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3. Resumen

A nivel mundial el virus sincitial respiratorio humano (HRSV) es considerado
como el agente etiolégico mas comun en enfermedades del tracto respiratorio en
infantes y pacientes inmunocomprometidos, produciendo a largo plazo,
enfermedades respiratorias cronicas que han sido asociadas con la posible
persistencia del virus. Con el fin de establecer una infeccidn persistente, los virus
modifican el progreso del ciclo celular y evaden la respuesta inmune de células
especializadas, como neuronas, linfocitos y macrofagos. Debido a esto, el
presente trabajo se enfoco en evaluar el progreso del ciclo celular de macréfagos
murinos P388D1 infectados persistentemente con HRSV. Para cumplir con este
objetivo, cultivos de la linea celular murina P388D1 y su variante infectada
persistentemente con HRSV se sincronizaron mediante inhibicion por contacto;
después, fueron sembrados a baja densidad y se extrajeron muestras al
momento de la siembra, 24, 48 y 72 horas posteriores a ésta. En seguida, cada
muestra fue procesada y tefiida con 7-AAD para analizar el progreso de las fases
del ciclo celular, y evaluar la proliferacién a través de un ensayo basado en la
dilucion de CFSE. Al momento de la siembra no se identificaron diferencias
significativas entre las fases del ciclo celular de ambos grupos y los cultivos
presentaron un area relativa similar, sugiriendo que éstos se encontraban
sincronizados. Al transcurrir 24, 48 y 72 horas posteriores a la siembra se
identificaron altos porcentajes de células en la fase G2/M del ciclo celular de
macrofagos murinos infectados persistentemente con HRSV, los cuales fueron
estadisticamente significativos y se encontraron acompafiados de un menor
porcentaje de células en la fase GO/G1 que, en algunas ocasiones igualmente
fue estadisticamente significativo. Asimismo, el total de células que originaron de
la poblacién precursora y los indices de proliferaciéon y divisién de la linea celular
infectada persistentemente con HRSV, fueron menores en comparacion con la
linea no infectada, a pesar de esto, estadisticamente no se encontraron
diferencias significativas, sugiriendo que la infeccién persistente con HRSV
prolonga la fase G2/M del ciclo celular de macréfagos murinos P388D1,
produciendo un decaimiento en la proliferacion de la linea celular, aunque
estadisticamente no de manera significativa.



4. Introduccion
4.1 Virus sincitial respiratorio humano
4.1.1 Clasificacion

El virus sincitial respiratorio humano (HRSV) es un virus envuelto de una sola cadena
de acido ribonucleico (RNA) de sentido negativo (3°-5"), pertenece al orden
Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae y genero
Pneumovirus (King et al., 2012).

4.1.2 Genoma

El genoma de HRSV consiste de una cadena de RNA de sentido negativo con una
longitud variable de 15,191 a 15,226 nucleétidos para las seis sepas que se han
secuenciado hasta la fecha. Tanto la forma intercelular del genoma como la contenida
en el viribn se encuentran fuertemente unidas a la proteina N, creando una
nucleocapside resistente a RNAsas y que ademas funciona para proteger al genoma
de la degradacion por patrones de reconocimiento del hospedero (Melero, 2007;
Collins, 2008; Collins & Karron, 2013).

A lo largo del genoma los genes se encuentran arreglados de forma lineal, HRSV
contiene 10 genes en el orden 3'-NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F, M2 y L-5" que se
transcriben secuencialmente en 10 RNAs mensajeros independientes. Cada uno de
estos genes tiene una secuencia de inicio (GS) altamente conservada de 9 nucleétidos
(3"-CCCCGUUUA(A/U), con excepcion de L (3'-CCCUGUUUUA), y una de término
(GE) moderadamente conservada de 12-13 nucle6tidos (3 -UCA(A/U) UN1-4UUUU4.7).
Precedente a estas secuencias los genes se encuentran separados por regiones
intergénicas que varian de una longitud de 1 a 58 nucleétidos, con excepcion de los
altimos dos genes, ya que éstos se sobreponen por aproximadamente 68 nucleétidos
(Figura 1), particularmente la sefial GS para el gen L se localiza rio arriba de la sefal
GE del gen M2 (Melero, 2007; Collins, 2008; Collins & Karron, 2013).

En el extremo 3" del RNA viral existe una secuencia lider (Le) de aproximadamente
44 nucledtidos que contiene al promotor de la transcripcion del RNA mensajero
(mMRNA) y el de sintesis del antigenoma (Mink et al., 1991); mientras que al final del
extremo 5° se encuentra otra secuencia extragénica de aproximadamente 155
nucleotidos denominada trailer (Tr) (Figura 1), que es importante para la sintesis del
RNA viral e impide la formacion de granulos de estrés en el hospedero celular (Hanley
et al., 2010).

Debido a que HRSV contiene un sélo promotor los genes se transcriben como mRNAs
monocistronicos. El inicio de la transcripcion se da cuando el complejo de la RNA
polimerasa dependiente de RNA (RdRp) compuesto por la polimerasa L y su cofactor
la fosfoproteina P, reconocen la secuencia GS de un respectivo gen (Lay et al., 2012,
Collins & Karron, 2013). Las regiones intergénicas presentes entre cada gen provocan
que la polimerasa viral se disocie del templado de la transcripcion, causando que los
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genes virales se expresen en un gradiente que va del extremo 3" al 5 (Kuo et al.,
1996). Asi los genes de las proteinas requeridas en abundancia se encuentran en el
extremo 3" y los correspondientes a proteinas cuya demanda es menor se localizan
préximos o en el extremo 5 (Lay et al., 2012). Los mRNAs de HRSV poseen un cap
en su extremo 5, y una cola de poliadenina en el 3". Cada mRNA de HRSV codifica
una sola proteina, a excepcion de M2, el cual tiene dos marcos de lectura abiertos
(ORFs). El ORF de M2-1 esta localizado rio arriba del mMRNA, mientras que el ORF de
M2-2 se localiza rio abajo (Figura 1). Este mecanismo alternativo de paro y arranque
de los ribosomas genera dos proteinas diferentes M2-1 y M2-2 (Gould & Easton, 2007,
Collins, 2008; Lay et al., 2012; Collins & Karron, 2013).

TrC
Complementaria trailer

oY) — Antigenome I 3
) *Sefial de
= . encapsidacion
I—}|_> Replicacién
i *QaR i Polimerasa viral Fuerte promotor de la
i | e,.csaf,';?é;’;é,. ' { ) replicacién del genoma
Replic:acién i i 44 . Genome Superggsicién 155
(Antigenoma) i E = bt 1
3" :12::2',1: NS1 | NS2 P M |SH | G F | M2 — R
1 (532) (503) (1203) (914) (958) (410) (923) | (1903) | (961) (6578)
| [ Transcripcion = 4 2 2 # 2 = Region anti-granulos de estrés
(mRNA) TOP ATG v J
| S— _ cE Gs I P [l:> )
N l o - Tr (trailer)
. N,
Le (lider) g o
Region Intergénica Transcnpt:lon
(Polimerasa viral)
CH,-CAP- s AAA
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Ribosoma
ATG M2-1 STOP M2-2

RNA sgcondary
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v,

CH,-CA

Figura 1: Representacion grafica de la organizacion del genoma y antigenoma de HRSV. Se muestran
los 10 genes de HRSV, asi como la region lider (Le) y tréiler (Tr) del genoma. En el caso del antigenoma
se presenta una regiéon complementaria trailer (TrC). Cada gen se encuentra separado por una
secuencia intergénica, los nimeros que aparecen subrayados corresponden a la cantidad aproximada
de nucleétidos que conforman cada una de estas respectivas secuencias, aquellos que se encuentran
entre paréntesis indican la cantidad aproximada de nucleotidos correspondiente a cada gen. La
transcripcion del gen M2 involucra un proceso de paro y arranque de los ribosomas, en el que primero
se traduce la proteina M2-1, y al terminar con ésta los ribosomas se mueven hacia atras para traducir
M2-2 en el codon de inicio superpuesto en el gen M2-1(Tomado y modificado de Lay et al., 2012).

4.1.3 Proteinas

En total HRSV codifica 11 proteinas independientes, 9 estructurales y 2 no
estructurales (NS1 y NS2). Dentro de las estructurales 4 estan asociadas con la
nucleocapside (N, P, L y M2-1), 3 se consideran glicoproteinas transmembranales que
se expresan en la superficie de células infectadas y en la envoltura del virion (F, Gy
SH), una proteina de superficie interna de la envoltura (M), y una proteina de la que
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aun se desconoce su lugar de empaquetamiento en el viribn (M2-2) (Collins, 2008;
Collins & Karron, 2013).

4.1.3.1 Proteinas no estructurales NS1y NS2

Las proteinas no estructurales NS1y NS2 de 139y 124 aminoé&cidos respectivamente,
son Unicas del género Pneumovirus. Estos dos polipéptidos son codificados por los
genes préoximos al extremo 3" del genoma, y de manera independiente o0 en conjunto
han mostrado interferir con la respuesta inmune de células epiteliales y del sistema
inmune; afectando por diversos mecanismos la induccién y sefializacion de interferon
alfa, beta y lambda (IFN a, B y A), asi como el receptor IFN a/p (IFANR) (Spann et al.,
2004; Lo et al., 2005; Elliott et al., 2007; Munir et al., 2008; Ling et al., 2009). Ademas,
ambas proteinas parecen retrasar vias de apoptosis temprana a través del factor de
transcripcion NFkB, prolongando la vida celular y aumentando el rendimiento viral
(Bitko et al., 2007).

4.1.3.2 Nucleoproteina N

Con 391 aminoacidos la nucleoproteina (N) es el principal componente de la
nucleocépside helicoidal. Esta proteina es capaz de formar complejos con el RNA del
genoma Yy el antigenoma viral, creando una barrera resistente a RNAsas del
hospedero celular (Collins & Karron, 2013). Estudios recientes sugieren la interaccion
de N con proteinas intercelulares encargadas de censar RNA de cadena sencilla y
doble, disminuyendo la respuesta interferon del hospedero celular (Groskreutz et al.,
2010; Lifland et al., 2012). Cada subunidad de N tiene una region nucleo (N-core) que
contiene dos dominios, el amino y carboxilo terminal (NTD y CTD), también llamados
N-arm (residuos 1-28) y C-arm (residuos 360-375) (Tawar et al., 2009). Se ha
especulado que el amino terminal de N es importante en la interaccion directa con el
RNA viral y la formacién de la nucleocapside (Murphy et al., 2003). Por otra parte, el
carboxilo terminal de N permite la interaccion con la fosfoproteina P (Murray et al.,
2001), proteina que actua como chaperona durante la encapsidacion de los genomas
y antigenomas nacientes y evita que N se auto agregue (Castagné et al., 2004).

4.1.3.3 Fosfoproteina P

La fosfoproteina (P) se encuentra dentro del virion y células infectadas operando como
un homotetramero estable formado a través del dominio de multimerizacion ubicado
en el centro de la molécula (Asenjo & Villanueva, 2000). Es la principal proteina
fosforilada de HRSV y se encuentra formada por 241 aminoacidos. Esta contiene mas
de 10-12 sitios fosfato y es fosforilada esencialmente por la proteina celular caseina
cinasa Il (CK2) en diferentes residuos localizados en la parte media (116, 117 y 119)
y en el carboxilo terminal (232 y 237) (Dupoy et al., 1999). La fosforilacion de estos
sitios es indispensable para la replicacion in vivo e in vitro del virus (Lu et al., 2002);
sin embargo, otros sitios de la proteina han mostrado fosforilarse y desfosforilarse
afectando los procesos en los que participa P (Asenjo et al., 2005). El carboxilo
terminal de P ha mostrado interactuar con la proteina de la nucleocapside, al unirse a
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un paquete hidrofébico positivamente cargado de residuos discontinuos dentro de los
aminoacidos 46-151 (Galloux et al., 2012). Como anteriormente se menciond, esta
interaccion contribuye a la especificidad de N por el genoma, pero ademas le permite
participar en la transcripcion y replicacion viral al funcionar como un adaptador
multifuncional que al unirse a las proteinas N, M2-1 y L, ayuda a mediar las
interacciones entre el complejo nucleocapside/polimerasa (Collins & Karron, 2013).

4.1.3.4 Proteina de matriz M

La proteina no glicosilada M se localiza en la superficie interna de la envoltura del
virion y tiene un papel fundamental en organizar y dirigir el empaquetamiento de la
nucleocapside viral durante la infeccion (Money et al., 2009). Esta proteina se ha
caracterizado como un mondémero de 256 aminoacidos que esta organizado dentro de
un compacto amino (residuos 1-26) y un carboxilo terminal (residuos 140-255) unidos
por una secuencia de enlace de 13 residuos, aunque estudios recientes han mostrado
que la proteina en solucién es capaz de dimerizar, siendo esta forma biol6gicamente
activa e importante en procesos de produccion y ensamblaje viral (Forster et al., 2015).
En la etapa temprana de la infeccion M se localiza en el ndcleo a través de la accion
de la proteina de transporte nuclear Impotin 1 (Ghildyal et al., 2005); una vez en este
sitio, la proteina es capaz de inhibir la transcripcion celular del hospedero (Ghildyal et
al., 2003). Méas tarde, M se transporta al citoplasma mediante la accion de la proteina
de exporte nuclear CRM-1 y se asocia con cuerpos de inclusién citoplasmaticos (IBs)
(Ghildyal et al., 2009). La localizacion de M dentro de estos cuerpos es dependiente
de la proteina viral M2-1, lo que ha llevado a pensar que M funciona como un regulador
entre la transcripcion viral y el ensamblaje del virion (Li et al., 2008), ya que parece
silenciar la sintesis de RNA viral y se le ha encontrado vinculada con membrana
plasmatica del hospedero (Ghildyal et al., 2006).

4.1.3.5 Proteina SH o pequefia hidrofébica

SH es una pequefia proteina transmembranal de 64 a 65 aminoacidos que se
encuentra en la membrana del virion de HRSV y anclada a la membrana de células
infectadas a través de una sefal hidrofébica cercana al amino terminal. Gran parte de
SH no se encuentra glicosilada, pero existen algunas formas que pueden presentar
esta caracteristica (Collins & Motted, 1993). En células infectadas SH se acumula en
las membranas del complejo de Golgi y reticulo endoplasmatico (Rixon et al., 2004),
formando estructuras pentamericas similares a canales i6nicos que confieren
selectividad catidnica (Gan et al., 2012), lo que ha llevado a caracterizar a esta
proteina como una viroporina, una clase de pequefas proteinas virales que pueden
modificar la permeabilidad de la membrana y afectar procesos como la gemacion y
apoptosis, ademas de inhibir la sefal de citosinas antivirales y TNF-a (Fuentes et al.,
2007).
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4.1.3.6 Glicoproteina G

La glicoproteina de HRSV (G) se encuentra en la superficie del virion y de células
infectadas, es una glicoproteina transmembranal de tipo Il compuesta por 298
aminoacidos. Posee una sefial de anclaje hidrofébica cercana al amino terminal y dos
tercios al carboxilo terminal orientado extracelularmente, ademés de un ectodominio
conformado en su mayoria por dos dominios como mucinas, ricos en serina, treonina
y prolina, altamente glicosilados (Collins & Karron, 2013). Gracias a las moléculas de
carbohidratos asociadas con estos dominios, G contribuye al anclaje del virus con la
célula huésped a través de la unidn con glicosaminoglicanos (GAGs) altamente
sulfatados presentes en la superficie de la membrana plasmatica. Estudios han
mostrado que el 50% del anclaje de HRSV es debido a la interaccion de G con GAGs,
25% se debe a la union de la proteina F igualmente con GAGs, y el 25% restante se
debe a una via alterna (Techaarpornkul et al., 2002). Estas observaciones sugieren
que HRSV puede usar receptores alternativos con el propésito de infectar a diferentes
estirpes celulares. En apoyo a esta idea se ha observado que G es capaz de unirse a
diferentes lectinas, incluyendo las proteinas surfactantes Ay B (LeVine et al., 2004).

