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INTRODUCCION 
GENERALIDADES DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO 
ASPECTOS BIOQUiMICOS 

La principal caracteristica del virus sincitial respiratorio es su capacidad de fusionar celulas 

en cultivos celulares produciendo sincitio, celulas multinucleadas. El virus pertenece a la familia 

Paran,ixoi•iridae, y al genera Pneumovirus. Este genera presenta diferencias de los otros generos 

de la familia en: a) el diAmetro de la nucleoc.ipside es de 12 a 15 run en lugar de 18nm, b) su 

genoma codifica para un mayor nllmero de proteinas, que otros paramixovirus (IO en 

con1paraci6n con seis o siete) c) el aspecto general de las inclusiones intracitoplasmllticas que 

produce en la infecci6n presentan un aspecto diferente al de otros paramixovirus y d) finalmente 

carece de hemaglutinina y neuraminidasa (I). 

Aunque tambien presenta semejanzas con otros miembros de esta familia come son: a) 

fonna de la nucleocllpside; b) la envoltura que consiste de una bicapa lipidica que proviene de la 

membrana de la celula huesped y que contiene proteinas virales transmembranales, y c) su 

mecanismo de maduraci6n. 

El RSV es un virus pleom6rfico, mide 150 a 300 nm de di.imetro pero particulas de mayor 

tamaflo asi como filamentos son comunes cuando se observa al microscopic electr6nico. 

Presenta una envoltura lipoproteica, su nucleoc.ipside es helicoidal mide 13.5 nm de 

di3.metro y su genoma esta constituido por una sola cadena lineal de ARN con polaridad negativa, 

con valor de sedimentaci6n de 50s y un peso molecular de aproximadamente de 5 000 K 

Dalt ones. 

Su genoma ARN de sentido negativo de 15385 nt, posee regiones no codificantes una al 

inicio y otra al terrnino (regiones leader y trailer) yes traducido en IO proteinas 8 estructurales y 2 
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no estructurales. De las proteinas estructurales (F, G, SH, N, P, L, My M2) presentes en el 

viri6n de VSR, tres de ellas estB.n expresadas tambiCn en la superficie de las ceJulas infectadas (F, 

G, y SH). Las proteinas no estructurales, designadas NS! {IC) y NS2 (18), se encuentran en 

cClulas infectadas pero no en los viriones. 

De las proteinas estructurales dos de ellas son de matriz, se conoce la funci6n de la 

proteina matriz M (P.M: 28.7 KD) que estabiliza la envoltura viral y participa en el ensamblaje, 

est3 formada por 256 aminoB.cidos, es relativamente b3sica y puede interactuar con la membrana 

de la celula infectada. 

La funci6n y localizaci6n exactas de la segunda proteina de matriz (M2 P.M. 194 KD) no 

se conocen con precisi6n se sabe que mientras M es hidrof6bica M2 es muy bB.sica e hidrofilica. 

La glucoproteina (G P M 70 a 90 KD), se considera necesaria para la adsorci6n del virus a 

la celula huesped y se considera an3loga a la hemaglunina-neuraminidasa de otros paramixovirus. 

La glucoproteina (F), de fusi6n, tiene un peso molecular de 60-68 KD. Esta compuesta 

por dos polipeptidos unidos por puentes disulfuro. Esta glucoproteina es considerada coma la 

responsable de la cntrada de! virus a la celula mediante la fusi6n de la envoltura viral con la 

membrana celular, y la diseminaci6n directa del virus par fusi6n de membranas entre cClulas 

infectadas y no infectadas produciendo sincicios en cultivo celular. 

Las glicoproteinas F y G son las principales inductoras de anticuerpos a los que se Jes ha 

asignado actividad neutralizante in vitro. La actividad de estas proteinas es sensible a los 

detergentes ya la tripsina por lo que se deduce que estB.n localizadas en la superficie del viri6n. (I, 

2) 
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Las proteinas asociadas a la nuclocipside N, P y L participan en la transcripci6n y 

replicaci6n de! ARN viral, siendo la proteina L a la que se le asigna el papel de ARN polimerasa 

dependiente de ARN, mientras que a las proteinas Ny P se Jes considera factores necesarios para 

la replicaci6n (Chaperonas). (I, 3) 

El mecanismo de replicaci6n del VSR es similar al de otros paramixovirus (10), donde el 

ARN de sentido negative es transcrito a un intennediario positivo (ARN antigen6mico) que sirve 

como templado para la sintesis de! ARN gen6mico de la progenie de! virus~ este intennediario 

requiere para su sintesis de las proteinas N, P y L, las cuales bloquean las sefiales de paro 

intergenicas (4). 

Durante la infecci6n se sintetizan IO ARNm poli adenilandos en un rango de 405 a 6500 

nucleotidos; cada uno de estos ARN mensajeros identificados por RNA northern blot y utiliundo 

clonas de cDNA que hibridan con distintos ARNm de las celulas infectadas. (5). 

El VSR al igual que otros paramixovirus contiene secuencias de inicio y tennino 

conservadas para la mayoria de los genes que los conforman, pero sus regiones intergenicas 

varian tanto en tamafio como en secuencia. Estas regiones intergenicas varian en longitud desde 

uno a 54 nucle6tidos. {ver esquema I) 

La secuencia genetica del VSR en orden 3' a 5' es: 

3' NSI-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L 5' que es el mismo orden de transcripci6n. Como se ha 

comprobado con experi1nentos de inhibici6n de la transcripci6n con luz U. V.(10) 
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ESQUEMA 1: esquema de la organizaci6n gen6mica del VSR donde se muestra:A) el orden de los 
genes, su longitud en nucle6tidos y las regiones intergenicas entre cada gen. B) seiiales de inicio y 
termino de los genes (modificado de Kennet y McIntosh )(6). 

CARACTERISTICAS CLINICAS 

La primoinfecci6n con VSR ocurre generalmente entre las seis semanas y los seis meses de 

edad, 6sta causa comllnrnente sintomas del tracto respiratorio superior como son flujo nasal, 

estomudo, faringitis y maiestar general. 

Si el cuadro es leve los sintomas no rebasan est3 etapa. En los cases severos el VSR puede 

causar bronquitis y neurnonia. (I) 
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El periodo de incubaci6n es de 4 a 5 dias. El virus se multiplica en la nasofaringe y el 

rnecanismo de diseminaci6n aJ tracto respiratorio inferior es por replicaci6n en el epitelio 

principaJmente por la transferencia del virus de celula a cClula y por aspiraci6n de secreciones. 

Los sintomas respiratorios correlacionan con la presencia y concentraci6n de rnediadores 

inflarnatorios en las secreciones nasofarin_geas. En estudios hitopatol6gicos post-mortem se ha 

encontrado necrosis de! epitelio alveolar, infiltraci6n mononuclear peribronquial y taponarniento 

de! lumen bronquiaJ por moco y epitelio desprendido. 

El epitelio de las vias respiratorias juega un papel importante en la eliminaci6n de 

particulas inhaJadas, defensa antimicrobiana y mantenimiento de la integridad alveolar. 

Adicionalmente, las cClulas epiteliales respiratorias estcln involucradas en la inducci6n y 

modulaci6n de la respuesta inflamatoria atraves de la sintesis de varios mediadores 

proinfarnatorios asi como de citocinas. 

Los signos de enfermedad en vias respiratorias bajas se presentan de! primer al tercer dia 

despuCs de la rinorrea, por lo que se sugiere que ha invadido bronquios y bronquiolos. 

La edad de mas alta incidencia de bronquitis, es tarnbiCn el tiempo durarite el cual los 

anticuerpos matemos anti-VSR persisten en el infante, sugiriendo que estos anticuerpos pueden 

contribuir al proceso de la enfennedad. (6) 

Actualmente no se ha podido dar una explicaci6n satisfactoria de la patogenia, sin 

embargo, se han propuesto varias hip6tesis. 

a) El es el aumento de la infecci6n mediado por anticuerpos AME (Antibody mediated 

enhansment) se debe a que los anticuerpos unidos a la particula viral favorecen la entrada del 

virus a celulas con receptores para la fracci6n cristalizable (Fe) de las inmunoglobulinas, 
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aumentando de esta forma el nllmero de cClulas infectadas. (7, 8, 9) este fen6meno puede 

contribuir a la enfennedad mediante la interacci6n de los cornplejos inrnunes virus-anticuerpo con 

la cClula huCsped que libera mediadores de inflarnaci6n o citocinas que contribuyen al proceso 

inflamatorio (IO, 11, 12). 

Este mecanismo podria explicar el hecho de que los nifios que presentan titulos de anticuerpos 

matemos por debajo del titulo neutralizante, presentan un cuadro clinico mas grave. Este 

fen6meno, tambiCn se observ6 en aquellos nifios que fueron vacunados con una vacuna 

inactivada. 

b) Se sugiere que anticuerpos lgE especificos presentes en pacientes con bronquiolitis 

causada por VSR podrian estar provocando la patogenia de la enfermedad a traves de reacciones 

de hipersensibilidad. 

c) Los cornplejos inmunes VSR con anticuerpos especificos. estirnulan a los neutr6filos, 

macr6fagos y bas6filos a producir tromboxanos. causantes de la contracci6n del m\Jsculo liso de 

vias respiratorias. (13) 

d) TambiCn se ha encontrado que la concentraci6n de leucotrieno C4 (L TC .. ) en secreciones 

respiratorias est.i asociado a bronquiolitis con VSR (18). Los leucotrienos son productos 

rnetab61icos del .icido araquid6nico y son potentes rnecliadores de respuestas alCrgicas e 

inflamatorias y pueden causar constricci6n de las pequefias vias aCreas del pulm6n produciendo 

cuadros asm.iticos y asfixia. Cornplejos inmunes insolubles de IgE y agregados de lgG han 

mostrado estimular la producci6n de L TC4 en rnacr6fagos, eosin6filos y bas6filos ( 14). 
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Estos factores podrian explicar la severidad de las infecciones por VSR, en las 

bronquiolitis y neumonias en infantes, donde las vias a6reas del pulm6n se encuentran atin en 

estado de desarrollo lo que les confiere vulnerabilidad. (13, 14) 

El'IIJEMIOLOGiA 

El virus sincitial respiratorio (VSR) esta considerado mundialmente como uno de los 

principales agentes causales de infecciones severas del tracto respiratorio inferior en niiios y 

personas rnayores de 60 aiios. En paises tropicales las epidemias anuales debidas a este virus se 

presentan durante la Cpoca de lluvias, mientras que en paises templados los picos de incidencia se 

encuentran durante el inviemo y desaparecen durante el verano. ( 15) 

Tanto en paises desarrollados como en paises en vias de desarrollo el VSR es el agente 

etiol6gico del mayor ntimero de casos de bronquitis y neumonias severas que requieren 

hospitalizaci6n en nifios de cero a doce meses de edad y de las infecciones nosocomiales de las 

vias respiratorias en pabellones infantiles ( 16) 

En paises desarrollados aproximadamcnte la mitad de los nii'ios se infectan en su primer 

estaci6n invemal y 90% de ellos han sido infectados a los dos ai'ios. La mortalidad en nifios sanos 

es aproximadamente de! 1 o/o pero se increment a hasta el 3% en aquellos nii'ios con situaciones 

agravantes como: cardiopatias, enfermedades pulmonares congenitas, prematurez o 

inmunosupreci6n (17, 18). 

