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“Gonna break these chains around me
Gonna learn to fly again
May be hard, may be hard
But I'll do it
When ['m back on my feet again

Soon these tears will all be dryin’
Soon these eyes will see the sun
Might take time, might take time
But I'll see it

When ['m back on my feet again

When I'm back on my feet again

I'll walk proud down this street again
And they’li all look at me again

And they’ll see that ['m strong

And I'm not gonna crawl again
I will learn to stand tall again
No I'm not gonna fall again
Cos I'll learn to be strong ...»

Fragmento de la cancién:
“When ['m back on my feet again”
Cantada por Michael Bolton,

“El secreto de la felicidad esta en mirar todas las
maraviltas del mundo y no olvidarse nunca de la meta que
nos hemos trazado”,
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Introduccion

El citomegalovirus humano (CMVH), miembro de la familia de los herpesvirus, es un
patogeno distribuido mundialmente, capaz de originar infecciones agudas y cronicas, que
representa una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en individuos
inmunosuprimidos o inmunolégicamente inmaduros. Después de la primoinfeccion, ain los
'huéspedes inmunocompetentes son incapaces de erradicar al virus, debido presumiblemente, a
que el CMVH establece un estado de persistencia (infeccion productiva a bajos niveles) y/o
latencia (infeccion no productiva), dichos estados forman parte de los maltiples mecanismos
de evasion al sistema inmune que ¢l virus ha desarrollado, entre los que también se cuentan: el
ocultamiento viral, la inmunosupresion y la interferencia a los procesos naturales de
presentacion de antigeno.

Las bases celulares y moleculares que operan en el establecimiento de la persistencia y
latencia de este virus ain resultan desconocidos debido en gran parte, a la carencia de un
modelo /n vitro de infeccién latente de células humanas. Algunas observaciones in vivo
sugieren que los monocitos pudieran albergar al virus en un estado de latencia, a la vez que
contribuyan a la diseminacién viral, por lo que el presente trabajo contempla una parcial
caracterizacién y andlisis molecular de Ia infeccion por citomegalovirus humano en la linea
célular U-937 (linfoma histiocitico humano), la cual es una linea premonocitica humana. Para
ello, s¢ realizaron cinéticas de infeccion a tiempos predeterminados con la cepa de
citomegalovirus humano (AD-169) y s¢ valord la infeccion mediante la identificacion de
proteinas virales de expresion inmediata, de expresidn tardia, y con la deteccion de material
genético viral, asi como la formacion de nuevos viriones infectivos.

Los datos obtenidos de este estudio revelan la presencia del gen viral IE-1 desde el
inicio y hasta el tercer dia post-infeccion, no detectindose mas durante el rastreo hasta 148
dias post-infeccion. Por otro lado, es posible identificar el producto de este gen al interior de la
célula hasta el cuarto dia después del primocontacto con el virus,” aunque el producto del
complejo génico viral gB no fué evidenciable en ningin momento, contrastando con su franca
expresion en células caracteristicamente permisivas como fibroblastos y astrocitos, Ademds, el
cocultivo de monocitos “infectados” con fibroblastos de pulmén fetal humano no originé la
infeccidn de estos ultimos, indicando la no formacion de nuevos viriones. En consideracion a
estos resultados, aparentemente en la linea celular U-937 son posibles los eventos de
adsorcion y penetracion virales; asi como transcripcion y traduccion limitada a las proteinas
inmediatas tempranas, pero no el mantenimiento de una infeccion productiva ni la reactivacion
hasta los 148 dias bajo las condiciones del sistema evaluadas.



1. Generalidades
CITOMEGALOVIRUS HUMANO: UN VIRUS EMERGENTE

El citomegalovirus humano (CMVH) es un miembro de la familia Herpesviridae,
del que se conocen aproximadamente cien cepas y cuyo unico huésped es el hombre, ¢s
clasificado como herpes virus humano 5. La infeccion exhibe -caracteristicas
endémicas, del 60 al 80% de la poblacion en paises desarrollados y virtualmente el 100%
en los paises en vias de desarrollo la adquieren a lo largo de Ia vida'". Se conoce que en
México existen prevalencias superiores al 90% tanto en nifios como en diversas
poblaciones de adultos®"*?. El CMVH es capaz de causar tanto infecciones agudas como
crénicas y representa una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
individuos inmunosuprimidos y/o inmunolégicamente inmaduros, siendo los principales
grupos afectados, los recién nacidos, [os individuos receptores de un transplante de érgano
y los pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)*'"*'". En
individuos inmunocompetentes la primoinfeccion cursa generalmente asintornatica, sin
embargo el huésped es incapaz de erradicar al virus debido al estado de persistencia
(infeccion productiva a bajos niveles) y/o latencia (infeccion no productiva) que el virus
desarrolla como una de las miltiples estrategias de evasion viral al sistema inmune®™**”,
Ademas, cuando el individuo se encuentra en un estado de inmunosupresion, el virus es
capaz de reactivarse y causar enfermedad. Ain no se conoce con exactitud el o los
mecanismos implicados en el establecimiento de latencia y/o persistencia viral, sin
embargo se sabe que las principales estirpes celulares involucradas en dicho evento son
las células cpiteliales y los monocitos'*'***,

El virus o sus productos pueden ser detectados mediante el empleo de cultivos,
cnsayo inmunoenzimatico (ELISA), inmunofluorescencia e inmunotransferencia entre

otros y la identificacién del material genético con técnicas de amplificacion in vitro del



DNA utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) lograndose con ello alta
sensibilidad y especificidad®®,

La caracterizacién molecular de la infeccién in vitro por CMVH de monocitos
humanos, daria las bases para conseguir un modelo gue permita estudiar el fenémeno de
la latencia por el virus; ya que se ha reportado mediante detecciones de DNA viral por
PCR en poblaciones celulares de sangre periférica tomadas al azar, que los monocitos
constituyen el principal grupo celular que transporta DNA del virus en sujetos normales
seropositivos”’", no asi los linfocitos T y B, en los cuales el DNA viral es poco

perceptible, o en leucocitos polimorfonucleares donde no es detectable.

1.1 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DEL CMVH.,

1.1.1 Estructura. El virion de CMVH posee todas las caracteristicas morfolégicas
propias de los herpesvirus. Posee el DNA de mayor tamaiio de todos los virus que
infectan al humano (aproximadamente 230 kpb), el cual se encuentra localizado en el
niicleo (core) de la particula viral contenido dentro de la capside, compuesta de 162
capsémeros y con una estructura icosaédrica. Los capsémeros miden 15 nm de diametro y
20 de longitud, tienen un canal central de aproximadamente 3 nm de didmetro. Hay
evidencias de que los capsomeros hacen proyecciones radiales de tipo rueda que
corresponden a la estructura “triplex” de la capside del virus Herpes Simplex, que se
supone entrelaza a los capsémeros. La nucleocapside esta rodeada por una capa proteica
denominada tegumento y finalmente por una envoltura de origen celular, proveniente de la
membrana nuclear o del reticulo endoplasmico. El viridn desnudo mide 116 nm y la

particula viral completa aproximadamente 230 nm!'**72.



CITOMEGALOVIRUS

‘NUCLEOCAPSIDE

‘DNA BICATENARIO
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COMPLEJO GLICOPROTEINA 1
COMPLEJO GLICOPROTEINA 11

Figura 1: Esquema de la estructura del citomegatovirus humano.




