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1.1 RESUMEN

En este trabajo se realizé la incubacién con suerc policlonal contra el virus sincitial
respiratorio (anti-RSV) de células HEp-2 infectadas con el RSV, para analizar si los
anticuerpos antivirales tiene ia capacidad de inducir cambios en la distribucion de los
antigenos virales presentes en las células infectadas y si la interaccién antigeno-anticuerpo
puede ocasionar una alteracién en la concentracion de antigenos virales presentes en las
células infectadas. Las células HEp-2 se infectaron con el RSV a MOI de I; y se encontrd
que los antigenos virales se encontraban abundantemente a partir de las & horas post-
infeccién, razén por la cual se inici6 la incubacién con el suero antiviral 6 horas después de
la infeccién. Los tiempos de incubacién con el suero fueron cortos (10 y 20 minutos) o
largos (6 horas). Las detenminaciones de los antigenos virales se realizaron por
inmunofluorescencia, citometria de flujo (FACS) e inmunotrasferencia. Los resultados
obtenidos en estos ensayos muestran que previo a la incubacion con el suero, los antigenos
virales presentaban una distribucion homogénea y abundante en las células infectadas.
Después de la incubacidn por tiempos cortos (10 y 20 minutos) los antigenos virales
mostraron una disminucion en su intensidad y ademads una redistribucién hacia la peniferia
de las células visualizandose unicamente en uno de los polos. Por otra parte a la 6 horas de
incubacién se observd una reduccion de practicamente ¢! 50% de los antigenos virales de
membrana. Por ensayos de inmunotransferencia, se comprobé que la concentracién de los
antigenos virales obtenidos de extractos celulares fue inversamente proporcional a la
concentracion de anticuerpo utilizado en la incubacién. Cuando se incubd con una alta
concentracion de anticuerpos se observé la desaparicion de tres proteinas virales. Estos
resultados indican que el anticuerpo antiviral tiene la capacidad de modificar drasticamente

la distribucién y concentracidn de los antigenos virales.



SUMMARY

The effect of anti-respiratory syncytial virus (RSV) polyclonal serum on Hep-2 infected
cells was studied through analizing the concentration cell-viral antigen and its distribution
in the cell. Hep-2 cells were infected at multiplicity of 1.0 and afier 6 hours post-infection
were incubated with the anti-RSV serum at two different time periods: short (10 or 20
minutes) and long (6 hours). The obtained data by indirect immunofluorescence showed
that after 10 minutes of incubation the plasma-membrane bound viral antigens were
condensed in clusters (patches). By prolonging the incubation for 20 minutes the patches
moved to one side of the cell forming caps. When the incubation was done for a longer time
(6 h) a sigmificant decrease on fluorescence intensity was observed with respect to the
controls, mock infected cells and infected cells incubation with pre-immune serum,
furthermore no caps were detected. The presence of viral proteins after the longer
incubation was searched in cells extracts by Western blot, the obtained results showed a
decrease on viral protein with apparent molecular weight of 200, 90 and 70 kDa, wich
might correspond to the L, G and F viral proteins. Morover, the densitometric analysis of
the Werstemn blot showed a linear correlation between concentration of the wviral proteins
and used serum, at higer concentration of the serum lower protein concentration. That resuit
was congruent with the observation obtained by FACS, where the mean of the fluorescence

intensity was reduced in 50% in the infected cells when compared with the controls.



2 INTRODUCCION

2.1 GENERALIDADES DEL RSV

2.1.1 EPIDEMIOLOGIA

El Virus Sincitial Respiratoric (RSV) pertenece al orden mononegavirales, familia
Paramixoviridae y es el prototipo de! género Pneumovirus. A nivel mundial al RSV se le
considera como el agente etiolégico mds importante de las infecciones severas del tracto
respiratorio inferior en nifios menores de dos afios, presentandose la mas alta incidencia
entre los 6 y los 9 meses; y se le asocia con bronquitis, bronquiolitis y neumonias severas
que requieren hospitalizacion (1, 2, 3). También se ha reportado asociacion entre infeccion
por RSV en la nifiez y problemas pulmonares posteriores, asi como con bronquitis crénica.
En personas mayores produce infecciones que pueden ser mortales. Las reinfecciones son
comunes en todas las edades y la prima infeccidn no previene confra infecciones
posteriores (4, 5).

Dos principales subgrupos antigénicos, destgnados A y B han sido descritos para el RSV;
las diferencia entre los dos subgrupos estin basadas en ensayos de neutralizacion in vitre
con suero hiperinmune obtenido en conejos y patrones de reactividad con anticuerpos
monoclonales (6, 7). Estos ensayos han demostrado que ¢l dimorfismo antigénico es
atribuido principalmente a la variacién en la glicoproteina G, siendo el dominio extracelular
de esta proteina la region con mas alta divergencia de 93-99% (8, 9,10, 11).

Las epidemias por RSV se presentan anualmente con una estacionalidad bien definida; en
los paises de climas templados se inicia en el otofio y termina en la primavera, durante el

verano no es posible aislar el virus;, en los paises tropicales se presemta durante la



temporada de lluvias, este comportamiento se repite anvalmente, por lo cual se puede
mencionar que las infecciones por RSV son predecibles (12).

Entre las enfermedades infecciosas en México, las infecciones respiratorias agudas son la
principal causa de mortalidad en infantes por lo cual constituyen un problema de salud; ya
que en el afio 2000, segin Iz Direccién General de Epidemiologifa de la Secretaria de Salud
se reportaron 22,803,275 casos en toda la poblacién (13). Estos datos unidos al hecho de
que el mayor nimero de casos de neumonia y bronquitis coinciden con las estaciones del
afio en las cuales se reportz la incidencia mas alta de! RSV en los paises templados, sugiere
que el RSV puede ser el responsabie en un buen porcentaje de estas infecciones; cabe
mencionar que en la gran mayoria de las enfermedades de las vias respiratorias los agentes
etioldgicos no se logran aislar.

La Organizacién Mundial de fa Salud estima que a nivel mundial ocurren 12.2 millones de
muertes anuales en nifios menores de 5 afios, y las infecciones agudas de! tracto respiratorio
inferior son la tercer causa de estos decesos, siendo Hemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae 'y RSV los principales responsables de estas infecciones. Ademds se ha
comprobado que en paises no industrializados (Argentina, Colombia, Guatemala, Kenya,
Nigenria, Pakistan, Tailandia y Uruguay) las infecciones agudas del tracto respiratorio en

nifios son ocasionadas en un 70% por el RSV (14).
2.1.2 ESTRUCURA VIRAL

El RSV es pleomérfico, se tamafio oscila entre los 150-300 am de drdmetro, el material
genético codifica para diez proteinas designadas con las letras F, G, SH, N, P, I, M, M2,
NH1 y NH2 (Fig. 1). El virién tiene una envoltura lipidica de la cual sobresalen en forma

de espiculas, las glucoproteinas virales implicadas en la unién y penetracién del virus a la



célula huésped (F, G v SH). Debajo de la envoltura del virus se encuentra la nucleocapside,
estructura que rodea y recubre el acido nucleico viral; la nucleocdpside se encuentra
formada por tres proteinas N, P y L. Las proteinas, M y M2, constituyen la matriz,

estructura que permite la interaccion de la envoltura y la nucleocapside (15, 16, 17).

PROTEINAS DE LA ENVOLTURA

MEMBRANADF LA SH 1041
CELUTA INFECTADA G 12a8]
F-5-5-F 1574l
A MATRIZ
GEMACION DEL . —_——
GEMAC e M 1256}
FTRY M2 1841
) « NUCLEOCAPSIDE
N 139%]
P L241)
PROTEINAS NO ESTRUCTURALES 150 nm L 21857
NS1 [138)
NS2 1241

Figura 1. Fotomicrografia electronice de gemacion (izquierda) y virion libre (derecha) del RSV. Los nimeros de

los entre corchetes indican ¢l nimero de residuos de aminodcidos de cada proteina. (Tomado de Ficlds, 1996)

El genoma del RSV es RNA monocatenario, no segmentado de polaridad negativa; el
orden de transcripcién de las diez proteinas es: 3'-NS1-NS§2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5", Las
dos primeras proteinas son no estructurales y las ocho restantes se encuentran presentes en
la particula viral. E! RNA viral tiene secuencias especificas de paro-inicio, al final y
principio de cada uno de tos genes, es decir en las regiones intergénicas; ¢l tamafio de estas
regiones es de 1-52 nucleétidos. Ef gen L presenta la caracteristica de que sus primeros 68
nucledtidos se encuentran dentro del gen M2, por lo que el final del gen M2 y el comienzo

del gen I. se encuentran sobrelapados (Fig, 2). El RNA presenta regiones reguladoras que
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Figura 2. Mapa genético del RNA genémico del RSV(A2). El nimero debajo de cada gen indica el tamabo de

ancledtidos del pen completo (Tomado de Fields, 1996).

son importantes para la transcripcion yreplicacién del genoma viral: el promotor, region

“lider” al extremo 3” y region “trailer” al extremo 5’ (18, 19 y 20).



2.1.3 PROTEINAS DEL RSV Y SU FUNCION
De las ocho proteinas estructurales del RSV, tres son glucoproteinas (G, F y SH) y junto

con 1a membrana lipidica forman la envoltura del virus.

La proteina G estd constituida por 298 aminoacidos, el peso molecular de la proteina
madura es de 90 kDa, mientras que la forma inmadura tiene un peso molecular de 30-40
kDa. La diferencia en el peso molecular se debe a que la proteina madura se encuentra
altamente glucosilada. La proteina G es el antigeno mds divergente entre los dos subgrupos
del RSV (A v B) y su principal funcién es la de unir al virus con la célula huésped. Esta
proteina tiene ¢l dominio citoplasmatico, el transmembranal y el extracclular; los dos
primeros se encuentran altamente conservados en los dos subgrupos, mientras que el
extracelular presenta una alta divergencia; la tinica regidén conservada en este dominio es la
comprendida entre los amincdcidos 164 y 176, el hecho de que esta regién no presente
variacion en su secuencia de aminodcidos permite especular que sea el posible sitio de
unién al receptor celular y/o que tenga una funcién estructural importante en la
conformacién tridimensional de la proteina (21, 22, 23, 24).

La proteina F estd formada por una cadena de 574 amino4cidos, tiene un peso molecutar de
70 kDa cuando se encuentra glucosilada y forma espiculas en la envoltura del virus junto
con las proteinas G y SH. Es sintetizada como un precursor FO de 63 kDa el cual es
glucosilade ¥ posteridrmer;te hidrolizado por una proteasa celular para formar dos
subunidades F1 (50 kDa) y F2 (20 kDa) que estan unidas por un puente disuifuro. La
proteina F presenta cinco dominios que de regién amino a region carboxilo sor: el péptido
sefial, ¢l de union de las dos subunidades, e! de fusion de membranas, el dominio
transmembranal y el dominio citoplasmico. La funcién de la proteina F es la de fusionar la

envoltura viral con la membrana celular y la de formacion de sincicios (25, 26, 27, 28).