4.1.3.7 Proteina de fusion F

La proteina de fusion (F) se encuentra en la superficie del virion y de células
infectadas. Una de sus funciones es mediar la penetracion del virion al hospedero
celular, y en tiempos tardios de la infeccion se expresa en la superficie celular
facilitando la union entre membranas de células vecinas y la formacién de sincitios. F
es una proteina de superficie transmembranal de tipo | que posee un péptido sefal
hendido al amino terminal, y uno de anclaje a la membrana muy cercano al carboxilo
terminal. Esta se sintetiza como un precursor inactivo de 574 aminoacidos llamado
FO, el cual sera activado por un corte proteolitico ejecutado por furinas presentes en
el aparato de Golgi, originando dos subunidades F1 y F2, ambas unidas por un enlace
disulfuro (Collins & Karron, 2013). El amino terminal de la subunidad F1 posee un
dominio hidrofébico que interactia con algin componente de la membrana del
hospedero para iniciar la fusion; en este fenbmeno participan dos areas con un motivo
estructural en el que se repiten 7 aminoacidos que durante la fusion se asociaran
conduciendo a un cambio conformacional que pondra en proximidad a la membrana
del hospedero y el virus (Singh et al., 1999). Por otro lado, investigaciones recientes
sugieren que F interactda con la proteina celular nucleolin, la cual podria tener un
papel importante en el anclaje y entrada del virion (Tayyari et al., 2011).

4.1.3.8 Proteina M2-1

Codificada por el primer ORF del mRNA del gen M2, HRSV M2-1 se conforma de 194
aminoacidos y forma parte del complejo RdRp como un factor esencial de
procesividad de la transcripcion (Collins et al., 1996; Fearns & Collins, 1999).
Comprende cuatro regiones significativamente funcionales, la primera es un dominio
de union a zinc (ZBD) con un motivo Cyss-His1 cercano al amino terminal que ha
mostrado ser esencial en la sintesis de RNA viral (Hardy & Wertz, 2000; Tang et al.,
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2001; Zhou et al., 2003). La segunda es una region alfa hélice ubicada en los residuos
32-63 encargada de mediar la oligomerizacion de la proteina y darle forma de
homotetramero (Tran et al., 2009). La tercer region comprende del residuo 59 a 178
del dominio denominado nucleo, el cual ha mostrado ser importante en la union de
M2-1 con el RNA viral y la fosfoproteina, dicha interaccion es importante en la sintesis
de RNA viral y no requiere de la fosforilacion de M2-1; sugiriendo que P podria estar
ayudando a M2-1 a interactuar con la nucleocapside para después ser desplazada
(Tran et al., 2009; Blondot et al., 2012). Finalmente, la cuarta region es un carboxilo
terminal no estructurado que manifiesta interactuar con NF-kB, facilitando su
translocacion y activacion en nucleo (Reimers et al., 2005).

4.1.3.9 Proteina M2-2

M2-2 es una pequefia proteina de 90 aminoé&cidos codificada por el segundo ORF del
MRNA del gen M2. En células infectadas se expresa en bajos niveles y actualmente
se desconoce su empaquetamiento en el virion (Collins & Karron, 2013). Al
incrementar su expresion es capaz de inhibir la transcripcion y replicacion del RNA
viral, mediando de esta manera el cambio de la transcripcion a la replicacion del
genoma de HRSV (Bermingham & Collins, 1999; Cheng et al., 2005).

4.1.3.10 Proteina L

La polimerasa viral o proteina L se compone de 2,165 aminoacidos, junto con las
proteinas N, P y M2-1 cataliza el inicio, elongacion y término de la sintesis del genoma
y mMRNAs de HRSV (Grosfeld et al., 1995; Fearns & Collins, 1999), aunque se ha
observado que proteinas celulares de choque térmico como HPS90 y HSP70 son
importantes en la estabilizacion de L y en la remodelacion de la nucleocapside de
HRSV (Munday et al., 2015). L se encuentra asociada a la nucleocapside del virién
(Lay et al., 2013) y en células infectadas colocaliza con otros componentes del RdRp
en IBs (Carromeu et al., 2007). Posee al menos tres regiones funcionales, la primera
es un dominio de polimerizacion con un motivo GNDQ (residuos 810-813) importante
en la actividad de L (Fix et al., 2011). La segunda corresponde a un dominio de union
con nucledtidos identificado en los aminoéacidos 1,269, 1,381 y 1,421 de la region
central, los cuales han mostrado intervenir con el proceso de capping en mRNAs de
HRSV (Liuzzi et al.,, 2005). Finalmente, la tercer region se encuentra en los
aminoacidos 1,049-1,169 y se relaciona con la eficiencia en el reconocimiento de las
secuencias GE del genoma viral (Cartee et al., 2003).

4.1.4 Viridon

Los viribnes de HRSV producidos en cultivo son particulas pleomaérficas que asemejan
predominantemente filamentos con un diametro de 60-200 nm y una longitud de 10
pum; y esferas con un didmetro de 100 a 350 nm (Figura 2b) (Collins, 1991). El virion
se compone de una nucleocapside helicoidal con un diametro de 14 a 16 nm (Bhella
et al., 2002) que se conforma por una sola unidad del genoma viral y las proteinas N,
P, L y M2-1 (Vergara et al., 2006). Rodeando la nucleocapside se encuentra la
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proteina de matriz, la cual forma una capa en la cara interna de la envoltura del virién
y funciona de anclaje para las glicoproteinas SH, G, y F (Figura 2a) (Battisti et al.,
2012). Finalmente, todo el viribn se encuentra envuelto por una membrana lipidica que
contiene tres glicoproteinas transmembranales SH, G y F (Figura 2a), ademas de
proteinas de origen celular como actina y algunas chaperonas (Radhakrishnan et al.,
2010).

Proteina Pequeiia
Hidrofébica (SH)

Polimerasa Viral o

7 Fosfoproteina (N)
Proteina L

Proteina M2-1 ¥ v n Nucleoproteina (N)

Figura 2: (a) Representacion gréafica de la estructura y organizacion del virion de HRSV. Este posee
un genoma de RNA no segmentado de polaridad negativa (3"-5") el cual esta contenido dentro de una
nucleocapside helicoidal que se compone por las proteinas N, P, L y M2-1. La nucleocapside de HRSV
se encuentra rodeada por la proteina M y una envoltura lipidica con las glicoproteinas SH, G, y F
(Tomado y modificado de Lay et al., 2012). (b) Tomografias del virion de HRSV, la morfologia que
exhiben los viriones va desde filamentosos (A) a completamente esféricos (C) con formas intermedias
(B-E) que llegan a presentar partes tubularmente curvadas (B) (Tomado y modificado de Liljeroos et
al., 2013).

4.1.5 Ciclo de replicacién

La replicacion de la informacion genética es una de las caracteristicas mas distintivas
de los seres vivos, y a pesar de que los virus no poseen todas las caracteristicas de
un ser vivo (Villarreal, 2004); nadie mas en la biosfera logra replicarse con gran
economia y aparente sencillez que ellos. Con el fin de alcanzar la expresion,
replicacion y propagacion de sus genes, diferentes familias de virus han evolucionado
para aprovechar la biologia de sus hospederos y adoptar diversas estrategias
genéticas y ciclos de replicacion (Whelan, 2013). De manera general, en la familia
Paramyxoviridae el ciclo de replicacion involucra tres pasos basicos: el anclaje y
entrada del virion; la transcripcion de mRNAs virales y la sintesis del genoma; y
finalmente, el ensamblaje y liberacion del virion (Lamb & Parks, 2013).

4.1.5.1 Anclaje y entrada del virién

El anclaje y entrada de HRSV en células epiteliales del tracto respiratorio (AECS)
involucra la interaccion de las proteinas G y F con GAGs (Figura 3), especialmente
heparan sulfato y condroitin sufato B (Hallak et al., 2000); sin embargo, se ha
identificado que la participacion adicional de la molécula de adhesion intercelular-1
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(ICAM-1), RhoA, anexina ll, la proteina celular nucleolin y el receptor de la fractalquina
CX3CR1, también son importantes en el anclaje y entrada del virion de HRSV (Behera
et al., 2001; Gower et al., 2001; Malhotra et al., 2003; Tayyari et al., 2011; Johnson et
al., 2015). Después del anclaje, la entrada del viribn de HRSV acontece por la fusion
de la envoltura viral con la membrana plasmatica de la célula (Srinivasakumar et al.,
1991). Para que este proceso ocurra es importante la presencia de micro dominios
ricos en colesterol, especialmente gangliésidos-1 (GM1), los cuales funcionan como
plataformas de acoplamiento entre las dos membranas; ademas, se requiere la
activacion de Pak-1 (Figura 3), proteina que dirige la reorganizacion del citoesqueleto
y filamentos de actina (San-Juan-Vergara et al., 2012).

Proteinas de
matriz de HRSV

Proteina F

Micro dominio enriquecido

Nucleolin =~
en colesterol

Membrana de
células
epiteliales

Hemifusién de la envoltura de
HRSV con la membrana de
SeNaliZacion gy Filamentos células epiteliales
PAK1 de Actina |

Figura 3: La interaccion de las proteinas G y F de HRSV con GAGs en la superficie celular de AECs
origina el anclaje del virién a la célula huésped y permite el contacto de la proteina F con nucleolin,
receptor que se encuentra embebido en micro dominios ricos en colesterol. Esta interaccion y la de un
posible co-receptor activan a la sefial dependiente de Pak-1, la cual promueve la reorganizacion del
citoesqueleto y filamentos de actina, dando comienzo a los eventos de hemifusion de la envoltura de
HRSV y la membrana plasmatica de AECs (Tomado y modificado de Lay et al., 2012).

4.1.5.2 Sintesis del genomay transcripcion de mRNAs virales

Una vez que ocurre la hemifusion de la membrana viral con la del hospedero, la
nucleocapside se disocia de la proteina M y es liberada dentro del citoplasma gracias
a la fosforilacion del residuo 54 de la proteina P (Asenjo et al., 2005; Asenjo et al.,
2008). La transcripcion y replicacion del genoma ocurren de manera simultanea en el
citoplasma (Figura 4) y ambos procesos son regulados por un unico promotor
localizado en la region Le del extremo 3" del genoma viral (Mink et al., 1991).

En la transcripcion, el complejo RdRp inicia en el promotor de la regién Le previamente
descrita y transcribe los genes por un mecanismo secuencial de paro y arranque que
genera un gradiente de mRNAs del extremo 3" al 5" (Kuo et al., 1996). La sintesis de
cada mRNA inicia frente al primer nucleotido de la sefial GS; aunque, la polimerasa
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viral puede seleccionar el nucleétido de inicio de manera independiente al templado
(Kuo et al., 1997). En los miembros de la familia Paramyxoviridae la metilacion o
capping de los mRNAS ha mostrado ser esencial para que se lleve a cabo la
elongacion en el curso de la traduccion (Liuzzi et al., 2005). Este fenbmeno ocurre
gracias a una sefial complementaria a la sefial GS presente en el mMRNA inmaduro
(Wang et al., 2007); asimismo, la poliadenilacién de los mRNAs virales se presenta
cuando la polimerasa viral se encuentra con una sefial GE (Fearns & Collins, 1999).

La sintesis de mRNAs y proteinas virales es detectable entre las 4 y 6 horas pos-
infeccion, alcanzando un pico de acumulacion entre las 15 y 20 horas; ademas,
intracelularmente ésta se localiza principalmente en IBs, lugar donde se concentra el
complejo RdRp (Figura 4), componentes celulares clave en la respuesta contra
infecciones virales y otros que promueven la actividad de la polimerasa viral (Garcia
et al., 1993; Burke et al., 2000; Collins & Karron, 2013).

Por otra parte, para que la sintesis del genoma de HRSV sea posible, antes debe
producirse una copia de sentido 5°-3° del RNA gendmico viral, el cual es llamado
antigenoma. En la sintesis del antigenoma la polimerasa de replicacion ignora las
secuencias GS y GE de todo el genoma, produciendo una copia de sentido 5-3" del
RNA viral, este proceso es regulado por la regiébn Le que ademas de contener al
promotor, también posee una sefial de encapsidacion del antigenoma naciente con la
proteina N (McGivern et al., 2005). Mas tarde el antigenoma es copiado a RNA
gendmico por un fuerte promotor ubicado en la region complementaria trailer (TrC) del
antigenoma (Figura 1), la cual también contiene una secuencia que regula la
encapsidacion (Melero, 2007; Lay et al., 2012; Collins & Karron, 2013).

4.1.5.3 Ensamblaje y liberacion del virién

El ensamblaje y liberacién del virion de HRSV ocurre en la membrana plasmética del
hospedero. En el ensamblaje, la proteina de matriz interactiia con la nucleocapside a
través de la proteina M2-1 e incorpora la estructura a la membrana plasmatica
preparandola para completar el ensamblaje y liberacion (Li et al., 2008). Al igual que
en la entrada del viridn, es necesaria la presencia de micro dominios ricos en colesterol
en la membrana plasméatica (Chang et al., 2012). En conjunto con estos microdominios
se encuentra la proteina viral F, la cual recluta a la proteina viral G a través de tres
aminoacidos (Phe, Ser y Asn) ubicados en el dominio que proyecta hacia el
citoplasma. Inmunoprecipitaciones sugieren que G es capaz de interactuar con SH,
incorporandola en una region de la membrana plasmatica rica en colesterol y en la
gue se encuentran las otras dos proteinas virales de superficie (Figura 4) (Fleming et
al., 2006; Shaikh et al., 2012; Low et al., 2008). Finalmente, el vinculo entre la matriz
viral y las proteinas de superficie es favorecido por la interaccién del amino terminal
de la proteina G con la proteina de matriz, completando de esta manera el ensamblaje
de la particula viral (Ghildya et al., 2005).
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Figura 4: (1) Anclaje y entrada del virion de HRSV. (2) La liberacion de la nucleocapside en el
citoplasma del hospedero (3) da lugar a la transcripcion y replicacién del genoma viral, estos dos
eventos ocurren en el citoplasma, principalmente en IBs. (4) En una etapa temprana a la infeccion la
proteina M se localiza en el ndcleo del hospedero, probablemente bloqueando la transcripcién de genes
del mismo; mas tarde, esta misma proteina se localiza en el citoplasma a través de la proteina de
exporte celular CRM-1. (5) La traduccion de los mRNAs virales se presenta en los ribosomas del
hospedero celular y (6) las proteinas virales son liberadas al citoplasma. (7) En la etapa tardia de la
infeccion, F se encuentra en la superficie celular de células infectadas favoreciendo la formacién de
sincitios y (8) reclutando otras proteinas virales necesarias para el ensamblaje y liberacion del virion.
En esta etapa la presencia de actina y la proteina de choque térmico HSP90 facilitan el ensamblaje y
liberacion del viridn. (9) Finalmente, la liberacién del virion ocurre por la via de reciclaje de endosomas
apicales, la cual involucra a Rab11-FIP2 (Tomado y modificado de Lay et al., 2012).

La liberacién del virion de HRSV ocurre en la superficie apical de células polarizadas
y en zonas, que como ya se menciond, contienen micro dominios ricos en colesterol
(Collins & Karron, 2013). El proceso de egreso de las particulas virales ensambladas
se produce por la via de reciclaje de endosomas apicales, la cual involucra a Rab11-
FIP2, y es independiente del sorteo de complejos endosomales (ESCRT) requeridos
para la maquinaria de transporte (Figura 4) (Utley et al., 2008). La progenie viral de
HRSV es detectable 10 a 12 horas pos-infeccion, alcanza un pico maximo tras 24
horas y continla hasta que las células se deterioran 30 a 48 horas posteriores a la
infeccion (Collins & Karron, 2013).
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4.1.6 Epidemiologia

HRSV fue por primera vez aislado entre los afios 1955 y 1956 de una colonia de
chimpancés de laboratorio que presentaban sintomas similares al resfriado comun;
sin embargo, éste fue designado como el agente de la rinitis chimpancé. Poco tiempo
después el mismo virus fue recuperado de infantes con enfermedades respiratorias y
se renombro HRSV, debido a su impacto sobre la funcion respiratoria y la capacidad
para formar células multinucleadas o sincitios en cultivos celulares (Cane, 2002;
Collins, 2008).

Actualmente el virus tiene una distribucion mundial y es considerado el agente
etiologico viral mas frecuente en infecciones agudas del tracto respiratorio (ITR).
Ademas, es la causa mas comun de bronquiolitis y neumonia en nifios que se
encuentran entre los primeros 5 afios de vida, adultos mayores y hospederos
inmunocomprometidos (Robinson, 2008; Verger & Verger, 2012). A nivel mundial se
ha estimado que HRSV causa 33.8 millones de ITR, 3.4 millones de hospitalizaciones
y 66,000 a 199,000 muertes (Collins & Karron, 2013). En México, el 74.7% de los
menores de dos afios que presentan algun tipo de ITR es debido a HRSV (Figura 5b),
70.3% de éstos requiere de hospitalizacion y el 5.2% muere debido a las
complicaciones (Rodriguez-Auad et al., 2012).
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Figura 5: (a) Distribucién estacional de los sujetos con ITR muestreados (n=2797) para virus
respiratorios y los positivos para HRSV (n=266), (b) asi como el total de individuos con ITR positivos
para virus respiratorios (356) y los agentes virales identificados como responsables, entre enero del
2004 y diciembre del 2008 en el hospital infantil de la Ciudad de México (Tomado y modificado de
Rodriguez-Auad et al., 2012).