1.1.2 Ciclo infectivo. Se ha observado que los viriones pueden a través de sus
proteinas gB, gH y gC fusionarse a la membrana celular, o bien en monocitos y
macrofagos ser fagocitados solos o en grupos, en cuyo caso los fagosomas que contienen
a los viriones son capaces de fusionarse con lisosomas y formar fagolisosomas, sitio en
donde se digieren completamente las particulas™. Existe la posibilidad de que dentro del
fagosoma los viriones se fusionen con la membrana vacuolar y sean liberados en el
citoplasma como capsides desnudas, aunque éstas parecen estar protegidas por el
tegumento viral y se hacen indistinguibles de las capsides liberadas de la fusion en la

membrana celular. Las capsides desnudas viajan a través del citoplasma hasta el nicleo

celular!! *%%6Y

La replicacion del CMVH ocurre en ¢l nicleo de las células infectadas e involucra
genes inmediatos-tempranos (IE), tempranos (E) y tardios (L); esta clasificacion esta
basada en el tiempo de aparicién del mRNA viral o proteina en la célula infectada. Los
genes [E se transcriben desde las primeras 2 a las 20 horas de la infeccidn, y los productos
de su transcripcion-traduccion participan en la sintesis de mas DNA viral, asi como en la
activacion de los genes tempranos que tienen una duracion de 24 horas o mas después de
la activacién de los genes IE, por dltimo las proteinas codificadas por los genes tardios
forman parte de la estructura del virién y son transcritas entre las 15 a 72 horas

posteriores al ingreso del virus"''"'¥,

1.1.3 Patogénesis. EIl CMVH provoca lesiones a través de por lo menos, dos
mecanismos: la replicacion viral e inmunopatologia. La patogénesis de la infeccidn en el
huésped inmunosuprimido es compleja. La infeccidn puede manifestarse como
enfermedad localizada produciendo principatmente neumonitis intersticial, transtornos
gastrointestinales y retinitis, o manifestarse como una enfermedad sistémica diseminada
en donde practicamente cualquier organo puede ser afectado””. Aunque el CMVH es

generalmente inocuo en personas inmunocompetentes, representa una causa importante de

10



morbilidad y mortalidad en individuos inmunosuprimidos; principalmente los recién
nacidos cen infeccion congénita, individuos receptores de un transplante y pacientes con
SIDA. También representan grupos de riesgo los individuos con inmunodeficiencias
primarias, pacientes con neoplasias hematologicas y aquellos que reciben tratamientos

inmunosupresores con radiacion y/o drogas citotoxicas®.

1.2 LA RESPUESTA INMUNE HACIA CITOMEGALOVIRUS HUMANO.

1.2.1 Respuesta inmune mediada por anticuerpes. Hay algunas evidencias de
que la respuesta inmune mediada por anticuerpos no es completamente efectiva en la
generacion de un estado de proteccidn hacia CMVH, debido a que son pocas las proteinas
virales que inducen la produccidén de anticuerpos neutralizantes y estos requieren de
complemento, siendo la lisis efectiva en plasma pero no en otros espacios corporales. Sin
cmbargo, aunque la presencia de anticuerpos en la madre no evita la infeccion intrauterina
del producto, si evita dafios mayores, pues en los productos de madres con
primoinfecccion la afectacion del producto es mas severa que en los productos de madres

con infeccidn recurrente o reactivacion viral @9,

1.2.2 Respuesta inmune mediada por células. Se ha propuesto que la respuesta
inmune celular es la encargada de controlar la infeccion. Las células T citotéxicas
(CTL’s) especificas contra el CMVH son capaces de provocar la lisis de células
infectadas antes de la formacion de una nueva progenie viral, evitando la extensién de la
infeccion. Por otro lado se ha constatado experimentalmente un franco aumento en la
actividad de células NK hacia células infectadas. Sin duda los linfocitos T cooperadores
son fundamentales en el control de la infeccion debido a su participacién en el desarrollo
de CTL's y de IgG anti CMVH y en la produccién de citocinas con actividad antiviral,

entre cllas IFNy y TNF 13‘24'26).



1.3 EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE POR CITOMEGALOVIRUS
HUMANO.

En la mayoria de los individuos infectados, la evasién de la respuesta inmune por
el virus origina una infeccidn crénica persistente o latente; ésta es seguida por
recurrencias periddicas o infecciones secundarias con nuevos o mayores niveles de
excrecion viral. Se conocen varios mecanismos que el CMVH ha desarvollado para evadir
la respuesta inmune: ocultamiento viral, inmunosupresion y alteracion de los mecanismos

naturales de generacién y funcién de la respuesta inmune®%2).

1.3.1 Alteracién de los mecanismos de presentacién antigénica. Ademas de
esconderse del sistema inmune e inducir inmunosupresion en el huésped, el CMVH ha
desarrollado estrategias para impedir el establecimiento y/o la funcion de la respuesta
inmune. Entre los mecanismos propuestos se han identificado la disminucién de la
expresion de moléculas de histocompatibilidad tanto de clase I como de clase II,
inactivacion de las células NK, y disminucién de la actividad del complemento por

incremento de las proteinas reguladoras/®54%30-545%

1.3.2 Inmunosupresién. La infeccion por el CMVH provoca una transitoria pero
profunda inmunosupresion en individuos inmunocompetentes, mediada a traves de: a)
Alteracion de la respuesta y produccién de citocinas: Se ha observado que la infeccion
viral causa desarreglos metabélicos en linfocitos y monocitos dafiando su capacidad de
producir y responder a IL-1 e 1L-2°%), b) supresién de la hematopoyesis: La infeccion
por el virus suprime la hematopoyesis de células progenitoras, debido a la alteracion de
c€lulas mieloides CD34" o células estromales y la consecuente perturbacién de la
produccion de factores de crecimiento'*™, ¢} Induccion de TGFB: En estudios in vifro se

ha observado un incremento de 1a produccion del factor de crecimiento transformante beta



en fibroblastos, esta citocina inhibe la activacion de macrofagos, células NK y CTL's y

disminuye la expresion de moléculas de histocompatibilidad®®.

1.3.3 Ocultamiento viral. EIl CMVH ha desarrollado estratégias que le permiten
pasar inadvertido por el sistema inmune durante un proceso infeccioso: a) variacion
antigénica. Se conocen mas de 100 cepas del virus, que aunque presentan homologias de
hasta el 80%, la respuestal inmune penerada hacia una de ellas no protege contra la
otra®; b) infeccidn en continuidad. La proteina viral gB promucve la penetracién del
virus y la diseminacién de la infeccion de una célula a otra a través de fusion de
membranas'?; ¢) enmascaramiento: et CMVH induce la sobre expresion del receptor para
el Fc de IgG (FcR) en las células infectadas previniendo la lisis inmune, ademas el virién
puede unir tanto B2-m como FcR®*”; d) mimetismo molecular, el virus codifica para las
proteinas US28, US27 y UL33 con alta homologia a receptores para quimiocinas®*?, asi
el sistema inmune falla en el reconocimiento de moleculas extrafias, un ejemplo de esto
son los receptores acoplados a la proteina G celular con los cuales comparten homologia
algunos polipéptidos generados por el CMVH vy e) Latencia: el virus después de una
primoinfeccion puede permanecer de por vida en el huésped en estado de latencia donde

i - - - 27.30
la expresién del genoma esta confinada a los genes inmediatos-tempranos®’*®.

1.4 LATENCIA Y PERSISTENCIA VIRALES.

1.4.1 Marco conceptual

Para las infecciones virales se han enunciado varias definiciones acerca de los
conceptos de latencia y persistencia.

Para Stannier y cols.“”, la latencia es un estado en el cual se encuentra el DNA viral en
la célula infectada, pero no se replica ni se transcribe, por lo cual no se detectan viriones

infecciosos, como tampoco antigenos ni transcritos virales, aunque por medio de la reaccién
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en cadena de la polimerasa es detectable el genoma viral. Asi también otros autores como
Banks y Rouse® y Bodo Platcher’™ definen una infeccién latente como una infeccion
persistente en donde el genoma viral esta presente, pero la expresion génica es limitada a los
productos de genes tempranos y no se producen viriones infecciosos.