En Paises en vias de desarrollo (Argentina, Colombia, Guatemala, Kenya Nigeria, Pakistan, Papua 

Nueva Guinea, Filipinas, Tailandia y Uruguay) la causa mils frecuente de infecciones de! tracto 
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respiratorio bajo es el VSR, al que se le atribuyen mils de! 70% de los casos en niiios menores de 

S afios. La mortalidad en estos paises alcanza el 7% en este grupo etario (18). 

En Mexico las enfermedades infecciosas de las vias respiratorias inferiores ocupan entre el 

primer y el tercer lugar de muerte infantil a nivel nacional. En el afio de 1998 la tasa de 

mortaJidad correspondi6 a 435 por cada 100 000 nifios nacidos vivos en menores de un ai\o .. 

Estos reportes no especifican el agente causal sin embargo es posible que el VSR este involucrado 

ya que la mortalidad por neumonia y bronquitis aumenta en los meses de septiembre a marzo que 

es el periodo donde se reportan en el hemisferio norte las epidemias ocasionadas por este virus 

(19). 

PERSISTENCIA VIRAL 

Gran parte del conocimiento que se tiene de las infecciones virales proviene de 

observaciones de infecciones agudas, en las cuales el sistema inmune controla la infecci6n y 

posiblemente el agente infeccio~o es eliminado, los sintomas y signos desaparecen. Desde un 

punto de vista medico son un problema controlable y pueden evitarse, puesto que se dispone de 

vacunas efectivas para varias de ellas. Sin embargo, los virus tambiCn ocasionan otro tipo de 

infecciones, las persistentes, en las que la desaparici6n de los sintomas no va acompafiada de Ia 

eliminaci6n del agente infeccioso sino que al contrario, el virus permanece en el organismo a pesar 

de que la respuesta inmune es generalmente permanente, a nivel medico son un problema serio, no 

se dispone de vacunas ni antidotes efectivos (20,21 ). 

En contraste con la infecci6n litica en la infecci6n persistente el virus no debe destruir a la 

celula que infecta ni por la infecci6n en si, ni por la respuesta inmune celular donde linfocitos T 

citot6xicos sensibilizados al antigeno viral destruyen la celula infectada. 
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Para que se establezca una infecci6n persistente en un arganisrna es necesaria que el virus 

no destruya la celula que infecta y que evada la vigilancia del sistema inmune. 

Las estrategias que utiliza el virus para permanecer en la celula son: A) la regulaci6n de la 

expresi6n de sus genes. B) Generar virus incompletas o defectuosos y C) Disrninuir su efecto 

citopAtico o invadir celulas irununacompetentes (22). 

Los mecanismos estudiados para que el virus pueda permanecer en la celula incluyen par 

lo menos uno de las siguientes: a) infecci6n de celulas no pennisivas o celulas en un ambiente no 

pennisivo, b) evoluci6n de variant es viral es que sean menos citoliticas o interfieran con la 

replicaci6n del virus silvestre o c) que las proteinas viraies funciones coma factores regulatorios 

disminuyendo la expresi6n de ciertos genes celulares coma aquellos que codifican para linfocinas, 

interfer6n, factor de necrosis tumoral, horrnonas factor de crecimiento etc.(21,23) Este 

mecanismo se ha observado en virus de DNA coma las proteinas E3K 19 y El a de adenovirus que 

eliminan la expresi6n en la superficie celular de molCculas MHC clase I y clase II, y la Proteina 

BCRFI del citomegalavirus que es homologa a IL-10 y compite con esta par su receptor (24, 

25,). 

Otro aspecto relevante es que el Virus puede ser muy litico para determinada estirpe 

celular pero no para otras, esto es muy importante en las infecciones in vivo, ya que diferentes 

tipos celulares estan presentes en todo el organismo. Un ejemplo claro es el virus de 

irununodeficiencia humana (HIV) que es muy litico para las linfocitos T pero no para las 

macr6fagos y manocitos en las que puede permanecer tiempo prolongado sin praducir muerte 

celular (26, 27, 28). 
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Hay evidencia creciente que los virus que causan infecciones persistentes son importantes 

pat6genos humanos, pues causan una variedad de enferrnedades cr6nicas que afectan los sistemas 

nervioso y endocrino. Por otro lado, el reservorio mas comUn de los virus persistentes son las 

ceJulas del sistema inmune, especialmente los linfocitos y las cetulas mononucleares, (monocitos y 

macr6fagos) ya que esto lleva a la incapacidad del sistema inmune para reconocer y eliminar al 

virus (27, 28). 

La totalidad de los mecanismos para el establecimiento de la persistencia se desconocen, 

sin embargo, existen evidencias de que no solo son factores virales los detenninantes en el 

establecimiento de la persistencia, sino que se trata de una co-evoluci6n virus celula. En el modelo 

de! FMVD (Foot and Mouth Disease Virus) y las celulas BHK-21, en las que se establece la 

persistencia, se observan cambios fenotipicos tanto en la ceJula como en el virus (29) 

PERSISTENClA DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRA TORIO EN DIFERENTES MODELOS 

EXPERIMENT ALES 

Ademils de la morbilidad de la infecci6n aguda de! VSR, la infecci6n viral tambien induce 

consecuencias cr6nicas, ya que la infecci6n por VSR predispone al desarrollo de la inferrnedad 

respiratoria hipereactiva y a episodios de resfriado recurrentes. Aunque no se ha demostrado que 

el RSV pueda producir infecciones persistentes, se tienen evidencias circunstanciales que lo 

sugieren, corno lo son: la presencia de! VSR en enfermos con bronquitis cr6nica (30) y presencia 

de antigenos virales en la enferrnedad de Peaget una enferrnedad osea cr6nica ( 31 ). 

El VSR es capaz de producir infecciones persistentes in vitro en diferentes lineas celulares. 

Los resultados obtenidos se pueden resumir de la siguiente manera: a) en Hneas celulares no 

linfoides, en la infecci6n persistente obtenida en celulas HEp-2 a una multiplicidad de infecci6n 
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(MOI) de 1 se observ6 un incremento de! virus asociado a la membrana celular y una disminuci6n 

en la producci6n de virus extracelular, con respecto a una infecci6n aguda (32). 1:ambien se ha 

reportado el establecimiento de una infecci6n persistente en celulas BS-Cl (rifion de mono verde 

Cercopithecus aethiops) utilizando mutantes tennosensibles, los resultados de ensayos de centros 

de infecci6n en estos cultivos demostr6 que el titulo de virus extracelular fue bajo, comparado con 

una infecci6n aguda y se detectaron mutantes que podujeron placas de lisis diferente a la 

producida por el virus original (33 ). En celulas detivadas de embtiones de rat ones Balb/C 

infectadas no se observa efecto citop3tico pero si se presentan focos de infecci6n cuando se 

cocultivan con celulas HEp-2, despues de 4 pases se observan grupos de celulas binucleadas. La 

inmunoflorescencia indirecta de estas celulas con anticuerpos monoclonales con un titulo 

neutralizante alto y dirigidos contra las proteinas de superficie (F y G), rnuestran un patr6n en 

pequefios gr3nulos, citopl3smico, moteado y difuso; los anticuerpos dirigidos contra las 

ribonucleoproteinas (L, P y N) que no neutralizan el virus muestran fluorescencia en la superficie 

de la cetula, en cambio en celulas HeLa infectadas de manera aguda con sobrenadantes de estos 

cultivos y tefiidas con los rnisrnos anticuerpos se observan cuerpos de inclusi6n con ambos tipos 

de anticucrpos (34). 

En ce!ulas linfoides: 

En linfocitos B de origen hurnano, se ha reportado el establecimiento de infecciones 

persistentes con VSR en las que se producen bajos niveles de virus extracelular y susceptibilidad a 

linfocitos T citot6xicas especificas para VSR (35). 

Macr6fagos alveolares humanos, obtenidos de voluntaries adultos sanos, infectados in 

vitro con VSR, se ha dernostrado que son permisivos a la infecci6n, soportan la replicaci6n viral 
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por periodos prolongados, mas de 25 dias. Aunque no se habla de persistencia, la capacidad de 

mantener la replicaci6n viral por mas de dos semanas se propone que puede deberse la producci6n 

de particulas virales no infecciosas, producci6n de mutantes tenno-sensibles, factores celulares de 

resistencia viral, y producci6n de proteinas antivirales como el interfer6n, que tambiCn reduce la 

producci6n viral (36). 

Un rnodelo animal in vivo para la infecci6n del VSR es el del cobayo en el cual se detecta 

la presencia de antigeno y RNA viral despuCs de 60 dias de inoculaci6n en rnacr6fagos alveolares, 

tiempo mucho mayor al cual los sintomas respiratorios han desaparecido ( 37). 

PARTICULAS DEFECTUOSAS 

Las particulas defectuosas (Di's) son mutantes que se producen durante pases seriados a 

ahas multiplicidades de infecci6n, son incapaces de multiplicarse sin la coinfecci6n con el virus 

completo, pero durante la coinfecci6n se enriquecen las particulas e inhiben la multiplicaci6n del 

virus·pa·;ental. 

EI fen6meno de interferencia varia de un modelo a otro y puede ser por: incompetencia a 

nivel de adsorci6n o penetraci6n, o por sintesis Iimitada de algunos productos virales (proteinas 

estructura1es). Cuando las mutantes son por deleci6n, estas pueden variar grandemente 

llegandose a encontrar mutantes donde solo han cambiado 7 nucleotides al extreme 3' del 

genoma viral (38) hasta aquellas en las que solo se conserva el 5% del genoma original. Sin 

embargo alln las particulas defectuosas (DI) mas pequenas deben retener las secuencias necesarias 

para su replicaci6n y encapsidaci6n, de ahi que estas particulas son un exelente modelo para 

estudiar las pasos involucrados en la rnultiplicaci6n viral. (39) Las DI se han reportado 

virtualmente en todas las familias de virus animales y se piensa que ocurren universalmente. 
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Aunque se han asociado principalmente con los virus de RNA ya que estos tienen una gran 

variabilidad (10·
3 

-10·
5 

bases errores por cada base incorporada) y sufren recombinaciones 

homologas o no homologas que permiten la generaci6n de secuencias nuevas. La mayoria de las 

mutaciones pueden ser eliminadas por selecci6n natural pero muchas tienen valor selectivo en 

particular por el ambiente en el cual el virus se replica ( 40). 

Las DI y el virus del que provienen, tienen los mismos constituyentes proteicos, pero sus 

genomas son mas pequeiios (41). 

Estudios de microscopia electr6nica de los RNA gen6micos def VSV y de sus DI ban 

ayudado a sugerir algunos mecanismos a traves de los cuales se generan los RNA defectives en 

los virus de RNA de una sola cadena. 

Los RNA's se circularizan por medio de puentes de hidr6geno entre secuencias cortas 

complementarias en los extremes, estas uniones dan como resultado estructuras en forma de asa 

(esquemas 2 A y 28). La perdida en la secuencia se produce cuando la polimerasa libera al RNA 

molde y se une en un punto diferente o se une a la cadena naciente. De esta manera la polimerasa 

inicia nuevamente la sintesis en un punto erroneo y genera una copia incorrecta del genoma~ 

muchas de las particulas defectuosas del virus de estomatitis vesicular (VSV) se generan de esta 

manera y carecen de! extreme 3 '. Otras particulas defectuosas se generan por un mecanismo 

llamado circulo rodante (roll-over ) en donde podemos encontrar partes del genoma viral por 

duplicado durante eventos subsecuentes en la replicaci6n, esto se debe a que la 

polimerasa se regresa sobre la misma hebra y copia varias veces el mismo segmento fonnando 

estructuras complejas. Estos mecanismos se ilustran en los esquemas: (2 By 3c) 

Otros tipos de particulas son las que se generan por deleciones e inserciones. 
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Esquema No 2 
I.NA• OENOICICO 

A 

B 

3' 
DIUIA• 

.......... _ ..... , .... ,-............... . 11,,.,,. .. oooDJ 1, JN.-
,,lo.on,o,oh .. oo,,_,, ,,1,-,1o,, , ..... 
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(~;p6< .. ~ npy ~ .... 