La protelna SH es una protelna integral de la envoltura viral, esti formada por 64
aminoécidos, el peso molecular de ta forma madura es de 21 kDa y la forma no giucosilada
es de 7.5 kDa. Consta de tres dominios: intracelular, transmembranal y extracelular; el
inico dominio que presenta alta divergencia entre los dos subgrupos es el extracelular. La
funcion exacta de estd proteina se desconoce, pere por su caracter de proteina de la
envoltura v su composicién glucosidica pudiera estar participando en la unién celular,
penetracién, fusién y/o en la morfogénesis del virion (29,30).

La nucleocépside viral estd formada por tres proteinas L, N y P. La proteina L de 2,165
aminodcidos y con peso molecular de 250 kDa tiene actividad de polimerasa viral. La
proteina N de 391 aminoacidos y con peso molecular de 43 kDa, se mantiene
estrechamente unida al RNA gendmico. La proteina P de 241 amino4cidos y de 27 kDa es
una fosfoproteina y tiene dos funciones, servir como factor en la transcripcion y replicacion
de la particula viral y ademas como chaperona para la proteina L (31,32, 33).

Eil RSV presenta dos proteinas de matriz M y M2 de 256 y 194 aminodcidos, con pesos
moleculares de 28 v 22 kDa respectivamente. Las funciones de estas dos proteinas es de
mantener la nucleocapside transcripcionalmente inactiva antes del empaquetamiento y
permitir a interaccion entre la nucleocapside y 1a envoltura viral (34, 35).

Las ultimas dos proteinas son las no estructurales NS1 y NS2 con peso molecular de 15 y
14 ¥Da, y de 139 y 124 aminoacidos respectivamente, se desconoce su funcion, pero
debido a su caracter de proteinas no estructurales pudieran estar regulando la sintesis del

RNA viral y/o la maduracién de la particula viral (36).

2.1.4 CICLOQ REPLICATIVO
El ciclo replicativo del virus comienza con la union de la particula viral a la célula huésped,

este evento estd mediado por la proteina G, el receptor celular se desconoce (37). Una vez



unida la particula viral a la célula huésped se lleva a cabo la fusion de la envoltura viral a la
membrana celular (38). Posteriormente la nucleocpside es liberada al citoplasma. La
sintesis de los diez RNAm, los cuales se sintetizan en forma individual, se lleva acabo por
un mecanismo secuencial en el cual la polimerasa viral reconoce las secuencias de paro ¢
inicio ubicadas en las regionmes intergénicas, una vez que la polimerasa reconoce estas
secuencias libera el RNA recién sintetizado. Para la replicaciéon del RNA wviral, la
polimerasa viral utiliza como molde el RNA gendmico y sintetiza un RNA de polaridad
positiva o antigendmico, el cual servird como molde para la sintesis de! genoma viral, para
este proceso se requiere que las proteinas N, L y P bloquen las sefiales de paro e inicio
ubicadas en las regiones intergénicas (20).

Los RNAm y las proteinas son detectados a partir de las 4-6 horas posi-infeccion, el
maximo de la sintesis de los RNAm se presenta a las 16 horas post-infeccion y el de las
proteinas es entre las 18-20 horas. La concentracidn de cada proteina parece estar
determinada por la abundancia de cada RNAm, la abundancia relativa de cada RNAm
decrece enfre la distancia del promotor y el gen. El proceso de ensamblaje de la particula
viral, se inicia cuando la proteina N se une al RNA gendémico y forma una estructura
helicoidal, a la cual se unen posteriormente las proteinas P y L. La proteina G, F y SH
migran a la membrana celular, que es el sitio en el cual el virus adquiere su envoltura. El
ensamble entre la envoltura y la nucleocdpside esta dirigido por las proteinas de matiiz; y

es de esta forma en la que queda conformada una particula viral (39, 40).

2.2 RESPUESTA INMUNE A LA INFECCION POR RSV

La respuesta inmune originada por RSV es permanente pero no protectora, las

reinfecciones son frecuentes aun en presencia de altos titulos de anticuerpos neutralizantes.



Los resultados de la respuesta inmune a la infeccion por RSV en humanos asi como en
modelos experimentales (rata de algodon y ratén) son contradictorios. Algunas
observaciones indican que la respuesta inmune es protectora, en cambio otras sugieren que
causa dafio, principalmente en el pulmén y esto es valido tanto para la respuesta inmune
humoral como para la celular (41, 42).

Las observaciones que indican que la respuesta inmune tiene un efecto protector son: 1) los
anticuerpos antivirales IgM, IgG e IgA confieren a infantes proteccion parcial contra las
reinfecciones, 2} la eliminacién del virus requiere una respuesta inmune efectiva, de lo
contrario el organismo no elimina el wvirus, como se ha observado en pacientes
inmunodeprimidos;, v 3) en modelos experimentales con ratén y rata de algodén se ha
reportado que linfocitos CD8 participan en la elimunacién del RSV, Entre las observaciones
que implican a la respuesta inmune como responsable de la patologia se tiene: 1) nifios que
fueron imnunizados con una vacuna inactivada en los afios 60°s, en la reinfeccion
presentaron cuadros mas severos que los nifios que no fueron vacunados, 2) en modelos
experimentales se ha reportado que linfocitos T (CD4) favorecen la sevenidad de la
enfermedad y el daiio pulmonar (43, 44).

2.3 GENERALIDADES DE LAS INFECCIONES VIRALES
PERSISTENTES

Las infecciones virales se presentan en forma aguda o persistente, en la enfermedad aguda
el cuadro clinico es evidente, la respuesta inmune del huésped controla la multiplicacién del
virus, los signos y sintomas desaparecen y posiblemente se elimina ¢l agente infeccioso. En
cambio en las infecciones persistentes ia desaparicion de los signos y sintomas no va
acompafiado de la eliminacion del agente infeccioso, €l virus permanece en el organismo a

pesar de que el huésped responde a la infeccion y por lo general la respuesta inmune es



permanente. Las infecciones virales persistentes, a diferencia de las agudas donde el virus
permanece por corto tiempo en ¢l organismo, favorecen los dafios patologicos por tiempos
prolongados (45,46).

En los iltimos afios se ha incrementado el interés en estudiar las infecciones virales
persistentes debido a que actualmente se cuenta con técnicas altamente sensibles para
detectar los 4cidos nucleicos y proteinas; y con estas metodologias se encontraron virus o
sus hucllas en pacientes con enfermedades cronicas o degenerativas cuya etiologia se
desconcce, sugiriendo asi que los virus pueden ser los agentes etiolégicos de enfermedades
de esa indole,

Para que un virus permanezca por largos periodos de tiempo en el orgamismo es
indispensable que la infeccion viral no sea citopética, que el genoma viral permanezca en la
célula infectada y que evada la respuesta inmune del huésped. Para que la persistencia se
establezca y se mantenga es indispensable que exista un balance entre la expresion del
genoma viral y la sobrevivencia de la ¢élula. Algunos virus de DNA y RNA que ocasionan
enfermedades con cuadros agudos pueden originar infecciones persistentes (47).

El mecanismo que permite al virus permanecer en un organismo que normalmente controla
la multiplicacion viral es complejo. El modelo ampliamente estudiado es el del ratén
infectado con el virus de linfo corio meningitis (LCMYV), a través de estos estudios se ha
demostrado que para establecér y mantener la infeccidn persistente, tanto el virus como la
célula se modifican. El virus atenia su infectividad y la célula altera sus funciones
principatmente las no indispensables para su supervivencia, las denominadas de hijo, es
decir los virus pueden infectar y permanecer en células sin destruirlas, pero producen

cambios alterando las funciones y actividades especificas de cada tipo célular (48, 49).



Algunos de los mecanismos implicados en el establecimiento de las infecciones persistentes
5011
2.3.1 Evasitn de 1a respuesta inmune
A) Eliminacion de los antigenos virales de la superficie de células infectadas
. L.- Modificacidn de la expresion de proteinas virales como respuesta a la actividad
antiviral de los anticuerpos induciendo “capping” (redistribucion de los antigenos

virales) y modulacién de la expresion de los genes virales.
2.- Abatimiento en la expresién de los antigenos virales de la envoltura.

3.- Alteracién de la expresion de las moléculas del Complejo Mayor de

Histocompatibilidad.

B) Alteracion de las funciones del timo por infeccion del timo durante el desarrollo del
sistema inmune {tolerancia).
C) Alteracion por infeccion del sistema inmune periférico
1.- Inmunosupresion generalizada
2.- Inmunosupresion selectiva.
2.3.2 Replicacidn no citolitica
A) Generaci6n de variantes virales
1.- Particulas virales defectuosas.
2.- Mutantes termosensibles.

2.4 ESTUDIOS DE PERSISTENCIA DEL RSV IN VIVOE IN VITRO

La persistencia del RSV en humancs no estda demostrada, sin embargo existen evidencias
circunstanciales que lo sugieren: 1) los virus de la misma familia establecen infecciones

persistentes en humanos, 2) se tienen reportes que permiten asociar a la persistencia de}



RSV con cuadros de bronquitis crénica v con la enfermedad de Paget, 3) el RSV persiste en
pacientes con immunodeficiencias adquiridas (SIDA) y congénitas. Finalmente la
modulacién antigénica inducida por el anticuerpo se podria sugerir como uno de los

posibles mecanismos que favorecen la persistencia del RSV (50, 51, 52).

2.5 MODULACION DEL ANTIGENQ VIRAL POR EL ANTICUERPO
ANTIVIRAL.

La modulacién de los antigenos por el anticuerpo puede definirse como el mecanismo por
el cual la presencia de los antigenos virales (internos o externos) son extruidos y/o
endocitados de las células infectadas por la incubacién con anticuerpos antivirales
especificos.

Se tienen reportes de este fendémeno tanto in vive como in vitro. Los resultados obtenidos
en virus de RNA y DNA pertenecientes a las familias Paramixoviridae, Togaviridae,
Ortomixoviridag, Coronaviridae, Herpesviridae y Parvoviridae pueden resumirse en la

siguiente forma.

2.6 IN VITRO:

2.6.1 SARAMPION: Con este virus existen reportes en la linea celular HeLa y en células
neuronales de rata persistentemente infectadas.

Células Hela.

1) En células Hela infectadas e incubadas con anticuerpos policlonales se reporta
disminucién de la expresion de las proteinas virales de la envolura (F y H) y de la
nucleocapside (P y M); estos resultados se obtuvieron en ensayos de pulso y caza,
marcando metabélicamente las proteinas con metionina radiactiva. Este mismo efecto se

observd al incubar las células HelLa infectadas con anticuerpos monoclonales contra la



proteina H y marcando las proteinas con metionina; no se reporta la incubacidn con
anticuerpos monoclonales contra otras proteinas (33, 54, 55, 56).

Células Neuronales.