Durante una infeccion viral persistente, la expresion de la mayoria si no es que de todas
las proteinas estin relativamente disminuidas en proporcion de sus niveles durante una

infeccion aguda, asi como la produccién de viriones infecciosos %,

1.4.2 La latencia en la familia Herpesviridae.

Algunos virus han desarrollado mecanismos de latencia como estrategia para permanecer en el
huésped, esto les permite estar parcial o completamente ocultos al sistema inmune. En relacién
a los miembros de la familia herpesviridae, todos ellos presentan latencia aunque los eventos
moleculares de la misma son diferentes para cada uno, asimismo las células blanco

involucradas son distintas®®®.

En los herpesvirus, el bloqueo a nivel de los genes inmediatos tempranos, e incluso
quiza la expresion de los genes tempranos parece detener la activacion de los genes tardios,
que son esenciales para una infeccion viral productiva; por lo que la persistencia viral ocumre
como una evasidn del sistema inmune del huésped, existiendo varios mecanismos que
involucran esta evasién y sobrevivencia por parte de los virus; siendo los CTLs las principales

células que pueden controlar la persistencia viral'*®,

Los mecanismos de la persistencia viral se dividen a grandes rasgos en dos tipos:
1. Evasién de la vigilancia inmunolégica:
a) Eliminando moléculas de reconocimiento en células infectadas, alterando la expresion de
proteinas virales y alterando la expresién de MHC.
b) Aboliendo la funcién linfocito/macréfago, por medio de una inmunosupresion

generalizada o selectiva



2. Alteracion de la replicacion y transcripeidn del virus:
a) Por virus incompletos o defectuosos
b) Por generacion de mutantes o variantes

¢) Por disminucidn de la expresion de productos de genes virales™®.

En las infecciones por virus del herpes simple (VHS), en las que la latencia ocurre
exclusivamente en células neuronales, la expresion de los genes es muy limitada porque solo
una regién det genoma de VHS es transcrita, ademas los transcritos que se producen en esta
region llamados transcritos asociados a latencia (LATS), no codifican ningin producto de
proteinas conocido, Por otro lado muchas neuronas no expresan optimamente moléculas del
MHC clase [ o clase II, por lo que los antigenos virales no pueden ser presentados
apropiadamente a las células T, y en consecuencia no hay un buen reconocimiento y respuesta
del sistema inmune®. Durante una infeccion latente, el genoma viral parece estar presente
como un episoma circular, sin detectarse productos de proteinas virales. El mecanismo preciso
del establecimiento y mantenimiento de la latencia no esta bien entendido atn, s¢ han
descubierto sitios periféricos como la planta del pie del raton come tejido infectado de forma
latente, aunque sin conocer la estirpe celular infectada, se cree que las infecciones latentes en
los ganglios sensoriales pueden reactivarse para producir una progenie viral, que es

transportada por los axones hacia la epidermis cerca del sitio original de infeccion ",

Con respecto a la latencia del virus de varicela zoster {VZV), ésta es poco conocida;
aunque al parecer VZV puede establecer latencia en las neuronas sensoriales, evadiendo asi el
sistema inmune de la misma forma que VHS, sin embargo en contraste con VHS donde solo
los LATS son transcritos, varias regiones del genoma del VZV son transcripcionalmente

activas durante la latencia‘®®



Por su parte el virus de Epstein Bar codifica proteinas que interfieren con la accién de
las citocinas, €stas son cerca de 9 proteinas que pueden ser expresadas durante la latencia,
incluyendo proteinas nucleares como EBNAs 1,2,3A,3B,3C, y LP, y proteinas de membrana
integral LMPs 1 y 2, que ademas son antigenos para el sistema inmune. La célula blanco
principal para la latencia del EBV es el linfocito B, que no solo expresa proteinas virales,
también se puede activar y secretar inmunoglobulinas, pero una vez infectado dificilmente es
controlado por el sistema inmune 577,

La familia de los herpesvirus establece después de la primoinfeccion largos periodos de
persistencia, por otra parte se han descrito varias estrategtas de evasion del sistema inmune por
parte de estos virus, tal es el caso de CMVH, donde la infeccion resulta en una variedad de
transtomos que dependen del estado del sistema inmune del huésped, que puede establecer y
mantener la latencia del virus, ya que la inmunosupresion severa o la inmundeficiencia puede

causar la reactivacién del virus @®

1.4.3 La latencia en la infeccién por CMVH _

Para CMVH se ha propuesto que la latencia se lleva a cabo en células blanco y con
mecanismos moleculares diferentes que los observados en VHS y VZV, en este virus la
latencia se sugiere principalmente en linfocitos y macréfagos, que son ellos mismos miembros
integrales del sistema inmune. Se ha estudiado el genoma del virus y se ha mostrado que la
expresion de este es muy limitado, apareciendo confinada a solo genes inmediatos tempranos
{cuyos productos de traduccion se han detectado en varios Grganos vy tejidos, entre ellos
nfion, pulmén, corazén y glz’mdplas salivales®") y posiblemente tempranos, sin conocerse
atn si se generan productos génicos en células infectadas latentemente, o si estos productos

pueden servir como blancos para el sisterna inmune @,
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Durante 1a infeccién productiva CMVH tiene una cascada regulada de expresion
génica, que se divide en tres fases: inmediata temprana, temprana y tardia; la inmediata
temprana, tiene un papel principal en la regulacion de la expresion de genes virales
tempranos y tardios, asi como regulacion de expresion de genes celulares. Por ofro lado,
los productos de genes virales tempranos estan involucrados importantemente en la
replicacion viral de DNA y los genes tardios codifican proteinas estructurales virales''",

La infeccidn por CMVH en un huésped inmunocompetente induce una respuesta
mmune hacia el virus, pero esta respuesta no erradica al virus, asi que el genoma viral se
establece en el huésped en forma latente .

En las células infectadas por CMVH, el virus puede quedar latente por muchos
mecanismos moleculares, como lo es presumiblemente el bloqueo de la expresién del gen IE-
1; asi como los genes tardios como gB; los antigenos virales son escasos o no existen en la
superficie célular. Se sabe que el bioqueo de la replicacion del virus en células no permisivas
ocurre principalmente en ¢l paso después de la penetracidn y antes de 1a replicacién del DNA
viral, como en ¢l caso de los monocitos primarios en cultivo, que se han encontrado que son
semipermisivos para CMVH, sin embargo, si primero son estimuladas las lineas monociticas
con ésteres de forbol, para favorecer su diferenciacién, pueden soportar una replicacion viral
limitada, ya que en cultivos primarios de lineas celulares de granulocitos-macréfagos, se han
detectado nuevos transcritos virales, conociéndose que el virus puede ser reactivado bajo

. . . 7
ciertas condiciones de cultivo*”.

En individuos seropositivos al CMVH pero sin infeccion aguda, se ha detectado un
bajo y esporadico nivel de expresion de particulas virales infectivas en la onina, por lo que
se ha aceptado parcialmente que en este caso el virus se encuentra en estado de

persistencia, y en estado de latencia cuando solo se expresan los genes IE del virus.
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Inicialmente se propusieron los linfocitos y la médula dsea como los sitios de
latencia para el virus. Posteriormente se observd que durante la viremia, el virus es
expresado en células polimorfonucleares (PMNL) pero no fué posible asociar a estas
células como blanco de latencia debido a que en individutos asintomaticos no se encuentra
en ellos el genoma del CMVH®®. Recientemente s ha demostrado que los monocitos y

las células endoteliales estin implicadas en el establecimicento de la latencia viral®'~>*>,

El mecanismo de diseminacion propuesto contempla que durante una
primoinfeccion con viremia una de las principales células infectadas son los monocitos,
cuando éstos viajan hacia tejidos llevan particulas virales a las células endoteliales, en
donde el virus por mecanismos desconocides entra en un estado de latencia. En una
posible reactivacién posterior la célula endotelial seria fuente de transmisién viral para
monocitos 1os cuales nuevamente se encargarian de diseminar el virus por todo el

organismo®*.