En climas templados el virus suele causar brotes en la comunidad entre los meses de
noviembre y abril para muchas de las localidades del hemisferio norte, y entre marzo
y octubre en localidades del hemisferio sur; sin embargo, el tiempo y duracion de los
brotes es muy variable (Mullins et al., 2003). Por ejemplo, en los Estados Unidos de
Norte América los brotes suelen reportarse a principios de noviembre y finales de
enero, mientras que en México ocurren entre agosto y marzo (Figura 5a) (Rodriguez-
Auad et al., 2012).
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4.1.7 Evolucion y tropismo

HRSV presenta un solo serotipo con dos subgrupos antigénicos Ay B. El genoma de
estos dos subgrupos comparte el 81% de identidad y en general ha mostrado tener
una tasa de sustitucion de nucleétidos de 6.47x10* sustituciones/sitio/afio; aungue,
estudios mas recientes indican que la tasa de evolucion media del subgrupo A es de
2.1x10°® sustituciones/sitio/afio, y 3.031x102 sustituciones/sitio/afio para el subgrupo
B (Martinelli et al., 2014). Por otra parte, existe una gran divergencia entre las
proteinas M2-2, SH y G de ambos subgrupos, pues tan solo los ectodominios de las
proteinas SH y G exhiben el 50% y 40% de identidad entre los subgrupos A y B,
respectivamente. Esto ha llevado a pensar que ambos subgrupos representan dos
lineas de evolucion divergentes con una antigiedad de unos 350 afios
aproximadamente, mas que variantes que difieren en unos cuantos sitios antigénicos
(Collins & Karron, 2013).

De manera adicional, el alto grado de sustitucion de nucleétidos en el gen de la
proteina G (1027 sustituciones/sitio/afio) y la diferencia que ésta exhibe entre las
cepas de un mismo subgrupo (20%), en contraste con la estabilidad antigénica y el
alto grado de conservacion de secuencias de la proteina F, sugiere que la variacion
encontrada en la proteina G es el resultado de una seleccidbn positiva,
presumiblemente impulsada por la presion del sistema inmune; a pesar de esto, hasta
la fecha no hay evidencia de que la evolucion progresiva de HRSV resulte en nuevas
cepas (Melero & Moore, 2013).

La infeccidn por HRSV generalmente se encuentra restringida a su reservorio natural,
la especie humana; sin embargo, diferentes cepas de HRSV han mostrado infectar a
otros animales, como ratones, ratas, ovejas, chimpancés y algunos monos africanos.
Estos hospederos son semipermisivos y no existe evidencia de la transmisiéon o
diseminacién entre sus poblaciones, con la Unica excepcion de chimpancés. In vivo
HRSV infecta principalmente AECs, aunque el RNA del virus se ha detectado en
sangre, liquido cerebroespinal, tejido del miocardio, higado, rifién y células del sistema
inmune como linfocitos y macréfagos, sugiriendo que HRSV presenta tropismo hacia
otros tejidos, ademas de un gran potencial para diseminarse mas alla de tracto
respiratorio, aunque en otras zonas el virus suele ser restringido por la respuesta
inmune del hospedero (Eisenhut, 2006; Johnson et al., 2007; Collins & Karron, 2013).

De la misma manera, en experimentos in vitro HRSV ha manifestado infectar una gran
variedad de cultivos celulares, como pulmén, higado, rifién, tejido neuronal, colon,
fibroblastos, células estromales de la medula 6sea, eosindfilos, células dendriticas y
otras del linaje hematopoyético (Dyer et al., 2009; Rezaee et al., 2011; Johnson et al.,
2011). En parte, el tropismo de este virus se ha explicado a traves de la capacidad de
interaccion de las glicoproteinas virales G y F con GAGSs, y receptores celulares de
superficie como TLR4, CX3C1, entre otros; no obstante, es posible que los
mecanismos que contribuyen al tropismo de HRSV aun estén por descubrirse (Collins
et al., 2013).
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4.1.8 Patogénesis

Durante una infeccion aguda HRSV infecta y se replica principalmente en AECs de la
nasofaringe, tiempo después el aspirado de secreciones promueve la propagacion del
virus hacia el tracto respiratorio inferior, lugar en el que el virus infecta
preferencialmente a células ciliadas de la superficie apical, aunque existen reportes
que sugieren la infeccion y alteracion de las funciones en células alveolares tipo | y I,
neuronas, células dendriticas y macrofagos. La presencia de sintomas es usual
durante la infeccion primaria por HRSV, aunque sus manifestaciones pueden variar
en: fiebre, otitis media, enfermedades respiratorias del tracto superior (URTI), inferior
(LRTI) o ambos, en casos de LRTI la enfermedad puede ser leve o complicarse en
bronquiolitis o neumonia (Li et al., 2006; Collins, 2008; Collins & Karron, 2013).

Después de infectar, el virus cumple un periodo de incubacion de 3 a 5 dias antes de
gue los sintomas de la enfermedad sean reconocibles. En el transcurso de la infeccion
se produce la necrosis y destruccion de células ciliadas de la superficie apical, la
afluencia de células polimorfo nucleares y la infiltracion de linfocitos, células
plasmaticas y macrofagos. Los tejidos de la submucosa y adventicia se vuelven
edematosos y la secrecion excesiva de moco en combinacion con los restos celulares
y células inflamatorias, producen la obstruccién de los bronquiolos y alveolos,
causando el colapso o enfisema de la porcion distal de las vias respiratorias. La
infeccion de alveolos tipo | y Il frecuentemente se refleja en neumonia, en estos casos,
las paredes interalveolares se vuelven espesas debido a la infiltracién de células
mononucleares y liquido que llena los espacios alveolares, sugiriendo que algunos de
los factores inmunoldgicos contribuyen a la severidad de la enfermedad (Collins &
Karron, 2013).

4.1.9 Respuesta inmune

El control de las infecciones causadas por HRSV requiere de la respuesta inmune
innata y adaptativa del hospedero. En la respuesta inmune innata, componentes
especificos de HRSV son detectados en AECs a través del reconocimiento de
patrones asociados a patdgenos (PAMPs) que activaran diversos receptores de
reconocimiento (PRRs), como TLR, RIG-1 y NOD, induciendo la expresién de
citosinas y quimiocinas. La secrecion de estas moléculas por AECs infectadas con
HRSV, induce el reclutamiento de neutrofilos, eosindéfilos, monocitos, células T, Thi,
NK, células dendriticas y macréfagos, estimulando la secrecion de una segunda
oleada de citosinas que producira dafios en tejidos de las vias respiratorias (Lay et al.,
2012). En el inicio de la respuesta inmune adaptativa, la activacion de células T CD4
y CD8 es mediada por células dendriticas. La accion combinada de este tipo de células
T tienen un papel fundamental en el término de la infeccién aguda con HRSV; ademas,
la produccion de anticuerpos IgA e IgG por células B provee cierta proteccion en contra
URTI y LRTI, respectivamente (Varga & Braciale, 2013).
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4.1.10 Profilaxis y vacunas

Diversos medicamentos han sido disefiados para combatir infecciones por HRSV; sin
embargo, sélo rivabirina tiene aprobacion para ser usado en seres humanos, aunque
su utilizacion ha sido controversial debido a la relacién costo/eficiencia y los
potenciales efectos secundarios. Por otro lado, una gran variedad de estrategias han
sido empleadas en el disefio de vacunas que provean proteccion en recién nacidos,
algunas de éstas se encuentran dirigidas contra proteinas virales, como F, G, N, entre
otras; no obstante, el uso de estas vacunas en seres humanos ha sido controversial y
actualmente continua en experimentacion (Gomez et al., 2014).

4.2 Persistencia Viral

Las infecciones virales se caracterizan por presentarse de manera aguda o
persistente. Una infeccion aguda acontece cuando el agente viral infecta a un
hospedero susceptible y se da comienzo al ciclo de replicacion viral que, en algunos
casos, puede estar acompafiado de los sintomas de la enfermedad. En la mayoria de
las ocasiones el sistema inmune identifica y elimina al agente viral responsable del
malestar. En las infecciones cronicas o persistentes los sintomas de la enfermedad
desaparecen, existe una respuesta inmune en curso, aunque ineficaz, y el genoma
viral esta presente en células del hospedero; ademas, las proteinas y las particulas
virales contindan siendo producidas de manera continua o intermitente por meses o
afos, sin causar el deceso del hospedero (Flint et al., 2015).

Para que el fendmeno de persistencia viral sea posible, el representante viral debe de
cubrir tres requisitos; el primero consiste en la evasion de la respuesta inmune
(Oldstone, 2006). Interferir con receptores tipo Toll (TLRs), alterar la presentacién de
antigenos, degradar la produccion y accion de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad I y Il (MHC-I'y MHC-II) y la destruccién de células T activadas, son
algunas de las estrategias que diversos virus emplean para abatir la respuesta
inmune. El genoma de una gran variedad de gamma-herpesvirus y poxvirus codifican
proteinas tipo anillo de unién a dedos de zinc con actividad E3 ubiqutina ligasa, las
cuales interfieren con la presentacion de antigenos de la clase MHC-I, estimulan la
replicacion viral e inhiben la apoptosis (Ghaemi-Bafghi & Haghparast, 2013; Heise &
Virgin, 2013; Flint et al., 2015).

El segundo requisito involucra la subversion de moléculas o mecanismos propios del
hospedero por parte del virus; por ejemplo, ciertos virus subvierten la funcién de
proteinas relacionadas a la sefalizacion de la respuesta inmune, interfieren con
moléculas importantes para la apoptosis y ciclinas necesarias para el progreso del
ciclo celular, suministrando sefales intracelulares que favorecen estrategias de
replicacion unicas, donde el virus es capaz de regular la expresion de los genes del
hospedero y los propios, residiendo en un estado no litico y en equilibrio con el
hospedero (Oldstone, 2006; Strauss & Strauss, 2008; Heise & Virgin, 2013). Un
ejemplo practico es el de las proteinas E5, E6 y E7 del virus del papiloma humano
(HPV), las cuales han mostrado interferir con los procesos de apoptosis celular,
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favoreciendo la supervivencia celular y asegurando la replicacion y propagacion de la
progenie viral (Garnet & Duerksen-Hughes, 2006). Por otro lado, el virus de la
inmunodeficiencia tipo 1 (HIV-1) y otros virus de la inmunodeficiencia de los primates,
subvierten los mecanismos que regulan el ciclo celular para establecer una infeccion
productiva (Rice & Kimata, 2015).

Finalmente, el dltimo requisito se enfoca en la habilidad del virus para infectar células
diferenciadas o especializadas. La replicacion continia de un genoma extrafio en una
célula diferenciada puede causar el desorden de un gran nimero de procesos y
funciones. Algunos ejemplos incluyen aquellos virus con la capacidad de infectar y
persistir en tejidos y 6rganos con poca vigilancia del sistema inmune. En el ciclo
replicativo de los papilomavirus la produccién de particulas virales infectivas
Unicamente ocurre en células de la capa externa de la piel, lugar donde la respuesta
inmune se dificulta debido a la ausencia de capilares (Doorbar et al., 2012).

Otro tipo de virus infectan y persisten en células del sistema inmune, como linfocitos,
monocitos, células dendriticas y macrofagos; interfiriendo con sus funciones durante
la respuesta inmune y causando inmunosupresion del hospedero, ademas de
diseminar las particulas virales a otros tejidos y 6rganos. (Sevilla et al., 2000;
Oldstone, 2006; Flint et al., 2015). El virus del sarampion (MeV), un miembro de la
familia Paramyxoviridae, infecta previamente a monocitos y células linfoides que
migran a ganglios linfaticos de drenaje. La infeccibn de los tejidos linfaticos
inmunodeprime transitoriamente al hospedero y conduce a la infeccion de neuronas y
células epiteliales de pulmones y piel; no obstante, después de que el sistema inmune
controla la enfermedad y se establece inmunidad contra el virus, el RNA de MeV es
detectado en tejido linfoide, sangre, orina y secreciones respiratorias, durante
semanas y meses (Griffin et al., 2012; Flint et al., 2015).

4.2.1 El fendmeno de persistencia en HRSV

A diferencia de MeV vy otros virus, la persistencia viral de HRSV no se ha demostrado
en seres humanos; sin embargo, infecciones severas por HRSV durante los primeros
afos de vida han sido asociadas, a largo plazo, con una reduccion en la funcién de
las vias respiratorias y al subsecuente desarrollo de sibilancias y asma (Sigurs et al.,
2010). También, el MRNA de la nucleoproteina de HRSV ha sido detectado en tejido
pulmonar proveniente de nifios que murieron sin ningun sintoma aparente de la
enfermedad (Cubie et al., 1997). Secuencias del genoma viral han sido detectadas en
células estromales de médula 6sea (BMSCs) de nifios y adultos (Rezaee et al., 2011),
ademas de muestras de sangre, secreciones de nariz, garganta, bronquios y
aspirados o lavados nasales provenientes de pacientes que presentaban algun tipo
de enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) (Seemungal et al., 2001; Rohde
et al., 2003; Borg et al., 2003; Wilkinson et al., 2006; Falsey et al., 2006; Sikkel et al.,
2008). Lo anterior sugiere que HRSV puede establecer una infeccion persistente en
sitios inmunologicamente privilegiados dentro del pulmon, posiblemente neuronas o
células del sistema inmune (Schwarze et al., 2004).
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4.2.2 Modelos de persistencia del HRSV in vivo

El estudio de la persistencia de HRSV en modelos murinos ha resultado en
enfermedad cronica caracterizada por hieperreactividad en las vias respiratorias
(AHR) e inflamacién de las mismas, una vez concluida la bronquiolitis aguda. La
persistencia de AHR se ha asociado con el infiltrado de linfocitos, células plasmaticas
y macrofagos que se localizaron principalmente en torno a los vasos centrales y las
vias respiratorias. También, el perfil de expresion génica de los pulmones de ratones
infectados mostré alteraciones a partir del dia 42, y el RNA mensajero y gendémico del
virus estuvo presente en homogenizados de pulmén durante 100 o mas dias
posteriores a la infeccion (Schwarze et al., 2004; Chavez-Bueno et al., 2005; Mejias
et al., 2008). Experimentos realizados en conejillos de indias han mostrado igualmente
AHR e inflamacion de las vias respiratorias; aunque, ésta se asocio6 a la infiltracién de
linfocitos, células polimorfonucleares y eosindfilos; ademas, la deteccion del genoma
y proteinas virales fue posible hasta los 60 y 100 dias después de la infeccion.
Ensayos inmunohistoquimicos detectaron la presencia de proteinas
intracitoplasmaticas de HRSV en células de las vias respiratorias, estroma y
macrofagos alveolares, igualmente la persistencia de HRSV indujo la alteracion en la
expresion de proteinas de las vias respiratorias, la cual se asocié con el mal
funcionamiento de las mismas (Hegele et a., 1994; Dakhama et al., 1997; Bramley et
al., 1999; Sutton et al., 2007; Tan et al., 2008).

4.2.3 Modelos de persistencia del HRSV in vitro

A pesar de los esfuerzos realizados en los estudios antes mencionados, no ha sido
posible determinar el reservorio celular y los mecanismos por los que HRSV establece
persistencia. Experimentos in vitro han revelado que el virus es capaz de infectar y
persistir en células de rifion, epiteliales de laringe y pulmén, BMSCs, linfocitos B,
células dendriticas y macréfagos. En estos modelos los cultivos se caracterizaron por
presentar alto porcentaje de células positivas para antigenos de HRSV, descenso en
la produccion de progenie viral infecciosa y la ausencia de la citopatologia celular
caracteristica del virus (Pringle et al., 1978; Bangham & McMichael, 1986; Sarmiento
et al., 2002; Valdovinos & Gomez, 2003; Hobson & Everard, 2008; Rezaee et al.,
2011). Estudios mas detallados en los que se emplearon lineas celulares HEp-2 y
macrofagos murinos P388D1, han revelado la capacidad de HRSV para modificar el
perfil de expresidn de citocinas, quimiocinas, interleucinas y proteinas anti-apoptéticas
(Guerrero-Plata et al., 2001; Martinez et al., 2009; Nakamura-LoOpez et al., 2011).