2%y En células neuronales persistentemente infectadas la expresion de todas las proteinas
virales disminuyé al incubar con anticuerpos policlonales, esto se observd al marcar las
proteinas con metionina radioactiva.

2b) El efecto del anticuerpo se revertié eliminandolo del medio, de esta forma todas las
proteinas virales se expresaron nuevamente,

2¢) Cuando ¢l cultivo persistente se incubd con nueve diferentes anticuerpos monoclonales
contra la proteina H, todos provocaron “capping”, y solo dos de ellos ocasionaron la
disminucién en la expresion de todas las proteinas virales. El reporte no menciona la
especificidad de los diferentes anticuerpos monoclonales (57, 58).

2.6.2 RUBEOLA

En rubéola se han reportado estudios en células humanas de origen linfoide infectadas en
forma aguda y en cultivos de células Vero infectadas persistentemente,

En células linfoides: Se ha observado una inhibicion total en 1a sintesis de proteinas virales
cuando las células linfoides infectadas se trataron con suero policlonal, ademas, no se
detecto virus infeccioso en forma intra o extracelular. La transeripeién viral no se afecto, ya
que el RNAm viral se acumuld en la célula durante el tiempo que duré el tratamiento; al
eliminar el suero anti-viral del cultivo se reanudd la sintesis de proteinas virales (59).

En células Vero:

En células Vero persistentemente infectadas e incubadas con suero policlonal los RNAm

virales se acumutaron durante este tiempo y 1o se obtuvo virus infeccioso durante el tiempo



que durd la incubacién con el sucro, y al eliminar el suere del cultivo se detectaron
nuevamente los virus, aunque con menor efecto citopatico que el obtenido normalmente del

cultivo persistente, pero ¢l tratamiento con el anticuerpo no logro “curar” el cultivo {(60).

2.6.3 PSEUDORABIA
En celulas de rion de cerdo (SK-6) infectadas con el virus e incubadas con sueros

antivirales, se encontré que el 47% de las células infectadas presentaron “capping” de todos
los antigenos virales de la membrana celular; y en el 30% de las células que presentaron
capping los antigenos virales fueron extruidos al espacio extracelular a las 2 horas después
de Ia incubacion con ¢l suero. En estas mismas células no se lograron detectar antigenos
virales después de la expulsion de los antigenos. Por otra parte, se comprobé que
mutaciones en los dominios citoplasmaticos de las glucoproteinas virales E y 1, que son
responsables de la unitn y penetracién de la particula viral a la célula y que se encuentran
abundantemente expresadas en la superficie celular, disminuyen significativamente el
porcentaje de células que presentan “capping” (61}.

2.6.4 INFLUENZA
Se estudio el papel que tiene el dominio citoplasmético de la hemaglutinina (HA) del virus

de influenza en la redistribucion de los antigenos virales de membrana por la accion de la
incubacién con anficuerpos especificos. El dominto citoplasmatico de la hemaglutinina fue
truncado y estd proteina fue expresada en células Hela por el virus de vaccinia. Los
resultados indican que-en las células con la proteina truncada se disminuyd siete veces la
frecuencia de células que presentan capping en comparacién con tas células que tenian la

proteina completa (62).




2.6.5 PARAINFLUENZA

En un estudio semejante al de influenza se analizé el papel del dominio citoplasmatico de la
glucoproteina de fusion (F) del virus de parainfluenza en la redistribucién de los antigenos
virales de membrana por la accién de la incubacién con anticuerpos especificos. El
dominio citoplasmatico de esta glucoproteina fue truncada y expresada en células CV-1 por
el virus de vaccinia. Los resultados indican que en células con la proteina truncada se
observa un decremento en el porcentaje de células que presentan “camping” comparandolas

con las células que llevan la proteina completa (63).

2.6.6 VARICELA ZOOSTER

Células MRC-5 infectadas con el virus de varicela fueron incubadas con anticuerpos
monoclonales contra las glucoproteinas [ y 11, las cuales son abundantemente expresadas en
la superficie de la membrana celular, ambos fratamientos ocasionaron la medificacion en la
distribucién de los antigenos virales, no solo de la membrana celular sino también en el
citoplasma; sin embargo estos anticuerpos no evitaron el efecto litico de la infeccion. En
otro estudio realizado con células de melanoma humanas infectadas con varicela e
incubadas con anticuerpos monoclonales contra la glucoproteina gp II inhibi6
completamente la formacion del efecto citopatico, ademas bloqueo la formacién de la
progenie viral y elimind los antigenos virales de [a membrana celular. Cuando el anticuerpo
monoclonal fue eliminado del cultivo se reanudo la expresion de los antigenos virales en la
membrana celular, el cultivo produjo progenie viral infecciosa y las células mostraron el

efecto citopatico caracteristico del virus (64, 65),
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27INVIVO

a) En ratones infectados con el virus del sarampion tratados con anticuerpos
policlonales o monoclonales contra la proteina H, se encontré que ambos tratamientos
redujeron en un 80% la mortatidad de los ratones, disminuyeron la cantidad de antigenos
virales detectados en cerebro y' ademas, inhibieron en un 90% la transcripcién de los
RNAm virales principalmente de las proteinas F y H (66, 67).

b) Ratones infectados con el virus de Influenza A y sometiéndolos a un tratamiento
con anticuerpos monoclonales contra la proteina M, se reporté que el anticuerpo redujo
100 veces el titulo viral en pulmoén y fosas nasales, siendo que en los controles estos tejidos
presentan altos titulos virales (68). La proteina M2 se encuentra presente abundantemente
en la superficie de las células infectadas.

c) En ratones infectados con virus Sindbis y sometidos a tratamiento con suero
policlonal, se logrd eliminar el virus infeccioso de la médula espinal y del cerebro; ademas
se redujo en 90% la concentracién de los RNAm virales en estos tejidos. Posteriormente al
someter a estos ratones infectados a un tratamiento por tres meses con anticuerpos
monoclonales contra la glicoproteina E; de la envoltura viral (implicada en la virulencia), se
logré disminuir dramdticamente el nivel del RNA wviral del cerebro. Sin embargo por
ensayos de RT-PCR fue posible detectar RNAm viral lo que sugiere que el genoma viral es
capaz de mantenerse e;l los ratones a concentraciones minimas cuando son tratados con
altas concentraciones de anticuerpos monoclonales(69).

d) Ratones tratados con anticuerpos monoclonales confra la proteina E2 de la envoltura
del virus de la hepatitis murina y posteriormente infectades con el virus, se encontrd que el

anticuerpo protegié a los ratones de la enfermedad letal, no obstante no fue capaz de



bloquear la infeccién, pero si logré disminuir el titulo viral en higado y cerebro que son
tejidos en donde animales control presentaron altos titutos de virus infeccioso (70).

e) Finalmente en visones infectados con un parvovirus, que ocasiona la enfermedad de
los visones de las Aleutianas; y somefidos a un tratamiento con cuatro diferentes
anticuerpos monoclonales contra proteinas estructurales, se encontrd que el tratamiento con
los anticuerpos redujo en un 75% la mortalidad de los animales, disminuyé la
sintomatologia, previno la infeccion aguda pero no la cronica, redujo los niveles de RNAm
virales pero no afecto la duplicacién del DNA (71, 72, 73).

Todos estos reportes realizados tanto in vive como in vitro sugieren que et anticuerpo puede
ser considerado como un factor importante en la evasion de la respuesta inmune en algunas
infecciones virales; ya que es capaz de: a) disminuir la mortalidad de los individuos
infectados, b) reduce la severidad de la enfermedad, c) evita la infeccion aguda pero no la
crénica, d) inhibe la traduccion de RNAm virales, ¢) mantiene el genoma viral en forma no
productiva, y f) redistribuye los antigenos virales de ia membrana celular.

Partiendo de estos antecedentes, en este trabajo se plantea estudiar el efecto del suero anti-
RSV en células HEp-2 infectadas con el RSV, con la finalidad de determinar si este
fenémeno de modulacion antigénica se presenta con este virus, por lo cual se estudiara si la
interaccién antigeno-anticuerpo altera la concentracion de las proteinas virales y/o modifica

la distribucion de los antigenos en la membrana de la célula infectada.



3. HIPOTESIS:

LA INTERACCION DE LOS ANTIGENOS DEL RSV PRESENTES EN LA
MEMBRANA CELULAR CON ANTICUERPOS POLICLONALES ANTIVIRALES
ALTERA LA CONCENTRACION Y DISTRIBUCION DE LOS ANTIGENOS VIRALES

PRESENTES EN LAS CELULAS.

4. OBEJETIVO GENERAL:

ANALIZAR EL EFECTO DE INCUBAR CON SUERO POLICLONAL ANTI-RSV
CELULAS QUE PRESENTAN ANTIGENOS DEL RSV EN LA MEMBRANA
CELULAR, EN LA DISTRIBUCION Y CONCENTRACION DE ANTIGENOS

VIRALES PRESENTES EN LAS CELULAS INFECTADAS.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

ANALIZAR EL EFECTO DE INCUBAR CELULAS QUE PRESENTAN ANTIGENOS
DEL RSV CON SUERO POLICLONAL EN LA DISTRIBUCION DE LOS ANTIGENOS
VIRALES PRESENTES EN LAS CELULAS.

DETERMINAR LA CONCENTRACION OPTIMA DE ANTICUERPO ANTI-RSV
REQUERIDA PARA OBSERVAR CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE LAS
PROTEINAS VIRALES PRESENTES EN EXTRACTOS DE CELULAS INFECTADAS
POR RSV.

CUANTIFICAR ANTIGENOS VIRALES PRESENTES EN CELULAS INFECTADAS E
INCUBADAS EN PRESENCIA DE SUERO POLICLONAL ANTI-RSV.



3. HIPOTESIS:

LA INTERACCION DE LOS ANTIGENOS DEL RSV PRESENTES EN LA
MEMBRANA CELULAR CON ANTICUERPOS POLICLONALES ANTIVIRALES
ALTERA LA CONCENTRACION Y DISTRIBUCION DE LOS ANTIGENOS VIRALES

PRESENTES EN LAS CELULAS.

4. OBEJETIVO GENERAL:

ANALIZAR Ei, EFECTO DE TNCUBAR CON SUERO POLICLONAL ANTI-RSV
CELULAS QUE PRESENTAN ANTIGENOS DEL RSV EN LA MEMBRANA
CELULAR, EN LA DISTRIBUCION Y CONCENTRACION DE ANTIGENOS

VIRALES PRESENTES EN LAS CELULAS INFECTADAS.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

ANALIZAR EL EFECTO DE INCUBAR CELULAS QUE PRESENTAN ANTIGENOS
DEL RSV CON SUERQ POLICLONAL EN LA DISTRIBUCION DE LOS ANTIGENOS
VIRALES PRESENTES EN LAS CELULAS.