Actualmente no se conoce la forma en que ocurre la reactivacion del
citomegalovirus latente, ni la importancia relativa entre reinfeccion y reactivacion en el
paciente inmunosuprimido; asi como tampoco hay resultados concluyentes que
demuestren el sitio del organismo que funciona como reservorio viral y el papel que
Juegan los leucocitos en el mantenimiento de la latencia y como vehiculos de transmisidn

viral.
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2. Hipétesis,

La linea celular U-937 (linfoma histiocitico humano) la cual mantiene caracteristicas de
los monocitos puede ser infectada por CMVH y es capaz de soportar una infeccion

persistente o latente por este virus.

3. Objetivo General.
Determinar si ocurre la infeccidn in vitro con citomegalovirus humano de las células U-

937 (monocitos humanos) y la capacidad de las mismas para desarrollar una infeccion

latente o persistente, mediante el analisis molecular de genes y proteinas virales.

Objetivos Particulares.

I. Determinar la presencia de secuencias gendmicas virales en cinéticas de infeccion por

CMVH de la linea U-937.

2. Analizar la expresion de la proteina inmediata-temprana IE-1 y del complejo tardio gB

de CMVH en células U-937 infectadas.

3. Evaluar la replicacién de nuevos viriones infectivos en monocitos U-937 infectados por

CMVH.



2. Hipdotesis.

La linea celular U-937 (linfoma histiocitico humano) la cual mantiene caracteristicas de
los monocitos puede ser infectada por CMVH y es capaz de soportar una infeccién

persistente ¢ latente por este virus.

3. Objetivo General.
Determinar si ocurre la infeccidn in vitro con citomegalovirus humano de las células U-

937 (monocitos humanos) y la capacidad de las mismas para desarrollar una infeccion

latente o persistente, mediante el analisis molecular de genes y proteinas virales.

Objetivos Particulares.

1. Determinar la presencia de secuencias genomicas virales en cinéticas de infeccion por

CMVH de la linea U-937.

2. Analizar la expresion de la proteina inmediata-temprana IE-1 y del complejo tardio gB

de CMVH en célutas U-937 infectadas.

3. Evaluar la replicacion de nuevos viriones infectivos en monocitos U-937 infectados por

CMVH,



4, Estrategia experimental

4.1. MATERIAL.

4.1.1 Lineas celulares.

U-937: ATCC CRL-1539 Linfoma histiocitico humano.
U-373 MG: ATCC HTB-17 Astrocitoma humano.

MRC-5: ATCC CCL-171 Fibroblastos de pulmén fetal humano.

4.1.2 Hibridomas.

[.-14: ATCC HB-8554 Productor de anticuerpos monoclonales anti proteinas inmediatas
tempranas { [E-1 o0 UL-123) de 72 KDa de CMVH.

C-41: ATCC HB-9215 Heterohibridoma (células de mieloma murino y linfocitos de bazo

humano) productor de anticuerpos monoclonales anti proteina gB especifica de CMVH de

55-130 KDa.
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4.1.3 Virus.

Citomegalovirus humano (CMVH) cepa AD-169 ATCC VR-538, propagado en células
MRC-5.

4.1.4 Equipo.

» Estufa de CO; a 37°C para el cultivo de células forma Scientific.

¢ Campana de flujo laminar Labconco Purifier Class 11

e Camara de electroforesis y de electrotransferencia Life Technologies Gibco BRL.

» Fuente de poder Modelo 250 Life Technologies Gibco BRL.

s Termociclador de DNA Perkin Elmer Cetus.

o FACSorter Becton-Dickinson, con el programa de computo LYSIS Il para el
procesamiento de datos.

¢ Camara fotografica Polaroid DS-34.

z1
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4.2. Metodologia.
4.2.1 Cultivo de lineas celulares.

Las lineas celulares MRC-5, U-373 MG, U-937 se cultivaron in vitro en presencia de 5%
de CO; y a 37°C, en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium Gibco BRL)
suplementado al 10% de SFB (Gibco BRL), con 1mM de piruvato de sodio, penicilina
100 Ul/ml, L-Glutamina 2mM; MRC-5 y U-373 MG se cultivaron hasta la obtencion de
una monocapa celular confluente, los subcultivos se realizaron en una relacién de pase 1:2

previo proceso de tripsinizacién (Tripsina-Verseno 0.05% In vitro)®®.

4.2.2 Produccién y purificacién de anticuerpos monoclonales.

Los hibridomas L-14 y C-41 se cultivaron in vitro en condiciones de 5% de CO,a37°C,
en medio RPMI 1640 suplementado al 10% de SFB (Gibco BRL), con imM de piruvato
de sodio, penicilina 100 Ul/ml, L-Glutamina 2mM; el sobrenadante de cultivo se precipité
con sulfato de amonio y se dializd con amortiguador salina-boratos; purificandose los
mAbs utilizando una columna de afinidad de proteina A-sepharosa, a una velocidad de
25-30 ml/h, Ia levigacién de la IgG unida se realizé utilizando glicina-HCl IM apH 2.4 y

las fracciones de 1 ml se neutralizaron de inmediato con 70 pl de tris 1M.

4.2.3 Cuantificacién de proteinas.
La cuantificacion del contenido de proteinas de los mAbs purificados se realizé por

espectrofotometria a una longitmd de onda de 280 nm , empleando la relacién una unidad

de absorbancia es igual a 1.44 mg/ml®®.
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4.2.4 Produccién del virus y determinacion del titulo viral.

El virus s¢ propagé en células MRC-5 de gencracion 20 a 26, se cosechd el sobrenadante
cuando las células en confluencia mostraron el 80% del efecto citopatico. El titulo viral se
determind considerando el niimero de unidades formadoras de placas (UFPs), empleando
diluciones seriadas (107-10° ) de una suspensién viral para infectar monocapas
confluentes de MRC-5 en botellas de cultivo de 75 cm’, las cuales se dejaron preabsorber
durante 2 h en medio DMEM al 2%, se lavaron 2 veces con PBS estéril o medio sin suero,
después se les adicioné una monocapa de medio DMEM-agar al 2% SFB, una semana
mas tarde se les adiciond otra monocapa igual que la anterior, a la siguiente semana se
fijaron las células con paraformaldehido al 10%, se vaci6 el agar y se tifid con azul de
bromofenol y se conté el niimero de UFP, empleando la relacion namero de placas por el
inverso de la dilucién. Se determiné que el titulo viral fue de 1x10® UFP/ml. Este titulo es
valido por aproximadamente 6 meses manteniendo el virus a -70°C en alicuotas de
méaximo 5 ml para evitar inactivacion del virus por descongelacién-congelacion para su

uso; después comienza a disminuir el titulo viral™”.

4.2.5 Infeccién de células U-937 con la cepa viral AD-169.

Las células monociticas U-937 (1x10’ células) se lavaron con PBS estéril centrifugando
por 5 minutos a 1000 g, y se infectaron en 1 ml de medio RPMI 1640 Gibeo al 2 % SFB,
utilizando 100 pl del virus AD-169 por cada millon de células, para tener una
multiplicidad de infecién (MOI) de 10, se centrifugé a 1500 g por I h a temperatura
ambiente, el indculo se decantd y se resuspendié el paquete celular con medio RPMI al

10% SFB“Y.
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4.2.6 Cinéticas de infeccidn,

Las células U-937 cultivadas fueron infectadas y se llevo a cabo una cinética de infeccién
cosechando 2x10° células para la identificacion de DNA viral por PCR“"Q), 4x10° células
para los estudios de cocultivo, 1x10° células para identificar proteinas inmediatas
tempranas e igual nimero para proteinas tardias. Cada una de ellas segin el esquema
preestablecido. Se partio inicialmente de un cultivo en botella de 75 cm’ con un total de
10x10° células, manteniendo en promedio una poblacion de 20x10° cétulas, con una
densidad de 700,000 células/ml con cambio de medio y ajuste de la poblacion celular

segun fué necesario.
4.2.6.1 Identificacion de DNA viral por PCR.