L,,,1 ..... ,.,(.IH 
hb .. , 

................ · .. ,. 

Esquema de las cxplicacioncs hipotcticas de la generaci6n de RNA DI. A) que ticncn sccucnci:1s idCnticas en las 
rcgioncs ;· y 3' y B) con la regi6n 5'.(Dimocky Primrose 1991) 

14 



ESQUEMA3: 

Estandar o~_,~1-----------<o 

a) 5' ,3'DI 

b) 5' DI 

c) DI compleja 

La comparaci6n de gcn6mas del virus cstmindar y de Di's. Los simbolos abicrtos rcprcscntan las secucncias 
comunes y los s61idos sus comple1nentarias a) virus con delcciones en ambos extrcmos, b) particula en la quc cl 
cxiren10 s·sc ha sustituido JX)T la copia complcmentaria al 3·, c)Particula en la cual sc han insert.ado varias 
sccuencias identicas. 39 

MODELOS DE PERSISTENCIA VIRAL EN LOS QUE SE HA INVOLUCRADO A LAS PARTiCULAS 

DEFECTUOSAS EN VIRUS DE RNA 

En diferentes modelos de persistencia tanto in vitro como in vivo se ban detectado 

particulas defectuosas. 

La mayoria de las DI' s interfieren con la infectividad del virus original. Los titulos de 

virus infeccioso son menores de los que se encuentran en la infecci6n aguda y no presentan 

efecto citop3.tico en las celulas infectadas persistentemente ( 41 ). 

Alln no estcl claro si en todos los sistemas virales las Di's se requieren para establecer la 

infecci6n persistente o si aparecen como un producto secundario durante la misma, en el modelo 

del virus de parainfluenz.a en la linea celular CV~I (RiOon de mono verde), las particulas 
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defectuosas se presentan hasta despues del pase nueve ( 42), mientras otros modelos han 

requerido para establecerse mezclas de virus silvestre con Di's (Virus Sendai) (43). 

Los cambios encontrados en los virus son casi tan variables como los modelos existentes, 

muchas DI contienen una copia del extremo 3' en el extremo 5' y se Jes conoce como copy back 

este caso se ha descrito para el virus sendai (44), Sarampion (45), Virus simiano tipo 5 (46), y 

VS\'. (38). 

Las deleciones tambien son frecuentes y muy variables. En el virus de Sendai: se ban 

encOntrade DI con delecienes en el extreme 3' en las que se genera un serial de paro antes de que 

tennine la transcripci6n (47, 48). En un cultivo persistente de 146 pases con el virus de 

Parainfluenza ( 49) se encentraron 3 clenas que tenian sustituciones en la posici6n 43 transici6n U 

-, C de! ext re mo 3' del gen de la nucleoproteina NP. Este cambio produjo una conversi6n en el 

cod6n de iniciaci6n en el mRNA de NP de AUG-) GUG. En las mutaciones en el extreme 3' es 

probable que se afecte tanto la transcripci6n como la replicaci6n y por lo tanto haya una 

disrninuci6n en la actividad citolitica yen la liberaci6n del virus infective (50; 51). En el VSV se 

describieron paniculas que tienen la mitad del extremo 3' y una pequefia porci6n del extremo 5', 

estas particulas centien~n la deleci6n de 320 nuclCotidos del gene L (RNA polimerasa). El RNA 

de las DI, puede variar entre 0.1-0.5 % de RNA de! virus estB.ndar. El virus de Semiliki Forest se 

encontr6 un tipo de DI I 8S, la cual tiene una mutaci6n en el extremo 5', esta particula debe tener 

las secuencias especificas requeridas para la uni6n de la polimerasa y para la encapsidaci6n, 

adem3s en su extreme 3' existen 106 nucle6tidos conservados (adyacentes al poliA), mientras que 

la regi6n gen6mica que codifica para las proteinas estructurales fue eliminada. (39) 
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Planteamiento del problema: 

Se propane el desarrollo de un modelo in vitro con las lineas celulares HEp-2 y H358 que 

son pennisivas a la infecci6n de RSV, utilizando particulas defectuosas y ver si estas son 

necesarias para el establecimiento de la infecci6n persistente. 
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Objetivos: 

0BJETIVO GENERAL: 

Oeterminar la participaci6n de las particulas defectuosas de/ virus sincitial 

respiratorio (VSR) en el estab/ecimiento de cultivos persistentes en lineas 

celulares epitelia/es de origen humanas. 

0BJETIVOS PARTICULARES: 

• Obtener suspensiones vira/es libres de paticu/as defectuosas y 

enriquecidas con particulas defectuosas. 

• Establecer cultivos persistentes con ambas suspensiones. 

• Comprobar que las cultivos estan persistentemente infectados 

• Buscar en las sobrenadantes de las cultivos persistentes la presencia de 

particu/as defectuosas. 
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Hip6tesis: 

Es posible establecer infecciones persistentes en lineas celulares epiteliales 

humanas de pulm6n y laringe utilizando suspensiones con particulas defectuosas 

del virus sincitial. 
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METODOS: 

PROPAGAC16N DE LAS LINEAS CELULARES: 

Las celulas HEp2 Carcinoma epidemoidc de laringe humana ATCC (American Type 

Culture Col/ectio11), VERO (Fibroblastos de riiion de Mono Verde de! laboratorio de 

Virologia , Facultad de medicina UNAM donadas por el doctor Trudel del Instituto Annand 

Frappie Montreal Canada se mantuvieron con D-MEM Gibco BRL). Las Celulas H358 

(Celulas epiteliales de pulm6n humano) proporcionadas por el Dr. Patricio Garilio del 

Centro de Estudios Avanzados de! IPN en medio RPM! 1640 GIBCO BRL 

complementados con suero fetal bovine al 1 Oo/o inactivado a 56°C por 30 minutes y 100 UI 

/ml de penicilina G s6dica, I 00mg de estreptomicina y 1 % de glutamina. Los cultivos se 

incubaron a 35°C en atm6sfera humeda y al 5% de CO2• Se subcultivaron aproximadamente 

2 veces por semana. 

TITULACl6N DEL VIRUS 

El viurs Sincitial Respiratorio cepa Long (ATCC-26 (An1erican Type Culture 

Collection l?ockville Ml). USA) donada por el Doctor Trudel de! enstituto Armand Frappie, 

se propag6 en botellas de 25 cm2 con celulas HEp-2 infectadas. Las botellas se incubaron 

hasta que el efecto citoplltico fue evidente y/o el 80% de las celulas estaban desprendidas, 

entonces se realiz6 la cosecha viral, la suspensi6n se sonic6 durante IO my se aii.adi6 sulfate 

de magnesia a una concentraci6n final de I OOmM, para estabilizar el virus. Posteriormente 

se centrifug6 a I IO g en una centrifuga SORBALL modelo RT6000D, el sobrenadante se 

titul6 por dosis infectiva 50 (TCID50) El virus se dividi6 en alicuotas y se almacen6 a -72° 

C 

A) DOSIS INFECTIVA 50 (TCID,o) 

Para determinar el titulo por TCID50 se sembraron celulas VERO en una placa de 96 

pozos IX105 celulas por pozo, se incubaron a 35°C y atm6sfera humeda con 5% de CO2 .. 

Una vez que se alcanz6 la confluencia las celulas se infectaron con las diluciones seriadas de 

la suspensi6n del virus {l:3), D-MEM al 1% de suero fetal bovino. UtiliZllndose cuatro 

pozos por diluci6n. A cada pozo se le aii.adieron 50µ1 de la suspensi6n viral o las diluciones, 

se incub6 por dos horas, se retir6 el sobrenadante y se adicion6 I 00µ1 de medio para 

infectar. 
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El titulo se calcul6 por el metodo de Karber: 

TCID ,o = -t. -o(S-1/2) 

Donde: 

A: es el log IO de la Ultima diluci6n donde el 1000/o de los pozos presentaron efecto 

citop3tico 

o: es el Jog JO de! factor de diluci6n 

S: es la suma de los pozos que presentaron efecto citopiltico por diluci6n incluyendo 

aquella donde el porcentaje es I 00°/o, dando a esta Ultima el valor de uno y las otras la 

fracci6n correspondiente (l\4~.25) (52). 

Ejemplo de! calculo: 

1/3 1/9 1/27 1/81 1/243 

• • • • • ,··, 
\ ·-· ' 

• • • • . ' . ' 
i ' ' '··' '··' 

• • • • • I 

• • • • .... ' i 
-. . 

' ' ' ·-· ·-· 

\ ___ , ' Pozo sin efecto citop:itico • Pozo cone fecto citopii:tico 

6.= 1.90 Ultima diluci6n (1/81) con el IOOo/o 4 pozos mostraron efecto citopiltico 

d=Jog 10 3= 0.477 (la diluci6n fue I :3) 

S=l.5 

Sustituyendo: 

TCID50= 1.90*[(0.477)(1.5-0.5)] 

=0.9063 

= I 0°·"°''/50 µI 

=JO'TCID,oiml 

I unidad infecciosa = Jog 0.5= 0.7 

=112.83 Unidades infecciosas por ml 
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B)TITULACI6N POR PLACA: 

En una placa de 24 pozos se sembraron 2X 105 celulas por pozo, una vez confluentes 

se infectaron con 500µ1 con diluciones seriadas (I :4) de la suspensi6n viral a titular en media 

para infectar. Se utilizaron dos pozos por diluci6n, se dejaron absorber los virus por 2h, se 

elimin6 el sobrenadante, se lavaron las cClulas con PBS y se cubrieron con agar-agar 

purificado y exento de inhibidores al 0.4% en D-MEM complementado con 2.0% de suero 

fetal, I 00 UI/ml de penicilina G s6dica, IOOmg/ml de estreptomicina y glutamina, a 

concentraci6n final de 2mM. Las placas se observaron todos los dias hasta que el efecto 

citop.itico fue evidente, generalmente entre 2 y 4 dias despuCs de la infecci6n las cClulas se 

tiflieron con cristal violeta al I% en metanol y se contaron las placas. 