DETERMINAR LA CONCENTRACION OPTIMA DE ANTICUERPO ANTI-RSV
REQUERIDA PARA OBSERVAR CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE LAS
PROTEINAS VIRALES PRESENTES EN EXTRACTOS DE CELULAS INFECTADAS
POR RSV.

CUANTIFICAR ANTIGENOS VIRALES PRESENTES EN CELULAS INFECTADAS E
INCUBADAS EN PRESENCIA DE SUERO POLICLONAL ANTI-RSV.



5 METODOS

5.1 MANTENIMIENTO DE LINEAS CELULARES

La linea celular utilizada en este trabajo fue HEp-2, se propagd en medioc MEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino, inactivado a 56°C durante 30 minuto, a 37°C
en atmasfera himeda con 5% de CO,. En lo sucesivo a este medio se le denominara medio
completo y ademis cuando se mencione el término de incubacién nos referiremos a las
condiciones de 37°C, con CO; y en atmosfera himeda. La propagacién de la linea celular
se hizo en botellas de 75 cm’, una vez alcanzada la confluencia se subcultivaron 2-3 veces
por semana por tripsinizacion. NOTA: Las formulas de todos los medios y soluciones
empleadas se encuentran descritas en el apéndice.

5.2 PROPAGACION DEL VIRUS:

El RSV se propagd en monocapas de células HEp-2 con 80-100% de confluencia, a una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 1 en medio MEM suplementado con 2% de suero fetal
bovino con antibiéticos (a este medio se le denominara medio de infeccion), se dejo
absorber 2 horas a 37°C, transcurrido este tiempo se retiré el sobrenadante y se adiciond
medio de infeccién. Las células infectadas se incubaron de 3 a 5 dias hasta observar un
efecto citopatico claro. El sobrenadante se recuperd, se sonicé durante 10 minutos (Branson
ultrasonic clear modelo 452E) y se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente (Sorval RT 6000D); posteriormente el sobrenadante se dividié en dos fracciones,
una alicuota sirvi6 para titular el virus y la otra fraccidn se transfirio a criotubos con 0.2 M

de MgSQy,, para su almacenamiento a -70°C.
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5.3 TITULACION DEL VIRUS

La cuantificacién de las particulas virales infecciosas se realiz6 por dosis infectiva del 50%
(TCIDsp). Para lo cual se infectaron monocapas de células HEp-2 confluentes en placas de
96 pozos con diluciones seriadas (1:4) en medio de infeccién. De la suspension viral
original se depositaron 100 i en el primer pozo de la placa y de este se toman 25 pl para
transferirios al siguiente pozo y la dilucién se completa adicionando 75 pl de medio para
infectar, este paso se repitid 11 veces para asi tener 12 diluciones de la suspensién viral
original. Este procedimiento se hizo por cuadruplicado para obtener un valor mas confiable.
El titulo se calculé segiin el método de Kérber (74):

TCID50 =-A -S(S '0:5)

Donde:

A= log)p donde el 100% de pozos presentaron efecto citopatico.

8= logyo del factor de dilucién,

S= suma de los pozos que presentan efecto citopatico, incluyendo aquella donde el
porcentaje es 100%, dando a estd el valor de uno y las otras fracciones el valor

correspondiente { 1/4 = 0.25).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Virus
Conc
entrad
o
A . . ¢
B + +
C . . *
D * * + *
E . *
F * * *
G + * +
H . *
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Cultivo Celular con Efecto Citopético= +
Cultivo Celular Normal=

5.4 PURIFICACION DEL VIRUS POR GRADIENTE DE SACAROSA
La purificacién de las particulas virales obtenidas de las monocapas celulares infectadas se

hizo por gradiente de sacarosa. El sobrenadante de células HEp-2 crecidas en botellas de
150 cm?® e infectadas, se transfirid a tubos de 60 mi y se adicioné polietilenglicol (PEG
8000) al 8% p/v, se incubd a 4°C durante la noche y se centrifugd a 19,500 rpm durante una
hora a 4°C (ulra centrifuga Beckman modelo L8-60M). El precipitado obtenido se
resuspendid en amortiguador TEN, y se volvid a reprecipitar con PEG durante toda la
noche a 4°C, se centrifugo a 19,500 rpm durante 1 hora a 4°C y se resuspendi6 en 2 ml de
amortiguador TEN. El gradiente de sacarosa se prepard a las concentraciones de 60-45-35-
20% en amortiguador TEN. Las soluciones de sacarosa se colocaron en un tubo de 15 ml
con ayuda de pipetas Pasteur de mayor a menor concentracion, empleando el mismo
volumen para cada una de las soluciones. En la parte superior del gradiente se adiciono el
precipitado viral (2 ml). Se dejo estabilizar de 15-30 minutos y se centrifugo a 150,000 g
por 60 minutos a 4°C (ultra centrifuga Beckman modelo L8-60M). Después de centrifugar
se perford el tubo por el extremo inferior para recuperar la banda que se encuentra en la
interfase de 45-35% de sacarosa. Se puede saber cual es la interfase porque se conoce la
cantidad de cada una de ellas colocadas en el tubo. Cuando no fué posible visualizar las
bandas, debido a que la cantidad recuperada de virus era baja, se recolectaron fracciones de
1 ml. A cada una de las fracciones colectadas se les tituld su infectividad por TCIDs; y

cuantificd la cantidad de proteinas por el método de Lowry.
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5.5 OBTENCION DE SUERQO aRSV

El suero anti-RSV se obtuvo de conejos Nueva Zelanda de 3 kg, antes de la inmunizacién
se obtuvieron 2-3 ml de suero preinmune. El esquema de inoculacion (75) se realizd
inyectando al conejo con una mezcla de 400 pg de proteina mas adyuvante completo de
Freund en un volumen final de 0.5 ml, por via subcutinea en la regidén dorsal en cuatro
sitios diferentes. Los 400 pg de proteina iﬂoculados corresponden a 3.5X10° TCID50/ml.
Una semana después se prepararon 400 pg de proteina y se mezclaron con adyuvante
incompleto de Freund y la inmunizacion se hizo con 0.5 m} de la mezcla por via
intramuscular profunda en dos sitios distintos. Las siguientes tres inoculaciones se
realizaron con intervalos de una semana con 400 pg de proteina sin adyuvante por via
intramuscular con 400 pg de proteina en 0.25 ml en cada ocasion. Una semana después de
la dltima inoculacién se realizd una sangria de prueba y se determind la actividad
neutralizante a la infectividad del suero obtenido. Cuando la respuesta de anticuerpos
neutralizantes del conejo fue de 3.2X10° unidades neutralizantes/ml, el conejo se sangré a
blanco. La sangre se obtuvo por puncién cardiaca, se coloco en tubos Falcon de 50 ml y se
dejd coagular (30-60 minutos), después de esto con ayuda de un hisopo se retiro el coagulo
deslizandolo por las paredes del tubo v se centrifugd a 3000 rpm durante 30 minutos. Con
ayuda de pipetas Pasteur se recuperd el suero, se inactivo a 56°C por 30 minutos, se

esterilizo por filtracion con una membrana de 0.22 pm, se titulo y se almacend a -20°C.
5.6 CUANTIFICACION DEL TiTULO DE ANTICUERPOS
NEUTRALIZANTES

La actividad neutralizante se determiné diluyendo el suero en medio para infectar y

mezclandolo con una cantidad constante de virus infeccioso (2.5X10% TCIDsy/ml,), para

2
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esto se realizaron las diluciones del suero 1:3 por cuadruplicado, se tomaren 50 pl de cada
una de ellas y se mezclaron con 50 pl de la suspensién viral, esta mezcla se inoculo durante
2 horas. Se infectaron monocapas de células HEp-2 confluentes con la mezcla virus-suero
anti-RSV y se incubaron durante 2 horas, después de este tiempo se retiré ¢l sobrenadante,
se adiciond medio para infectar y se incubaron hasta observar ¢l efecto citopatico.

5.7 PURIFICACION DE LA FRACCION Ig-G DEL SUERO POR

COLUMNA DE PROTEINA A SEPHAROSA
La proteina A sepharosa se hidraté con 4 ml de H;O desionizada por gramo de proteina y

se coloco en una jeringa de 5 ml con la punta tapada con pelo de 4ngel, la columna se lavé
con 40 ml de amortiguador de fosfatos 0.5M pH 8.0 y posteriormente con 20 ml de
amortiguador de fosfato 0.1M pH 8.0. Se afladieron 4 m! del suero a la columna y se incubd
a 4°C toda la noche, se lavd perfectamente con el amortiguador de fosfates 0.1M pH 8.0
hasta obtener una densidad dptica de cero a 280 nm. Posteriormente las Ig-G’s fueron
eluidas de la columna adicionando a ésta una solucion de éacido acético 0.1M y NaCi
0.15M. Las fracciones fueron colectadas en volimenes de 1 ml en tubos conteniendo 100
pl de TrisHCI 1M pH 8.0, con la finalidad de amortiguar el pH de las fracciones, las
fracciones colectadas se leyeron en el espectrofotémetro a 280 nm, se trabajo con aquellas
que dieron valores de densidad optica entre 0.9 a 2.07 y se juntaron. A la mezcla de las
fracciones se les cuantificd la concentracion de proteinas por el método de Lowry.

5.8 OBTENCION DE EXTRACTOS CELULARES
Los extractos celulares se obtuvieron de células HEp-2 sin infectar o infectadas a MOl de 1.

Tres lotes de células HEp-2 se infectaron con el RSV, después de 6 horas post-infeccion a
cada lote se le dio el tratamiento siguiente: al primer lote se le adicion¢ una concentracidn

1:5 de suero preinmune, al segundo se le adicioné suero anti-RSV con titulo de
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1X10%umnidades neutralizantes/m! a una concentracién 1:5; y al tercero se le afiadié
solamente el medio empleado para diluir el suero (Ver esquema de infeccion e incubacion
con anticuerpo).

Ademas como control negativo se utilizaron células sin infectar crecidas en presencia de
suero anti-RSV. Cada ensayo se hizo con 1X10° células. Una vez desprendidas las células
de Ja caja por tripsinizacion se centrifugaron a 3000 rpm, el botdn celular se lavo con
amortiguador de fosfatos PBS y se rompieron con el amortiguador de extraccion frio, la
suspension celular se agitd en vortex durante 3 minutos, se transfirié a un microtubo y se
centrifugd en microfuga (Eppendorf 5414) por 5 nmiinulos a temperatura ambiente, se
recupero el sobrenadante y se cuantificé fa concentracion de proteinas por el método de
Lowry.