Se cosecharon 2 x 10° células diariamente durante los primeros 14 dias, y posteriormente
cada cuatro dias durante 4 meses. Después de ser cosechadas las células U-937 y lavadas
dos veces con PBS centrifugando a 1200 g por 5 minutos, se resuspendieron en 100 pl de
PBS y se congelaron a -20°C hasta el momento de la extraccién de DNA y analisis por
PCR™.

4.2.6.2 Células U-937 infectadas con la cepa AD-169, en cocultive con células MRC-5
y U-373 MG sin infectar,

Las células U-937 infectadas, se cosecharon y se adicionaron a una botella de cultivo
(Nunclon) que contenia célutas MRC-5 o U-373 MG al 75% de confluencia, dejando en
cocultivo por 5 dias en medio DMEM al 2%, y las células en suspencion se cosecharon
para su posterior analisis por PCR previa extraccion de DNA, las céluias adherentes se
dejaron 2-3 dias mas en cultivo, se cosecharon prewvia tripsinizacion y se analizaron igual

que las anteriores por PCR.
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4.2.6.3 Identificacion de proteinas inmediatas tempranas (IE1).

Se cosecharon células U-937 infectadas y ¢! mismo namero de células no infectadas para
lievar a cabo su analisis por microscopia de fluorescencia, también se cosecharon el
mismo nimero de células cada 24 horas para llevar a cabo su anlisis poblacional por
FACS como se indica mas adelante; las células fueron lavadas 2 veces con PBS-BSA 1%

antes de someterlas a marcaje.
4,2.6.4 Identificacion de proteinas tardias.

Se cosecharon 1x10° células a partir del tercer dia post-infeccion los dias 3,5,8,11y 14
después fueron lavadas 2 veces con PBS centrifugando a 1200 g por 5 minutos
resuspendiendo en 0.5 ml de PBS, se congelaron las muestras a :20°C, para
posteriormente someter las proteinas virales a su analisis por inmunotransferencia,
también se cosecharon 1x10° células cada 24 horas para llevar a cabo su anilisis

poblacional por FACS como se indica a continuacion.
4.2.7 Anilisis de las proteinas virales.
4.2.7.1 Inmunofluorescencia indirecta.

a) Microscopia de fluorescencia.

Para el estudio de la expresién de la proteina IE se cosecharon 2x10° células infectadas
con CMVH, se lavaron con 3 ml de PBS centrifugando 5 minutos a 800 g entre cada
incubacidn, se pusieron en contacto con 10 pg del mAb L-14, incubando 20 minutos a
4°C, s¢ reahizo un lavado, y se agregaron [0pg del segundo anticuerpo fluoresceinado

(cabra anti-cadena H y L de IgG de ratén marcado con isotiocianato) incubando 20

minutos a 4°C, se lavaron, y se fijaron las células con formaldehido al 3.7% en 1 ml de
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PBS, incubando 20 minutos 4°C, se lavaron y se resuspendieron con 20ul de solucion de
montaje (glicerol-PBS) para colocarlas en un minicubreobjetos, secando las orillas con
papel absorbente, sellando con barniz primero dos lados y posteriormente los otros dos
lados, las preparaciones fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia,

tomando en cuenta el porcentaje de células marcadas.

b) Citometria de flujo (FACS).

Para el estudio de las proteinas inmediatas tempranas (IE) y las proteinas tardias gB en las
células U-937, las células (1x10%) cosechadas a los diferentes tiempos de infeccion se
pusieron en contacto con 1 ug de mAb L-14 o C-41 mas 10 pl de PBS-BSA 1% -saponina
0.3%, (se utilizd como control 1 pg del mAb no relacionado Y3, que reacciona con
antigenos de clase 1 murinos), durante 30 minutos a 4°C, se realizaron dos lavados con
PBS-BSA 1% -saponina 0.1%"°” centrifugando a 1200 g por 5 minutos, entre cada
incubacidn. Se utilizé como segundo anticuerpo 1 pg del conjugado fluoresceinado (cabra
anti-cadena H y L de lgG de ratén marcado con FITC para L-14, mientras que para C-41
se empleo cabra anti-Fc de la molécula de IgG de humano marcado con FITC), mas 10 pl
de PBS-BSA 1% -saponina 0.3%, se incubd en obscunidad durante media hora a 4°C,
finalmente se agregaron 500 pl de yoduro de propidic (1:100) en PBS-BSA 1%, para
diferenciar a las células que permeabilizaron su membrana de las que no; se determiné la
intensidad de fluorescencia de grupos de 5000 células marcadas con el mAb
correspondiente, analizando las diferencias que presentaron las poblaciones infectadas de
las no infectadas, a través de citometria de flujo utilizando FACSorter B-D y el programa
LYSIS IL
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4.2.7.2 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE).

Las células (1x10%) cosechadas a los diferentes ticmpos de infeccién se lavaron y
resuspendieron en 0.5 ml de PBS, se sonicaron en baiio de hielo, 3 ciclos de | min
sonicando por 1 min de descanso, centrifugando a 2000 g por 15 min a 4°C, se guardo el
sobrenadante a -70°C con 5 pl de inhibidores de proteasas como PMSF (100 mg/ml} y
EDTA (10mM), el contenido de proteina se cuantificd por espectrofotometria a 280 nm.
El lisado se diluyé en amortiguador de muestra, empleando 40ug de proteina por carril
para llevar a cabo el corrimiento por electroforesis.

La SDS-PAGE se realizé en una unidad electroforética para geles verticales en placa, en
condiciones reductoras y gradiente discontinuo de pH, el gel introductor contenia 5% de
acritamida, 0.13% de bis-acrilamida, 0.1% de SDS en amortiguador de Tris-HC1 1.5 M
pH 8.8, APS y TEMED. El gel separador contenia 10% de acrilamida-bisacrilamida,
0.19% de SDS en amortiguador de Tris-HCl 0.5 M pH 6.8. Como amortiguador de
muestra se usd Tris-HCI 1.5 M pH 6.8, que contenia SDS al 2%, B-mercaptoetanol al 5%,
glicerol al 10% y azul de bromofenol al 0.005%,

El corrimiento electroforético se llevo a cabo empleando 20 mA por placa hasta
alcanzar el gel separador, donde se incrementd a 25 mA, se empleé como amortiguador de
commimiento Tris 0.025 M, glicina 0,192 M, SDS al 0.1%, pH 8.3, posteriormente los geles
se tifieron durante 1 h en una solucién de azul de Coomasie R-250 al 0.25% en metanol-
icido acético-agua (45:10:45) y el exceso de colorante se elimin6 empleando una solucidn

de metanol-acido acético-agua (5:10:85)%5%8)
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4.2,7.3 Inmunoelectrotransferencia (Western Blot).

La electrotransferencia de los geles de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa (PNC), se
Hevé a cabo durante una hora a 400mA, en una camara de electrotransferencia horizontal,
se empleé como amortiguador para la transferencia glicina 192 mM, metanol al 24% en
tris 20 mM., Transcurrido este tiempo y para comprobar que fa iransferencia se llevo a
cabo, se tifi6 el PNC c¢on solucidon de Rojo de Ponceau al 5% en TCA 7.5 % wiv, se
observaron y marcaron los carriles y se lavé el PNC con PBS, se cortaron los PM vy se
tifieron con solucién de tinta china al 1% PBS-Tween 20 al 0.05%, el resto se incubd 3 h
a 37°C en agitacion, en solucion de bloqueo (gelatina al 1% en PBS o leche 1.5% en PBS-
Tween 20 al 0.05%). Después de 3 lavados con PBS-T y 1 con PBS, el PNC se incubé 2h
a 37°C en agitacion con el sobrenadante de cultivo purificado de C-41 [1.58 mg/ml]
empleando dilucién 1:8; posteriormente se lavd 3 veces con PBS-T y 1 con PBS, y se
incubd 2 h a 37°C con el suero de cabra anti IgG H+L conjugado a peroxidasa de rabano,
a una dilucién optima (1:3000), una vez pasado el tiempo de incubacion, se realizaron 3
lavados con PBS-T y 1 con PBS para finalmente colecarlo en solucién de sustrato de