0BTENCI6N DE LA SUSPENS16N DE VIRUS LIBRE DE PARTICULAS DEFECTUOSAS (VIRUS 

ESTANDAR) 

Las suspensiones virales libres de particulas defectuosas se obtuvieron purificando el 

virus por placa. Para este ensayo se infectaron cf:lulas HEp-2 en una placa de 6 pozos con 

IX I 0~ cClulas por pozo con diluciones seriadas del virus, se dej6 adsorber el virus por 2 

horas, se elimin6 el sobrenadante, y las celulas infectadas se lavaron tres veces con PBS 

cubriCndolas posteriormente con agar-agar MERCK al 0.2 % en MEM complementado con 

2o/o de suero fetal. Las placas se incubaron durante los siguientes 3 dias revis3.ndolas a diario 

hasta que los sincitios fueron visibles, se marcaron y se tomaron con una micropipeta. Las 

placas obtenidas se resuspendieron en medio al 2% de suero fetal y propagaron en cClulas 

HEp-2 primero en una botella de 25 cm2 una vez que se detect6 efecto citopAtico se 

recuper6 el sobrenadante y se titul6 (Los titulos obtenidos tuvieron un rango aproximado de 

IXIO' y 10
6 

TCIDso/ml). Esta semilla se utiliz6 para propagar el virus, se infectaron 5 

botellas de 75 cm
2 

a multiplicidad de 0.001 y se recolect6 el sobrenadante cuando el efecto 

citopAtico fue claro, para confirmar la ausencia de DI' s se realiz6 un gradiente de sacarosa 

de la suspensi6n viral. Agreg3.ndose polietilen glicol 8000 para obtener una concentraci6n 

final de 8% se dej6 precipitar toda la noche a 4° C, se concentr6 por centrifugaci6n a 19500 

rpm (28, n2 g) en un rotor de imgulo fijo Beckman 45 TI, se resuspendi6 en 7 ml de 

amortiguador TEN (Tris 50 mM, EDTA IO mM y NaCl 0.1 M), se reprecipit6 siguiendo el 

mismo protocolo. Finalmente se resuspendi6 en el menor volumen posible ( 1-2 ml) del 
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misrno amortiguador se someti6 a un gradiente de sacarosa ( 10-60o/o) obtenido por 

centrifugaci6n en un rotor de columpio Bekman SW 40Ti a 22000 rpm (61.092 g) durante 2 

h. Se observa solo una banda de densidad de 1.18g /ml que corresponde a la densidad 

reportada para el VSR (53) la cual se colect6 y se titul6 (I.8x!08 TCID,olml.) 

DETERMINACI6N DE 01 POR INTERFERENCIAN CON LA INFECTIVIDAD DEL VIRUS 

SILVESTRE. 

La tecnica utilizada fue la descrita par Threuhaf W:M con algunas modificaciones. 

(54) Brevemente monocapas de celulas VERO confluentes en placa de 96 pozos (lXlO' 

cilulas par pozo), se infectaron con 100µ1 de cada una de las diluciones del virus a titular 

usando 4 pozos par diluci6n, se incubaron par 2 ha 37° C en arnbiente hllmedo con 5% de 

COi. Posterionnente se retir6 el media. se lavaron con PBS y se infectaron con virus 

silvestre (sin particulas defectuosas a una MOJ de 0.3, se incuba par 2h, se retir6 el media y 

se incubaron por 72h. A continuaci6n se retir6 el sobrenadante y se adicion6 soluci6n salina 

balanceada de EARLE, complementada con rojo neutro al 0.033o/o, se incubaron durante 2h 

siendo las ci:lulas que sobreviven a la infecci6n las que se tii'ien con este colorante. 

Posterionnente se lavaron con PBS para eliminar el colorante que no fue absorbido y se 

lizaron las cilulas con etanol al 500/o en soluci6n de fosfato monobilsico de sodio 0.1 M. Una 

vez liberado el colorante se detennina la absorbancia a 540run. 

0BTENCION DE SUEROS ANTI RSV 

Para esto se utilizaron 2 conejos Nueva Zelanda. machos de 2 kg. Antes de 

inmunizarlos se obtuva suero de los conejos por punci6n en la vena marginal de la oreja El 

antigeno utilizado fue la suspensi6n purificada por gradiente de sacarosa. 

La inmunizaci6n se realiz6 de acuerdo al siguiente esquema, se inocularon 400 mg de 

proteina con adyuvante completo de Freund se ajusto el volumen a 400 µI, y se aplic6 par 

via subcutanea en cuatro diferentes puntos de la regi6n dorsal del conejo. 

Una semana despues se inocul6 con la misma cantidad de antigeno con adyuvante 

incompleto de Freund, por via intramuscular en dos sitios de inoculaci6n diferentes (ambas 

piemas de) conejo), se realizaron tres inoculaciones mils, con intervalos de una semana cada 

una. Una semana despues de la Ultima inoculaci6n se realiz6 una sangria de prueba, y se 
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titularon los anticuerpos neutra1izantes de la infectividad viral. Una vez que se obtuvo un 

titulo aceptable (Ix IOj unidades neutralizantes I ml) se procedi6 a sangrar a blanco el 

conejo (55). 

TitulaciOn de anticuerpos. 

Se realizaron diluciones seriadas 1:3 de la suspensi6n de virus estil.ndar con un titulo de 

l.Sx Io' se mezclaron con 50µ1 de suero y se incub6 durante I hora y posterionnente se 

infectaron monocapas de ceJulas VERO en placas de 96 pozos con 2 pozos por diluci6n con 

100µ1 de la rnezcla virus suero. Considerando el titulo cono el inverso de la Ultima diluci6n 

en la que no se presenta efecto citop8.tico. 

INMUNO FLUORESCENCIA INDIRECT A 

La inmunofluorescencia indirecta se llev6 a cabo de acuerdo a lo descrito por Garcia 

Barrena y col. (56). En un portaobjero de poliestireno con 8 pozos se afiadi6 por pozo 

polilisina a una concentraci6n de I Omg/ml I 00µ1/pozo, para favorecer la adhesi6n de las 

celulas, se incub6 20 min a temperatura arnbiente se retir6 la polilisina, y se lav6 con PBS 

estCriL Se ai'iadieron IXI05 cClulas se incub6 a 37° C por una hora seinfectaron las celulas 

y se incubo 24 h mas. Las cClulas se fijaron con metanol frio durante 5 min y posterionnente 

en acetona 30 s. La preparaci6n se dej6 secar a1 ~ire, se bloque6 con I 00 µI de suero de 

burro concentrado toda la noche a 4° C, se lav6 2 veces con amortiguador de lavado (PBS 

albumina serica bovina al 0.25% y tween al 0.3%), se adicion6 el suero anti- RSV obtenido 

en conejo diluido en PBS albumina al 0.5% y se incub6 durante lh a 37° C. Se lav6 3 veces 

con el amortiguador de lavado y se agrega el conjugado anticuerpo comercial lgG anti-

conejo fluoresceinado obtenido en burro AMERSHAM a una diluci6n 1: 500. Se incub6 

una hora y se lav6 con agua. Se observ6 a1 microscopio. 



ENSA YO DEF ACS 

El ensayo se realiz6 en tubos eppendorf sensibilizados con I ml de amortiguador de 

lavado esteril (PBS al 0.1 o/o de ASB albumina serica bovina filtrado por membrana de 

0.22µ) a 37° C por 30 minutos. 

Se retir6 el sobrenadante y se adicionaron un mill6n de .celulas con el suero anti-RSV 

obtenido en conejo a una diluci6n de I :6 en 0.5 ml de media de cultivo, se incubo 2 horas a 

4° C con agitaci6n constante. Se lavaron 2 veces y se fijaron con soluci6n de 

paraformaldehido al 0.5% en PBS 0.1% de ASB pH 7.5 (que se prepare justo antes de 

usarla) se incubaron durante 30 minutos, se lavaron e incubaron con un mililitro de 

anticuerpo anti-conejo fluoresceinado (1:500 en amortiguador de lavado), lncubar a 4° C 

por 2 h con agitaci6n Constante se lavaron 2 veces mas y se analizaron en un clit6metro de 

flujo Beckton Dikinson DU640. 

Se utilizaron varios controles: Cc:!:lulas infectadas con anticuerpo no especifico (suero de 

conejo no inmunizado) como control de isotipo, celulas infectadas de manera aguda 48 h 

post infecci6n a MOI de I como control positive. y celulas sin ningUn tratamiento para 

detenninar la fluorescencia basal de la cc:!:lula. 

DETERMINACI6N DE FOCOS DE JNFECCl6N (INMUNOPEROXIDASA): 

Monocapas semiconfluentes de celulas VERO en placa de 96 pozos se infectaron con 

sobrenadantes en los que se deseaba investigar la infectividad, se dejo absorber los viriones 

por 2 h a 3 7°C, se remplazo el medio por medio fresco y se incubaron por 48 h. 

Posterionnente se fijaron las cClulas con formaldehido al 3% en PBS. Se bloqueo con ASB 

al I% en PBS y se incub6 toda la noche a 4°C, posterionnente se lavaron las celulas 2 veces 

con el amortiguador de Javado. se agrego el anticuerpo policlonal anti RSV obtenido en 
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conejo y se incubo a 37°C por lh, se lavo la placa 3 veces y se adiciono el conjugado 

peroxidado, despues de una hora de incubaci6n se lav6 la placa 3 veces y se adiciono el 

sustrato: 3,3-diaminobenzidina en tris HCI pH 7.6. con 3Ade H20 2 la reacci6n se determin6 

por microscopia 6ptica y se detuvo la reacci6n despues de 20 min con 3.cido sulfiirico IM 

EXTRA CC ION DE ARN CELULAR TOT AL de acuerdo al metodo de Chomczynski y Sacchi 

con modificaciones (57). 

I .-SE utilizaron 4Xl06 C-elulas por ensayo. 

2.- Se les agregaron 250 µI de soluci6n D (4M lsotiocianato de Guanidinio, 0.5% N­

laurilsarcosil s6dico, 2 mM Citrato de sodio pH 7.0. Se adiciona I mM de 2-

mercaptoetanol en el momento de su uso ). 

3.- Se agregaron 500 µI de fenol saturado en agua, 50 µI de acetato de sodio 2 M (pH 4) y 

I 00 µI de cloroformo-alcohol isoamilico 25: 1. Se agit6 durante diez segundos, 

posteriormente se centrifug6 entre l O y 15 minutos en centrifuga Eppendorf 15 000 rpm a 

ternperatura ambiente. 

4.-Se obtuvo el sobrenadante y se adicion6 I µI de gluc6geno (10 µg) y 500 µI de 

isopropanol frio. Se enfiia durante I hr. a -20 °C 

4.-Se centrifug6 a 15 000 rpm durante diez minutos en centrifuga Eppendorf 

5.-Se lav6 la pastilla con 200 µI de etanol al 75% y se disgreg6 el precipitado con ayuda de 

la micropipeta. 

6.-Se centrifug6 IO minutos en Eppendorf a 15 000 rpm. 

7.- Se obtuvo el precipitado y se sec6 al vacio. 

8.-La pastilla se resuspendi6 en 20µ1 de agua tratada con dietil pirocarbonato (Se adicion6 

DEPC al 0.01% y se incub6 por una noche a 37 grados y posteriormente se esteriliz6 por 
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calor humedo para eliminar las posibles ARNsas). El RNA se utiliz6 para las ensayos de RT-

PCR. 

SINTESIS DE ADNc. 

En un tuba Eppendorf de 0.65 ml se colocaron: 4 µI de! amoniguador de reacci6n 

(50rnM Tris HCI pH 8.3, 75 rnM KCI, IO rnM de DTT, 2rnM de cada fosfato de 

desoxirribonucleotido, 20pM de oligo dT a 3mg de RNA a transcribir, 20 U deinhibidor de 

RNAsas (Lakeside) y 200U de la transcriptasa reversa (Superescript GIBCO). El volumen 

de reacci6n se complet6 a 20 µ1 y se incub6 a 42 ° por una hara. 