5.9 INMUNOBLOT
Para los ensayos de inmunoblot se emplearon los extractos celulares obtenidos

previamente, se realizd una electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
reductoras, cada carril contenia 50-100 pg de proteina total desnaturalizada a 100°C durante
5 minutos, para depositar la muestra en los pozos se utilizd el amortiguador de carga y se
corrieron con ¢l amortiguador de corrida, aplicando una corriente de 80-120 volts (ISCO
modelo 493). Una vez finalizado el corrimiento las protefnas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa de 0.45 um (Bio-rad), utilizando una camara de transferencia
semi-seca (Owl modelo HEP-1) y una solucion amortiguadora de transferencia, en donde se
aplicé una corriente de 500 miliampers durante 2 horas. Postelj'ionnente la membrana se
incubé con una solucién de rojo de Ponceau durante 10 minutos y se enjuagé con acido
acético al 5%, con la finalidad de comprobar que las proteinas se transfirieron a la

membrana. L.a membrana se incubd con una solucidn de leche descremada al 35%.

25



Posteriormente la membrana se dejd en agitacion toda la noche con las Ig-G's purificadas a
una concentracidn 1:5 en leche descremada. A continuacion se aplico el conjugado anti-lg-
G de conejo peroxidado obtenido en burro (Amersham) diluido 1:31000 con la solucion de
bloqueo y se dejo incubando con la membrana por espacio de 1 hora con agitacién
constante. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se lavo nuevamente con la membrana tres

veces ¥ s¢ incubo con la solucion reveladora.

3.10 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
Para los ensayos de inmunofluorescencia se emplearon placas de 8 pozos, tratadas con poli-

L-lisina para favorecer la adhesion celular, el exceso de esta solucidn se retird y lavd con
PBS. En cada pozo se crecieron 10,000 células HEp-2 durante 24 horas. Las células se
infectaron con RSV y se incubaron con suero anti-RSV bajo las condiciones ya descritas.
Transcurrido el tiempo de infeccidn (6 horas) e incubacién con el anticuerpo (10, 20
minutos o 6 horas), las células se fijaron con metanol durante 5 minutos y con acetona 30
segundos, ambas soluciones deben encontrarse a -20°C. La placa se bloqueo toda la noche
con suero total de burro 1:2 diluido en PBS. Posteriormente se¢ lavd dos veces
sumergiéndola durante 5 minutos para cada lavado en albumina sérica bovina (ASB) 0.1%,
tween 20 al 0.05% en PBS, v se incubd durante 1 hora a 37°C con las 1g-G's anti-RSV
purificadas a una concentracion 1:100 en solucién de lavado, Transcurrido el tiempo de
incubacion la placa se lavd dos veces con PBS de lavado durante 10 minutos y se incubd
por espacio de 30 minutos a 37°C con el anti-Ig-G de congjo fluoresceinado producido en
burro (Amersham). Posteriormente la placa se lavo con PBS y se observd con el

microscopio de inmunofluorescencia.
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5,11 CITOMETRIA DE FLUJO

Para el ensayo de citometria se emplearon 1X10° células infectadas y tratadas con
anticuerpo bajo las condiciones ya descritas previamente en la seccidn de extractos
celulares. Las células se incubaron durante 2 horas a 4°C con agitacién constante en tubos
de microcentrifuga con 500 pl de medio completo mas 100 pg de suero anti-RSV por tubo.
Posteriormente las células se centrifugaron por 15-30 segundos en microfuga y se lavaron
dos veces con una solucion fria recién preparada de ASB al 0.1% en PBS, esto con la
finalidad de evitar la contaminacién. Posteriormente se fijaron durante 30 minutos a 4°C
con paraformaldehido al 0.5% en PBS pH 7.5. Las células se lavaron nuevamente y se
incubaron durante 30 minutos con ASB 0.1% a 4°C. Después de lavar las células se
incubaron durante 2 horas a 4°C con agitacién con el segundo anticuerpo fluoresceinado
diluido 1:100 en la solucion de lavado. Las células marcadas con fluoresceina, se lavaron y
se observaron en el microscopio de fluorescencia, si la marca era satisfactoria se analizaron
por citometria de flujo empleando el FACScan Becton-Dickinson programa LYSYS II. Los
controles empleados para estos ensayos consistieron en células HEp-2 normales sin fijar,
estas células sirvieron para seleccionar la poblacion celular a estudiar con el criterio de que
fueran homogéneas en tamafio y granularidad. También se emplearon come control células
sin infectar e incubadas con suero anti-RSV. Otro control importante empleado es el de

isotipo, en este caso fueron células infectadas e incubadas con suero pre-inmune de conejo.
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6. RESULTADOS

6.1 CINETICA DE INFECCION

Con la finalidad de establecer condiciones 6ptimas para estudiar el efecto de incubar
células HEp-2 infectadas con el RSV con suero anti-RSV, decidimos en primer término
establecer el tiempo post-infeccion en el cual se detectaban antigenos virales totales en las
células infectadas y no se observaron cambios en la morfologia de las células, ni la
presencia de virus extracelular. Estas dos determinaciones nos permitirian conocer, por un
lado, el tiempo en el cual se detectan los antigenos virales en las células infectadas, y ast
conocer ¢l tiempo en el cual deberiamos de iniciar la incubacion del cultivo infectade con
el suero anti-RSV; y por otro lade saber ¢! tiempo en el cual el cultivo comienza a producir
virus extracelular infeccioso y ademds conocer cuindo se¢ comienzan a daiiar las células por
el mismo proceso de infeccidn.

Los resultados de la determinacion de los antigenos virales en las células, asi como Ia
presencia del virus extracelular s¢ muestran en la Tabla 1. El seguimiento de los antigenos
virales en las células infectadas se realizo a partir de las dos horas hasta las 24 horas post-
infeccion. Los antigenos virales se detectaron por inmunofluorescencia a partir de las 4
horas posi-infeccion, a las 6 horas se incremento la intensidad de la fluorescencia y alas 12
horas alcanzé el maximo de intensidad. Por lo que respecta a la produccién de los virus
infecciosos en el sobrenadante del cultivo, estos pudieron detectarse a partir de las 22 horas
con un titulo de 10 **7 TCID50/ml, y a las 24 horas e} titulo fue de 10 **¢ TCID50/ml, Con
estos resultados decidimos iniciar la incubacion de las células infectas con el suero anti-
RSV a las 6 horas post-infeccion, debido a que a este tiempo ya se detectan suficientes

antigenos virales en las células infectadas.



Tabla 1. Cinética de antigenos virales y produccién de virus infeccioso en células

HEp-2.
Horas Post-infeccién INMUNQOFLUQRESCENCIA  TITULQ VIRAL{TCIDS0/ml)

2 - ND

4 + ND

6 4 ND

8 ++ ND

12 ++ ND

18 +++ ND

22 H+ 10*%

24 4+ 10 ¢

(ND) Virus infeccioso no detectado en sobrenadantes. Los signos + y - indican intensidad
de fluorescencia. (-) Antigenos no detectados. (+) Antipenos detectados. Los puntos
suspensivos indican que también se realizaron determinaciones a las 10, 14, 16 y 20 hrs.

6.2 DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES EN CELULAS

INCUBADAS CON SUERO ANTI-RSYV.

Una vez establecidos los tiempos post-infeccidn a los cuales se visnalizan los antigenos
virales totales en las células infectadas, decidimos realizar ensayos de inmunofluorescencia
para determinar si la incubacidén con suero anti-RSV de células HEp-2 infectadas con el
RSV alteraba la distribucion de los antigenos virales presentes en las células infectadas.

Se decidid trabajar a las 12 horas post-infeccion para tener la seguridad que las células
infectadas no se rompian; aunque el periodo de latencia fue de 22 horas. Los antigenos
detectados en estas células muestran una distribucion homogeénea en la célula (Figura 3A).
En la figura 3B se muestra un patron de inmunofluorescencia semejante al del control
positivo, lo cual indica que la incubacién con el suero preinmune no altera la distribucién

de los antigenos virales.
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Figura 3. inmunofluorescencia indirecta de célutas HEp-2 infectadas con el RSV a MOI de | a las 12 horas post-infeceidn
(40X). 3A) Control positive. 3B) Células infectadas por 6 horas ¢ incubadas & horas con suero preinmune de conejo. 3C)
Cétulas infeciadas por § horas e incubadas 6 horas con suero anti-RSV con titulo neutralizantc 2.5X10° TCID/ml 1:5.
3D} Control negativo de céhulas sin infectar e incubadas con suero anti-RSV.



En la figura 3C se aprecian dos aspectos interesantes; primero se detecta una disminucién
en la intensidad de fluorescencia de las células con respecto al controt positivo (3A) y
ademas los antigenos virales muestran una distribucién diferente a la mostrada en el control
positivo, es decir los antigenos virales no se distribuyen homogéneamente y ademds los
antigenos virales se observan unicamente en el citoplasma y el micleo estd libre de
antigenos. En la figura 3D se observa que el suero anti-RSV no se une inespecificamente a
las células (control negativo).

Los resultados de este ensayo indican que la incubacidn con el suero anti-RSV altera la
concentracion y distribucion de los antigenos virales de las células HEp-2 infectadas con el
RSV, por lo anterior decidimos realizar incubaciones con el suero anti-RSV a tiempos
cortos, para conocer si también a tiempos cortos existen cambios en la concentracion y
distribucion de los antigenos virales.

63 EFECTO DE ANTICUERPOS ANTI-RSV EN LA
REDISTRIBUCION DE LOS ANTIGENOS VIRALES.

La siguiente pregunta que nos planteamos fue que si la incubacion en tiempos cortos (10 o
20 minutos) con suero anti-RSV en células infectadas por RSV produciria redistribucian o
“capping” de los antigenos virales presentes en las células, Para ello, realizamos ensayos de
inmunofluorescencia de células infectadas por 6 horas e incubadas en presencia de suero
anti-RSV por 10 0 20 minutos. Los resultados se muestran en la figura nimero 4. En la
figura 4A que corresponde al control positivo se observa una abundante concentracién de
antigenos virales, los cuales se encuentran homogéneamente distribuidos en la célula; esta
misma distribucion se muestra en la figura 4 C, que comresponde al control de células
infectadas e incubadas con suero preinmune por 20 minutos, esto indica que ¢l suero

preinmune no tiene ninglin efecto sobre la distribucidn de los antigenos virales. En la figura
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Figura 4. Efecto del anticuerpo anti-RSV en la redistribucion de los antigenos virales del RSV en células HEp-2 (40X).
Inmunofluorescencia indirecta de células HEp-2 infectadas con ¢l RSV a MOI de 1 a las 6 horas postinfeccion. 4A)
Células infectadas. 4C) Células infectadas e incubadas con suero preinmure de conejo por 20 minutos. 4E) Células no
wfectadas ¢ incubadas con suero and-RSV 1:5 por 20 minutos. 4G) Células infectadas ¢ incubadas con suero anti-RSV
15 por 1t minutos. 41) Células infectadas e incubadas con suero anti-RSV 1:3 por 20 minutos. Las figuras B, D, F, H v ]
corresponden a las células con luz visible.
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4E que corresponde al control negativo se observa que no existe ninguna union inespecifica
del suero anti-RSV sobre las células.