4.3 Ciclo Celular

La Unica forma de crear una célula nueva es duplicando una que ya existe. Este hecho
tan simple fue establecido por primera vez a mitad del siglo diecinueve, y desde
entonces, ha llevado consigo un profundo mensaje sobre la continuidad de la vida.
Todos los seres vivos, desde una bacteria unicelular hasta un mamifero multicelular,
son producto de repetidas rondas de crecimiento y division celular. Toda célula se
reproduce ejecutando una secuencia ordenada de eventos en los que debera replicar
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su contenido genético para después dividirse en dos. Este ciclo de duplicacién y
divisién es conocido como ciclo celular, y es el mecanismo esencial por el que todos
los seres vivos se reproducen. Su funcibn més basica es duplicar fielmente la vasta
cantidad de acido desoxirribonucleico (DNA) contenido en los cromosomas y después
segregarlo en dos células hijas genéticamente idénticas (Alberts et al., 2015).

4.3.1 Sistema de control del ciclo celular

El sistema de control del ciclo cuenta con un gran numero de moléculas sefal y blanco,
influenciadas por una compleja red y sistemas de sefalizacién que en conjunto dirigen
los eventos del ciclo celular en una secuencia ordenada de vias dependientes, en las
cuales, el inicio de los eventos tardios depende de la conclusion de los eventos
tempranos dentro de la via. Este sistema se caracteriza por emplear interruptores
bioquimicos conectados en serie y con un comportamiento binario (on/off); ademas,
todo el sistema se considera altamente fiable y adaptable, ya que cuenta con
mecanismos de soporte y otras caracteristicas que le permiten trabajar bajo
condiciones muy variadas (Hartwel & Weinert, 1989; Alberts et al., 2015).

En la mayoria de las células eucariontes el sistema controla el progreso del ciclo
celular en cuatro puntos de control esenciales. El primero se encuentra en la etapa
tardia de la fase G1 (G1-S), regulando una etapa de preparacion previa a la
duplicacién de los cromosomas; el segundo previene el inicio de la replicacion del
DNA en la fase S (intra-S); el tercero esta presente en la transicion de G2 a M (G2-
M), controlando los eventos de la mitosis temprana; finalmente, el cuarto punto de
control se localiza en la transicién de la metafase a la anafase (montaje del huso o
SAC) (Figura 6). El término punto de control hace referencia a cascadas de vias de
sefalizacion capaces de censar y responder a errores dentro del desarrollo del ciclo
celular, como dafio al DNA o la incorrecta segregacioén de los cromosomas; aunque
este término también puede ser utilizado para otros elementos que regulan las vias
de sefalizacion de manera positiva 0 negativa (Murray, 1994; Zhou & Elledge, 2000;
Kastan & Bartek, 2004).

Muchos de los elementos positivos son proto-oncogenes, genes cuyos productos
promueven el crecimiento y la divisiébn celular, y que en ocasiones permanecen
constitutivamente activos debido a mutaciones, transformandose en oncogenes. De
manera inversa, los elementos negativos son generalmente supresores de tumores,
genes cuya actividad inhiben la proliferacién celular y bloquean la accion de
oncogenes. Un ejemplo importante de un gen supresor de tumores es p53, este
sistema es responsable de responder a factores de estrés externos que generalmente
causan dafo al DNA, y dependiendo de la severidad, induce el arresto del ciclo celular
o0 promueven la apoptosis (Kastan et al., 1995). Por otra parte, existen vias de
sefalizacion que previenen a las células de entrar en el ciclo celular, las cuales son
llamadas anti-proliferativas. Un ejemplo importante de via anti-proliferativa es la via
de sefalizacion Smad, la cual es controlada por la super familia del factor de
crecimiento transformante B (TGF-B) (Massagué et al., 2000).
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4.3.1.1 Cinasas dependientes de ciclinas

El componente principal de la maquinaria de control del ciclo celular es una familia de
proteinas llamadas cinasas dependientes de ciclinas (Cdks). Estas proteinas se
caracterizan por poseer una subunidad catalitica de aproximadamente 300
aminoacidos y permanecer constantes a lo largo de todo el ciclo celular; ademas, son
capaces de fosforilar a otras proteinas, aunque para esto dependen de ciclinas.
Generalmente su actividad aumenta y desciende conforme el ciclo celular progresa,
induciendo cambios en la fosforilacion de proteinas intracelulares que inician o regulan
eventos clave del ciclo celular. Para asegurar que estos eventos ocurran de manera
sincronizada y ordenada, la actividad de Cdks se encuentra regulada por una amplia
variedad de mecanismos, proteinas y enzimas, entre las que destacan las ciclinas,
proteinas que se distinguen por oscilar sus concentraciones durante el progreso del
ciclo celular y poseer un dominio de aproximadamente 100 aminoacidos (cyclin box),
el cual utilizan para interactuar y activar Cdks (Morgan, 1995).

La conformacion del complejo ciclina/Cdk produce el desplazamiento de un bucle de
proteinas que cubre el sitio activo de la Cdk, por lo que la interaccion de estas dos
proteinas resulta en una activacion parcial del complejo. La activacion completa del
complejo ciclina/Cdk ocurre cuando una cinasa independiente, llamada cinasa Cdk-
activando (CAK), fosforila un aminoéacido del sitio activo de la Cdk, lo anterior produce
un cambio conformacional en el complejo, permitiéndole a la Cdk fosforilar proteinas
clave en ciertos eventos del ciclo celular (Russo et al., 1996; Pavletich, 1999). Al
cumplir con este objetivo, el complejo Cdk-ciclina activado puede ser inhibido por la
fosforilacion de dos aminoacidos cercanos al amino terminal de la Cdk, o al entrar en
contacto con proteinas inhibidoras de Cdks (CKIls), las cuales inducen un
reordenamiento del sitio activo de la Cdk haciéndolo inactivo (Morgan, 1995; Alberts
et al., 2015).

En células eucariontes cada Cdk forma complejos con al menos un tipo de ciclina en
una fase especifica del ciclo celular. De manera general a lo largo del ciclo celular,
ambas familias de moléculas interactian de la siguiente manera:

1. Ciclina D + Cdks-G1: de las tres isoformas de la ciclina D, la D1 es la mas
ampliamente expresada en células eucariontes. Esta interactiia con la Cdk4 y
Cdké6 induciendo los eventos tempranos de la fase G1.

2. Ciclina E + Cdk-G1/S: la ciclina E es una proteina nuclear que forma complejos
con Cdk2, promoviendo el progreso de la fase G1 y contribuyendo al inicio de
la sintesis de DNA.

3. Ciclina A + Cdks-S: la ciclina A es una proteina nuclear con dos isoformas,
generalmente la isoforma Al se expresa en células germinales, mientras que
la isoforma A2 esta presente en el resto de las células; aunque, en cualquier
caso, esta ciclina interactia con Cdkl y Cdk2 controlando la transicion de la
fase GlaSyde G2aM.
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4. Ciclina B + Cdk-M: el complejo ciclina-B/Cdk1 controla y regula la ruptura de la
envoltura nuclear y el montaje del huso mitético, ademas de la separacién de
los cromosomas y la citocinesis.

4.3.1.2 Familia de proteinas pocket

La familia de proteinas pocket se encuentra representada por la proteina del
retinoblastoma (pRb), un tipo de proteina supresora de tumores que desempefia un
papel fundamental en el control negativo del ciclo celular. La familia de pRbs incluye
tres miembros: Rb/105, p107 y Rb2/p130; en conjunto, estas proteinas mantienen a
la célula en la fase GO a través del control de la familia de factores de transcripcion
E2F, los cuales regulan la expresion de un gran numero componentes del ciclo celular,
como: la ciclina A, ciclina E, Cdc25A y E2F (Giacinti y Giordano, 2006).

4.3.1.3 Puntos de control y sefiales de dafio al DNA

El dafio en el DNA ocurre frecuentemente durante el periodo de vida de una célula,
por lo existe el riesgo de mutaciones y el desarrollo de cancer. Afortunadamente
existen sefiales y puntos de control que responden en caso de dafios al DNA. Los
sistemas encargados de dar esta respuesta consisten de sensores de dafio al DNA,
adaptadores y mediadores que ensamblan sefiales complejas e influyen
principalmente en Cdks, ciclinas y otros substratos efectores; ademas, todo este
sistema de vigilancia forma parte de la compleja red del ciclo celular que regula de
manera fiel y ordenada el progreso del mismo, asi que muchos de los sensores de
dafio y moléculas de sefial, participan en los cuatro puntos de control antes
mencionados, o juegan un papel fundamental en un punto especifico (Kastan &
Bartek, 2004). Algunos de los complejos encargados de censar y detectar dafo al
DNA, incluyen los complejos 9-1-1, Mre11/Rad50/Nbs1 (MRN), MSH2/MSH®6, etc. De
manera independiente 0 en conjunto, estos complejos activan las vias ATM, ATR,
Radl7-RFC, entre otras, iniciando asi cascadas de sefializacion que inducen la
activacion de p53 y otros sistemas que intervienen principalmente con Cdks y ciclinas.
Lo anterior resulta en el arresto del ciclo celular en alguno de los puntos de control, la
reparacién del DNA o apoptosis (Sancar et al., 2004; Parrilla-Castellar et al., 2004;
Lee & Paull, 2005).

4.3.1.4 Familia de cinasas PIKK

Las cinasas PIKK son un grupo de proteinas que consta de aproximadamente 2,547-
4,128 aminoéacidos, poseen un dominio cinasa ubicado en el carboxilo terminal que se
encuentra flanqueado por otros dos dominios llamados FAT y FATC, ambos
necesarios en la regulacion de la actividad cinasa de estas proteinas. Su funcion
principal es fosforilar cientos de proteinas encargadas de mantener la integridad del
genoma a través del progreso del ciclo celular; entre sus representantes mas
destacados se encuentran ATM y ATR (Lovejoy & Cortez, 2009).
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ATM se localiza predominantemente en el nucleo celular, siendo reclutado
principalmente por el complejo MRN cuando ocurre la ruptura de la doble cadena de
DNA o se presentan cambios en la estructura de la cromatina, aunque también se ha
reportado su activacion por la auto-fosforilacion del residuo serina 1,981. Como
resultado, ATM regula el progreso del ciclo celular en un punto de control determinado,
al fosforilar: (1) p53 en el punto de control G1-S; (2) SMC1 en intra-S; (3) la cinasa
Chk2 en G2-M. Ofreciendo el tiempo necesario entre la reparacion del DNA vy la
divisién celular (Ambrose & Gatti, 2013).

ATR es una proteina esencial para la viabilidad de células en replicacion, ésta es
activada durante la fase S de cada ciclo replicativo con el propdsito de regular el inicio
de la replicacién del DNA, ejecutar sistemas de reparacion del mismo y prevenir el
inicio prematuro de la mitosis. Su activacion se produce en respuesta a una gran
variedad de lesiones al DNA, entre las que se incluyen: aductos, entrecruzamientos,
rupturas de la doble cadena, estrés replicativo y principalmente huecos de una sola
hebra (ssDNA). El reclutamiento de ATR en presencia de ssDNA ocurre gracias a la
proteina ATRIP, la cual reconoce indirectamente ssDNA al interactuar con la proteina
de replicacion A (RPA), lo anterior da lugar a la activacion de ATR y una gran variedad
de vias de sefalizacion se coordinan para reparar el DNA; ademas, el ciclo celular es
detenido en los puntos de control intra-S o0 G2-M al fosforilar Chk1 (Cimprich, & Cortez,
2008).

4.3.1.5 Cinasas Chkly Chk2

Chkl y Chk2 son cinasas serinal/treonina sin ninguna relacion estructural, aunque
ambas son activadas en respuesta a una gran variedad de lesiones genotdxicas y su
funcién principal es retransmitir sefiales de las cinasas ATM y ATR. Chk2 es una
proteina estable durante todo el proceso del ciclo celular y aparenta no estar activa en
ausencia de dafio al DNA; no obstante, al ocurrir la ruptura de la doble cadena de
DNA, esta proteina es activada rio abajo de la cascada de sefializacion
desencadenada por ATM. En contraste, Chkl es una proteina labil restringida a las
fases S y G2, la cual es activada rio abajo de la cascada de sefializacién producida
por ATR en respuesta a ssDNA, aunque su actividad se ha reportado en ciclos
celulares sin perturbacion, probablemente regulando la integridad del DNA durante la
replicacion. En cualquiera de estos dos casos, Chkl y Chk2 convergen en la via de
las fosfatasas Cdc25, un tipo de proteinas que regulan la transicién del ciclo celular al
activar Cdks. La fosforilacion de Cdc25 por Chkl o Chk2, inhibe su actividad y
previene la activacion de Cdks (Bartek & Lukas, 2003; Reinhardt & Yaffe, 2009).

4.3.1.6 Complejo promotor de la anafase o ciclosoma

El complejo promotor de la anafase o ciclosoma (APC/C) es un complejo E3 ubiquitina
ligasa encargado esencialmente de ensamblar cadenas poliubiquitina sobre ciclinas,
marcandolas de esta manera para su destruccion por el proteosoma 26S. APC/C se
compone de al menos 12 subunidades basicas y dos cofactores adicionales (Cdc20 y
Cdh1) que interactuan con APC/C y regulan su actividad. A traves de este complejo y
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la intervencién de sistemas de control y reguladores del mismo, APC/C modula y
regula la actividad de ciclinas y otros componentes esenciales para el progreso del
ciclo celular, al marcarlos y destruirlos en etapas en las que ya no son necesarios o
interfieren con procesos clave (Manchado et al., 2010). Otros componentes ubiquitina
ligasa con funciones similares a APC/C, incluyen al complejo SCF y proteinas culina
(Vodermaier, 2004).

4.3.1.7 Cinasas Polo-like

Las cinasas Polo-like (Plks) se caracterizan por tener un amino terminal cinasa y dos
carboxilos terminales con dominios Polo-box (PB1 y PB2) que emplean para unirse a
Sus respectivos sustratos, aunque también poseen un dominio D-box, el cual ayuda a
regular su marcaje y destruccion a través de APC/C. La familia de Plks incluye PIk1,
Plk2 y Plk3; en donde PIkl participan especialmente en el inicio de la mitosis,
contribuyendo en la activacién del complejo ciclina-B/Cdk1; asimismo, estas proteinas
ayudan en la maduracion de los centrosomas, la formacion del huso mitético y la
citocinesis (Lowery et al., 2005; Archambault & Glover, 2009).

4.3.1.8 Cinasas Aurora

Aurora es el nombre que se le ha dado a una familia de proteinas cinasas
serina/treonina que regulan diferentes procesos de la division celular (estructura y
funcién de los centrosomas, montaje del uso, alineacion de los cromosomas y la
citocinesis). Su activacion depende de la interaccién con cofactores (BORA, TPX2,
INCENP, etc.) y la fosforilacion de una secuencia hidrofobica presente en el carboxilo
terminal. En células de mamiferos se han identificado al menos tres tipos de Auroras
(A, By C). Durante la mitosis, esta familia de proteinas regula la estructura y funcién
del citoesqueleto y los cromosomas, asi como la interaccion de estos dos con el
cinetocoro; ademas, son requeridas durante la citocinesis y también regulan la
sefalizacion del punto de control de montaje del huso mitético (Carmena & Earnshaw,
2003).