PCR DEL GEN N DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRA TORIO: 

Los cebadores utilizados fueron 5'ggAACAAgTTgAggTTTATgAATATGC 3' y 

5'CTTCTgCTgTCAAgTCTAgTACACTgTAgT 3' descritos par Collins. (58) 

A los tubas de reacci6n anterior se le agreg6 el arnortiguador de amplificaci6n 

(50rnM de KCI, !OrnM de Tris HCI, 1.5 Mg Cl2= 60pM de los iniciadores NI y N2, 2.5 U 

de Taq ADN polimerasa (Biotecnologias Universitarias) y se agreg6 agua tratada con dietil 

pirocarbonato para un volumen final de 100 µl , se calent6 a 99°C par un minuto para 

eliminar la transcriptasa remanente que puede actuar coma inhibidor de la polimerasa. La 

amplificaci6n se llev6 a cabo en 30 ciclos una temperatura de desnaturalizaci6n del ADN de 

94°C par un minuto, una temperatura de hibridaci6n de iniciadores del 65 °C par un minuto 

y una temperatura de extensi6n de 72°C par 2 minutos, se dej6 un periodo de extenci6n de 7 

min a 72°C, y posterionnente se mantuvieron a 4 °C. 

Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al I% teiiidos con bromuro 

de etidio. 

SEPARACION DE PARTICULAS VIRALES OBTENIDAS DE CULTIVOS PERSISTENTES POR 

GRADIENTES DE SACAROSA. 

Se colectaron sobrenadantes de los pases de las cetulas infectadas persistentemente 

hasta obtener volumen de I 00 a 200 ml de cada linea, se precipitaron y se sometieron a 

gradiente de sacarosa como se describi6 en la purificaci6n del virus. 

Detenninaci6n de la densidad de las particulas virales obtenidas de los cultivos persistentes. 
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DETERMINACI6N DE LA DENSIDAD DE LAS PARTiCULAS VIRALES OBTENIDAS DE LOS 

CULTIVOS PERSISTENTES 

Se colectaron sobrenadantes de los pases de las celulas infectadas persistentemente 

hasta obtener volumenes de 100 a 200 ml de cada cultivo persistente (HEP-2 y H358), se 

precipitaron y se sometieron a gradiente de sacarosa como se describi6 en la purificaci6n del 

virus silvestre. La densidad de cada una de las fracciones se detennin6 por ~efractometria en 

un reflect6metro Carl Zeiss modelo I 203 71. 

DETERMINACION DEL l)EMPO DE IRRADIACION CON LUZ U. V. PARA ELIMINAR LA 

INFECTIVIDAD VIRAL. 

Se irradiaron las suspensiones del virus silvestre con una lampara de luz U.V. de 15 Watts 

GE Gf578 a 15 cm de distancia 5, 10, 14 y 30 segundos con agitaci6n una vez irradiadas 

estas suspensiones se utilizaron para infectar celulas VERO en placas de 96 pozos por 

suspensi6n, a partir de los 15 s de irradiaci6n no se detect6 efecto citop3tico 
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REsUL T ADOS: 

PuRiFICACI6N DE VIRUS SILVESTRE 

La suspensi6n viral libre de particulas defectuosas se obtuvo purificando el virus por placa y 

por gradiente de sacarosa como se describi6 en materiaJ y metodos. 

En la grafica 1 se muestran los resultados del gradiente de sacarosa de la suspensi6n viraJ libre 

de Di's en donde a cada fracci6n se le determin6 la concentraci6n de proteinas y :icidos nucleicos 

por densidad 6ptica a 260 y 280 run respectivamente. 

0.45 

0.4 

0.35 

0.3 

ci 0.25 · 

ci 0.2 

0.15 

0.1 

0.05 \ I 

0 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

No. de fracciOn 

!-e--2sonm -o- · 260nm I 
GRAFICA No 1 Se muestra la densidad 6ptica de cada una de las fracciones obtenidas del gradiente de 
sacarosa del virus silvestre. 

En el gradiente de sacarosa, solo se observ6 un pico de proteinas el cual coincide con un 

pico de ilcido nucleico, por tanto decidimos colectar las fracciones I I y 12. La densidad de ambas 

fracciones fue de 1.18 g/ml que coincide con la reponada en la literatura para el VSR (53) 
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0BTENCION DE SUSPENSIONES VIRALES CON PARTICULAS DEFECTUOSAS. 

Para la obtenci6n de suspensiones virales enriquecidas con DJ se propag6 tres veces el 

virus purificado usando multiplicidades de infecci6n (MO!) de 5 y 10. 

La presencia de particulas defectuosas (DI' s) se evalu6 por la capacidad de cada 

uno de los pases para interferir con la infectividad viral, y de manera paralela se determin6 el titulo 

viral de cada pase (tabla No I) 
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TABLA I: Obtenci6n de suspensiones virales enriquecidas con particulas defectuosas. 

Cultivo D.O. Media de Desviacibn % de sobrevida' %de %de 
D.0.A estandar muerte interferencia 
540nm1 

0.166 
Celulas no infectadas 0.178 0.1798 0.024 100 ND 

Control (·)2 0.188 
0.187 

0.080 
Celulas infectadas con 0.080 O.Q75 0.0069 51.78 48.21 ND 

virus silvcstre 0.098 
Control 1+13 O.Q78 

0.079 
HEp-2 MO! 5 0.056 0.070 9.9x10·3 48.01 51.98 ND 

Pase! 0.074 
0.072 
0.080 

HEp2 MO! 10 0.073 0.0745 4.6x10·3 51.09 48.90 N.D 
Pase l 0.069 

0.076 
0.098 

HEp-2 MO! 5 0.088 0.090 5.3XI0.3 61.72 38.27 9.9 
Pase2 0.086 

0.089 

0.100 
HEp2 MO! 10 0.102 0.099 2.os·3 67.90 32.09 16.12 

Pasc2 0.097 
0.099 
0.102 

HEp-2 MO! 5 0.103 0.1035 1.29xlo·3 
70.98 29.01 19.2 

Pase) 0.104 
0.105 

0.123 
HEp2 MO! 10 0.134 0.1355 9.25x10·3 92.93 7.06 51.78 

Pase J 
0.142 
0.143 

1 
De cada cosecha se determin6 el % de interferencia como se describi6 en material y metodos y se muestran las 

lecturas colorimetricas de cuatro pozos individuales, el promedio y ta desviaci6n estandar de las recturas obtenidas 
en cada caso. 
2 

El control negativo (Clllulas sin infectar) se tomo como el 100% de sobrevida y a partir de 61 se calcularon los % 
de sobrevida en todos los demlis casos. 
3 

El control positivo son allulas infectadas a MOI de 0.3 oon el virus silvestre purificado. 
'Ei porcentaje de interferencia se c:alcul6 como er porcentaje de sobrevida en cada sobrenadante menos el del 
control positivo. 
% de sobrevida =[ (D. O. Control negativo ID. 0. del sobrenadante de pase)*100] -{ (DO control negativo/ DO. 

Control positivo) •1001 
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Como se muestra en la tabla el porcentaje de interferencia fue detectale a partir del 2° pase 

a MOI de 5 y 10 y aument6 en el siguiente pasc, el efecto fue mas evidente utilizando MOI de 10. 

Para los siguientes experimentos se utilizo la suspensi6n viral con mayor porcentaje de 
interferencia a la infectividad (tercer pase a MOI de I 0) se separ6 por gradiente de sacarosa. 
(Grafica No 2) 
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Gnifica No 2 Densidad 6ptica de las fracciones obtenidas en el gradiente de sacarosa del tercer pase 
MOl 10 

Como puede observarse en la grafica, la suspensi6n obtenida del pase 3 se separa en 5 

picos principales tanto de proteina como de acidos nucleicos los picos 1,2,3, y 5 tienen densidad 

diferente de la del virus silvestre lo que podria sugerir la presencia de Di's. Asi decidimos utilizar 

est8 suspensi6n viral para establecer los cultivos persistentes. Para esto, se infectaron lineas 

celulares epiteliales de laringe y pulm6n humano (HEp-2 y H358 respectivarnente) se infect6 a 



multiplicidades de I 0, 5, I y 0.1. Las multiplicidades de infecci6n mayores de 0.1 fueron 

incapaces de generar persistencia ya que las CClulas no sobrevivieron y se comportaron coma en 

una infecci6n aguda, Sin embargo a la multiplicidad de 0.1 obtuvimos celulas persistentemente 

infectadas en donde pudimos comprobar la infecci6n y mostraban una buena tasa de crecimiento. 

Cuando realizamos la infecci6n de lineas celulares HEp-2 y H358 con el virus silvestre 

observamos efecto citopAtico generaliz.ado a las 48 horas, las celulas que sobrevivieron ( entre el I 

y 2%) con el tiempo tambien murieron par lo que fue imposible recuperar el cultivo, en cambio 

cuando la infecci6n se hizo con la suspensi6n enriquecida de particulas defectuosas, tuvo un 

nllmero de c61ulas viables estable y logramos establecer el cultivo, en el cual se observa efecto 

citopiltico localizado. Este evento puede observarse en la grafica No 3 en donde la cinetica de 

sobrevida de arnbas lineas celulares a MOI. de 0.1 con las suspensiones libre o enriquecida con 

Di's es diferente. 
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GRAFICA No 3: La viabilldad celular se determin6 con azul tripano despu~ de la lnfeccl6n con las 

suspenslones de virus silvestre o con la suspensi6n con Di's 

* vs=virus silvestre 

CONFIRMACI6N DE PERSJSTENCIA EN LOS CULTIVOS RECUPERADOS 

A) Presencia de antigeno viral: 

Uno de los parAmetros que se utilizaron para detenninar si el cultivo celular estaba 

persistentemente infectado fue la determinaci6n de manera rutinaria de Ia expresi6n de antigeno 

viral por inmunofluorescencia indirecta (Figura 1 ). 

Para determinar la cantidad de celulas que presentaban el antigeno viral se utiliz6 

citometria de flujo. En los pases 20 y 21 H358per se observ6 un porcentaje de 71 y 98.88 % de 

celulas infectadas (Fig 2 c y d) mientras en los pases JO, 88 y 89 en el cultivo HEp-2 per 
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encontramos 82% y 90 % de celulas infectadas respectivamente (figura 2 f y g). Ninguno de los 

pases mencionados produjo virus extracelular infectivo detenninado por TCIDso. 

a b 

C d 

Figura 1: lnmunofluorescencia indirecia con anticuerpos anti VSR obtenidos en conejo, se muestra en a) 
ce1u1as no infectadas (control negative), b) CEl!ulas infectadas de manera aguda 48h post infecci6n 
(control positive} c) Cultivo persistente H358, d) Cultlvo persistente HEp-2 
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• ce1ulas sin infectar 

• cerutas no infectadas con lgG anti VSR 
I Celulas no infectadas con suero de conejo 
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FL14i 
HEp-2PER pase 89 (90.48%) 

Figura 2: Ensayo de FACS en el panel a) se muestran tos controles negatives, ceJulas no infedadas : sin 
tratamiento, c61ulas con solo el antfcuerpo anti VSR obtenido en conejo, cE!lulas tratadas solo con el segundo 
antlcuerpo anti lgG de conejo fluorescelnado, y CEllulas tratadas con suero preinmune y el segundo anticuerpo. 
En el panel b} ce1u1as HEp-2 infectadas de manera aguda, y en c) yd) tos Pases BB y 89 del cultivo persistente 
en HEp-2 respectivamente. 
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Figura 2 continuaci6n: 
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Se muestran los resultados del ensayo de FACS en el panel e) celulasH358 infectadas de manera aguda 
48 pos-infecci6n, en f) y g) las pases 20 y 21 del cultivo perslstente en H358 respectivamente. 
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B) Expresi6n del genoma viral por RT-PCR. 