diaminobencidina durante 2 minutos y detener la reaccion lavando con agua®®**®,

4.2.8 Extraccién de DNA y amplificacion por PCR.

4.2.8.1 Extraccion de DNA.

El paquete celular de 2X10° células se resuspendio en 600 pd de amortiguador de extraccion,
se adiciond Ipl de RNAsa pancreatica y se incubd a 37°C 1 h, se adiciond 5 pl de proteinasa
K para tener una concentraciéon de 100 pg/ml e incubd a 65°C 20 minutos. Se adiciond fenol
saturado con Tris-HCI pH 8, se agit6 por 10 minutos y centrifugd 10 minutos a 8000 g a 4°C,
se recuperd la fase acuosa dejando el precipitado en la interfase, se adicioné fenol/
cloroformo/ alcohol isoamilico, se agité por 5 minutos y centrifugd 5 minutos a 8000 ga 4° C,
se tomé la fase acuosa, y se adicion6 cloroformo/ alcohol isoamilico (en todos los casos se
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adiciond un volumen igual de la fase organica); se agitd por 2 minutos y centrifugéd 5 minutos
a 8000 g a 4°C, se tomo la fase acuosa y adiciond 200 pl de acetato de amonio SM + 1
volumen de isopropanol frio mezclando completamente, se incubé a -20°C por toda la noche.
Se centrifugd a 8000 g 15 minutos a 4°C; se decantd el sobrenadante, el pellet es DNA, se
lavé con Etanol 70% 1 ml, se agité suavemente y centrifugd a 8000 g 15 minutos a 4 °C; se
repitieron los lavados dos veces; se secd el pellet y resuspendid en 50 pl de TE; se cuantificod
a 260 nm y 280 nm y se obtuvo la relacién de pureza y concentracion para su posterior

analisis por PCR, almacenandose fas muestras a -20°C por un méximo de un mes'®®,

Amplificacién por PCR.

La reaccién en cadena de la polimerasa requiere la utilizacion de desoxinucledtidos

trifosfatados (dNTP), la enzima taq DNA polimerasa y oligonucledtidos sintéticos

iniciadores especificos para amplificar la regién deseada.

Utilizamos en este trabajo los oligonucledtidos necesarios para amplificar las secuencias

conservadas del gen inmediato temprano de citomegalovirus humano de acuerdo a lo

publicado por Brytting y cols. y con las modificaciones introducidas en nuestro

laboratorio. \

Brevemente la técnica utilizada consta de:

Iniciadores “Cr=5"-TGA-GGA-TAA-GCG-GGA-GAT-GT-3’
“p”=5'-ACT-GAG-GCA-AGT-TCT-GCA-GT-3’

El primero corresponde a los nucledtidos 1729-1748 complementarios de la cadena

antisentido y “D” son nucledtidos 1951-1970 complementarios de la cadena en sentido del

cuarto exon de CMVH del gen [EAT localizado en el fragmento EcoRI J de la cepa AD-

169; la region amplificada es de 242 pares de bases®.

Se ajustd la cantidad de DNA de las muestras a 1 pg en un maximo de 10 pl en TE (10

mM tris, ImM EDTA pH 8), y se prepard la mezcla de reaccion que consiste en: 0.1 mM

de nucledtidos, 10 mM de tris-HCI, 2mM de MgCl,, 50 mM de NaCl, 0.3 pg/ ul albiumina

sérica bovina (BSA), 0.25 uM de cada uno de los dos oligonucleotidos y 0.5 U de taq
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aquaticus} DNA polimerasa y I pg del DNA problema, completando con agua destilada estéril
a un volumen final de 30 pl. La reaccién fue llevada a cabo en un termociclador Perkin Elmer,
con un programa de desnaturalizacion de 95°C por 5 min 30 seg, 40 ciclos de 92°C 30 scg,
53°C 30 seg, 72°C 30 seg, finalizando con 72°C por 10 min como extension final.

En cada ensayo de PCR se incluyd un control de reactivos, el control positivo fue 0.05 ug de
DNA de MRC-5 infectadas con citomegalovirus humano hasta observar el efecto citopatico.
Los productos de PCR (10 ul / muestra) fueron separados en un gel de agarosa al 2%
adicionado con 2 pl de bromuro de etidio (1ug/100ul) y visualizados bajo luz ultravioleta para

identificar la banda correspondiente a 242 pb.
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5. Resultados

5.1. Purificacién de mAbs.

Empleando el sobrenadante de los hibridomas L-14 y C-41, se obtuvieron los
mAbs anti IE-1 y anti complejo gB del CMVH respectivamente, precipitando con sulfato
de amonio y purificando por columna de afinidad con proteina A-sepharosa (Figuras #2 y
#3). A las fracciones eluidas se les determiné la concentracion de proteinas por
espectrofotometria a 280 nm, y el pico de mayor absorbancia (fraccion 6 para L-14 y 10-

13 para C-41) fué utilizado en los analisis de infeccién.

PURIFICACION L-14

0.287 mg/ml

0.2

§0.15

Absorbancia a

0.05

-] z * L] = L w " L]

FRACCIONES

Figura #2; Purificacién del mAb anti IE-1 de CMVH, producido
por el hibridoma L- 14,
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Absorbancia a 280 nm

PURIFICACION C-41

0.8

0.6

0.4

0.2

0.918 mg/mi

2 2 ¢« & T W I 1+ M I1X I0 22 2

FRACCIONES

Figura #3: Purificacion del mAb anti gB de CMVH, obtenido del
hibridoma C-41.
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5.2. Replicacion de CMVH en cultivo de fibroblastos de pulmén fetal humano.

Los fibroblastos de pulmén fetal humano (MRC-5) permitcn la replicacién del
CMVH cepa AD-169, una vez confluentes los cultives (figura #4), se infectaron con el
virus para permitir su replicacion (figura #5) y al observarse el efecto citopatico en el 80%
de la monocapa celular a los 7 dias post-infeccion (figura #6), se tomé una alicuota del

sobrenadante para determinar la titulacién viral,

Fioura #4: Cultivo de Ffibroblastos MRC-3; se¢ obscrva B

morfologia normal de la monocapa de células sin infectar.
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Figura #5; Células MRC-5 en un cultivo a las 24 horas de
infeccidn con CMVH, se observan los cambios morfologicos.

Figura #6: Cultivo de MRC-3 a los 7 dias de infeccién con CMVH.
sc muestran |as inclusiones citoplasidticas, cambios cilopiticos v
pérdida de la morlologia cclular.
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5.3. Anailisis del DNA cclular
Para corroborar que el DNA obtenido de las células infectadas con citomegalovirus
se encontraba en condiciones Optimas, sin degradacién, se realizd un corrimiento

electroforético en gel de agarosa al 2% (Figura #7).

1 2 3 4510 20 30 35 45 60 70 115

prb

- -

a~--
s b e o 0 v e 0 b W

492
369

246

123

Figura #7: Mucstras de DNA celular a diferentes dias de infeccibn,
empleando como marcador de tamaiio molecular 123 pb DNA cn
escalera, observandose que todas las muestras presentan DNA integro

y de alto peso molecular.
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5.4. Deteccién de la expresion del gen viral IE-1 en cinéticas de cultive mediante la
técnica de PCR.

Se llevé a cabo una cinética de infeccion de 4 meses en la linea celular U-937
infectada con la cepa AD-169, obteniendo muestras de DNA a los tiempos indicados en la
metodologia, y fueron amplificados por PCR, (Tabia 1); los productos de la misma fueron
visualizados en un gel de agarosa al 2% (Figura #8), un cultivo paralelo de células U-937

no infectadas fueron analizadas también por PCR (Tabla 2).