4.3.2 Fases del ciclo celular eucarionte

La secuencia de eventos que ocurren cuando una célula es estimulada para crecer y
dividirse, usualmente se organiza en cuatro fases: GO/G1, S, G2 y M. El periodo de
sintesis del DNA (fase S) y la mitosis (fase M), se encuentran separadas por intervalos
o brechas en los que se monitorea el ambiente celular externo e interno y se favorece
el crecimiento celular, estos periodos son llamados G1 y G2. En cultivo, el tiempo
tipico para que todas las fases se completen es de aproximadamente 24 horas. En
conjunto las fases G1, S y G2 son llamadas interfase, la cual ocupa 23 horas del
tiempo total mientras que la fase M s6lo emplea una hora para completar los estadios
en los que se encuentra subdividida (profase, prometafase, metafase, anafase,
telofase y citocinesis) (Figura 6) (Lodish et al., 2013).
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4.3.2.1 Fase G0/G1

La primera fase es conocida como un estado especializado de reposo nombrado GO,
en este periodo la célula entra en un estado quiescente en el que puede permanecer
por dias, semanas e incluso afios. Generalmente esta etapa es inducida por las
condiciones desfavorables del ambiente o sefales extracelulares propias del
organismo, el cambio favorable de estas condiciones y el estimulo inducido por
mitdbgenos, provocaran que la célula entre en la fase conocida como G1; en la cual, la
célula retrasa o niega el progreso del ciclo celular con el fin de tener el tiempo
suficiente para sintetizar todas las proteinas necesarias, alcanzar el tamafo adecuado
y monitorear las condiciones internas y externas del ambiente, asegurandose de que
sean ideales antes de continuar. Esto hace a esta etapa variable en el tiempo y
dependiente de los diversos pardmetros ambientales; ademas, si las condiciones no
son idéneas, la célula regresara a la fase GO, por lo que actualmente resulta dificil
diferenciar las fases GO y G1, asi que ambas etapas suelen nombrarse GO/G1 (Alberts
et al., 2015).

La interaccion de mitdgenos con la superficie celular desencadena multiples cascadas
de sefializacion que favorecen el inicio del ciclo celular. Entre las mas importantes se
encuentra Ras, la cual beneficia la activacion de la via de sefializacion de proteinas
cinasas mitégeno-activado (MAPK), permitiendo un incremento en la produccion de
proteinas reguladoras de la transcripcion, entre las que se incluye Myc. Esta ultima
favorece el incremento en la expresion de genes que codifican ciclinas D y como
consecuencia, la actividad de Cdks-G1 (Cdk4 y Cdk6) (Adhikary & Eilers, 2005).

El complejo ciclina-D/Cdk4/Cdk6 activado es capaz de forforilar Rb (entre otras
proteinas), lo anterior termina con la represion del gen E2F, induciéndose la
transcripcion del mismo, ademas de los correspondientes a la ciclina E, ciclina A,
Cdc25A, entre otros (Van Den Heuvel & Dyson, 2008). La actividad de Cdc25A permite
la activacion del complejo ciclina-E/CDK2; este ultimo promueve el progreso de la fase
G1 a S al: (1) continuar fosforilando Rb; (2) incrementar la actividad de la histona
acetiltransferasa; (3) regular la transcripcién de histonas necesarias en la fase S; (4)
iniciar el proceso de duplicacion de los centrosomas a través de la fosforilacion de
NPM1 en la fase tardia de G1 (Hwang & Clurman, 2005). De manera adicional, durante
la transicion de la fase G1 a S se ha observado que el complejo ciclina-E/Cdk2
coopera con Cdc6 permitiendo la formacién de los complejos pre-replicativos (preRC),
los cuales seran activados por el complejo ciclina-A/Cdk1/Cdk2 y otras proteinas
durante la fase S (Coverley et al., 2002).

4.3.2.2 Fase de sintesis S

Una vez se alcanza el final de la fase G1, existe un punto de restriccion (R) en el que
el progreso del ciclo celular ya no depende del estimulo inducido por mitdgenos, si no
del sistema de control del mismo. Al superar este punto la célula comienza con la fase
de sintesis (S), etapa en la que debera duplicar sus cromosomas una sola vez y con
extrema precision (Alberts et al., 2015). Conforme el ciclo progresa hacia la fase S la
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forma monomérica de la ciclina E es degradada por la proteina Cul-3, mientras que el
complejo ciclina-E/CDK2 es destruido por el complejo ubiquitin ligasa SCFF“” (Minella
& Clurman, 2005). Esto permite al complejo ciclina-A/Cdk1/Cdk2 controlar los eventos
de la fase S, donde su activacion favorecera el inicio de la replicacion del DNA una
vez cada ciclo (Coverley et al., 2002; Katsuno et al., 2009).

Para que el Ultimo evento acontezca de manera ordenada y exitosa, la duplicacion de
los cromosomas ha sido dividida en dos pasos que ocurren en diferentes tiempos del
ciclo celular. El primero de estos pasos es llamado concesion de licencias de
replicacion, y toma lugar durante la etapa temprana de G1 cuando los complejos de
DNA helicasas (MCM) son cargados en el origen de replicacion para formar los preRC.
Este paso es llevado a cabo por el complejo de reconocimiento del origen (ORC) y el
complejo ciclina-E/Cdk2, ademas de las proteinas Cdc6 y Cdtl (Arias & Walter, 2007).
El segundo paso ocurre al inicio de la fase S, cuando el complejo MCM es activado
por los complejos Cdc7-Dbf4 y ciclina-A/Cdk1/Cdk2, iniciando de esta manera el
desempaquetamiento y replicacién del DNA. Durante este proceso el complejo ciclina-
A/Cdk1/Cdk2 media la translocacion y degradaciéon de Cdc6, evitando que los
origenes de replicacion sean cargados nuevamente con preRC durante las fases Sy
G2 (Petersen et al., 1999; Masai et al., 2010).

4.3.2.3 Fase G2

Al final de la fase S cada cromosoma replicado consiste de un par de cromatidas
hermanas unidas a lo largo de su longitud. La cohesiébn mantenida entre las
crométidas hermanas depende del complejo proteico llamado cohesin, el cual consiste
de cuatro subunidades (Smc1, Smc3, Sccly Scc3) que son depositadas a lo largo de
cada cromatida hermana conforme el DNA es replicado en la fase S. Al concluir con
esta etapa, la célula entra en la segunda etapa de brecha o crecimiento conocida
como G2, durante este periodo se llevara a cabo la sintesis de energia y biomasa
necesaria para concretar la mitosis, y la mayoria de los organulos celulares seran
reconstruidos o modificados (citoesqueleto, aparato de Golgi, etc.) (Lodish et al.,
2013).

En la coordinacién de estos eventos y los que tomaran lugar durante la mitosis,
participan los complejos ciclina-A/Cdk2 y ciclina-B/Cdk1 (Mitra & Enders, 2004). En
muchas estirpes celulares las sintesis de ciclina B incrementa durante las etapas G2
y M, lo que lleva a la acumulacién del complejo ciclina-B/Cdk1 conforme la célula se
aproxima a la mitosis; sin embargo, durante la fase G2 este complejo es mantenido
en el citoplasma por la accidon de la proteina de exporte CRM1 (Alberts et al., 2015).
Lo anterior permite al complejo ciclina-B/Cdkl mantenerse en citoplasma durante la
fase G2 e interactuar con la proteina de entrecruzamiento Filamin-A (FLNa),
provocando un decaimiento en la actividad de esta proteina para entrecruzar actina al
fosforilarla en el residuo serina 1,436, fendbmeno que provocara cambios en el
citoesqueleto de actina y el aparato de Golgi (Cukier et al., 2007). Por otra parte, una
fraccion del complejo se localiza en la matriz mitocondrial, en donde fosforilara al
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complejo I (Cl) de la maquinaria productora de ATP de la cadena respiratoria. Esto
resulta en un incremento en el consumo de oxigeno y la generacion de ATP, que sera
necesario para cubrir la demanda bioenergética requerida durante la mitosis (Wang et
al., 2014).

4.3.2.4 Mitosis M

En la etapa tardia de la fase G2 el complejo ciclina-B/Cdk1 es fosforilado en: (1) el
residuo treonina 161 de la subunidad Cdk1 por la accion de la CAK compuesta por la
Cdk7, ciclina Hy la proteina RING-finger MAT1; (2) la region CRM (sefial de retencion
citoplasmatica) de la subunidad ciclina B por la Cdkl (S126 y S128) y Plk1 (S147),
accion que bloquea el sitio de unién a CRM1, permitiendo el exporte del complejo
dentro del nacleo a través de la proteina de transporte nuclear Impotin . Una vez en
el ndcleo, el complejo es inactivado por la proteina Weel y Mtyl al fosforilar la
subunidad Cdk1 en los residuos tirosina 15 y treonina 14 respectivamente (Porter &
Donoghue, 2003).

Al final de la fase G2 el complejo ciclina-B/Cdk1 inactivo es acumulado en el nucleo
celular, lugar en el que seréa activado por la accién de las fosfatasas Cdc25B y Cdc25C
para dar comienzo a la mitosis (Boutros et al., 2007). Etapa del ciclo celular en la que
ocurriran tres eventos importantes: (1) la ruptura de la membrana nuclear y el montaje
el uso mitético; (2) la separacion de los cromosomas; (3) la citocinesis. Debido al
comportamiento de los cromosomas durante el tiempo en que ocurren estos eventos,
tradicionalmente la fase M del ciclo celular ha sido subdividida en seis etapas:

1. Profase: en este periodo los cromosomas replicados comienzan a condensarse
para formar las cromatidas hermas, los centrosomas del uso mitotico son
separados y la membrana nuclear comienza a romperse.

2. Prometafase: ésta comienza con la abrupta ruptura de la membrana nuclear, el
huso mitético termina de ensamblarse y los microtibulos de éste comienzan a
anclarse a los cinetocoros de los cromosomas.

3. Metafase: las cromatidas son alineadas en el ecuador del uso mitético (placa
de la metafase) y los microtdbulos ejercen una ligera tension entre éstas.

4. Anafase: hasta que todas las cromatidas han sido apropiadamente alineadas,
el complejo APC/C ejecuta la sefial que dard comienzo con la escision de las
moléculas que las mantienen unidas; al mismo tiempo, éstas son separadas
lentamente al polo opuesto de cada uso mitético debido a la tensidén que ejercen
los microtubulos del mismo.

5. Telofase: cada conjunto de cromosomas independientes es condensado y una
nueva membrana nuclear es formada alrededor de cada uno de éstos; ademas,
un anillo de actina y miosina comienza a ser ensamblado en la zona media de
los microtubulos interpolares del uso.

6. Citocinesis: durante esta etapa el citoplasma es dividido en dos por la actividad
del anillo contractil de filamentos actina y miosina, el cual formara un surco de
escision entre las dos células y generara la fuerza necesaria para separarlas.
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4.3.2.4.1 Ruptura de la membrana nuclear y montaje el uso mitético

Durante la interface los cromosomas duplicados se encuentran rodeados por la
membrana nuclear, mientras que los centrosomas que formaran el uso mitético estan
localizados en el citoplasma. Con el fin de que ambas unidades interactien e inicie la
segregacion de los cromosomas, la membrana nuclear debe ser desmantelada
durante la mitosis. La envoltura nuclear es una doble membrana con extension al
reticulo endoplasmatico, la capa interna de ésta se encuentra asociada con la lamina
nuclear, una malla de filamentos compuesta por las proteinas nucleares de la lamina
A, By C (Lodish et al., 2013).

Al inicio de la mitosis el complejo ciclina-B/Cdkl activo en nudcleo debilitara las
asociaciones entre la cromatina y la membrana nuclear, fosforilando principalmente
residuos serina de los tres componentes que conforman la lamina nuclear, y de
manera secundaria a componentes del complejo del poro nuclear (NPC), proteinas de
la membrana nuclear interna (INM) y cromatina. Esto afecta severamente las
interacciones que sostienen la arquitectura de la membrana nuclear y facilita la
desintegracion de la misma (Burke & Ellenberg, 2002). Otro blanco importante del
complejo ciclina-B/Cdk1 activo durante la profase es el complejo de proteinas llamado
condensin, este Ultimo se compone de cinco subunidades proteicas, dos de ellas con
actividad ATPasa (SMC4 y SMC2) que al fosforilarse hidrolizan ATP e interactdan con
otras proteinas del complejo para iniciar la condensacién de los cromosomas (Hirano,
2002).

Por otra parte, el uso mitético es un arreglo bipolar de microtibulos que se asocia con
los cromosomas durante la prometafase. Sus funciones dependen de un gran nimero
de proteinas motoras que forman dos grandes familias: proteinas kinesin-related, las
cuales se encuentran al final de la parte positiva de los microttbulos; y dineinas, que
se asocian a la parte negativa de los microtubulos (Alberts et al., 2015). Los eventos
necesarios para el montaje del uso toman lugar durante la etapa tardia de la fase G1,
periodo en el que como anteriormente se menciond, el complejo ciclina-E/CDK2
promueve la duplicacion de los centrosomas, evento que continuara durante las fases
Sy G2. Aliniciar la mitosis, los complejos ciclina-A/Cdk2 y ciclina-B/Cdk1 se coordinan
para fosforilar proteinas kinesin-related, estimulando la separacion de los
centrosomas en el citoplasma; asimismo, se ha observado que la cinasa Aurora A 'y
ciertas Plks colaboran en la fosforilacién de proteinas del centrosoma, ayudando en
su separacion y maduracion durante la mitosis (De Boer et al., 2008; Wang et al.,
2011; Lodish et al., 2013).

Durante la prometafase lo efectos del complejo ciclina-B/Cdkl activo en nucleo
culminan con la disociacion de la membrana nuclear, lo anterior permitird a los
microtubulos que emergen de los centrosomas interactuar con los cromosomas. Una
gran variedad de proteinas actia durante este proceso (MAPS, Aurora B, etc.) e
incluso los cromosomas crean un microambiente que favorece la nucleacion de los
microtubulos y su asociacion con los cinetocoros (Alberts et al., 2015).
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4.3.2.4.2 Separacion de los cromosomas

Multiples mecanismos generan la fuerza que movera a los cromosomas una vez son
anclados al uso mitético; sin embargo, a lo largo de la mitosis tres de éstos sobresalen:

1. El primero de ellos esta asociado con la cromatina que se encuentra a lo largo
del microtubulo del cinetocoro y con direccion al polo del huso. En gran parte,
la fuerza que ayuda en la alineacion y separaciéon de los cromosomas proviene
de proteinas del cinetocoro (complejo Ndc80) que se encuentran en la parte
positiva del microtubulo, éstas se despolimerizan y generan una fuerza con
direccion al polo del cinetocoro.

2. La segunda fuerza es producida por un mecanismo llamado flujo de los
microtubulos, donde los microtbulos generan una fuerza de tensién en direccién
a su respectivo centrosoma al ser empujados y al mismo tiempo desmantelados
en la parte negativa. La fuerza necesaria para el empuje es generada, en parte,
por proteinas motoras de la parte negativa del polo en despolimerizacion
(dineinas). Durante la metafase la adicioén de tubulina en la parte positiva del
microtubulo compensa la pérdida en la parte negativa del mismo a
consecuencia del flujo de los microtubulos.

3. Latercera fuerza es llamada viento polar o fuerza de eyeccion polar, proteinas
kinesin-related ubicadas en los brazos de los cromosomas y con direccion a la
parte positiva de los microtubulos, interactian con los mismos transportando a
los cromosomas lejos de los polos del uso mitético.

En conjunto, estas tres fuerzas y la accibn de mudultiples complejos proteicos
comprenden el mecanismo que alineara a las cromatidas hermanas a lo largo de la
placa metafasica durante la prometafase y metafase (Alberts et al., 2015).

La transicién de la metafase a la anafase se encuentra gobernada por el punto de
control de montaje del huso, el cual emplea a las proteinas Mad2, BubR1, Bub3 y
MPS1 para detectar cinetocoros libres durante la metafase y mantener inactivo al
complejo APC/C antes de la anafase. Una vez asegurada la correcta alineacion de los
cromosomas y el adecuado anclaje de los microtubulos a los cinetocoros, el punto de
control de montaje del huso es completado y la separaciébn de los cromosomas
comienza con un proceso aparentemente accionado por el incremento en el Ca*?
intracelular, el cual iniciara una secuencia de eventos que activaran al complejo
APC/C. Este ultimo se encargara de marcar y destruir al inhibidor de la proteina
separase (securin), permitiéndole a esta proteina cortar las subunidades del complejo
cohesin, liberando de esta manera a las cromatidas hermanas e iniciando la
segregacion de los cromosomas en un proceso en el que también intervienen las
fuerzas de separacién antes mencionadas (Pines, 2011).