Otro criterio para confirmar la persistencia del virus en el cultivo fue det_erminar la 

expresi6n del genoma viral, lo cual se realiz6 traves de la amplificaci6n de un segmento de 277 

pares de bases comprendido en la region del RNA mensajero del gen de la nucleocapside (NJ a 

partir del nucle6tido 858 al l 135. 

La retrotranscripci6n se realiz6 con la fracci6n de RNA que se une a oligo dT para 

seleccionar a los mensajeros y de esa manera estar seguros de que el genoma viraJ estaba siendo 

expresado durante la persistencia los resultados se muestran en la figura 3, donde se observ6 el 

producto de 277 pb tanto con el RNA obtenido de las celulas infectadas de manera aguda (control 

+) como en los cultivos persistentes de HEp-2 per pases 6 y 18 y de H358 per pases 6, 12 y 26. 

Este ensayo de RT-PCR se llev6 a cabo de manera regular en los distintos pases obtenidos con el 

fin de confirmar la expresi6n de! genoma viral. En las celulas HEp-2 el producto de PCR fue 

visible a partir del pase 5 y hasta el pase 45, mientras que para las celulas H358 de! pase 6 al 56. 

ANA LIS IS DEL VIRUS OBTENIDO DE LOS SOBRENADANTES DE CUL TIVOS PERSISTENTES: 

Para detenninar si los cultivos persistentes producian virus extracelular infeccioso se 

titularon los sobrenadantes por TCID50 y se analiz6 la presencia de particulas defectuosas por 

interferencia a la infectividad del virus silvestre (tabla 2). Los resultados se muestran en la grafica 

no4 
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600pb 

300pb 

2 3 4 5 6 7 8 9 

Figura 3: RT·PCR para el gen N del RSV carril 1)Marcador de pesos moleculares 100 pb 
Bio Rad, 2)celulas no infectadas {control negativo) 3) sin cDNA, 4) cerulas infectadas con el 
virus Silvestre de manera aguda 48hs post infecci6n, caniles 5 y 6) pases 6 y 18 del cultivo 
persistente en HEp-2, carriles 7, 8 y 9) pases 6, 12 y 26 del cultivo persistente en H358 
respectivamente. Los produdos de la amplificaci6n fueron separados en un gel de agarosa 
al 1 % en TBE teriido con bromuro de etidio. 
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a) b) 

d) 

Figura 5: Faces de infecci6n en celulas VERO utilizando la tecnica de inmunoperoxidasa que se describe 
en metodos panel: a) c81ulas no infectadas, b) celulas infectadas con el virus Silvestre de manera aguda 
c)cEIJulas infectadas con el sobrenadante del pase 20 del cultlvo persistente en HEp-2 y en d) ce1u1as 
infectadas con el obrenadante del pase 27 del cultivo persistente en H358 
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Control Control Pl p2 P3 P4 P5 p6 p7 p8 p9 PIO 
(+)• (-) .. 

D01 0.173 0.548 0.224 0.340 0.379 0.482 0.495 0.507 0.569 0.560 0.577 0.578 - 31.56 JOO 40.87 62.04 69.16 87.95 90.32 92.52 100 100 JOO 100 - 68.44 0 59.12 37.95 30.84 12.04 9.67 7.48 0 0 0 0 
%ialofcnncia 9.31 30.48 37.6 56.39 58.76 60.97- 72.27 70.62 73.73 73.91 

TABLA Nol lnterferencia detemunada en sobrenadantes de pases del cuttivo persistente de re1u1as H358. 
1media de 4 determinaciones independientes 
'"Control positivo (c61ulas infedadas de manera aguda con el virus purificado MOI 0.03 72 h post 
infeccl6n) 
- Control negativo (Celulas no infectadas) 
P= No de pase 

Estos mismos resultados se muestran en la grafica 4: 
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GRAFicA 4: Titulo y porcentaje de interterencia determinados en los sobrenadantes de los primeros 
10 pases obtenidos del cultivo persistente en Gelulas H 358 

Como pue<le observarse el % de interferencia a la infectividad se incrementa con el pase, mientras 

se reduce el efecto citopcitico sugiriendo que durante la persistencia se producen particulas 
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defectuosas que modulan la infectividad del virus silvestre. Este mismo evento se observa en las 

celulas HEp-2 (Tabla 3 y grafica 5). Lo cual apoya nuestra observaci6n anterior 

Control Control Pl p2 p3 p4 p5 p6 p7 pg p9 
( + l' (-)" 

DO' 0.142 0.356 0.272 0.274 0.250 0.350 0.352 0.325 0.352 0.345 0.358 

"""""'"' 39.88 JOO 76.40 76.96 70.22 98.31 98.87 91.29 91.29 96.91 JOO - 60.11 0 23.59 23.04 29.77 1.68 1.12 8.70 8.70 3.08 0 
%imarcraicia 36.52 37.08 30.34 58.43 58.99 51.41 51.41 57.03 60.68 

TABLA No J:Interferencia determinada en sobrenadantes de pases del cultivo persistente de C:Clulas HEp 2 
1media de 4 deterrninaciones independientes 

PIO 

0.422 
100 
0 

78.65 

* Contol positivo (CS!ulas infedadas de manera eguda con el virus puriflcedo MOI 0.3 72h post infecci6n) 
- Control negatlvo (ce1u1as no infectadas) 

Cabe mencionar que en la en line.a celular H358 no se detect6 virus extracelular despues 

de! pase 2, sin embargo la interferencia aument6 hasta alcanzar el 73.68%. En la linea celular 

HEp-2 se observ6 virus extracelular en los dos primeros pases a partir de! pase 3 no se detecto 

virus infecciosos extracelular por TCIDso, En esta linea celular tambien se observo el incremento 

de la interferencia con el numero de pases hasta alcanzar el 78.63% en el pase IO y en la linea 

celular HEp-2 se observ6 virus infeccioso extracelular hasta el pase 3 medido por TCIDso y la 

interferencia Ueg6 a alcanzar el 78.63% en el pase I 0. 
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GRAncA No S: Titulo determinado por TCIDSO y porcentaje de interferencia en el cultlvo persistente 
obtenido de ce1u1as HEfr2 con respect.o al nUmero de pase 

DETERMINACION DE VIRUS EXTRACELULAR INFECTIVO EN LOS SOBRENADANTES DE LOS 

PASES DE LOS CUL TIVOS PERSISTENTES. 

Debido a que en los sobrenadantes de CClulas infectadas persistentemente no pudimos 

detectar extracelular utilizando TCID,o y debido a la baja sensibilidad de esta tecnica, decidimos 

usar un mCtodo mas sensible que fue el de ensayo en placa. Esta t6cnica permite detectar una 

particula infecciosa, siempre y cuando el nllmero de virus producido por CClula infectada sea 

suficiente para infectar las C-elulas adyacentes y originar una placa. Mediante el ensayo en placa se 

analizaron los pases HEp2per 12, 35, y 57 y H358per 10, 22, 35 y 57, sin embargo solo en los 

pases Hep2per 12 y H358per IO se detect6 virus extra celular por placa. Los resultados se 

muestran en la tabla No 4. 
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Virus est/mdar SN* HE 2 P-12 SN* H358 P-10 
2490 UFP/ml 173 UFP/ml 156 UFP/ml 

TABLA No 4: Titulaci6n por placa del virus estBndar y de las sobrenadantes de las cultivos perslstentes 
obtenidos en las celulas HEp-2 y H358 
*SN sobrenadante de celulas infectadas persistentemente 
P=No de pase 

Las placas obtenidas en los sobrenadantes de cultivos persistentes son ma.5 pequei'l:as que 
las que produce el virus silvestre como se muestra en la figura. 4 

a) b) 

d) 

Figura 4: Titulaci6n par placa:se muestran las placas obtenidas en celulas VERO en el panel a) virus 
silvestre, b) ce1u1as no infectadas c) cerulas infedadas con sobrenadantes de Pase 23 del cultivo persistente 
obtenido en C61ulas HEp2 y en d) cl!lulas infectadas con el sobrenadante del pase 22 del cultivo persistente 
obtenido en clllulas H358 
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EFECTO DE LA LUZ U. V. SOBRE LA INTERFERENCIA CON LA INFECTIVIDAD. 

Con el fin de comprobar que la interferencia con la infectividad ·del VSR inducida por los 

sobrenadantes del cultivo persistente se debia efectivarnente a la presencia de particulas 

defectuosas y no a factores tales como interfer6n o citocinas producidas por las celulas infectadas, 

iradiarnos el sobrenadante de algunos de los pases persistentes con luz U. V. para inactivar asi a las 

particulas virales y los probamos nuevamente en la interferencia. 

El virus silvestre con un titulo de lXlO' TCID,ol ml se irradi6 con una 1/unpara de luz 

U.V. de 15 Watts durante 5, 10, 15 y 30 segundos. Aunque desde los 15s nose detect6 virus 

infeccioso por TCID,o decidimos irradiar las sobrenadantes por 30 segundos ya que esta 

reportado que las particulas defectivas por tener RNA de menor tamafio, requieren dosis mas altas 

(59). 

Los sobrenadantes de los cultivos persistentes de arnbas lineas celulares (HEp-2per pase 10 

y H358per pase 12) se irradiaron durante 30s y se repiti6 el ensayo de interferencia. Como 

esperabamos Ia interferencia a la infectividad no se detect6 en los sobrenadantes despuCs de la 

irradiaci6n confirmando que es de naturaleza viral y debida a DI (Tabla 5 y grafica 6). 
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D.O. Desviaci6n % sobrevida % muerte %de 
oromedio estandar inferencia 

Control negativo 0.490 2.Jx!O"' 100 0 0 

Control positivo 0.208 l.2xl0-' 42.44 57.56 0 

Sobrenadante H358 0.425 l.5xl0"' 86.73 13.27 44.29 
ner nase 12 

Sobrenadante Hep- 0.510 l.3xl 0-3 100 0 57.56 
2 oer oase 10 
Sobrenadante 0.185 l.4xl0-' 37.5 62.25 0 

H358per pase 12+ 
U.V. 

Sobrenadante Hep- 0.242 3xlO"' 49.38 50.62 0 
2ner oase Jo+ U.V. 

TABLA No 5: Efecto de la luz UV sobre las sobrenadantes de pases de cultivos perslstentes. 

El% muerte • % de interferencia 

GRAFlCA No 6: Porcentaje de muerte e interferencia de los sobrenadantes de las cuttivos 
persistentes antes y despues del tratamlento con luz U.V. 
1.-Cblulas infectadas con el virus sillvestre a MOI 0.3 (control positlvo} 
2.-C61ulas infectadas con sobrenadantes del pase 10 del cultivo perslstente de las C81ulas HEp-2. 
3.- ce1u1as infectadas con sobrenadantes del pase 12 del cultlvo perslstente de las ce1u1as H358. 
4 y 5 celula infectadas con sobrenadentes de los pases 10 HEp.2 y 12 H358 despues de irradiarlos 
durante 30s con luz U.V. 
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DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DEJNl'ECTAR CELULAS VERO DELOS SOBRENADANTES 

DE LOS CULTIVOS PERSISTENTES: 

En los sobrenadantes de los pases (15, 20, 36 HEp2per yen los pases 17, 27 y 42 de 

HJSS per) en los que nose detect6 virus infeccioso extracelular ni por TCIDso ni por placa viral se 

determin6 su capacidad para infectar c6lulas VERO induciendo focos de infecci6n a las 48 h 

postinfecci6n. Los resultados se muestran en la figura: 5 como puede observarse se preseiltaron 

focos de infecci6n sugiriendo que las cetulas VERO se infectaron y expresan aJgunas proteinas 

virales aunque no se repliCO el virus lo suficiente para que se produjera placa viral. 