Dia Gen IE-1 Dia |Gen IE-1 Dia Gen IE-1
1 positivo 14 negativo 95 negativo
2 positivo 14 negativo 99 negativo
3 positivo 16 negativo 102 negativo
4 negativo 23 negativo 127 negativo
5 negativo 30 negativo 129 negativo
6 negativo 40 negativo 130 negativo
7 negativo 42 negativo 134 negativo
8 negativo 43 negativo 1137 negativo
9 negativo 51 negativo 139 negativo
10 negativo 71 negativo 144 negativo
11 negativo 76 negativo 146 negativo
12 negativo 78 negativo 148 negativo
MRC-5/CMVH positivo

Tabla 1: Deteccién del gen viral IE-1 en cinéticas de cultivos de células U-937 infectadas
con CMVH; Andtisis del genoma por PCR, indicando como pasitive la deteccién de la

banda de 242 pb correspondiente al gen viral IE-1.
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1 23 456 7 10 71 102 148 CP (dias p.1)

4182
1599

861
138

615
492

369

246

123

Figura #8: Presencia del gen viral [E-1 durante 72 horas post-infeccion
de células U-937. El fragmento amplificado con los iniciadores
empleados es de 242 pb, apreciandose este en los primeros tres dias de
infececion y no se detecta mis al menos hasta 148 dias post-infeccion (4
meses). Testigo positivo (CP} células MRC-5 infectadas con CMVH.
Marcador de tamafio molecular: Escalera de DNA de 123 pb.
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CELULAS U-937 NO INFECTADAS

Dia Gen 1E-1 Dia Gen IE-1 Dia Gen IE-1
1 negativo 23 negativo 99 negativo
2 negativo 30 negativo 102 negativo
3 negativo 36 negativo 127 negativo
4 negativo 40 negativo 129 negativo
9 negativo 43 negativo 130 negativo
i6 negativo 95 negativo 134 negativo
MRC-5 /CMVH [ positivo

Tablz 2: Testigos negatives de PCR: DNA de células U-937 ro infectadas y analizadas a

diferentes tiempos paralelamenie a las células infectadas.

39



5.5. Expresién de la proteina IE-1 en células U-937 infectadas por CMVH.
Las células U-937 infectadas con CMVH fueron analizadas por microscopia de

fluorescencia (Figura #9), empleando el mAb 1.-14, detectandose la proteina viral.

Figura #9: Deteccién mediante microscopia de fluorescencia de la

expresién de 1a proteina [E-1 en células U-937 infectadas con CMVH
durante 48 horas. A la derecha las células sin infectar marcadas con el
mAb L-14, a la izquierda se encuentran las células infectadas con CMVH

marcadas con el mismo anticuerpo, detectando la proteina IE-1.
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En la cinética de infeccidén se demostrd mediante FACS utilizando el mAb L-14, la
presencia de la proteina inmediata temprana 1 (IE-1), la cual se expresa en forma
diferencial dependiendo del tiempo post-infeccion. Como se observa, el pico de mayor
expresion de 1E-1 es a las 48 horas post-infeccion, después decae parcialmente hasta

practicamente desaparecer 2 las 120 horas (Figura #10).

IE-1 INTRACELULAR en U-937

30

M
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L4
T CONTROL Y3
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Modida de la intensidad de Fluorescencia
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o]
-10 0 10 20 30 40 50 €0 70 €0 90 100110120130

Home post-infeccidn

Figura #10; Anilisis mediantc FACS de la cinética de la expresion
intracelular de [E-1 en células U-937 infeciadas con CMVH. La linea
continua corresponde al marcaje con mAb L-14 que reconoce a la
proteina IE-1, se utilizé como control de fluorescencia el anticucrpo
no relacionado Y3 y como control de la 1E-1 el marcaje en células no

infectadas (linea disconlinua).
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5.6. Analisis de la expresién de proteinas del complejo gB de CMVH durante la
cinética de infeccion en células U-937,

En la cinética de infeccion, mediante inmunoensayo en papel de nitrocelulosa
“Western blot”(WB), utilizando ¢l mAb C-41 que reconoce el complejo viral tardio gB,
no se detectd la expresién de esta proteina en células U-937. Los testigos positivos fueron
células U-373 y MRC-5 infectadas que si expresan el complejo gB (Tabla 3 y Figura
#11),

Linea celular

Dia post-infeccién uU-937 U-373 MRC-5
0 {no infeccién) negativo negativo negativo

1 negativo ND ND

3 negativo ND ND

5 negativo positive positivo

8 negativo ND ND

11 negaﬁvo ND ND

13 negativo ND ND

15 negativo ND ND

Tabla 3: Expresion de gB detectado por WB, se muestran los difcrenics
dias de andlisis de la cinética de infeccion en las células U-937
infectadas por CMVH, indicindose como negalive la ausencia en la
deteccion de la expresion de la proteina gB. como positivo la deteccion

dc esta proteina, y ND cuando no se realizé la prueba.
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“Western blot”

358 11 13 15 CN CP! cpP?

<= 130 KDa

Figura #11: Deteccion de gB medianic inmunoensayo en papel de
nitrocelutosa, ¢l nimero de carril indica ¢l dia post-infeccion cn las
células U-937. En los tesligos positivos, MRC-5/CMVH (CP") y U-373
JCMVH (CP%) puede chservarse una banda en 130-136 KDa, se wlilizo
como testigo negative cétulas MRC-3 no infcctadas (CN). A la izquicrda

s¢ muestran los marcadores de peso molecular.
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Utilizando ¢l mAb C-41 y mediante FACS, s¢ analizd a las células U-937 infectadas, los

valores de fluorescencia son inferiores a los controles negativos (Figura #12).

Analisis de gB por FACS

60 -
[
50 4 o Int. U-373 virgen
m  Int. U-373/CMVH

iy - - & - -Int. U-937/CMVH
% 40 4 —t— Sup. U-937/CMVH
3 ¢ [nt. Control gB
g o Sup. Control gB
..—3 e int. Control Y3
% %7 ¢ Sup. Control Y3
e
o
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o
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10 +

0 |

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Horas post-infeccion

Figura #12: La linea discontinua corresponde al marcaje intracelular con mAb
C-4] que reconace a la proteina gB, la linca continua corresponde al marcaje en
superlicie empleando el mismo mAb, en ambaos casos utitizando come control dc
fluorescencia un anticuerpo no relacionado Y3 y como control de gB el marcaje

cn ¢élulas no infectadas.
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Figura 13: Expresion de la proteina gB detectado por FACS; el histograma A es control de Ruorescencia
empleando un anticuerpo no relacionado Y3, y como control de gB el marcaje en células no infectadas (histograma
B). los histogramas C-K, diferentes tiempos de infeccion en células U-937.
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Figura 14: Expresion de la protcina gB detectado por FACS; los histogramas A, A" son controles de fluorescencia

empleando un anticuerpo no relacionado Y3, y como control de gB el marcaje en célutas no infectadas B, B,

marcaje en células MRC-5 infectadas con CMVH (C), y en células U-373 infectadas con CMVH (C’), el histograma

D indica el traslape cntre las células U-373 infectadas (C7) y célelas U-373 no infectadas (B”).
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5.7. Busqueda de secuencias virales en células cocultivadas con la linea U-937

infectada con CMVH.

Células U-937 obtenidas a los dias 3,6,10 y 14 post-infeccion, se cocultivaron con
células U-373 o MRC-5 durante 4 dias. Posteriormente se purifico el DNA de estas
ultimas y se amplificaron por PCR para la deteccién de secuencias virales (Tabla 4 y
Figura #135).

