracion en el codén de inicio
cambiando a la metionina por treonina. El siguiente codon de inicio se encuentra en la

posicion 3 de la secuencia original de la proteina.
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Tabla 16. Comparacion de las mutaciones entre las secuencias de RSV persistente (P)

y de la muestra E199 (E) en regiones codificantes.

Secuencia Sustitucion en la . S . .
Gen (Origen) proteina Tipo de sustitucion Tipo de cambio
P
M M43l NS C
E
P T38A
SH NS NC
E T38I
P
G29C NS NC
E
P
G T133I NS NC
E
P
T441C S -
E
P
N80OK NS NC
E
P
T101P NS NC
E
F
P C550S
NS NC
E C550L
P
T1179C S -
E
P
T951A S -
E
L
P A6396G
S -
E A6396T

En la tabla se muestran las mutaciones encontradas en los mismos sitios tanto en la
secuencia P como en la E respecto a la secuencia VR- 26. De igual manera se indica Si
la mutacion fue sinénima (S) o no sinénima (NS), asi como el cambio de aminoé&cido si
fue conservativo (C) o no conservativo (NC). Para el caso de las mutaciones sinGnimas,

la sustitucién que se indica corresponde a la secuencia gendémica.
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Con respecto al analisis de las regiones no codificantes, se presenta en la tabla 17 la

cantidad de mutaciones encontradas en la secuencia E199 en comparacion con la

secuencia de referencia VR-26. En términos generales, se observa que las regiones no

codificantes mas extensas son aquellas que presentan un mayor nimero de mutaciones,

especificamente las regiones M-SH, P-M y SH-G. Al considerar el nimero de mutaciones

en relacion al tamafio de las regiones no codificantes (% de mutaciones, Tabla 17), se

destaca que las regiones G-F, M2-L y P-M son las que presentan mayor cantidad de

mutaciones.

Tabla 17. Cantidad de mutaciones por region no codificante de la secuencia E199 en

comparacion con la secuencia VR- 26.

Regién no codificante Numero de mutaciones % de mutaciones
—NS1 1 1.75
(44- 100)
NS1- NS2 7 6.31
(519- 629)
NS2- N 12 8.63
(1003- 1141)
N- P 3 8.82
(2316- 2349)
P-M 24 12.56
(3074- 3264)
M- SH 31 11.40
(4034- 4305)
SH-G 22 11.46
(4499- 4690)
G-F 11 13.58
(5655-5735)
F- M2 18 11.33
(7459- 7662)
M2- L 9 13.24
(8505- 8572)
Total 138

Se muestran la cantidad de mutaciones por cada regién no codificante del genoma de

RSV en la muestra E199. Entre paréntesis se indica la ubicacion de cada region.
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6.4 Identificacion y cuantificacion de citocinas en muestras
clinicas

La cuantificacion de citocinas relevantes en procesos de infeccion viral y respuesta
inflamatoria se llevé a cabo utilizando dos kits basados en perlas: el kit LEGENDplex™
Human Anti-Virus Response Panel (740349, BioLegend, San Diego California, Estados
Unidos) y el kit LEGENDplex™ HU Th1/Th2 Panel (8-plex) w/ VbP V02 (741030,
BioLegend, San Diego California, Estados Unidos), los cuales permiten detectar
simultaneamente mdltiples analitos de interés. Se analizaron un total de 25 de las 36
muestras clinicas disponibles utilizando este método (Tabla 1), ya que las 10 muestras

restantes se agotaron durante la preparacion de los amplicones.

En la Figura 17 se presentan los resultados del andlisis de la expresion de citocinas
comparando entre los pacientes y los controles. De las 12 citocinas evaluadas, se
observa que IL6, TNFa, IP10, IL8 e IFNy mostraron una sobreexpresion significativa en
el grupo de pacientes en comparacion con el grupo control. Por otro lado, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la concentracién de las demas
citocinas (IL12, IFNB, IL10, IL2, IL13, IL5 e IL4), aunque se observa una tendencia a la
sobreexpresion de IFNB e IL10, pero la diferencia entre los grupos no alcanzo

significancia estadistica.
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Figura 17. Comparacion de concentracion de las citocinas IL6, TNFa, IP10, IL8,
IL12p70, IFNB, IL10, IL2, IL13, IL5, IL4 e IFNy en muestras de controles contra

pacientes. Las gréficas indican la mediana y el rango intercuartil. Las medianas se

compararon mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. *, P<0.05, **,
P<0.01, ***, P<0.001; ns, no significativo.
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VII. Discusion

En este trabajo se reporta un protocolo para la amplificacion y secuenciacién del genoma
de RSV encontrado en hisopados nasales de pacientes con enfermedad respiratoria. Se
propuso la amplificacion del genoma por PCR con 15 pares de oligonucleétidos que
cubren desde el nucledétido 43 hasta el 15022 (Figura 7), lo que corresponde al 99.32 %
del genoma viral completo.