4.3.2.4.3 Citocinesis

La separacion de los cromosomas representa el final de la anafase y la transicion a la
telofase, en esta etapa el uso mitético es desmantelado y una nueva membrana
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nuclear se forma alrededor de cada conjunto de cromosomas. Lo anterior es posible
gracias a la activacion de fosfatasas y del complejo APC/C al inicio de la anafase; el
cual, ademés de promover la accion de la proteina separase, también interactlia con
CDH1, un cofactor que media la degradacion de una gran variedad de proteinas
mitdticas (ciclinas Ay B, PIks, cinasas Aurora A y B, entre otras) y de replicacion del
DNA (Cdc6 y Skp2), evitando sus funciones al concluir la anafase y durante la fase
GO0/G1 de un nuevo ciclo celular (Malumbres & Barbacid, 2009). En la etapa tardia de
la telofase el citoplasma y los organulos son distribuidos entre las dos futuras células;
ademas, en la zona media del uso mitético diversas proteinas comienzan a ensamblar
un anillo contractil compuesto de actina y miosina. Durante la citocinesis, la GTPasa
RhoA controla la contraccion gradual de este anillo y la fusibn de vesiculas
intracelulares con la membrana plasmatica, ambos acontecimientos escinden a la
célula en dos y representan el fin de un ciclo de replicacion celular (Alberts et al.,
2015).
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Figura 6: Esquema del ciclo celular eucarionte, en la figura se representan las cuatro fases del ciclo
celular (GO/G1, S, G2 y M) asi como el tiempo aproximado que toma completar cada una de éstas; de
la misma manera, se aprecia el punto de restriccién (R) con un banderin rojo; los puntos de control G1-
S (1.), intra-S (Il.), G2/M (l11.) y el de montaje del huso (IV.SAC) con banderines amarillos, ademas de
las etapas en las que es importante censar el dafio al DNA (banderines naranjas). En la parte superior
se encuentran las seis etapas en las que se ha subdividido la fase M del ciclo celular: (A) profase, (B)
prometafase, (C) metafase, (D) anafase, (E) telofase y (F) citocinesis (Tomado y modificado de Alberts
et al., 2015; Pawlina, 2016).
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4.4 Subversion del ciclo celular durante infecciones virales

Debido a su naturaleza parasitaria y la falta de maquinaria para la replicacion del
genoma, es comun que los virus subviertan alguno de los estadios del ciclo celular.
Esto resulta en la proliferacion e inmortalizacion de células quiescentes o en el arresto
de alguna etapa del ciclo, fendmenos que facilitardn condiciones especiales en favor
de la replicacion viral, evasion de la respuesta inmune y en algunas ocasiones la
persistencia viral (De Beeck & Caillet-Frauquet, 1997). Para cumplir con estos
objetivos los virus afectan la expresion y accion de una gran variedad de reguladores
del ciclo celular (Cdks y ciclinas), crean sefiales de dafio al DNA o intervienen en el
proceso de segregacion de los cromosomas, tarea que regularmente cumplen gracias
a proteinas virales con capacidad para mimetizar e interferir con la compleja red de
sefalizacion del ciclo celular; aunque, en ciertos virus de DNA se ha demostrado que
la presencia del genoma es suficiente para generar una respuesta de dafio al DNA
celular (Chaurushiya & Weitzman, 2009).

De acuerdo con el genoma y la estrategia de replicacion, existen tres categorias de
entes virales con capacidad para interferir con el ciclo celular. La primera es
conformada por virus de DNA, que en relacion al tamafio del genoma interfieren con
el ciclo celular a través de dos estrategias basicas. Una de ellas consiste en inducir
un estado quiescente en una etapa especifica del ciclo celular, y usualmente se
encuentra asociada a entes virales con un gran genoma de DNA y el potencial
considerable para codificar diferentes proteinas. Un ejemplo habitual de esta
estrategia se presenta en herpesvirus, donde la proteina viral ICP27 ha mostrado
reducir los niveles de mRNA de la ciclina D1, negando de esta manera el progreso del
ciclo celular en la fase GO/G1 (Song et al., 2001). La otra estrategia de control del ciclo
celular es tipica de virus con un genoma de DNA pequefio y capaces de codificar
proteinas que interfieren directamente con los componentes de regulacion del ciclo
celular. Los ejemplos mas comunes incluyen a las oncoproteinas virales E7 y E1A de
HPV y adenovirus respectivamente, ya que ambas han mostrado interferir con pRb
acelerando la transicion a la fase S del ciclo y promoviendo la proliferacion celular
(Felsani et al., 2006).

La segunda categoria de entes virales que ha mostrado interferir con el ciclo celular
incluye a los retrovirus, donde el representante mas destacado es VIH. La proteina
viral Vpr que posee este virus es una de las mas estudiadas y versatiles para interferir
con los mecanismos de regulacion del punto de control G2-M, lo que resulta en un
arresto en este periodo, limita la expansion clonal de linfocitos-T e incrementa el
namero de provirus integrados (Davy & Doorbar, 2007). La tercera y ultima categoria
se compone por virus de RNA de cadena positiva y negativa. En el caso de virus de
RNA de cadena positiva, la proteina N del virus de la gastroenteritis transmisible
(TGEV) ha manifestado interactuar con p53, produciendo un arresto en las fases Sy
G2/M, ademas de la subsecuente muerte celular (Ding et al., 2014). En contraste, virus
de RNA de cadena negativa como MeV, son capaces inmunosuprimir linfocitos-T al
interferir con pRb, y posiblemente con los complejos ciclina-D/Cdk4/Cdk6 y ciclina-
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E/Cdk2, negando el progreso del ciclo celular en la fase GO/G1 (Naniche et al., 1999;
Engelking et al., 1999).

5. Antecedentes

Las infecciones por HRSV generalmente se limitan a AECs; a pesar de esto, el virus
ha mostrado infectar y alterar las funciones de otras estirpes celulares, como células
dendriticas y macréfagos alveolares (Collins, 2008). Debido a su amplia distribucion
en organos y tejido conectivo, los macrofagos constituyen una de las primeras lineas
de defensa en la respuesta inmune contra patégenos, ya que fagocitan y destruyen
agentes microbianos, asi como células muertas o apoptéticas; ademas, producen
citosinas inflamatorias que reclutan a otras células del sistema inmune y tienen la
funcién de activar linfocitos T a través del complejo mayor de histocompatibilidad Il
(MHC-II) (Abbas et al., 2015).

Infectar y alterar las funciones de células diferenciadas como las del sistema inmune,
es un paso clave en el establecimiento de una infeccion viral persistente (Oldstone,
2006; Flint et al., 2015), y a pesar que de la infeccidén cronica con HRSV no se ha
demostrado, algunos estudios revelan la presencia del genoma viral en aspirados
nasofaringeos de pacientes con EPOC (Sikkel et al., 2008) y en lavados bronco
alveolares de nifilos con sintomas agudos y severos de LRTI (Midulla et al., 1993).
Asimismo, experimentos in vitro demuestran que aislados de macréfagos alveolares
humanos son capaces de soportar la replicacion prolongada del virus sin efectos
aparentes en la viabilidad celular, sugiriendo que éste tipo de células puedan ser un
reservorio importante para el establecimiento de una infeccién persistente con HRSV
(Panuska et al., 1990).

En el laboratorio de virologia de la facultad de medicina de la UNAM se ha establecido
y caracterizado un modelo in vitro de macréfagos murinos P388D1 infectados
persistentemente con HRSV. Como anteriormente se menciond, este modelo se
caracteriza por presentar un alto porcentaje de células positivas para antigenos de
HRSV, un descenso en la produccién de progenie viral infecciosa y la ausencia de la
citopatologia celular caracteristica del virus (Sarmiento et al., 2002). Algunos estudios
llevados a cabo sobre éste cultivo han revelado que la infeccion persistente con HRSV
modifica la fagocitosis mediada por receptores Fcy, ademas de afectar la actividad
biolégica del factor de necrosis tumoral alfa (TNF- a), y el perfil de expresion de
interleucinas y proteinas anti-apoptéticas (Guerrero-Plata et al., 2001; Nakamura-
Lépez et al., 2011; Gaona et al., 2014).

La subversién del ciclo celular durante infeccidnes virales es un fenémeno que se ha
relacionado con estrategias de replicacion Unicas que conducen al establecimiento de
una infeccién viral persistente (Davy & Doorbar, 2007; Strauss & Strauss 2008).
Estudios in vitro revelan que durante la infeccion aguda con HRSV, cultivos primaros
de células del epitelio bronquial humano (HBEpC) y lineas de células epiteliales
(A549) se encuentran arrestadas en la fase GO/G1 del ciclo celular. En el transcurso
de la experimentacion, éste fendmeno se relacioné con la expresion de TGF- B, la

36




translocacion de la ciclina D del nucle6 al citoplasma y una disminucion en la
abundancia de la Cdk4 y Cdkl (Gibbs et al.,, 2009; Wu et al., 2011). Ademas, la
transfeccion de la proteina viral M de HRSV ha mostrado inducir un arresto en la fase
GO/G1 de células A549, y en las fases GO/G1 y G2/M de HBEpC, a través de un
proceso que depende de la activacion de p53 y p21 (Bian et al., 2012).

6. Justificacion

Con el fin de establecer una infeccion persistente los virus modifican el progreso del
ciclo celular y evaden la respuesta inmune del hospedero (Wang et al., 2003; Davy &
Doorbar, 2007; Rice & Kimata, 2015). HRSV es un virus capaz subvertir el ciclo celular
durante una infeccion aguda; sin embargo, muy pocos estudios se han enfocado al
analisis del ciclo celular durante el fendmeno de persistencia viral, por lo que se
desconoce el talento y los efectos que pueda producir la subversion del mismo durante
este tipo de infecciones virales. Asimismo, estudiar los cambios que produce la
persistencia viral de HRSV en procesos celulares como el ciclo celular, aportaria
informacion relevante que ayudaria a evidenciar y comprender los mecanismos
celulares e inmunolégicos por los cuales HRSV podria establecer una infeccion
persistente, proporcionando informacion que a largo plazo ayude en el desarrollo de
estrategias para su tratamiento y prevencion. Es debido a esto que el presente trabajo
se encuentra enfocado en evaluar el progreso del ciclo celular de macréfagos murinos
P388D1 infectados persistentemente con HRSV.

7. Hipotesis

La persistencia del virus sincitial respiratorio humano modifica el ciclo celular de
macréfagos murinos P388D1.

8. Objetivos
8.1 General

» Evaluar el progreso del ciclo celular de macrofagos P388D1 infectados
persistentemente con HRSV.

8.2 Particulares

» Analizar el progreso del ciclo celular de macréfagos murinos P388D1 infectados
persistentemente con HRSV.

» Evaluar la proliferacion de macrofagos P388D1 infectados persistentemente
con HRSV.

9. Materiales y métodos
9.1 Lineas celulares

En el estudio del ciclo celular se empleo la linea celular murina (Mus musculus)
P388D1 (M¢N) (American Type Culture Collection ATCC: CCL-46) adquirida por Dawe
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& Potter (1957), asi como su variante infectada persistentemente con HRSV (M¢P)
obtenida y caracterizada por Sarmiento et al (2002). Los cultivos celulares de M¢N y
M¢P se propagaron en medio RPMI 1640 (GIBCO/BRL, Grand Island, NY)
suplementado al 1% v/v con antibiéticos (penicilina-estreptomicina 5000u/ml) y suero
fetal bovino (FBS) al 5% v/v, éstos se mantuvieron a 37°C, 80% de humedad y 5% de
COz2 en una incubadora Thermo Electron Corporation modelo 3110.

9.2 Deteccidn del antigeno viral HRSV

Veinticuatro horas posteriores a la siembra, aproximadamente 5x10° células de M¢P
se cosecharon con 1 ml de PBS y se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 minutos;
después, el sobrenadante fue descartado y al pellet celular se le adicionaron 100 pl
de una solucion de paraformaldehido al 4%, para después ser incubado en hielo
durante 15 minutos con una agitacion cada 5 minutos. Al concluir el periodo de
incubacion las muestras se centrifugaron (3000 rpm/ 3 minutos) y lavaron con 200 pl
de PBS; en seguida, cada muestra se incubo 15 minutos a 37 °C con 100 ul de una
solucién de saponina al 0.3%; posterior a este paso, nuevamente las muestras se
centrifugaron y lavaron con 200 ul PBS para luego ser resuspendidas en 100 pl de
una solucién de bloqueo (suero de neonato al 5 % en PBS), e incubarse en hielo
durante 30 minutos con una agitacibn cada 7 minutos. Al concluir este proceso
nuevamente cada muestra se centrifugo para después ser incubada durante 30
minutos a 4°C y protegida de la luz, en 50 pl de una solucién de anticuerpo policlonal:
a-RSV conjugado con FITC (IMAGE™ Respiratory Syncytial Virus, OXOID) diluido en
solucién de suero de neonato al 3% (13:100). Finalmente se efectuaron dos lavados
via centrifugacion con 200 ul de PBS y cada muestra se analiz6 por citometria de flujo
FACScan (Becton Dickinson) y el software CellQuest. Los resultados
correspondientes se procesaron con el software FlowJo vX.0.7 y se representaron
graficamente como porcentaje de células que expresan antigeno viral.

9.3 Andlisis del ciclo celular

Para determinar la distribucion de células en las diferentes fases del ciclo celular de
MoN y MoP, a estos dos cultivos se les permitié alcanzar una confluencia relativa del
80%-90%, esto con el fin de detener la proliferacién celular y obtener el mayor niimero
de células en la fase GO/G1 del ciclo celular (Nelson & Daniel, 2002). Posteriormente,
los cultivos se cosecharon e independientemente se sembraron 5x10° células/pozo
de M¢N y M¢P en sus respectivas placas de seis pozos, a éstas se les afiadié 1 ml
RPMI al 5% de FBS y fueron incubadas a 37°C, 80% de humedad y 5% de CO:. Al
momento de la siembra (TO) y transcurridas 24, 48 y 72 horas posteriores a ésta, se
realizé una cosecha con 2 ml de PBS; después, cada muestra se centrifugo a 1200
rom y 4°C durante 5 minutos. Al concluir con este paso, se adicionaron 500 pl de
etanol al 70% (-20°C) y las muestras se incubaron durante 1 hora a -20°C. En seguida,
a cada muestra se le adicionaron 2 ml de PBS y nuevamente se centrifugaron con las
mismas condiciones para después ser incubadas durante 30 minutos a 4°C y
protegidas de la luz, con 100 pl de 7-aminoactinomycin D (7-AAD) (1ug/ul). Después
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de concluir con el periodo de incubacion, a cada muestra se le agregaron 500 pl de
PBS e inmediatamente fueron analizadas por citometria de flujp FACScan (Becton
Dickinson) y el software CellQuest. M&s tarde, la distribucién del porcentaje de células
en las diferentes fases del ciclo celular se determiné con el software FlowJo vX.0.7 y
los resultados correspondientes se representaron con histogramas.

9.4 Evaluacion de la proliferacion celular

De manera independiente 2x108 células de M¢N y M¢$P se suspendieron en 1.9 ml de
medio RPMI sin FBS, después se les adicionaron 10 pl diacetato de
carboxifluoresceina succinimidil éster (CFDA-SE) (stock 5mM) diluidos en 90 ul de
PBS y se incubaron a 37°C durante 10 minutos con agitacion cada 2 minutos. Una
vez concluido el periodo de incubacion, a las muestras se les adicion6 2 ml de medio
RPMI al 10 % de FBS y cada una se centrifugo a 1200 rpm y 4°C durante 5 minutos,
el sobrenadante fue descartado y el paso anterior fue repetido nuevamente.
Posteriormente se tomaron alicuotas para independientemente sembrar 5x10°
células/pozo de M¢PN y MoP en sus respectivas placas de seis pozos. Finalmente,
cada muestra se analiz6 por citometria de flujo FACScan (Becton Dickinson) y el
software CellQuest, antes de sembrarse (T0), 24, 48 y 72 horas posteriores a la
siembra. Tiempo después el nimero de células de cada generacion se obtuvé con el
software FlowJo 7.6.3 y la distribucién hipotética de la fluorescencia de CFSE se
representd graficamente con un histograma. Ademas, se calculé el indice de
proliferacion (Pi) y division (Di) de acuerdo con las formulas propuesta por Roederer
(2011).

X1 DGy o0 DG
. 2 . 2
Zi i i 2N
1 21 0 i

Donde:
i: namero de la generacion (0 corresponde a una poblacién sin dividir).

N;: nimero de células de la generacion i.