Dia post- U-937 infectada MRC-5 cocultivada |U-373 cocultivada con
infeccion con U-937 infectada U-937 infectada

U-937

3 negativo negativo negativo

6 negativo negativo negativo

10 negativo negativo negativo

14 negativo negativo negativo

Tabla 4: Amplificacién del gen IE-! de CMVH en DNA extraido de
células cocultivadas con la linea U937 a diferentes tiempos posi-
infeccitn,
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Figura #15: Productos de PCR en gel de agarosa al 2%, el primer carril
corresponde al marcador de tamafic molecular 123 pb DNA en escalera.
Los cammiles de la izquierda corresponden a las muestras de los dias
3,6,10,14 de] DNA extraido de MRC-5 cocultivadas con U-937 y los de la
derecha a los correspondientes en  U-373, ¢l control negative (CN) fue
células MRC-5 no infectadas y el control positivo (CP} células MRC-5/
CMVH.
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6. Discusion,

En los ultimos afios s¢ ha observado un incremento en los casos de
inmunodeficiencias tanto naturales como iatrogénicas, lo que ha permitido el
establecimiento de infecciones oportunistas por citomegalovirus humano, el cual infecta
practicamente a toda la poblaciéon mundial y aunque el hospedero resuelve en la mayoria
de los casos la infeccidn aguda, el virus no es erradicado y permanece en estado de
persistencia y/o latencia de por vida, siendo capaz de reactivarse en caso de
. inmunosupresion. De esta forma el CMVH se ha convertido en una de las principales

causas de morbilidad y mortalidad en los recién nacidos infectados in utero, los individuos

receptores de un transplante de érgano y en pacientes con SIDA. El desarrollo de
estrafegias que permitan mejores prondsticos en los pacientes infectados requiere conocer
tanto el sitio como los mecanismos responsables de la generacion y el mantenimiento de la
latencia viral, sin embargo su estudio se ha Limitado por la especificidad de especie, de
manera que no s posible extrapolar directamente observaciones de la infecciéon en
modelos animales a la de los seres humanos, por lo que la mejor alternativa es la bisqueda
de sistemas celulares in vitro que reflejen, atn cuando sea parcialmente, la infeccion en
humanos.

Debido a que la propuesta de los monocitos como células involucradas en el
fendmeno de latencia y transporte de CMVH, deriva de algunas observaciones de infeccion
in vivo, resulta muy interesante ¢l andlisis de la infeccion in vitro de lineas monociticas, las
cuales representan un posible modelo de estudio de la latencia in vitra. Con este fin, se
tealizd la evaluacion molecular de genes y proteinas virales en cultivos de monocitos U-
937 infectados con CMVH en un seguimiento hasta 4 meses post-infeccidn.

En este estudio se utilizd la linea MRC-3 (fibroblastos humanos) como un control
de infeccion productiva por CMVH, detectandose el DNA viral por PCR, la proteina
estructural gB a las 120 h y ¢l efecto citopatico caracteristico en las células infectadas a los

7 dias post-infeccidn (figuras 3-5).
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Por otro lado, el analisis del DNA de células U-937 infectadas a 10 MOI con
CMVH AD169 demostré al gen [E-1 por medio de la técnica de PCR hasta el tercer dia
p.i., después del cual no se detectd mas y continud asi hasta el final del cuarto mes (tabla
1y figura 8), lo cual nos indica que la célula si se infecta y expresa el gen IE-1 solamente
al inicio de la infeccidn, sugiriendo un bloqueo probablemente a nivel de transcripcion de
genes IE, lo cual detendria la activacion de genes L, que son esenciales para la infeccion
productiva,

La confirmacién de la expresion del gen viral IE-1 se realizd a través de
microscopia de fluorescencia y citometria de flujo en monocitos infectados, observandose
la franca expresion intracelular de 1E-1 solo hasta el 2° dia post-infeccién (figura 10).

El siguiente analisis fué la expresion de la proteina tardia gB de CMVH en la
cinética de infeccidon rtealizada en las células U-937 infectadas, mediante
electrotransferencia, con resultados negativos en todos los dias de analisis, excepto para
los testigos positivos que fueren realizados en células que completan el ciclo viral como
lo son los fibroblastos MRC-5 y los astrocitomas U-373 MG infectados, las cuales si
expresaron este complejo proteico de 130 Kda (Figura #11); asi también se realiz6 un
ensayo de FACS para la deteccion de esta proteina de forma intracelular y en superficie
para los monocitos infectados, obteniendo en ambos casos resultados negativos (Figura
#12). Debido a que gB ¢s una proteina estructural del virién su ausencia nos indica la no
formacion de nuevos viriones en los monocitos U-937 infectados por CMVH.

Nuevamente los resultados se dirigen a la incapacidad de completar el ciclo viral,
ya sea por factores represores asociados a la célula hospedero o por carencia de elementos
génicos virales suficientes para la iniciacion de la replicacion de genes tardios.

Por dltimo se evaluo en células U-937 infectadas la formacion de nuevos viriones
capaces de infectar células MRC-5 o U-373 MG mediante un cocultivo de 4 dias. Esto fue
posible gracias a que las células U-937 son ne adherentes mientras que MRC-5 y U-373
MG son adherentes. Los resultados de PCR revelaron la absoluta incapacidad de infeccion

productiva y ensamblaje de nuevos viriones infectivos a células adyacentes, lo que parece
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légico sobretodo al recordar que la activacién de los genes tardios estd probablemente
detenida, y que €stos son esenciales para la infeccidn productiva del virus.

Los mecanismos moleculares que controlan la permisividad de las células a la
replicacion del CMVH aiin no estin determinados. En otros sistemas virales los eventos de
absorcion y penetracion virales determinan la permisividad de la célula. Sin embargo en
varios estudios se ha demostrado que el CMVH puede penetrar una variedad de células
humanas y de origen no humano sin capacidad para replicarse en ellas. Por consiguiente
existen factores celulares que determinan el resultado de la infeccién por el CMVH
después de su entrada. -

Probablemente los monocitos adquieren al CMVH en los estados tempranos de su
lineage, en la médula 6sea, y el genoma viral podria pasar de los progenitores monociticos
a sus células hijas en ausencia de una infeccion productiva hasta que su estado de

diferenciacion permite la reactivacion del virus,

El control de la expresion de los genes IE es un mecanismo muy probable que
puede mantener la latencia viral en los monocitos de sangre periférica, es de suponer que el
bloqueo de la expresion de proteinas IE del CMVH puede estar involucrado con el
mecanismo de mantenimiento de la latencia, como sucede en otros herpesvirus, tal es el
caso de HSV y EBV, en los cuales su latencia se debe al bloqueo de la expresion de sus
respectivos genes IE.

Parece ser que el mecanismo por el cual ¢l virus se mantiene en células mieloides en
un portador sano normal depende del estado de diferenciacion de la célula. En los
monocitos circulantes se ha sugerido que el DNA viral es transportado en ausencia de
expresion de genes virales detectables, sugiriendo que estos transporten el virus en forma
latente, como una infeccion no productiva; asi cuando los monocitos se diferencian a
macréfagos tisulares, el bloqueo de la expresion del gen IE es eliminado, dando lugar a la
reactivacién viral y una infeccién productiva, resultando un 6érgano que puede ser

considerado persistentemente infectado con bajos niveles de infeccién productiva continua.
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Con estos antecedentes parece atractivo pensar en la correlacién entre la
diferenciacion celular y la permisividad para una infeccion productiva por CMVH, por lo
que se hipotetiza que células indiferenciadas (como el monocito) pueden proveer un medio
ambiente en el cual el virus puede persistir o permanecer en un estado de latencia con la
expresion restringida de genes, y que de la diferenciacion “terminal” a macrofagos resulte
una sefial que permita la reactivacion génica y una subsecuente infeccion productiva; por
lo cual es necesario diferenciar la linea ptemonocitica a macrdéfago para evaluar la

probable reactivacién viral.
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7. Conclusiones.
L. La linea premonocitica U-937 es susceptible de ser infectada in vitro por
la cepa de citomegalovirus humano AD-169.

2. El citomegalovirus humano no establece una infeccién persistente ni

latente en la linea premonocitica U-937.

3. La infeccion por CMVH de monocitos U-937 es abortiva,
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