El protocolo se estandarizé utilizando material genético de RSV persistente en cultivo
celular, demostrando su efectividad en la obtencion de todos los amplicones esperados.
Ademas, se comprob6 su especificidad para la secuencia de RSV (Figura 8).

Una vez que se estableci6 el protocolo, se validé su utilidad para amplificar el genoma
del RSV presente en hisopados nasales de pacientes del INER. De las 36 muestras, se
amplificdo anicamente el genoma del virus contenido en la muestra con el codigo de
identificacion E199; esto se pudo deber a la baja cantidad de copias del genoma viral en
las muestras, siendo que solo tres de éstas superaron las diez mil copias por cada 100
ng de cDNA total (Figura 6). Cabe mencionar que la cantidad del genoma del virus se
estimo evaluando un segmento del gen N, pero no determinamos la integridad del
genoma completo. De esta manera, encontramos que para obtener los amplicones del
genoma de RSV en muestras de pacientes con las condiciones aqui descritas, se
requieren mas de 1 millén de copias virales por cada 100 ng de cDNA total (Figura 6),
aungue no podemos descartar que la integridad de los acidos nucleicos se haya reducido
después del tiempo de almacenamiento.

Existen otros motivos que pudieron limitar la produccion o la deteccion de los amplicones,
entre los que se encuentran el nimero de ciclos de amplificacion en la PCR o la
sensibilidad del colorante empleado para revelar los acidos nucleicos en geles de
agarosa, respectivamente. Estos factores podrian evaluarse para corregir pasos
especificos del protocolo con la finalidad de optimizar la amplificacion.

En un estudio previo realizado en el laboratorio para identificar las mutaciones
acumuladas en el genoma del RSV que ha persistido en una linea de macréfagos por
mas de 150 pases (Ruiz-Gémez et al., 2021), se listaron todas las mutaciones que
potencialmente se podrian asociar al fenotipo persistente del virus. Como hipotesis se

propuso que el hallazgo de tales mutaciones en RSV de muestras de pacientes con
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enfermedad respiratoria adquirida en la comunidad, seria un primer acercamiento a la
identificacion de virus que han mantenido infeccién crénica en humanos.

Para tener un analisis detallado, la secuencia E199 también se compardé con la secuencia
de referencia que corresponde al RSV de la cepa Long subtipo A, que es el virus prototipo
con el cual se establecio la infeccidon persistente. De esta manera, se identificd una
insercion caracteristica del genotipo ON1 de RSV en la secuencia de la proteina G del
virus E199, misma que fue encontrada por primera vez en Ontario, Canada en la
temporada invernal de 2010- 2011 por Eshaghi et al. El genotipo ON1 presenta una
duplicacién de 72 nucledtidos en el tercio C terminal del gen G resultando en un
polipéptido con 24 aminoacidos adicionales. Adicionalmente, Eshaghi et al. describe que
para este genotipo se encontraron cuatro sustituciones unicas en la secuencia proteica
de G: E232G, T253K, N273Y y P314L. Las cuatro sustituciones se encontraron en el
genoma de RSV de la muestra E199 y de manera particular, T253K y N273Y se asocian
a la pérdida de sitios de N- glucosilacion, lo que potencialmente altera la antigenicidad y
facilita la union de anticuerpos circulantes (Eshaghi et al., 2012).

Una de las caracteristicas mas importantes del cultivo de macréfagos infectados
persistentemente por el RSV es la ausencia de sincicios; a partir del pase 48 dej6 de
ocurrir la fusién entre células (Rivera-Toledo & Gémez, 2012; Ruiz-Gémez et al., 2021).
Por este motivo, resulta de gran importancia identificar las mutaciones que alteren la
actividad fusogénica de la proteina F.