A los 10 minutos de incubacién con el anticuerpo (figura 4G) se pueden observar
basicamente dos cambios importantes en la presencia de los antigenos virales en
comparacion con el control positivo, el primero es que la concentracion de los antigenos
virales se ve disminuida; y el segundo cambio es que los antigenos virales comienzan a
dirigirse hacia uno de los polos de la célula. Estos dos cambios observados en la
distribucion de los antigenos virales por el efecto del suero anti-RSV, se vieron
considerablemente acentuados a los 20 minutos de incubacion con el suero (figura 41 ), a
este tiempo los antigenos virales se encuentran practicamente ausentes de la regién central
de la célula y los antigenos virales que si se observan se encuentran concentrados en uno de
los polos de la célula.

Estos resultados indican que la incubacién con suero anti-RSV por tiempos cortos ¢n
células infectadas ocasiona una redistribucion de los antigenos virales presentes en las
células infectadas.

6.4 CUANTIFICACION DE LOS ANTIGENOS VIRALES EN LA
MEMBRANA CELULAR POR ENSAYOS DE CITOMETRIA DE

FLUJO.

Los ensayos de inmunofluorescencia mostraron que la incubacidn de las células infectadas
con el suero anti-RSV altera la concentracion y distribucion de los antigenos virales
presentes en las células infectadas e incubadas con el suero anti-RSV, por esta razén

decidimos cuantificar los antigenos virales por ensayos de citometria de flujo. El ensayo de
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citometria se realizo tres veces de manera independiente, los resultados obtenidos se
muestran en la figura 5 y con los valores obtenidos se construyo la tabla 2.

Los resultados obtenidos en el primer ensayo mostraron baja intensidad promedio de la
fluorescencia (IPF) en todas las determinaciones. Sin embargo el valor de la media de la
intensidad de fluorescencia de las células infectadas e incubadas con suero anti-RSV (12.64
IPF) es inferior al valor obtenido en células a las 6 (15.2 IPF) y a las 12 horas (16.5 IPF)
posi-infeccion. Ademas los resultados del primer ensayo mantienen la misma tendencia que
los otros dos.

En un segundo ensayo, se observaron valores de IPF considerablemente mayores
comparados con el primero.

Si comparamos los valeres de IPF en este segundo ensayo de las células infectadas a las 6 y
12 horas indica que hubo un aumento importante de antigenos virales en la membrana
celular, el aumento en la IPF fue del 30%. Por otra parte al analizar el valor de IPF de las
células infectadas por 6 horas e incubadas 6 horas mds en presencia de suero anti-RSV
observamos un valor muy semejante al obtenido en las células infectadas a las 6 horas
(2593 v 2662 respectivamente), ademas representa una reduccidon del 30% de la IPF
comparada con las células infectadas a las 12 horas (3653). Por lo que respecta al control de
isotipo el valor de IPF (3323) es muy similar al de las células infectadas por 12 horas, lo
cual indica que el suero preinmune no tiene ningin efecto en los antigenos virales.
Finalmente el valor de IPF (87) del control negativo indica que ¢l suero anti-RSV no se une
inespecificamente a las células.

El tercer ensayo realizado presenta un comportamiento semejante al ensayo anterior.

Los valores de IPF de las células infectadas a las 6 y 12 horas (284 y 507) indican que hubo

un incremento det 44% en la IPF. Si comparamos el valor de IPF de las células nfectadas
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Figura 5. Ensaves independientes (1, 11, IHl} de citomciria de flujo de células HEp-2 infectadas con €l RSV ¢ incubadas
con sucro anti RSV 1:5 con titulo neutralizante 2.5X10% TCID50/ml. o) Células sin infectar e incubadas con suero anti-
RSV. b) Célules infectadas por 6 horas. ¢) Cétulas infectadas por 12 horas. d) Células infectadas por 6 hrs y después de
este ticmpo se incubaron 6 horas en presencia de suero anti-RSV. ¢) Igual a d pero incubadas en presencia de suero
preinmune
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Figura 6a. Sobreposicidn de las grificas de citometria de flujo del panel 11l de la figura 5. En negro célules sin infectar, en
azul células infectadas a las 6 horas, en rojo células infectadas a las 12 horas, en verde oélulas infectadas por € haras e
incubadas 6 horas mas en presencia de suero anti-RSV. 6b. Indica la poblacidn celular a ser analizada en ¢l ensayo de
citometria, R2 indica la poblacién celular muerta o dafiada y que es heterogénea en granularidad y tamafio. R1 indica la
poblacién celular viable y que es homogénez cn cuanto a pranuleridad y tamafio; y por lo tanto es Ia poblacién a ser

analizada.
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por 6 horas e incubadas 6 horas mds en presencia de suero anti-RSV con las células
infectadas por 6 horas (284) y con las células infectadas por 12 horas (507), los valores
indican una intensidad de fluorescencia similar al de las céhlulas infectadas a las 6 horas y
muestra una disminucion de! 4% con respecto at de las 12 horas.

Con los datos de este tiltimo ensayo, en el cual se acentia la diferencia en la concentracién
de los antigenos virales de la membrana, se realizé el sobrelapamiento de las graficas que
se muestran en la figura 6. En esta figura la grafica correspondiente a las células infectadas
¢ incubadas con el suero anti-RSV muestra un desplazamiento hacia la izquierda con
relacion a la grafica de las células infectadas a las 12 horas. Ademas la curva de la grafica
del tratamiento con el anticuerpo practicamente se sobrepone a la curva de la infeccion a las
6 horas. Otra observacién importante es que el tamaiio de la grafica con el anticuerpo
muestra una reduccion en la altura comparada con 1a de las 12 horas.

Los resultados de citometria de flujo nos indican que la incubacidn con suero anti-RSV de
células infectadas con RSV disminuyen la concentracion de los antigenos virales de
membrana entre un 30-50%.

Tabla 2. Cuantificaciéon de antigenos virales presentes en la membrana de células

HEp-2 por citometria de flujo.

ENSAYO 1 2 3
a) Cel.Normales+anti-RSV 7.25*% 87+
6.5%
b) 6 horas 15.2* 2662 284
¢} 12 horas 16.05* 3655 507*
d) Anti-RSY 12.64* 2593+ 237+
¢) Preinmune 4.33* 9.45*%

(*) LOS VALORES CORRESPONDEN A LA INTENSIDAD PROMEDIO DE
FLUORESCENCIA POR CELULA ANALIZADA. a= células sin infectar e incubadas en

presencia de suere anti-RSV. b= células infectadas a las 6 horas. ¢= células infectadas a las
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12 horas. d= células infectadas por 6 horas e incubadas en presencia de suero anti-RSV por
6 horas mas, e= células infectadas e mncubadas en presencia de suero preinmune.

6.5 DETERMINACION DE LAS PROTEINAS VIRALES POR
ENSAYOS DE INMUNOTRANSFERENCIA.

1.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LOS
ANTIGENOS VIRALES EN TRES DISTINTAS FRACCIONES

CELULARES.

Con la finalidad de detectar la fraccidén celular en la cual se encontraba la mayor
concentracion de antigenos virales se realizé un inmunoblot con tres distintas fracciones
celulares; ademas este misme ensayo nos permitirfa conocer que proteinas virales podrian
ser detectadas con las Ig-G del suero hiperinmune. La especificidad de las Ig-G anti-RSV
utilizadas para detectar las proteinas virales en el extracto celular se determiné con el virus
purificado por gradiente de sacarosa el cual se utilizé para inmunizar los conejos. Los
resultados se muestran en la figura 7, el carril 2 es el virién purificado por gradiente de
sacarosa, donde se detectan 7 bandas con pesos moleculares de 200, 50, 70, 60, 56, 40,30y
20 kDa. En el carril 3 de células sin infectar no se detecta ninguna banda, lo cual indica que
no hay reconocimiento inespecifico. El carril 4 es la fraccion celular total de células HEp-2
infectadas con el RSV a MOI de 1 a 24 horas post-infeccién, donde se observan 6 bandas.
El carril 5 corresponde a la fraccion celular soluble, donde se observan las mismas 6 bandas
obtenidas en el extracto total. Esto indica que en estos dos camiles se detecta la mayor
proporcion de antigenos virales detectados por nuestro suero. El carril 6 corresponde a la
fraccion celular de membranas donde solamente se detectan 3 bandas y a una concentracion

menor que la obtenida en los carriles previos. Este ensayo demuestra que el extracto celular
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soluble es la fraccion en la cual se detecta por nuestro suero la mayor propercién de

antigenos virales.

Figura 7. lnmunoblot de proteinas de célules HEp-2 infectadas con RSV o MO de | y reveladas con Ig-G anti-RSV.
Carril 1 Marcador estandar de peso molecular, Carril 2 virus purificado por gradiente de sacarosa. Carnil 3 Células sin
infectar. Carmil 4 extracto celular total a las 24 horas past-infeccidn. Carril 5 fraccién celular soluble de células 24 horas
post-infeccién. Carmil 6 fraccién celular de membranas de células 24 horas post-infeccion. Todos los cariles fueran
cargados con 50 microgramos de proteina total.
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6.7-INMUNOTRANSFERENCIA DE CELULAS INFECTADAS E
INCUBADAS CON SUERO ANTI-RSV: EFECTO DE LA DOSIS DEL

SUERO ANTI-RSV.

Una vez establecidas las condiciones de los ensayos de inmunotransferencia se utilizé esta
técnica para determinar el efecto que tiene la incubacién con suero anti-R8V en células
infectadas en cuanto a la presencia de las proteinas virales en extractos solubles de células
infectadas. La incubacion con el suero anti-RSV se hizo a tres diferentes concenfraciones.
Los resultados se muestran en la figura 8. Los resultados del ensayo muestran que en el
carril del virién purificado por gradiente de sacarosa se observan de manera clara 6 bandas
con pesos moleculares de 200, 90, 70, 60, 40 y 30 kDa; ademas se observan de manera muy
tenue otras bandas de diferentes pesos moleculares, que pueden corresponder a proteinas
degradadas. A las 6 horas de infeccion en el carril 4 se observan 5 bandas de 90, 70, 60, 40
y 30 kDa. A las 12 horas de infeccion {carril 5) se detectan las mismas 6 bandas detectadas
en el virion. En las células infectadas por 6 horas e incubadas 6 horas con suero preinmune
(camri} 6) se detectan las mismas 6 bandas visualizadas en el virion y en las células
infectadas a las 12 horas; lo cual indica que el suero preinmune no tiene efecto sobre la
sintesis de los antigenos virales. En el carril de las células infectadas por 6 horas e
incubadas con suero anti-RSV a una concentracidn de 1:10 (carril 7} se detectan las
mismas 5 bandas observadas en el carril de las células infectadas por 6 horas. Este mismo
efecto se abserva en ¢l carril de células infectadas por 6 horas e incubadas en presencia de
suero anti-RSV a una concentracién de 1:7. Finalmente a la maxima concentracion de suero
anti-RSV empleado se detectan tres bandas con peso molecular de 60, 40 y 30 kDa y las

que desaparecen son de 200, 90 y 70 kDa. Los resultados muesiran que existe una
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correlacion inversa entre la concentracion del suero anti-RSV y la concentracion de los
antigenos virales detectados, a mayor concentracion de suero menor cantidad de antigenos

virales detectados.
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Figura §.- Inmunoblot de proteinas de células HEp-2 infectadas con el RSV a MOI de 1. Carril 1 marcador de peso
molecular, Camil 2 virus purificados por gradienie de sacarosa. Camil 3 céhulas in infectar ¢ incubadas con suero anti-
RSV. Camil 4 y § células infeciadas con RSV a las 6 y 12 haoras past-infeccion respectivamente. Carmil 6 células infectadas

con RSV e incubadas con suero pre-inmune. Carrit 7, 8 y 9 células infectadas e incubadas con swero anti-RSV a una
concentracion 1;10, 1:7 y 1.5 respectivamente.
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6.8 ANALISIS DENSITOMETRICO DEL ENSAYO DE
INMUNOTRANSFERENCIA.