9.5 Analisis estadistico

A menos que se indique lo contrario los datos se muestran como la media aritmética
+ la desviacién estandar de tres experimentos independientes. Las diferencias
significativas entre los grupos se determinaron con una prueba de t-student elaborada
con el programa GraphPad Prism 5.03. Las diferencias denotadas con *, se
consideraron significativas cuando se obtuvo un valor de P < 0.05 y las indicadas con
** corresponden a un valor de P < 0.01.
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10. Resultados
10.1 Antigeno viral HRSV

Veinticuatro horas posteriores a la siembra de M¢N y M¢P se procedié a comprobar
el porcentaje de células que expresaban el antigeno viral de HRSV mediante
inmunofluorescencia directa por citometria de flujo. En el cultivo de M¢N el 99.27% +
0.38% del total de la poblacion se encontré negativa en la expresion del antigeno viral
HRSV (Figura 7a), mientras que en el cultivo de M¢P 93.93% + 2.46% del total
poblacional expresaba antigenos virales de HRSV (Figura 7b).
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Figura 7: Histograma del andlisis de antigeno viral HRSV aplicado a M¢N y M¢P. En la figura se aprecia
la intensidad de fluorescencia del anticuerpo policlonal a-RSV conjugado con FITC (FL1-H a-RSV)
contra el nimero de eventos registrados en un ensayo representativo. (a) El &rea bajo la curva en color
gris representa el control negativo de autofluorescencia, mientras que el color rojo corresponde a M¢N

y el verde a M¢P (b).
10.2 Ciclo celular

Con el fin de analizar el efecto de la persistencia viral de HRSV en el progreso del
ciclo celular de M¢P, previo al inicio de los experimentos a este cultivo y al no infectado
(M¢N) se les sincronizé en la fase GO/G1 mediante inhibicion por contacto (IC).
Después, las células fueron sembradas a una baja densidad y posteriormente
cosechadas al momento de la siembra (TO0), 24, 48 y 72 horas posteriores a ésta. En
seguida las muestras fueron sometidas a un proceso de tincién con 7-AAD, un
compuesto quimico con una gran afinidad por el DNA. De esta manera el material
tratado con 7-AAD incorpora una cantidad del compuesto que es proporcional a la
cantidad de DNA celular; ademas, el compuesto es fluorescente, por lo que el material

tefido con él puede ser analizado por citometria de flujo y la intensidad de
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fluorescencia captada sera igualmente proporcional a la cantidad de DNA celular.
Aungue en una poblacién celular puede identificarse al menos 3 subpoblaciones con
una cantidad de DNA diferente, aquellas con un contenido diploide (2n), otras con el
doble de contenido (4n) y las de estado intermedio (Nunez, 2001). A partir de este
principio las muestras cosechadas y tefiidas en los tiempos antes mencionados se
analizaron por citometria de flujo. Los histogramas obtenidos mediante este proceso
fueron cuantitativamente analizados usando un software de ajuste de curvas que
permitié diferenciar entre las fases GO/G1 (2n), S y G2/M (4n), ademas de determinar
el porcentaje de células correspondiente a cada fase del ciclo celular (Figura 8).

En el tiempo determinado TO, el analisis de la distribucion de células dentro de las
diferentes fases del ciclo celular de M¢N registré un promedio igual a 60.97% + 9.69%
para la fase GO/G1, 17.63% * 3.93% en la fase Sy 6.95% + 0.99% en la fase G2/M.
En el caso de M¢P durante esta etapa el cultivo manifesté un promedio de 63.97% =+
9.81%, 16.84% * 6.95% y 9.62% + 7.54% para las fases GO/Gl, S y G2/M
respectivamente. Igualmente, durante este periodo estadisticamente no se
encontraron diferencias significativas entre las fases del ciclo celular de ambos
cultivos (Figura 9), sugiriendo que éstos se encontraban sincronizados al momento de
ser sembrados.

Después de 24 horas en cultivo a una baja densidad celular (Figura 10), se observo
un decremento en el promedio del porcentaje de células de la fase GO/G1 de ambos
cultivos (M¢N: 56.77% £ 1.68% & M¢P: 36.40% + 4.60%). En cambio, el promedio del
porcentaje de células de las fases S y G2/M de este mismo tiempo incrementd para
los dos cultivos (MGN: S=21.13% + 3.92%, G2/M=13.68% + 4.81% & M¢P: S=21.61%
+11.56%, G2/M=35.70% + 11.74%). Lo anterior sugiere que el ciclo celular de ambas
lineas celulares volvié a activarse en su totalidad después que éstas fueron liberadas
del fendémeno de inhibicidn por contacto, permitiendo a gran parte de las células que
se encontraban en la fase GO/G1 durante el tiempo determinado TO, incorporarse a
las fases de sintesis y G2/M. A pesar de esto, estadisticamente se identificaron
diferencias significativas entre los grupos en las fases GO/G1 (56.77% + 1.68% vs
36.40% + 4.60%) y G2/M (13.68% * 4.81% vs 35.70% + 11.74%) de este mismo
periodo (Figura 9).

Al transcurrir 48 horas de cultivo el promedio del porcentaje de células presente en la
fase GO/G1 de M¢N (65.53% + 4.53%) y M¢P (45.00% % 12.23%) aumento con
respecto al tiempo anterior (Figura 9), sugiriendo que en ambos cultivos ocurrié una
transicion de la fase G2/M a GO/G1 de un nuevo ciclo. En cuanto a las fases S y G2/M
de esta misma etapa, el cultivo de M¢pN mostré una reduccion en el porcentaje de
células presente en las fases S (17.83% + 6.06%) y G2/M (6.28% * 1.59%). Un
fenédmeno similar fue observado para la dltimas dos fases del ciclo celular del cultivo
de M¢P (S= 19.74% + 9.93%, G2/M= 28.17% + 8.40%), sblo que en este caso se
identificaron diferencias significativas entre los grupos para la fase G2/M (6.28% =+
1.59% vs 28.17% + 8.40%) (Figura 9).
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Figura 8: Histogramas obtenidos del andlisis por citometria de flujo del ciclo celular de MoN y M¢P de
un ensayo representativo. Se aprecia la cantidad relativa de DNA contra el nimero de eventos
capturados, asi como el porcentaje de células en cada fase del ciclo observadas al momento de
sembrar (TO), 24, 48 y 72 horas posteriores a ésta.

42




Finalmente, después de 72 horas el cultivo de M¢N alcanzé una confluencia relativa
del 80% (Figura 10), lo que en parte favorecio que a este tiempo el promedio registrado
para la fase GO/G1 se mantuviera relativamente constante (65.47% *= 4.39%) y
disminuyera en la fase S (12.96% = 3.30%), ya que nuevamente el cultivo comenzaba
a ser influenciado por el fendbmeno de IC; sin embargo, el promedio de células
encontrado en la fase G2/M (9.17% + 2.64%) de este mismo cultivo aumentd en
comparacion con el tiempo anterior, por lo que podria especularse que algunas células
aun se encontraban proliferando (Figura 9).
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Figura 9: Histogramas representando el porcentaje de células de M¢N y M¢P (cuadricula) en las fases
GO/G1 (azul), S (verde) y G2/M (rojo) del ciclo celular, al momento de la siembra (T0), 24, 48y 72 horas
posteriores a ésta. Los datos presentados son la media aritmética + la desviacion estandar de tres
experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas (*, P < 0.05 y **, P <
0.01) entre los grupos.

Por otra parte, en el cultivo de M¢P la confluencia apreciada para este mismo tiempo
fue aproximadamente del 60% (Figura 10) y el promedio de células registrado para la
fase GO/G1 volvié aincrementar (52.20% + 3.70%) y disminuy0 en las fases S (17.17%
+2.93%) y G2/M (22.67% * 3.59%); ademas, nuevamente se identificaron diferencias
significativas entre los grupos en las fases GO/G1 (65.47% + 4.39% vs 52.20% *
3.70%) y G2/M (9.17% + 2.64% vs 22.67% = 3.59%) (Figura 9). Esto sugiere que
células de la fase G2/M del tiempo anterior continuaron con la transicion de la fase
G2/M a GO/G1 de un nuevo ciclo; sin embargo, la confluencia observada en conjunto
con las diferencias significativas identificadas en las fases GO/G1 y G2/M, sugieren
que el cultivo de M¢P procede de manera lenta a través de la fase G2/M en
comparacién con el cultivo no infectado.

43




i ‘ﬁo
o

) 5%

Figura 10: Fotografias a 100X de la confluencia relativa observada 24, 48 y 72 horas posteriores a la
siembra de M¢N y Mo¢P. Después de 24 horas en cultivo ambas lineas celulares exhibieron una
confluencia relativa del 30%. A las 48 y 72 horas el cultivo de M¢N mostro una confluencia del 60% y
80% respectivamente, mientras que el de M¢P fue del 40% para las 48 horas y 60% a las 72 horas.

10.3 Proliferacion

En conjunto con cada experimento de ciclo celular se evalto la proliferacion de los
cultivos de M¢N y M¢P a través de un ensayo basado en la dilucion del colorante
llamado carboxifluoresceina succinimidil éster (CFSE), que es la forma no acilada del
CFDA-SE, un compuesto que después de difundir a través de la membrana celular
pierde dos grupos acilo debido a la interaccion con esterasas celulares. Lo anterior
permite la acumulacion del compuesto dentro de la célula y facilita la formacion de
enlaces covalentes entre el grupo succinimidil éster de la molécula de CFSE y una
gran variedad de proteinas celulares. De esta manera el compuesto permanece
covalentemente unido a la célula por largos periodos de tiempo y cada que ésta se
divide distribuye uniformemente una porcién del colorante a la célula hija. Esta porcion
del colorante reduce con cada ronda de division celular y puede detectarse mediante
citometria de flujo, ya que el CFSE tiene un maximo de excitacion a los 490 nm y un
maximo de emision a los 520 nm si se le excita con un laser azul (Wallace et al., 2008).

Partiendo de este principio un determinado nimero de células de M¢N y MoP fueron
incubadas con CFDA-SE y analizadas por citometria de flujo al momento de ser
sembradas, 24, 48y 72 horas posteriores a ésta. Los datos obtenidos por este proceso
fueron cuantitativamente analizados para determinar el nimero de células que se
originaron de la poblacién precursora (Ge0) y obtener el indice de proliferacion y
divisién de cada linea celular. Los histogramas y el plot de contorno representativos
de M¢N y MoP obtenidos a través de este andlisis se muestran en las figuras 1lay
11b.
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Figura 11: (a) Histogramas de la distribucion hipotética de la fluorescencia de CFSE de M¢N y M¢P a
TO (rojo), 24 (azul), 48 (violeta) y 72 (amarillo) horas posteriores al marcaje. En la figura se aprecia la
intensidad de fluorescencia de CFSE (FL1-H CFSE) contra los eventos capturados, ademas del control
de autofluorescencia (Ne). (b) Plot de contorno de las generaciones obtenidas mediante el andlisis de
dilucién de CFSE. En la figura se presenta la intensidad de fluorescencia de CFSE (FL1-H CFSE) contra
el &rea relativa de la poblacion celular (FSC-H). Cada generacién corresponde con el tiempo de
cosecha de la figura anterior e igualmente se presenta el control de autofluorescencia (Ne).

En ambos cultivos se obtuvieron al menos 3 generaciones procedentes de la Ge0, las
cuales correspondieron con los tiempos de analisis posteriores al marcaje con CFSE;
ademas, la intensidad de fluorescencia relativa para el colorante disminuy6 de manera
progresiva con respecto al tiempo (Figuras 11a y 12a) y el area relativa de las dos
lineas celulares varié con cada generacion, aunque frecuentemente se encontré en
un rango de 50 a 700 a partir de la primera generacion en adelante (Figura 11b). Lo
antes mencionado sugiere que los cultivos comenzaron a proliferar después de su
siembra, ya que el cambio en el area, asi como la pérdida de fluorescencia de CFSE
son indicios de proliferacion celular (Lyons, 2000).
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Figura 12: (a) Intensidad media de fluorescencia relativa para CFSE de la primera (Gel), segunda
(Ge2) y tercera (Ge3) generacion de MoN y M¢P. El valor de la generacion precursora (Ge0) de ambos
cultivos no se muestra, ya que se normalizo a un valor de 100 debido a las diferencias de marcaje con
CFSE entre las dos lineas celulares. (b) Intensidad media de fluorescencia relativa para CFSE de la
primera (Gel), segunda (Ge2) y tercera (Ge3) generacién de M¢N y MoP. El valor de la generacion
precursora (Ge0) de ambos cultivos no se muestra, ya que se normalizo a un valor de 100 debido a las
diferencias de marcaje con CFSE entre las dos lineas celulares.
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La GeO de ambas lineas celulares considerd un promedio de 500,000 células (Figura
12b) y se caracteriz6 por distribuirse en un rango de area relativa de 200 a 400 (Figura
11b). Por otro lado, la intensidad media de fluorescencia de esta generacion varié
ampliamente entre los cultivos, por lo que ésta se normalizé a un valor relativo de 100
(Figura 11ay 12a). La primera generacion (Gel) de M¢N presenté un promedio total
de 1,198,650 £ 158,602 células y una intensidad media de fluorescencia relativa para
CFSE de 4.25 + 2.0. Por otro lado, la Gel de M¢P exhibié un promedio igual a
1,031,720 + 39,333 células, asi como una intensidad media de fluorescencia relativa
de 8.84 + 1.49 (Figuras 12ay 12b).

Para la segunda generacion (Ge2) el cultivo de M¢N alcanzé un promedio de
1,397,490 £ 340,050 células, mientras que el cultivo de M¢P present6 un promedio de
1,187,770 + 216,582 células (Figura 12b). En cuanto a la intensidad media de
fluorescencia relativa de esta generacion, el cultivo de MpN manifesté un promedio de
2.08 £ 0.93 y el de M¢P fue de 6.6 £ 0.67 (Figura 12a). La ultima generacion (Ge3)
de M¢N y M¢P abarco un promedio de 1,578,870 + 234,256 y 1,422,660 = 258,213
células respectivamente. La intensidad media de fluorescencia relativa de esta misma
generacion fue de 0.99 £ 0.27 para MoN y 2.69 + 0.45 en el caso de M¢P (Figuras 12a
y 12b). Estadisticamente no se identificaron diferencias significativas entre los grupos
en el promedio total de células de cada generacién (Figura 12b). De la misma manera,
el calculo del Piy del Di del cultivo de M¢N indicé un promedio de 1.64 + 0.03 y 1.50
+ 0.10 respectivamente. En la linea celular infectada persistentemente con HRSV el
Pi fue igual a 1.55 + 0.14 y el Di tuvo un valor de 1.39 + 0.09 (Figura 12b). El Pi indica
el promedio de células que se han dividido después de responder a un estimulo;
mientras que el valor del Di denota el nimero promedio de divisiones de todas las
células en el cultivo (Roederer, 2011). Esto sugiere que la linea celular de M¢N tiene
un rango de proliferacion relativamente mayor al de M¢P, aunque estadisticamente
éste no es significativo (Figura 12b).

11. Discusién

A través de la evolucion los virus han desarrollado una gran variedad de mecanismos
para infectar de manera efectiva a sus hospederos. Entre éstos destaca el interferir
con los sistemas de regulacion celular, afectar vias de sefializacion y la subversion del
ciclo celular (Bruggeman, 2007). Una gran variedad de virus con genoma de RNA de
sentido negativo han mostrado subvertir el ciclo celular del hospedero, creando en la
mayoria de los casos, condiciones intercelulares que promueven la produccién de la
progenie viral (He et al., 2010) y en otras ocasiones la evasion de la respuesta inmune
y el fendbmeno de persistencia viral (Niewiesk et al., 1999; Planz et al., 2003).

Estudios previos han evidenciado la capacidad de HRSV para interferir con el ciclo
celular del hospedero y crear condiciones que promueven la progenie viral del mismo
(Gibbs et al., 2009; Wu et al., 2011). Ademas, en diferentes estudios elaborados en el
laboratorio de virologia de la Facultad de Medicina de la UNAM, se ha observado que

la linea celular de macréfagos murinos P388D1 infectada persistentemente con HRSV
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prolifera lentamente en comparacion con su variante no infectada. Es asi como estas
observaciones nos llevaron a hipotetizar que la persistencia de HRSV altera el ciclo
celular de macréfagos murinos P388D1.

Para comprobar esta hipétesis se emplearon cultivos de M¢P que expresaban mas
del 90% de células positivas para antigenos de HRSV (Figura 7). Por otra parte, previo
al inicio de los experimentos los cultivos fueron sincronizados mediante inhibicion por
contacto, esto con el fin de hacer a los grupos comparables y evitar una mala
interpretacion de los resultados, ya que se sabe que el fenbmeno de inhibicion por
contacto produce un estado quiescente en la fase GO/G1 de diversas estirpes
celulares. Lo anterior ocurre gracias a que la elevada densidad celular permite la
interaccion y asociacion de moléculas de adhesion celular, principalmente complejos
cadherina-catenina, los cuales influyen en la activacion de la via Hippo, produciendo
la fosforilacion y exclusion del nacleo celular a complejos transcripcionales (TAZ) que
regulan la expresion de genes encargados del crecimiento y proliferacion celular
(TEAD) (Gumbier & Kim, 2014).