Al comparar el genoma de RSV de la muestra E199 con el genoma de RSV persistente
gue tiene 74 mutaciones con respecto al virus de la cepa Long subtipo A, se encontraron
11 mutaciones que coinciden en la posicion de ambos genomas; 4 son cambios
sinbnimos y 7 cambios son no sindnimos. De los cambios sinbnimos, dos se encontraron
en el gen L (T951A, A6396G/T) y los otros dos en G (T441C) y F (T1179C),
respectivamente. Los cambios no sinébnimos se encontraron ubicados de la siguiente
manera: uno en la proteina M (M43l), uno en la proteina SH (T38A/I), dos en la proteina
G (G29C, T133l) y tres en la proteina F (N8OK, T101P, C550S/L) (Tabla 15). De estas
siete mutaciones, dos de la proteina F se han estudiado previamente: T101P y C550S
(Lawlor et al., 2013; Branigan et al., 2006).

El residuo C550 es un sitio de palmitoilacibn que se encuentra en el dominio

citoplasmatico de F. La palmitoilacién es una modificacion postraduccional resultante de
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la unién de una cadena de &cido palmitico a residuos de cisteina en una proteina, por
medio de un enlace tioéster (Li et al., 2022). La palmitoilacion de proteinas virales de
fusion afecta su trafico hacia balsas lipidicas, o que puede estar relacionado con la
regulacion del contenido proteico de la envoltura viral (Branigan et al., 2006). En el
supuesto de que el ensamblado de la envoltura se alterara por la mutacién p.C550S y se
generaran virus con bajo contenido de la proteina F, se podria inferir una disminucién en
la capacidad infecciosa del RSV, ya que es una proteina necesaria para la fusion de las
membranas viral y celular (Sarmiento et al., 2009). Algo similar se ha observado en el
virus de inmunodeficiencia humana (HIV-1), ya que el resultado de la remocién de los
dos sitios de palmitoilacion de la regidn citoplasmatica de la proteina de envoltura gp160
fue la produccion de virus con bajos niveles de esta proteina (Rousso et al., 2000). Este
tipo de alteracion podria ser un mecanismo asociado a la persistencia del RSV, al reducir
no solo la infectividad, sino también la formacion de sincicios y con ello aumentar la
sobrevivencia de la célula hospedera. Sin embargo, Branigan et al. (2006) determinaron
gue el cambio de cisteina a serina de la posicion 550 no tiene efecto en la fusion mediada
por la proteina F e incluso aumento su actividad respecto al control sin la mutacion.

La mutacion p.T101P en la proteina F fue estudiada previamente como parte de varias
sustituciones en la subunidad F2, con el fin de determinar su efecto sobre la replicacion
viral (Lawlor et al., 2013). Se llevé a cabo un estudio de viabilidad utilizando dos vacunas
vivas atenuadas de RSV en células Vero, en el cual se observaron diferencias en la
cinética de crecimiento y el efecto citopéatico. Se identificaron cuatro diferencias en la
secuencia proteica de ambos virus, y una de ellas fue la sustitucién en la posiciéon 101
de la proteina F (p.T101P) (Lawlor et al., 2013). Aunque en este caso no se observo que
dicha mutacion alterara significativamente la replicacion viral ni el efecto citopatico, el
mismo estudio reveld que la mutacién rio arriba, en el residuo 66 (p.K66E), fue
determinante en la alteracion de la fusogenicidad y la multiplicacion viral (Lawlor et al.,
2013). Por otro lado, la mutacion p.N80K, también ubicada en la proteina F, no ha sido
descrita en la literatura y su participacion en la actividad fusogénica de esta proteina no
puede descartarse.

En un estudio realizado por Zhu et al. (2011) para evaluar el efecto de mutaciones en la
proteina F sobre la susceptibilidad al Palivizumab, se reportaron diversas mutaciones