La concentracion de los antigenos virales en las diferentes bandas se determiné a través del
analisis densitométrico utilizando el programa Kodak Omat Digital Analisis Sistem y los
resultados se muestran en la tabla No. 3

VALORES OBTENIDOS DEL ANALISIS DENSITOMETRICO DEL ENSAYO DE

INMUNOTRANSFERENCIA
Marcador | Virus Células sin | Células Células Células Célnlas Céhlas Células
de estandar | Purificado | infectar infectadas | infectadas | infectadas |infectadas | infectadas | infectadas
de  peso alas6hrs, & las 12 )¢ + speroi+  suero|t  Suero
molecular hrs. incubadas [ anti-RSV | anti-RSV | anti-RSV
con suero| 110 1.7 1:5
preinmune
200 6750 5450 5013
90 24320 5262 17204 | 15005 8150 6345

70 7835 328 2766 7545 7855 10931 4302

60 25220 175 5159 10469 | 10047 ! 13322 8005 6959

40 10621 15451 | 26686 | 24313 ¢ 18143 | 12773 | 8414

30 4317 6298 | 12453 | 11138 | 10621 8389 5329

Los resultados del anilisis densitométrico revelan que del extracto de células infectadas a
las 6 horas se detectan 5 bandas, mientras que a las 12 horas aparece una mas 6 bandas con
peso molecular de 200, 90, 70, 60, 40 y 30 kDa. Estas bandas coinciden perfectamente con
las detectadas en el caml del viridn purificado. En el extracto de células infectadas e
incubadas en presencia de suero preinmune se detectan las mismas 6 bandas que en las
células infectadas a las 12 horas y ademas con practicamente la misma concentracién, lo
cual indica que la incubacion con el suero preinmune no altera la sintesis de los antigenos
virales. Por lo que respecta a 1os extractos de células infectadas e incubadas en presencia de
suero anti-RSV se observa que a la concentracion de 1:10 desaparece la banda de 200 kDa,
se reduce la concentracion de 15-50% de 3 bandas (90, 40 y 30 kDa) comparado con el
extracto de células infectadas por 12 horas. En la concentracion de suero anti-RSV 1:7 no
se observa la banda de 200 kDa y se reduce en 1.5-3 veces la concentracion de las restantes

5 bandas detectadas en la concentracion de suero anti-RSV 1:10. Finalmente a la maxima
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concentracién de suero anti-RSV empleado (1:5) desaparecen otras dos bandas de 90 y 70
kDa y en las otras tres bandas se reduce los valores de densidad dptica de 2-3 veces.

Estos resultados indican que células infectadas con RSV e incubadas con suerc anti-RSV se
reduce la concentracién de 3 bandas con pesos moleculares aparentes de 60, 40 y 30 kDa; y
desaparecen tres bandas (200, 90 y 70 kDa), que por el peso molecular podrian

corresponder a las proteinas virales L, Gy F.
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7. DISCUSION:

En este trabajo se abordé el estudio de inmunomodulacién de los antigenos del RSV por
anticuerpo antiviral. Este fenomeno se ha reportado con virus de envoltura y con genoma
viral de DNA y RNA in vivo e in vitro (16, 77, 78).

Las técnicas que se emplearon para determinar el efecto del anticuerpo antiviral sobre los
antigenos virales fueron: inmunofluorescencia indirecta, citometria de flujo (FACS) e
inrnunotransferencia.

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron a tiempos de incubacion cortos y largos;
los resultados de la incubacidon a tiempos cortos demuestran que a los 10 minutos se
observa disminucion en la intensidad de fluorescencia y los antigenos virales se desplazan a
un s6lo sitio de la célula formando casquetes (capps), los cuales se visualizaron en el 30%
de las células infectadas. A los 20 minutos de incubacién los casquetes son claramente
evidentes y todos los antigenos se concentraron en un solo sitio de la célula; ademas a este
tiempo el porcentaje de células que presentan casquetes se incremento al 60%. Al incubar
por tiempos largos (6 horas), en la muestra problema se observa menor intensidad de
fluorescencia y diferente distribucién de los antigenos virales; sin embargo no se detecta
capping.

Los ensayos de inmunofluorescencia indirecta se realizaron con células permeabilizadas
permitiendo asi la determinacién de la totalidad de los antigenos virales. Los resultados
pueden resumirse de la siguiente manera. La intensidad de fluorescencia disminuye al
incubar las células infectadas con el anticuerpo antiviral por tiempos cortes y largos; en
cambio capping solo se observa al incubar por tiempos cortos. El hecho de que el capping

no se observe a tiempos largos podria deberse a que en ¢l momento en que se hace la
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observacion la concentracion de suero anti-RSV en el medio no es suficiente para
aglomerar los antigenos virales. Es probable que en el transcurso de 20 minutos a 6 horas
de incubacion la concentracion de anticuerpo anti-RSV disminuyd gradualmente debido a
que forman capping y estos complejos antigeno-anticuerpo son expulsados al medio o bien
pueden ser internalizados y degradados. La expulsion del complejo antigeno-anticuerpo al
medio extracelular asi como su internalizacién y degradacidn se ha reportado en otros
sistemas virales de modulacion de antigenos por el anticuerpo.

Nuestros resultados de inmunoflucrescencia son congruentes con los reportados en rabia y
sarampién. En células de neuroblastoma infectadas con rabia e incubadas con el anticuerpo
se reporta que a los 10 minutos de incubacion, el anticuerpo indujo la formacion de capping
y al prolongar la incubacion por 120 minutos los compiejos antigeno-anticuerpo fueron
expulsados al espacio extracelular.

En sarampién se reporta que células HeLa infectadas e incubadas con anticuerpo durante 30
minutos se presentd capping en 30-50% de las células; sin embargo al incubar por mas
tiempo se comprobd et desplazamiento de los antigenos virales a un solo sitio de la célula.
La heterogeneidad del capping en la poblacion celular puede deberse a su estado
metabolico como lo sugieren Oldstone y Joseph (61, 77). En este mismo sistema se
comprobd que la modulacion de! antigeno por el anticuerpo, no se observa al tratar con
inhibidores de polimerizacién de microtubulos (oligomicina D, colchicina, citocalasina D),
estas observaciones indican que para que se presente el fenémeno se requiere que la célula
se encuentre metabdlicamente activa,

Ensayos con células de rifion infectadas con el virus de seudorabia sugieren la participacion
det citoesqueleto en la formacion de capping, ya que el porcentaje de células que presenta

capping se reduce cuando se utilizan inhibidores de la polimerizacién de microtibulos.
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Ademas también se comprobo que el 47% de las células mostraron capping de los
antigenos a los 30 minutos; dos horas después de la incubacion, los complejos antigeno-
anticuerpo fueron expulsados al medio extracelular. En los complejos expulsados se
comprobé la presencia de Ia F-actina, lo cual indica la participacién de los microtubulos
(61).

En ensayos con el RSV en células HEp-2 y Hela se comprobd que el citoesqueleto
participa en el ensamble de la particula viral, ya que se ha demostrado que transporta las
prateinas de la nucleocapside a la parte interna de fa membrana celular; sin embargo no se
descarta que otras proteinas virales estén implicadas en este proceso (79, 80). Con base en
los reportes anteriores, es muy probable que las proteinas del citoesqueleto estén
participando de manera activa en el desplazamiento de los antigenos virales observado por
nosotros.

La concentracion de los antigenos virales en la membrana celular se determiné por ensayos
de citometria de flujo. Los valores de intensidad promedio de fluorescencia obtenidos en
dos diferentes ensayos muestran un incremento del 30-40% a las 12 horas de infeccion con
respecto a los observados a las 6 horas (3655 vs 2662, 507 vs 284); lo cual indica un
incremento en la concentracion de los antigenos virales en la membrana celular. En cambio
cuando las células infectadas por 6 horas se incubaron otras 6 horas con anticuerpo se
observo que el valor promedio de intensidad de fluorescencia, es similar al observado a las
6 horas de infeccion (2593 vs 2662, 237 vs 284). Estos resultados indican que la
concentracion de antigenos virales en estos dos tratamientos no cambié en forma
significativa. Los resultados de citometria de flujo demuestran claramente que la
incubacién con el anticuerpo anti-RSV de células infectadas disminuye de manera

significativa la concentracion de los antigenos virales de la membrana celular.
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La similitud en los valores de intensidad de fluorescencia observados podria explicarse de
dos maneras posibles: que la sintesis de proteinas virales se haya detenido o reducido al
momento de iniciar la incubacion con el suero anti-RSV; o que exista una constante sintesis
y/o eliminacion de los antigenos virales que se encuentran presentes en las células
infectadas.

La concentracién de las bandas detectadas en el ensayo de inmunotransferencia se analizé
por densitometria y permitié obtener un valor confiable del peso molecular de las proteinas
virales asi como de su concentracion. En este andlisis encontramos que a la concentracion
de suero anti-RSV 1.5 desaparecen ( o no son detectadas por nuestro sistema) tres bandas
con peso molecular de 200, 90 y 70 kDa, que podrian corresponder a las proteinas virales
L, G y F, respectivamente. Por otra parte se observa que disminuye la concentracién de
otras tres proteinas con peso molecular de 60, 40 y 30 kDa, estas proteinas por el peso
molecular corresponderian a las formas no procesadas de F y G (60 y 30 kDa); la proteina
N (40 kDa) o a P y M (32 y 30 Kda). También hay que mencionar que a la concentracion
1:10 de suero anti-RSV utilizada se observa en dos de las bandas (70 y 60 kDa) un aumento
en la densidad optica con respecto al control; esto podria explicarse de la siguiente manera:
debido a la incubacién con el anticuerpo se halla detenido la sintesis y/o glicosilacion de
alguna(s) proteina(s) virales y este incremento se deba a la suma de proteinas truncadas o
no glicosiladas y proteinas completas.

La confirmacién exacta de la identidad de las proteinas virales que desaparecen y
disminuyen en su concentracion requiere del andlisis de ensayos de inmunotransferen:ia
utilizando anticuerpos especificos contra cada proteina viral.