ANALISIS POR GRADIENTE DE SACAROSA DE LOS SOBRENADANTES OBTENIDOS DE CULTIVOS 

PERSISTENTES. 

La presencia de antigenos virales demostrados por inrnunofluorescencia y par focos de 

infecci6n sugiri6 la presencia de Di's en los sobrenadantes obtenidos de los cultivos 

persistentemente infectados asi que se decidi6 tratar de separar estas DJ's en gradientes de 

sacarosa para lo cual fue necesario concentrarlos. 

Para analizar los gradientes se fraccionaron y se determin6 la absorbancia a 280 y 260 nm 

para determinar la presencia de proteinas y de 3cidos nucleicos respectivamentede manera paralela 

se determin6 la densidad de las fracciones por refractometria (gr3ficas 7 y 8). 
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GRAFICA No 7 Densidad 6ptica de las fracciones obtenidas del gradiente de sacarosa del 
sobrenadante del cultivo perslstente de las re1u1as H358 

En el sobrenadante de las cetulas HEp -2 per se observa un pico con densidad semejante a 

la de! virus original (1.19 g/ml) y otro pico de menor densidad (1.09g/ml) 
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GRAAcA No 8 Densidad 6ptica de las fracciones obtenidas del gradiente de sacarosa de! 

sobrenadante del cuHivo persistente de las ce1u1as HEp-2 

En el caso de las celulas H358 se encuentra el pico que corresponde a la densidad del 

virus original (1.18 g/ml) y tres picos mas ( 1.03, 1.09 y uno de mayor densidad de 1.2 g/ml) que 

pueden corresponder a DI's. 

Con la finalidad de ver si las particulas obtenidas de los gradientes son capaces de 

establecer infecciones persistentes, se utilizaron los picos obtenidos del gradiente de sacarosa, para 

infectar celulas H358. Solo el pico con mayor densidad (1.27 g/ml), en la que suponemos se 

pueden encontrar agregados de virus completos y Di's logr6 generar infecci6n. 

La infecci6n de celulas H358 con las particulas que se encontraron en este pico se le 

denominara H358 per n,. no present6 efecto citop8tico pero si fue claramente visible la expresi6n 

de antigeno viral por inmunofluorescencia indirecta (Figura No 6). Al utilizar el sobrenadante de! 

cultivo H58 pera para infectar celulas VERO se detectaron focos de infecci6n (Figura 7). Por 
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b) 

Figura No 6: Oeterminaci6n de antigenos vlrales por inmunofluorescencia indirect.a con el antlcuerpo anti 
VSR obtenido en conejo en el panel a) se muestran clllulas no infectades yen b) clllulas del pase 14 del 
culllivo H358per1I. 

Figura No 7: focos de infecci6n panel a) Gelulas no infectadas yen b) en clllulas VERO 
infed:adas con sobrenadantes del pase 14 del cultlvo H358 pert! 



otro lado tambien se realiz6 el ensayo de RT-PCR (Figura 8) del gen N en las celulas del cultivo 

H358 per n obteniendose el producto esperado ( 277 pb). 

El porcentaje de infecci6n detenninado por F ACs fue de 86.46 (Figura 9) 

C) 

600pb 

300 pb 

2 3 4 5 6 7 8 9 

Figura 8: RT-PCR para el gen N del RSV del cultivo persistente obtenido de la infecci6n con el pico de mayor 
densidad del gradiente de sacarosa en el canil: 1)Pesos moleculares plasmido pBR 322 cortado con 
Msp1 ,carril 2) Ge/ulas no infectadas {Control negativo), canil 3) reacci6n sin CONA, Canil 4) Gelulas infectadas 
con el virus silvestre 48 h post infecci6n (control positivo) en carriles 5, 6, 7, y 9) Pases 2, 4, 8,12 y 19 del 
cultivo persistente H358 perw Los productos de la amplificad6n fueron separados en un gel de agarosa al 1% 
en TBE teiiido con bromuro de etidio. 
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ANALISIS DE SOBRENADANTES DEL CUL TIVO H358 PER II POK GRADIENTE DE 
SACAROSA: 

El sobrenadante del cultivo HJ 58,..n se recolect6 hasta obtener un volumen de 200 ml 

suficiente para concentrar las particulas obtenidas y analizarlas en un gradiente de sacarosa 

(grafica No 9). En este gradiente se conserva el pico que corresponde a la densidad de 1.27 g/ml 

(con la que se inicio la infecci6n) y uno de menor densidad (1.18 g/ml) que corresponde al virus 

silvestre, perdiendose los picos con densidad de I.OJ y 1.09 g/ml. 

0.9 

0.8 

0.7 ~ 
n Q .B .B-c, 

l.18g/ml 

o.s '""'1,{ '13- .e -a -a 'a -El 
~ 0.5 '13' 

0.4 
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1.27 g/ml 

o-1-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~.-l!l-, 
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[-e-260nm - -8- 280nm I 

GRAFICA No 9 Oensidad 6ptica de las fracciones obtenidas del gradiente de sacarosa del sobrenadante 
del cultivo persistente de las Gelulas H35Spert1 
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Figura 9: Ensayo de FACS en cBlulas H35B infectadas con las partfculas del pico de densidad mayor al virus 
original 1.27g /ml en el panel a) celulas H358 infectadas con el virus silvestre 48 hs post infecci6n yen b) las 
cBlulas del pase 8 del cultivo persistente. 
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DiscusiOn: 

Para que Wl virus permanezca persistentemente en W1a ce!u1a es necesario que 

esta sobreviva a la infecci6n y se establezca un equilibrio entre la duplicaci6n celu1ar y 

la replicaci6n del virus. Este equilibrio puede lograrse a traves de cambios tanto en el 

virus como en la celuJa Entre los cambios que sufre el virus para permanecer en t01a 

celula est.in la modulaci6n de su infectividad a traves de generar diferentes variantes, 

entre estas se encuentran las particulas defectuosas (DI). Las DI se ban descrito como 

variantes virales en donde el genollla viral est3 parcialmente deletado o bien presenta 

inserciones, la caracteristica relevante de estas DI es que son incapaces de repicarse a si 

mismas, y dependen del virus est311dar para su multiplicaci6n. Esta dependencia se 

debe a que compiten con el por productos geneticos virales y celulares indispensables 

para completar su ciclo replicativo. 

Las Di's se ban asociado con las infecciones persistentes de virus de DNA y 

RNA tanto in vitro (en lineas celulares), como in vivo. A pesar de que la asociaci6n de 

Di's con la persistencia viral data de los ailos 60 aim no esta claro si las Di's realmente 

participan en este fen6meno o simplemente son un producto secwidario (41 ). 

La persistencia de los Paramixovirus incluyendo el VSR se ha reportado in vitro 

en diferentes Uneas celulares e in vivo en cobayos (37), sin embargo la participaci6n de 

las Di's no ha sido estudiada. 

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la participaci6n de las DI en el 

establecimiento de persistencia del Virus Sincitial Respiratorio (VSR) en lineas 

celulares epiteliales del tracto respiratorio, se seleccion6 este tipo de estirpes celulares 

por ser el blanco inicial de la infecci6n viraJ en el humano. 

La estrategia consisti6 en establecer la persistencia en dos lineas celulares (HEp-

2 y H358) en las que el virus est3Jldar es altamente litico. Para modular este efecto del 

virus, fue necesario establecer la infecci6n con suspensiones emiquecidas con particulas 

defectuosas, las caracteristicas de la suspensi6n utilizada se describen en la tabla I y su 

aruilisis por gradiente de sacarosa se muestra en la grafica 2. 

En las graficas 4 y 5 se observa claramente como la presencia de Di's en et 

inoculo viral evita la muerte celular permitiendo que el virus permanezca en el cultivo. 

Uno de los criterios utiliz.ados para determinar que los cultivos estaban 

persistentemente infectados fue la determinaci6n de virus infeccioso extracelular, 

inicialrnente la infectividad viral se detennin6 por TCID50, sin embargo la sensibilidad 
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de e5ta tecnica es baja, por lo que al no encontrar virus infective se decidi6 utilizar la 

tecnica de placa viral. Con este ensayo es posible determinar una particula infectiva 

siempre cuando la cantidad de virus producido por celula sea lo suficientemente alto 

para que infecte las celulas adyacentes y asi origine wi sincitio, ( celuta gig ante 

multinucleada). Empleando esta tecnica fue posible determinar virus infectivo 

extracelular en sobrenadantes del cultivo persistente. Se estudiaron Jos pases de HEp-

2per 9.10,17 y20; y de! H358per 11,12,17,32. Solo con los pases IO de HEp-2per y 12 

del H358per se encontr6 virus infeccioso atlllque el titulo fue bajo (aproximadamente I 

logaritmo menos que el detectado por TCID50 del virus estlmdar) tambiOO el tamailo de 

la placa fue mas pequei\o que la obtenida con el virus original lo que sugiere que la 

producci6n de virus infectivo por celuJa infectada (burst size) es menor a la que produce 

el virus estfilldar. 

Una de las caracteristicas que se han observado con mas frecuencia en las 

Di's es su capacidad de interferir con la infectividad del virus estandar, debido a que 

compiten por el receptor celular y por proteinas estructurales. Por lo tanto decidirros 

estudiar este fen6meno en el sobrenadante de! cultivo persistente observ811dose que la 

interferencia se incrementa conforme aumenta el nllmero de pase lo que sugiere que las 

DI se forman durante la persistencia. 

Para confinnar que realmente la interferencia se debia a las DI presentes en el 

sobrenadante y no a factores solubles (coma el interfer6n o otras citocinas) los 

sobrenadantes se trataron con luz U.V. con el fin de inactivar la infectividad de las 

particulas defectuosas presentes en del cultivo, por la formaci6n de ctimeros de timina 

que fraccionan el RNA. La irradiaci6n fue capaz de anular el efecto de interferencia 

que habiamos obtenido en los sobrenadantes de los cultivos persistentes soportando el 

echo de que la interferencia puede ser de naturaleza viral. 

El hecho de que el tratamiento con luz U. V. haya eliminado la interferencia asl 

como que el porcentaje de interferencia aumenta con los pases sugiere que las Di's se 

produjeron durante los pases. Este resultado es concordante con el encontrado por 

Treuhaft (54) en el queen una infecci6n aguda con el VSR se generan Di's en cetulas 

HEp2 a altas multiplicidades determinadas por interferencia, estos mismos autores 

demuestran que la interferencia no se debia a la presencia de interfer6n, pues esta no se 

ve afectada al tratar el sobrenadante con suero anti-interfer6n (60). 

Con la finalidad de investigar si el virus que se produjo en los sobrenadantes de 
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Jos cultivos persistentes era infectivo y podia transmitirse de forrna intercelular, se llev6 

a cabo el ensayo de focos de infecci6n, en el cual se infectan celulas Vero y despues se 

detennina la presencia de antigeno viral por inmtu10 peroxidasa 

Las ceiulas Vero que se infectaron con el sobrenadante de cultivos persistentes 

mostraron la formaci6n de focos de infecci6n pero no fue posible observar sincitio. Lo 

que indica que se infectan las <:elulas pero la replicaci6n viral si es que se Ueva a cabo 

no es suficiente para originar efecto citopatico visible. 