asociadas a la susceptibilidad o resistencia al tratamiento con este anticuerpo
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monoclonal. De las mutaciones listadas en este estudio, dos se encontraron en nuestra
secuencia E199: p.N105S y p.N276S. Ambas mutaciones estuvieron relacionadas con
mayor susceptibilidad al tratamiento con Palivizumab. Ninguna de las mutaciones del gen
F del RSV persistente se encontraron en el estudio de Zhu et al. (2011). Es importante
destacar que esta clase de informacién puede ser relevante en el entorno clinico, por lo
gue es de gran importancia el analisis desde distintas perspectivas de la informacion
gendémica obtenida con el fin de profundizar en el entendimiento de la patogenia de RSV.
En cuanto a las mutaciones de la proteina G que son comunes para el RSV persistente
y el virus de la muestra E199, se encontré la variante p.G29C en el dominio
citoplasmatico. Se ha documentado que esta region interacciona con la proteina M,
siendo los primeros 6 aminoacidos de la region N-terminal criticos para esta union
(Ghildyal et al., 2005). A pesar de que la mutacién se encuentra rio abajo, podria tener
repercusiones en la interaccién de M con G.

La segunda mutacion encontrada en la proteina G (p.T133l), se encuentra ubicada en
una region tipo mucina | altamente glucosilada y variable (McLellan et al., 2013). Las
implicaciones de esta mutacion en la persistencia, podrian relacionarse con el cambio de
afinidad de la proteina a anticuerpos neutralizantes ya sea disminuyéndola, o bien,
incrementandola. En este dltimo caso permitiria la persistencia debido a la forma
secretada de G, la cual constituye un mecanismo de evasion de la respuesta inmune
(Bukreyev et al., 2008).

Se ha observado que la proteina estructural M se puede encontrar en cuerpos de
inclusién durante la infeccion tardia por RSV. Los cuerpos de inclusion son sitios de
transcripcion viral compuestos por las proteinas L, N, P y M2-1, en conjuncién del
genoma viral. Se ha demostrado que M interacciona con las otras moléculas a través de
M2-1 posiblemente inhibiendo la transcripcion como predmbulo a la liberacion viral (Li et
al., 2008). La mutacion encontrada en la proteina M tanto del virus persistente como del
virus E199 (p.M43l) se encuentra dentro del dominio de uniéon a M2-1. Aparentemente
esta mutacién podria no tener efecto alguno sobre la funcion de esta proteina, ya que se
trata de un cambio de un aminoacido hidrofébico a otro con propiedades similares
(metionina por isoleucina), pero se requiere de un estudio para determinar su impacto y

si tiene relacién con la persistencia viral.
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La mutacion identificada en la proteina SH de ambas secuencias (p.T38A/l) se encuentra
en el dominio transmembranal alfa helicoidal de la estructura proteica. SH es una
viroporina homopentamérica con baja selectividad idénica que entre sus funciones se ha
observado que es capaz de retrasar la apoptosis permitiendo la replicacion del virus
(Fuentes et al., 2007). En este sentido, SH podria favorecer la persistencia al permitir la
sobrevivencia de las células infectadas, por lo que existe la posibilidad de que la variante
T38A/I tenga alguna relacion con esta funcion.

En cuanto a la variacion de las secuencias no codificantes del RSV, varios estudios han
demostrado que pueden tener un efecto en la transcripcién y regulacion génica (Pangesti
et al., 2018). Por lo general, las secuencias que regulan el inicio de la transcripcion de
cada gen, conocidas como "gene start” en inglés (GS), se conservan (Pangesti et al.,
2018). Al comparar estas secuencias entre el RSV persistente y el virus recuperado de
la muestra E199, se observa conservacion de las secuencias, excepto en el GS de NS1
del virus persistente, donde se produjo un cambio de citosina (C) a adenina (A) en el
guinto nucledtido. Este cambio podria alterar la transcripcion de este gen. Ademas, se
observo la insercion de un nucledtido (A para RSV persistente y G para RSV de E199)
dos posiciones antes del inicio de la secuencia GS de P. Aunque este cambio fue comudn
en ambos genomas, es posible que no tenga un impacto en la expresion del gen P, ya
gue esta proteina actia como cofactor para el correcto funcionamiento de la polimerasa
L, la cual es indispensable para el establecimiento de la infeccion.