Los resultados de imnunon—ansfcrencia deruestran correlacion entre la disminucidn de la

concentracion de los antigenos virales (a tal grado que desaparecen tres bandas) y la
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concentracion de suero anti-RSV utilizada. Nuestros resultados coinciden con los
reportados en sarampion e influenza (57, 67, 68, 78) donde se encontrd que a mayor
concentracién de suero antiviral empleado para incubar las células infectadas menor
concentracion de antigenos virales detectados.

Los ensayos de inmunotransferencia y de citometria de flujo realizados a tiempos largos y
con suero anti-RSV 1:5 son congruentes; en inmunotransferencia desaparecen tres bandas,
que por el peso molecular podrian corresponder a las proteinas L, F y G; y por citometria de
flujo disminuye la concentracion de las proteinas F y G.

Los resultados de la desaparicion de tres proteinas y la disminucién en la concentracion de
otras tres puede deberse al hecho de que al desaparecer la proteina L, 1a cual tiene actividad
de polimerasa, se ocasionaria Ia disminucion en la sintesis de todas las proteinas virales.

La interaccidén antigeno-anticuerpo en la membrana celular en experimentos con virus
influenza, parainfluenza, seudorabia y estomatitis vescicular sugiere que dicha interaccién
ocasiona cambios conformacionales en los dominios citoplasmaticos de los antigenos de
membrana de tal manera que puedan quedar expuestos residuos de aminoacidos (serina,
tirosina y treonina) susceptibles de ser fosforilados y dicha fosforilacion puede interfiere
en la transcripcion y/o traduccion viral. (63, 81, 82, 83).

Los dominios citoplasmaticos de las glicoproteinas F y G presentan residuos de

aminoAcidos susceptibles a ser fosforilados (F: VVKKR-KAKAP-NGYPK-TTGQS-
NMGYIS; v G: MSKNK-DQRTA-KTLER-TWDTL-NHLLF-ISSCL-YKLNL-KSV,

donde Y, S y T son tirosina, serina y treonina). Esto nos puede sugerir que muy

probablemente estos residuos de aminodcidos jueguen un papel importante en la
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disminucién de la concentracion de los antigenos virales que observamos en las

inmunofluorescencias y en las immunotransferencias.
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8. CONCLUSIONES:

Con los resultados obtenidos en este trabajo se pueden reatizar las siguientes conclusiones:
a) La incubacion de células HEp-2 después de 6 horas post-infeccion con suero policlonal
anti-RSV por tiempos cortos (10-20 minutos) originé una disminucién en la concentracion
de los antigenos virales presentes en la célula y una redistribucién (capping) de estos.

b) La incubacion con suero policlonal de estas mismas células por tiempos largos (6 horas)
provocéd tres cambios importantes de los antigenos virales; (1} que estos se encontraran
ausentes en la regién central de la célula; (2) que la cantidad de antigenos virales presentes
en la membrana celular se redujera practicamente en un 50%; y (3) que la concentracion de
los antigenos virales en los extractos celulares se redujera, a tal grado que llevé a la

desaparicion de tres de las proteinas virales.

50



9. APENDICE

MEDIO DE CRECIMIENTO:
Se disuelven en un litro de agua destilada 12.2 grs de medio MEM, 2.2 grs de Hepes y 2.2

ars

de Bicarbonato de sodio.

Se ajusta el pH a 7.2-7.4 y se filira por membrana de 0.22 pm.

El medio se suplementa con 10% de suero fetal bovino, (inactivado a 56°C durante 30
minutos), 100 Ul/ml de penicilina, 100 pg de estreptomicina y 1% de glutamina.

MEDIO DE INFECCION:

El medio de infeccion es igual al medio de crecimiento, la fnica diferencia s que este lleva
solamente 2.5% de suero fetal bovino.

SOLUCION PARA CONGELAR VIRUS:

Se prepara una solucién al 2 M de sulfato de magnesio y se esteriliza por autoclave a 120
libras de presion durante 20 minutos. Para que estd solucion pueda ser empleada como
medio de congelamiento, hay que diluirla 10 veces, es decir llevarla al 0.2 M, empleando
para esto la suspension viral que se va a congelar.

PRECIPITACION DE VIRUS:

A la suspension viral a precipitar 8% p/fv de polietilenglicol 8000.

Se disuelve perfectamente el PEG y se deja incubando a 4°C toda 12 noche.
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AMORTIGUADOR TEN

0.5 M de Tris, 1 mM EDTA y 0.15 M NaCl, se esteriliza por autoclave.

SOLUCIONES PARA PURIFICACION DE 1g-G’s.

Solucién de lavado: Amortiguador de fosfatos 0.5M pH 8.0 (fosfato de sodio monobasico
0.5M y fosfato de sodio dibasico 0.5M).

Solucién de lavado: Amortiguador de fosfato 0.1M pH 8.0.

Solucion de elusién: dcido acético 0.1M y NaCl 6.15M.

Solucion de neutralizaciéon: 100 pl de TrisHC1 1M pH 8.0.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS PBS

NaCl 130 mM, KCl 2 mM, Na;HPQ4 6 mM y KH:PO, | Mm. Esterilizar por autoclave.
AMORTIGUADOR DE LISIS PARA EXTRACTOS CELULARES

10 mM TrisHCI pH 7.5, 140 mM NaCl, 1% tritén X-100, 1% desoxicolato de sodio. La
solucion debe mantenerse a 4°C.

AMORTIGUADOR DE CARGA PARA PROTEINAS:

2% SDS, glicerol 10%, Tris HCI pH 6.8 80 mM, azul de bromofencl 0.01% y 2-B-
mercaptoetanol at 5%.

AMORTIGUADOR DE CORRIDA PARA ELECTROFORESIS DE PROTEINAS:
Tris base 0.25M, glicina 0.192M y SDS 0.1%.

AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA DE PROTEINAS:

25 mM de Tris HCY, 192 mM de glicina y 20 % de metano! pH 8.3.

SOLUCION DE ROJO DE PONCEAU:

20 ml del reactivo(SIGMA) disuelto en 180 mi de H,O.

SOLUCION DE INCUBACION DE MEMBRANA:
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leche descremada (SVELTESS) al 5% en PBS y Tween 20 al 0.3%.
SOLUCION REVELADORA DE LA MEMBRANA:

4.8 mg de! 4 cloro-naftol, 1,6 ml de metanol frio, 8 ml de TrisHCl 10mM pH 7.5-NaCl
0.14M Y 4 ]Jl de H,0; al 30%.

SOLUCION DE POLI-L LISINA:
poli-L-hisina 10 pg/mi.

SOLUCION DE LAVADO PARA IFA:

Albtimina Sérica Bovina 0.1%, tween 20 al 0.05% en PBS.
SOLUCION DE FIJACION DE CELULAS PARA FACS:
Paraformaldehido al 0.5% en PBS pH 7.5.

MATERIALES Y REACTIVOS

LINEA CELULAR

- Células HEp-2 (ATCC CCL 23) Carcinoma epidermoide de laringe humano. Donadas al
laboratorie por el Dr. Michael Trudel { Instituto Armand Frappier, Ville de Laval, Canada).

- Virus Sincitial Respiratorio, Cepa Long (ATCC VR 26). Donado al laberatorio por €] Dr.
Michael Trudel ( Instituto Armand Frappier, Ville de Laval, Canada). .
ANTICUERPOS COMERCIALES

- Anticuerpo policlonal de burro anti-conejo conjugado con FITC (Amersham N1034).

" Anticuerpo policlonal de burro anti-conejo conjugado a peroxidasa ( Amersham NA934).

ADYUVANTES:

- Adyuvante completo de Freund (Sigma No. F-4258)

- Adyuvante incompleto de Freund {Sigma No. F-3506)
MATERIAL DESECHABLE

- Botellas para cultivo de tejidos de 150 cm’” (Costar No. 3151)

- Botellas para cultivo de tejidos de 25 em® (Costar No. 3050)

- Cajas de petri para cultivo de tejidos de 100 mm (Costar No.3100)
- Cajas de petri para cultivo de tejidos 60 mm {Falcon No. 3002)

- Camara para inmunofluorescencia de 8 pozos (Nunc No. 177445)
- Placas para cultivo de tejidos de 96 pozos (Falcon No.3072)

- Placas EIA/RIA de 96 pozos (Costar No. 3590)

- Puntas para micropipetas 20-200 ml (Gibco-BRL 14867-014), 200-1000 m! (Gibco-BRL
14868-012)

- Raspadores (Costar No. 3008)

- Tubos 12X75 mm para lectura de FACS (Falcon No. 2054)
MEDIO Y SUPLEMENTOS PARA CULTIVO

- MEM (Gibco-BRL No.12100-046)

- Suero fetal bovino (Bigexport No.201) irradiado.



- Hepes (Sigma No. H-0763)

- Bicarbonato de sodio (Productos quimicos Monterrey No. 1290)
- Penicilina G (Sigma No, P-3032)

- Sulfato de estreptomicina (Sigima No. S-6501)

-L- Glutamina (Sigma No, G 7029)

REACTIVOS QUIMICOS

- Acetona (Quinmica dinamica No. A0500)

- Acido acético (J.T.Baker No.9507)

- Actdo etilendiaminotetracético EDTA (J.T.Baker No.8993)
- Acrilamida (BIO-RAD Na. 161-0100)

- Alblimina sérica bovina (Sigma No. A-4503)

- Azul tripano (Sigma No.T-0776)

- Carbonato de sodio (J.T.Baker No.790)

- Citrato de sodio {J.T .Baker No. 3646)

- Cloruro de potasio (Merck No. L 106570N
-Cloruro de sodio (Merck No. L 206160R)

-4 Cloro Naftol (Sigma No. C8302)

- Fosfato de potasio dibasico (J.T.Baker No.3328)

- Fosfato de sodio monobasico (J.T Baker No.3818)
- Hidroxido de sodio (Merck No.6498)

- Tripsina de pancreas bovina (Sigma No. 198%)

- Trisma Base (Sigma T-7149)

-Azul de Bromofenol (Sigma No. B 6896)
-Beta-Mercapto etanol (Gibco BRL No. 21985-023)
-Desoxicolato de sodio (Sigma No. D 5670)
-Glicerol (Merck No. M 32034)

~Glicina {Sigma No. G 4567)

-Leche descremada (Sweeltes)

-Metanol (EM No. Cas 67-56-1)

-Paraformaldehido (Sigma No. P 6141)

-Peroxido de hidrogeno (Anachem B 2103)
-Polietilenglicol (Sigma No. P2263)

-Poli-L lisina (Sigma No. P2636)

-Rojo de Ponceou (Sigma No. P 7767)

-SDS (Sigma No. L 3761)

-Sulfato de Magnesio (Sigma No. M7506)

-Tris HCI (Sigma No. T 6791)

-Triton (Sigma No. 9284)

-Tween 20 (Sigma No. P 13 79}
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