La presenci8 de antigeno viral en las celulas infectadas persistentemente, se 

determin6: cualitativamente por inmwtofluorescencia indirecta y cuantitativamente por 

el ensayo de F ACS. Con esta ultima teatica pudimos comprobar que W1 98.88o/o de 

celulas presentan antigeno viral, en pases H358per 20 y 21 71 y 82.10% y 90.48% en 

los pases 88 y 89 del cultivo HEp-2per respectivamente. Estos vaJores se comparan con 

el 800/o obtenido por Femie (34) con VSR en un modelo de celulas que son poco 

susceptibles al virus, como son cultivos primarios de celulas de rat6n Balb/C. Por otro 

lado es un porcentaje alto cuando se compara con otros modelos de cultivos persistentes 

obtenidos con diferentes virus sin particulas defectuosas, como el virus de la Rabia 

(61), el de Virus de Hepatitis murina (62) y con el virus de Herpes simple (63) en los 

que el porcentaje de infecci6n se encuentran son: 0.001, el 5 y 30 % respectivante. 

El porcentaje de <:elulas infectadas mayores al 30% concuerda con modelos 

matemAticos de cinetica propuestos para diferentes modelos. Que sugieren que en lll1 

cultivo pe~istente obtenido a partir de particulas defectuosas la mayoria de las celulas 

· que sobreviven son aquellas que esta:n infectadas solo con Di's o simultllneamente con 

particulas defectuosas y virus estilndar, debido a que las infectadas solo con el virus 

estilndar mueren (64). 

En los cultivos persistentes tanto de HEp2 como de H358 en pases que no 

presentan efecto citopittico (ECP) fue posible confirmar que el genoma viral se expresa 

ya que encontramos por ensayo de RT-PCR el RNA mensajero de! gen estructural N. 

La presencia del mensajero viral asi como de proteinas (antigenos virales) nos 

indica que el virus esta transcripcionalmente active. 

Otra evidencia de queen el cultivo persistente se tienen Di's es el hecho de que 

se observan bandas de diferente densidad a la de! virus original por gradiente de· 

sacarosa Estas bandas estan presentes tanto en la suspensi6n viral enriquecida con 

particulas con la que se inicio la persistencia. asi como en los sobrenadantes de los 
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cultivos persistentes de HEp-2per y H358per. En HEp-2 per se encuentran dos bandas, 

una de densidad igual a la del virus original (1.18g/ml) y una de mayor densidad 

(1.2g/m1). En cambio en H358per encontramos 3 bandas dos de menor densidad 

(l.03g/ml y l.09g/ml) y Wla de mayor densidad (1.2g/ml) como se muestra en la figuras 

No. 8 y 9. Estos datos nos indican que efectivamente en los cultivos persistentes se 

produjeron particulas de diferente densidad a la del virus original. 

Las diferentes bandas obtenidas del gradiente de sacarosa del sobrenadante del 

cultivo H358per se utiliz.aron para infectar CClulas H358 con la finatidad de ver si se 

obtenian cultivos persistentes. Solo en aquella que presentaba mayor densidad de la del 

virus original (banda del.27g/m1); fue posible establecer un nuevo cultivo persistente en 

celulas H358. 

El culti vo obtenido se mantuvo por 15 pases durante los cu ales, los resultados de 

inmunofluorescencia para las celulas fue positivo (fig 9) y se observe la capacidad para 

fomur focos de infecci6n en celulas Vero (fig 7). Al analizar el sobrenadante de este 

cultivo se encontr6 99°/o de interferencia y en un gradiente de sacarosa se encuentran las 

bandas que corresponden al virus original (1.18 g/ml) y una banda de mayor densidad 

(1.27 g/ml) (gnifica 9). 

Las Di's se han utilizado como modulador de infectividad para establecer 

cu1tivos persistentes in vitro con el virus sendai (pararrrixovirus) en cetulas BHK y en 

otros modelos de virus de RNA relacionados con los pararnixovirus (Ebola, y 

parainfluenza) etc. (65 y 50 ). 

Ademas de su participaci6n en el establecimiento de modelos de persistencia 

debido a su interferencia con la infectividad de! virus original y su incapacidad de 

replicarse par si mismas se han propuesto otros usos para las Di's como son: posibles 

vacunas atenuadas y recombinantes, asi como el de vectores de expresi6n para diversas 

proteinas (66, 67). 

La presencia de Di's in vivo ha side dificil de demostrar y solo se ha reportado 

en ratones recien nacidos infectados con LCMV (Virus de !info coriomeningitis murina) 

(68), en pacientes infectados con HJV yen chirnpances infectados con virus de Hepatitis 

A. (69, 70) Su presencia se ha propuesto como la responsable de la constante activaci6n 

de! sistema inmune, debida a la constante producci6n del antigeno viral en el 

organismo. Sin embargo, tambien se Jes han atribuido propiedades patogenicas coma el 

desarrollo de la secuela grave de un Paramixovirus, el virus de sarampi6n 



(panencefalitis esclerosante subaguda) en el que estudios post mortem de <:elulas 

cerebra!es de pacientes que desarrollaron esta enfermedad se encontraron 

principalmente Di's de! tipo copy back. (71). 
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CONCLUSIONES. 

Es posible establecer un cultivo persistente en lineas celulares epitelialiales de 

origen humano con el Virus Sincitial Respiratorio utilizando suspensiones enriquecidas 

con particulas defectuosas. 

El virus purificado es muy litico en estas lineas celulares impidiendo la 

viabilidad celular desplleS de que se presenta el efecto citoplltico. 

En los sobrenadantes de los cultivos persistentes se puecle detectar, interferencia 

con la infectividad de! virus original y presencia de antigenos virales en la superficie 

celular. 

Durante la infecci6n persistente se encuentran particulas de densidad mayor a la 

de! virus original en los sobrenadantes, Estas variantes no solamente son capaces de 

modular la infecci6n litica por el mismo virus, sino que aquellas que son de densidad 

mayor son capaces de establecer infecciones persistentes. 
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MATERIAL 

MATERIAL DESECHABLE 

Botellas de cultivo marca COST AR 75 cm (3275) 

Placas de cultivo celular de 24 pozos COST AR (3594) 

Placas de cultivo celular de 96 pozos COST AR (3594) 

Puntas para micropipeta con filtro y probadas contra RNAsas y DNAsas GIBCO 200-

1000 µI (14868-012) y de 20-200 µI (14867-014) 

Raspadores (gendarmes) COSTAR (3008), (3010) 

Tubas Eppendorfpresiliconizados 1.5, 0.6 ml COSTAR (3208,3210) 

REACTIVOS QutMtcos: 

Acetona Quimica Dinamica, Mexico Mex, Cat A05000 

Agarosa certificada para biologia molecular BIO-RAD 

Albumina serica bovina SIGMA, Chemical Co., St. Louis MO; Cat A-4503 

Alcohol isoamilico SIGMA 1-9392 

Azul de bromofenol. BIO RAO Cat. 161-0404 

Azu1 tripano SIGMA Chemical Co., St. Louis MO, Cat. T-0776 

Adyuvantes: 

Adyuvante completo de freund SIGMA Chemical Co., St. Louis Mo., Cat F-4258 

Adyuvante incompleto de freund SIGMA Chemical Co., St. Louis Mo., Cat F-5506 

Antibi6ticos. 

Estreptomicina SIGMA Chemical Co. Cat S-6501 

Penicilina SIGMA Chemical Co. cat PEN-NA 

Bromuro de etidio BIO-RAD 161-0430 

Carbonato de sodio J. T. Baker Cat 790 

Citrato de sod.io J.T. Baker Cat 3646 

Cloruro de potasio Merck Cat. 6404 y # L 106570N 

Cloruro de sodio Merck cat 6404 y # L 206160r 

Oietil pirocarbonato SIGMA 05758 

EDTA (etilefl diaminoacetato de sodio d.ibasico) J. T. Baker 8993 

EDTA 99.9 % de pureza SIGMA Co 808370 

Feno! GIBCO Cat. L I 5509011 I OOg 

Ficoll SIGMA F4375 
ESTA TESIS NO SALE 
DE LA BIBL!OTI:CA 
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Fosfato monob.isico de potasio J.T. Baker Cat 790 

Fosfato dib.isico de sodio anhidro ANALIT Quimico Dinamia. 

L-glutamina SlGMAGl517 

Isotiocianato de guanidina GIBCO 15535-016 

N-Lauril sarcosilato de sodio. SIGMA L-5125 

D-MEM (Dulbeco's Modified Eagle Medium) GIBCO BRL 

Metanol MERCK Cat. 3 705621583 

2 Mercapto etanol BIO RAD 21277 

2-Propanol MERK 215882 

Polietilen glicol (PEG) 8,000 SIGMA p-2139 

Polilisina SIGMA, Chemical Co., St Louis, MO, Cat, 1399 

Sacarosa MERK K-3985251 

Tripsina de pancreas bovino SIGMA Chemical Co. 1989 

Trizma SIGMA T-7149 

RRACTIVOS BIOLOG1cos 

Conjugado lgG anti conejo fluoresceinado Amersham NI 034 

Conjugado IgG anti conejo peroxidado Amersharn NA 934 

dATP Trifosfato de desoxiadenosina G!BCO BLR Cat. 8252SA 

dCTP Trifosfato desoxicitidina GIBCO BLR Cat. 18253-013 

dGfP Trifosfato desoxiguanosina G!BCO BLR Cat. 18254-011 

dTTP Trifosfato desoxitimidina GIBCO BLR Cat. 28025-013 

lnhibidor de RN Asa 20 000 U Boehringer Mannheim Cat. 799,017 

Suero fetal bovine Bioexport ( esterilizado por radiaci6n y). 

Transcriptasa reversa. Monoloney Murine Leukertia Virus Reverse Transcriptase (M-

ML TV RT) GIBCO BRL 

Taq polimerasa donada por el Dr. Rogelio Alonso jefe del laboratorio de Genetica 

Molecular de la Facultad de Medicina de la UNAM(AMPL!FICASA, 

BIOTECNOLOGIAS UNIVERSIT ARIAS-MEXICO) 

celulas y vims 

-Celulas HEp 2 (carcinoma epidermoide de laringe ATCC CL 23)) y VERO 

(Rm.6n de Mono verde africano, Cercopitecus aethiops Cat ATCC CCL) del 

laboratorio de Virologia, Facultad de Medicina UNAM ; proporcionadas por el 
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doctor Trudel del Instituto Armand Frappie, Montreal Canada. Estas lineas celulares 

se mantuvieron con D-MEM adicionando delO % de suero fetal de bovino inactivado 

por calor (56°C por 20 minutos) I 00 UJ /ml de penicilina G s6dica. Las botellas de 

cultivo se incubaron a 35 °C en atm6sfera hfuneda y con 5% de CO2 

-Celulas H358 (Carcinoma epidermoide de pulm6n Humana descontinuada 

por el A TCC.) Proporcionada por el Dr. Patricio Garilio del Centro de Estudios 

A vannulos de! IPN . 

-Virus Sincitial Respiratorio 

Cepa Long (ATCCVR-26 AMERICAN TYPE CULTURE COLECTION, 

ROCKVILLE MD, U.S.A) y B 8/ 60 donadas por el Doctor Trudel de! lnstituto 

Annand Frappie, Se recibi6 en ce1u1as HEP 2 infectadas en botellas de 25 cm2 

complementado con MEM suero fetal bovino a 2 % y antibi6ticos. Las botellas se 

incubaron hasta que el efecto citopatico fue evidente y lo el 80 -I 00 % de celulas 

estaban desprendidas, entonces se realiz6 la cosecha viral. 
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