A diferencia de las regiones GS, las secuencias de término de la transcripcion de cada
gen, conocidas como "gene end" en inglés (GE), son regiones que presentan mayor
variabilidad y se cree que desempefian un papel relevante en la regulacion de la
expresion génica (Pangesti et al., 2018). Tanto el virus persistente como el de la muestra
E199 presentaron mutaciones en la secuencia GE de SH, aunque en posiciones
diferentes (A a T en el nt 13 para el virus persistente y A a T en el nt 6 para el virus de la
muestra E199). Estudios previos con otros virus han demostrado que las alteraciones en
las secuencias GE pueden modificar la transcripcion. Por ejemplo, se ha observado que
una insercion de 8 nt en la secuencia GE del gen M del virus de parainfluenza disminuyo
la eficiencia de la terminacién transcripcional (Kuo et al.,, 1996). Ademas, se ha

documentado que una mutacién puntual en la secuencia GE del gen F del virus de la
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parotiditis puede generar un solo transcrito junto con el gen siguiente corriente abajo
(Kuo et al., 1996).

En resumen, las mutaciones que se encontraron en ambas secuencias del RSV pueden
ser relevantes en el contexto de la persistencia viral. Sin embargo, se requiere una
investigacion mas profunda para determinar su importancia. En el caso especifico de las
mutaciones T101P y C550 S/L en la proteina F, los efectos observados en la actividad
de la proteina no parecen estar relacionados con la inhibicion de la fusibn de membranas.
Por lo tanto, es posible que su presencia en el RSV persistente no esté asociada con el
establecimiento o mantenimiento de la persistencia del virus en el cultivo celular. Esta
observacién se refuerza con la informacion clinica, ya que se trata de un paciente de 1
afo de edad que posiblemente esté experimentando su primera infeccion por RSV y que
ademas se encontraba en el primer dia de inicio de los sintomas (Tabla 1).

La respuesta inmune contra el RSV en el cultivo de macréfagos infectados de manera
persistente se caracterizO por la sobreexpresion de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias como IL6, IFNR, CCL3, IP10, RANTES e IL8 y ausencia de TNFa e IFNy
(Rivera-Toledo & Gomez, 2012). De igual manera, los hisopados nasales mostraron
incremento significativo de IL6, IP10 e IL8, asi como TNFa e IFNy (Figura 17). La
presencia de estas dos Ultimas citocinas en los hisopados nasales sugieren que tienen
un papel importante en el control de la replicacion del virus durante la infeccion aguda,
por lo que su ausencia podria ser indicadora de una infeccion de tipo persistente tal como
lo observamos en M®P. En este sentido, las muestras con bajas o nulas cantidades de
TNFa e IFNy podrian ser utiles para la busqueda de mutaciones asociados a la

persistencia del RSV.

63



VIIl. Conclusiones

Como resultado de este trabajo se establecioé un protocolo para la cuantificacion,
amplificacion y secuenciacién del genoma del RSV a partir de hisopados nasales
de pacientes con enfermedad respiratoria. Este protocolo es especifico para el
subtipo A del RSV y tiene el potencial de amplificar diferentes genotipos.

Once mutaciones de la muestra E199 coincidieron con las mutaciones del virus
persistente, pero se requiere de su caracterizacidbn para asociarlas con el
establecimiento y mantenimiento de la persistencia

La secuenciacion de un mayor numero de genomas de RSV permitira realizar un
andlisis estadistico para determinar la utilidad de las mutaciones como
marcadores de la infeccion persistente

La baja carga viral es una limitante para amplificar y secuenciar el genoma
completo

La enfermedad respiratoria por RSV se asocia con una sobreexpresion
significativa de citocinas proinflamatorias, incluyendo IL6, TNFa, IP10, IL8 e IFNy;
ademas de una tendencia a la sobreexpresion de IFNB e IL10

Durante la infeccion persistente por RSV no se encontraron las citocinas TNFa e
IFNy a diferencia de lo observado en los hisopados nasales; por lo tanto, ambas

citocinas podrian usarse para distinguir entre infeccion aguda y persistente
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IX. Perspectivas

e Posterior a la realizacién del trabajo experimental descrito aqui, se ha dado
continuidad a la amplificacion del genoma de RSV a partir de hisopados nasales
de pacientes infectados durante el brote 2022-2023. Se han realizado algunas
modificaciones en el protocolo que consisten en el aumento del nimero de ciclos
de amplificacion en la PCR (de 35 a 40) y en el cambio del colorante para acidos
nucleicos “DNA UView 6x Loading Dye” (#1665112, Bio-Rad, Hercules, California,
Estados Unidos) por el “GelRed” (41001 - 41003-T, Biotium, Fremont, California,
Estados Unidos), ya que este ultimo presenta mayor sensibilidad para la deteccion
de los amplicones. Con estos cambios se ha logrado obtener amplicones de
hisopados que presentan Ct<30 en PCR cuantitativo.

e Con elfinde determinar el impacto de las mutaciones descritas sobre la capacidad
del RSV para establecer persistencia, se sugiere emplear modelos
computacionales para analizar posibles cambios estructurales de las proteinas
mutantes en comparacién con las proteinas no mutadas. También se podrian
realizar ensayos de genética reversa para evaluar el efecto de las mutaciones de

interés en el ciclo de infeccion del virus.

e Se propone optimizar el método de amplificacién del genoma del RSV mediante
el disefio de PCR multiplex, con el objetivo de reducir el nUmero de reacciones
necesarias para generar los 15 amplicones. Esto permitira disminuir el consumo

de reactivos y el tiempo necesario para el procesamiento de las muestras.
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Anexo 1. Mutaciones encontradas en el genoma de

RSV persistente (Ruiz-Gomez et al., 2021)
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Anexo 2. Constancia informativa de uso de
muestras respiratorias

RESPMATORIAS

SVWALL COSIO VILLICAS

PETITUTO MACIOMAL
[ ST DE ENFERVEDADES
. A . A DL

Direccién de Investigacién
Subdireccién de Investigadén Clinica
Depto. de Investigacion en Tabaquismo y EPOC

Ciudad de México, 26 de octubre del 2020

COMISIONES DE INVESTIGACION Y ETICA
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
PRESENTE

Por estc medio, hago constar que las muestras resprratonas obtemidas de pacientes con asma y
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, exacerbadas por enfermedades virales, que se encuentran bajo
mi custodia en ¢l Laboratono de Biologia Molecular en Enfermedades Emergentes v EPOC, seran
utthzadas para el desarrollo del proyecto “Buisqueda de marcadores genéticos asociados a la
persistencia del virus sincicial respiratorio en pacientes adultos con enfermedades respiratorias
cromicas, exacerbadas por infeccion viral™, como una colaboracion con la Dra. Evelyn Rivera Toledo,
Profesora Asociada C, de la Facultad de Medicina, UNAM.

Dicho banco de muestras se encuentra se encuentra a disposicion para imvestigacion como parte del
proyecto “Diversidad viral y bacterniana presente en la enfermedad respiratoria aguda: implicaciones en la
estimulacién del sistema inmune nnato” (B10-20), que ya ha sido aprobado por los Comités de Etica en
Investigacion del INER.

Atentamente,

Dr. Joel Armando Vizquez Pérez
Investigador en Ciencias Médicas
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
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- 2020

LEONA VICAKIO



Anexo 3. Datos del analisis de las muestra
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Anexo 4. Oligonucleotidos empleados para la

del genoma de RSV
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Anexo 5. Ejemplo de célculo del numero de copias
de RSV por cada 100 ng de RNA total

Se tomaran como ejemplo los datos de la muestra E118:

[RNA] = 62.4ng/uL
Ct = 38.054

Para la preparacion de cDNA se emplearon 8 uL de RNA total y se asumio que el RNA

se transformé en su totalidad a cDNA, por lo que:

62.4ng RNA total) (1 ng cDNA total

1 uL RNA total 1ng RNA total
El volumen final después de la sintesis de cDNA fue de 20 pL:

8 uL RNA total ( ) = 499.2 ng cDNA total

499.2 ng cDNA total
20 uL cDNA total
Para la reaccion de PCR en tiempo real se emplearon 5 pL:

= 24.960 ng/ulL

24.960 ng cDNA total
1 uL cDNA total
Para el célculo del numero de copias se empled la ecuaciéon obtenida de la regresion

5uL cDNA total ( ) = 124.8 ng cDNA total

lineal de la curva estandar de RSV:

Ct = —2.986 Log (copias/ 5 uL) + 42.26
Al despejar, se obtiene la siguiente ecuacion:

Log (copias/5ul) = (Ct —42.26) /—2.986
Al sustituir:

Log (copias/ 5 uL) = (38.054 — 42.26) / —2.986 = 1.408
copias/ 5 ul = 25.58

La cantidad de copias por cada 100 ng de RNA total se obtuvo:

25.58 copias RSV
124.8 ng cDNA total

x100 = 20.50 copias RSV / 100 ng RNA total
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