Esto permiti6 que al momento de la siembra al menos un 60% de células de M¢N y
M¢P se encontraran en la fase GO/G1 y el resto se distribuyera en las fases Sy G2/M
del ciclo celular (Figura 9), ya que inducir un estado quiescente total en la fase G0/G1
de lineas celulares se vuelve complicado por las alteraciones que éstas presentan
(Rosner et al., 2013). A pesar de esto, al momento de la siembra no se identificaron
diferencias significativas entre los grupos para ninguna de sus fases y el area relativa
gue exhibieron los cultivos fue muy similar (Figuras 9y 11b), por lo que se podria decir
gue en este tiempo los cultivos se encontraban sincronizados.

La cosecha y posterior siembra a baja densidad de estos cultivos terminaria con los
procesos por los que se presenta el fendmeno de inhibicién por contacto, permitiendo
la reactivacion del ciclo celular de ambas lineas celulares. De acuerdo con los
resultados obtenidos, la proliferacion celular de ambos cultivos fue evidente a partir
de las 24 horas en adelante (Figuras 11a, 11b, 12ay 12b); sin embargo, en todos los
tiempos en los que se realizo el andlisis fue posible apreciar un mayor porcentaje de
células en la fase G2/M del cultivo de M¢P, el cual fue estadisticamente significativo y
se encontré acompafiado de un menor porcentaje de células en la fase G0/G1, que
en algunas ocasiones, igualmente fue estadisticamente significativo (Figura 9).

Con base en estas observaciones y la confluencia relativa percibida a lo largo del
experimento (Figura 10), surgio la idea de un posible arresto en la fase G2/M del
cultivo de M¢P, el cual pudiera estar afectando la manera en la que la linea celular
prolifera. Por esta razon cada experimento de ciclo celular fue acompafado de un
ensayo de proliferacion basado en la dilucion de CFSE (Figuras 11a y 11b). Este
permitié obtener el nimero total de células de cada generacion, asi como los indices
de proliferaciéon y division (Figura 12b). En base a los resultados obtenidos en este
ensayo, en todas las generaciones de M¢N el nimero total de células superé6 al del
cultivo infectado persistentemente con HRSV, y los indices de proliferacion y division
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fueron relativamente superiores en la linea celular de M¢N, a pesar de esto no se
identificaron diferencias significativas entre los grupos en el total de células de cada
generacion y en los indices obtenidos (Figura 12b). No obstante, es importante
considerar que tanto la escala logaritmica con la que se capturaron los datos de
proliferacion, asi como el numero de repeticiones que se presentan en este estudio,
son factores que influyen en el andlisis y estado estadistico correspondiente al total
de células obtenidas en cada generacion, y a los indices de proliferacion y division; ya
que después de normalizar los resultados correspondientes a la intensidad media de
fluorescencia relativa para CFSE, fue posible apreciar, en comparacion con la linea
celular no infectada, el doble de la intensidad del colorante en la Gel en adelante del
cultivo de M¢P (Figura 12a), sugiriendo que el rango de proliferacion de esta linea
celular pueda ser menor al obtenido en este trabajo (Figuras 11lay 12b).

A pesar de esto, en conjunto los resultados indica que los altos porcentajes
observados en la fase G2/M del cultivo de M¢P (Figura 9) no son producto de un
arresto en esta etapa del ciclo celular, sino de un estado prolongado capaz de afectar
el rango de proliferacién del cultivo, aunque en este caso, no de manera significativa
(Figura 12b). Un fendmeno similar se ha observado durante infecciones agudas con
el virus de los simios 5 (SV5), un miembro de la familia Paramyxoviridae género
Rubulavirus, el cual retrasa ligeramente la progresion de las fases GO/G1y S, ademas
de causar la acumulacion de células en la fase G2/M del ciclo celular, afectando el
crecimiento y proliferacion de células HelLa T4, aunque no de manera significativa (Lin
& Lamb, 2000).

Una caracteristica importante de muchas infecciones virales es la subversién del ciclo
celular. Frecuentemente este fenédmeno involucra la alteracion e interferencia directa
o indirecta con la compleja red del ciclo celular, afectando la manera en la que
progresan una o mas fases, creando un estado quiescente en un determinado periodo
o favoreciendo la transicidbn a una etapa especifica del ciclo celular (De Beeck &
Caillet-Frauquet, 1997). Alterar la fase G2/M del ciclo celular es una peculiaridad que
presentan virus de DNA, RNA y retrovirus con capacidad para establecer una infeccion
persistente (Davy & Doorbar, 2007).

La persistencia viral es un estado que requiere de la subversiébn de moléculas o
mecanismos propios del hospedero por parte del virus, de tal manera que durante la
infeccibn se suministren sefiales intracelulares que favorezcan estrategias de
replicacion unicas, donde el virus es capaz de regular la expresion de los genes del
hospedero y los propios, residiendo en un estado no litico y en equilibrio con el
hospedero (Oldstone, 2006). A través de una gran variedad de mecanismos, multiples
entes virales alteran o regulan la expresion de diversas proteinas necesarias durante
la fase G2/M del ciclo celular, a menudo con el propdsito de controlar la expresion de
genes virales o celulares que son de importancia para el ciclo de replicacion viral (Davy
& Doorbar, 2007).
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Durante infecciones agudas con HRSV, andlisis protedmicos y transcriptomicos han
revelado una baja en la expresion de proteinas importantes para la fase G2/M del ciclo
celular, entre las que perfilan la Cdk1, Cdk7, Cdc20 vy las ciclinas Ay B (Munday et al.,
2010; Wu et al., 2011). La ciclina A forma predominantemente complejos con la Cdk2,
mientras que la ciclina B interactia y forma complejos con la Cdk1, en cualquier caso,
la participacion de los complejos ciclina-A/Cdk2 y ciclina-B/Cdkl es esencial en el
transcurso de la fase G2/M del ciclo celular (Mitra & Enders, 2004). Durante la fase
G2 el complejo ciclina-B/Cdkl es mantenido en el citoplasma por la accién de la
proteina de exporte CRML1 (Alberts et al., 2015), permitiendo al complejo interactuar
con proteinas del citoesqueleto de actina (FLNa) y de la maquinaria productora de
ATP de la matriz mitocondrial (Cl), favoreciendo de esta manera, cambios en la
estructura celular y en la sintesis de energia que seran necesarios durante la mitosis
(Cukier et al., 2007; Lodish et al., 2013; Wang et al., 2014).

Al final de la fase G2 el complejo ciclina-B/Cdk1 es fosforilado en diferentes residuos
por la accion de diversas proteinas (Cdk7, ciclina-H, RING-finger MAT1, Cdk1y PIk1),
permitiendo su exporte dentro del nicleo a través de la proteina de transporte nuclear
Impotin 3. Una vez en el nucleo, el complejo es inactivado por la proteina Weel y Mtyl
al fosforilar la subunidad Cdkl en los residuos tirosina 15 y treonina 14
respectivamente (Porter & Donoghue, 2003). En la etapa tardia de la fase G2 el
complejo ciclina-B/Cdk1 inactivo sera acumulado en el nucleo celular para después
ser activado por la accién de las fosfatasas Cdc25B y Cdc25C (Boutros et al., 2007);
la cuales, previamente requieren ser activadas por la accion del complejo ciclina-
A/Cdk2 durante las fases S y G2 respectivamente (Mitra & Enders, 2004). La actividad
del complejo ciclina-B/Cdkl activo en nucleo debilitard las asociaciones que
mantienen la estructura de la membrana nuclear al fosforilar una gran variedad de
componentes de la misma (lamina nuclear, poro nuclear, proteinas de la membrana
nuclear interna y cromatina), finalizando de esta manera la fase G2 e iniciando la
mitosis (Burke & Ellenberg, 2002).

Inhibir o alterar la actividad del complejo ciclina-B/Cdkl es una de las estrategias
moleculares mas frecuente en entes virales que causan un estado quiescente en la
fase G2/M del ciclo celular. Los mecanismos moleculares que estos virus emplean
para interferir con el complejo ciclina-B/Cdkl suelen variar ampliamente y en
ocasiones son desconocidos, aungque algunos de los mas comunes involucran el uso
de proteinas virales multifuncionales capaces de interactuar o de mimetizar las
funciones de la ciclina B, previniendo la formacién de complejos por competencia con
la unién a la Cdk1 o por secuestro de la ciclina B, y en ocasiones de todo el complejo,
evitando asi su exporte y accién en el nucleo celular (Davy & Doorbar, 2007).

Este tipo de estrategia es empleada por baculovirus, cuya proteina OdV-ec27 tiene
homologia con ciclinas celulares y es capaz de interactuar con Cdks del hospedero
(Herniou et al., 2003). En el caso de entes virales con capacidad para establecer una
infeccion persistente, la proteina viral 16E1AE4 de HPV16 evita el exporte nuclear del
complejo ciclina-B/Cdk1 al mantenerlo secuestrado en una red de citoqueratina, en
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tanto que la nucleoproteina del virus de la enfermedad de borna (BVD), un miembro
del orden Mononegavirales, interactia con el complejo ciclina-B/Cdk1 para prolongar
la fase G2 del ciclo celular (Planz et al., 2003; Davy et al., 2005). En cuanto a HRSV,
actualmente no existe informacion relevante sobre alguna proteina multifuncional que
sea capaz de interactuar y alterar las funciones del complejo ciclina-B/Cdk1, aunque
en HBEpC infectados de manera aguda con este mismo virus han manifestado la
translocacion de las ciclinas D1 y D2 del nacleo al citoplasma, ocasionando un arresto
en la fase GO/G1 de estos cultivos (Wu et al., 2011).

Otros de los mecanismos empleados para inhibir la actividad del complejo ciclina-
B/Cdk1 involucran la activacion de inhibidores de Cdks producto de vias de
sefializacion relacionadas con dafio al DNA celular, como ATR, ATM y p53. El dltimo
de éstos produce un aumento en la expresion de la proteina p21, un inhibidor
importante de Cdks, mientras que ATR y ATM inducen la fosforilacion y activacion de
Chkl y Chk2, las cuales inactivaran a las fosfatasas Cdc25 evitando la activacion del
complejo ciclina-B/Cdk1 ubicado en ndcleo celular (Bartek & Lukas, 2003; Reinhardt
& Yaffe, 2009; Chaurushiya & Weitzman, 2009). La presencia del genoma viral en el
nacleo celular parece ser la forma mas simple en la que un virus puede provocar una
respuesta de dafio al DNA del hospedero, aparentemente las inusuales estructuras
del genoma de virus adeno asociados y parvovirus son suficientes para activar una
respuesta de este tipo (Davy & Doorbar, 2007). Sin embrago, esta caracteristica es
propia de virus con genoma de DNA, por lo que virus de RNA y retrovirus
generalmente emplean proteinas multifuncionales capaces de crear sefiales de estrés
o interactuar con componentes de la maquinaria de reparacion del DNA, determinando
de esta manera, que via de reparacion es aprovechada o inactivada (Zhao & Elder,
2005; Chaurushiya & Weitzman, 2009).

Algunos ejemplos de estos virus incluyen potenciales patbgenos para seres humanos,
como el virus linfotrépico de células T humanas, HIV-1, influenza A, dengue, rabia y
HRSV; asimismo, se integran algunos agentes infecciosos del ganado, como el virus
de la fiebre del valle de Rift, encefalitis equina venezolana y bronquitis aviar infecciosa.
Para conseguir una respuesta de dafio al DNA celular, la manera en la que estas
proteinas virales interactian con los sistemas de sefializacion y componentes de la
maquinaria de reparacion del DNA celular, es muy variada, aunque un punto esencial
implica el exporte de estas proteinas al nacleo celular (Caly et al., 2012; Ryan et al.,
2016), un fenomeno que presenta la proteina viral M de diferentes miembros del orden
Mononegavirales, como el virus Nipah, Hendra, Sendai y HRSV (Ghildyal et al., 2003;
Pentecost et al., 2015). El transporte de esta proteina viral se ha observado durante
la etapa temprana de la infeccion con HRSV y su actividad en ndcleo celular ha sido
asociada con la inhibicién transcripcional de genes del hospedero y la activacion de
p53, lo que produce la sintesis de p21 y el subsecuente arresto del ciclo celular en las
fases GO/G1y G2/M de células A549 y HBEpC (Ghildyal et al., 2003; Bian et al., 2011).

La sintesis de p21 igualmente se ha visto alterada en macrofagos infectados de
manera aguda con HIV (Vazquez et al.,, 2005), en donde la proteina viral Vpr ha
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mostrado ser la responsable en la sintesis de este inhibidor de Cdks, y en el arresto
de lafase G2/M de linfocitos T (Chowdhury et al., 2003). Resulta importante mencionar
que Vpr es una de las proteinas virales con mayor versatilidad para alterar la fase
G2/M del ciclo celular, demostrando que el cambio de manera directa o indirecta en la
actividad del complejo ciclina-B/Cdk1 no es la Unica manera de conseguir un estado
quiescente en la fase G2/M. Algunos de los métodos alternativos por los que Vpr
puede causar un estado quiescente en la fase G2/M incluyen, cambios en la actividad
de la cinasa Weel, las fosfatasas CdC25 y PP2A, manipulacion del sistema de
ubiquitinaciéon del proteosoma, regulacion a la baja de genes relacionados a la via
MAPK, entre otros (Zhao & Elder, 2005; Yoshizukaet al., 2005; Ryan et al., 2016).

Por otra parte, diferentes entes virales también han desarrollado mecanismos
alternativos para afectar la fase G2/M del ciclo celular, como trastornar la actividad del
complejo APC/C (Mo et al., 2012), el cual es activado por un proceso relacionado con
el incremento en el Ca*? intracelular después de que el punto de control de montaje
del huso mitético es completado al final de la metafase. Una vez activado, este
complejo se encargara de mediar la degradacion de una gran variedad de proteinas
relacionadas con la replicacion del DNA (Cdc6 y Skp2) y la mitosis (ciclinas A y B,
Plks, cinasas Aurora A y B, entre otras); ademas, su actividad en conjunto con las
fuerzas de tensidon creadas por los microtibulos del huso mitético, seran
fundamentales durante la liberacion de las cromatidas hermanas y en la segregacion
de los cromosomas (Malumbres & Barbacid, 2009; Pines, 2011).

De esta manera la alteracion del complejo APC/C durante una infeccion viral se puede
reflejar en la acumulacion y lenta degradacion de complejos ciclina/Cdk, un fenémeno
observado en células Hela T4 infectadas de manera aguda con SV5 (ciclina-A/Cdk?2)
(Lin & Lamb, 2000). También puede permitir al hospedero desarrollar la fase G2 e
iniciar, pero no concluir de manera normal con la mitosis, ocasionando que los
cromosomas no se segreguen de manera correcta, evento que puede llegar a producir
la inmortalizacion del hospedero celular y permitir a la infeccion viral persistir
(Matsuoka & Jeang, 2007; Giam & Jeang, 2007). Otra forma en la que la mitosis
procede de manera aberrante durante una infeccion viral, implica el uso de proteinas
virales capaces de interferir con la amplificacion de los centrosomas o la unién de los
microtubulos del uso mitético con los cinetocoros de los cromosomas, aunque también
existen proteinas virales que interfieren con reguladores del punto de control de
montaje del huso mitotico (hMad-1 y Check-1), evitando que éste se complete
(Lomonte et al., 2001; Chaurushiya & Weitzman, 2009; Boxus & Willems, 2009).

Actualmente solo se ha identificado que la infeccion aguda con HRSV produce una
baja en la expresién de la proteina Cdc20 (Wu et al., 2011), uno de los dos cofactores
gue regula la actividad del complejo APC/C y lo activa durante la etapa temprana de
la mitosis (Peters, 2006). Sin embargo, no existen reportes que indiquen la alteracion
del complejo APC/C o del punto de control de montaje del huso mitético durante una
infeccion aguda o persistente con HRSV, aunque se conoce que células infectadas
con este virus expresan en su superficie a la proteina viral SH, la cual se ha
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caracterizado como una viroporina (Fuentes et al., 2007). Este tipo de proteinas virales
destacan por actuar como canales idnicos o de protones que afectan la permeabilidad
de la membrana celular del hospedero, favoreciendo la formacion y liberacion de la
progenie viral o la citopatogenicidad de la infeccion por el aumento en la concentracion
de Ca*?intracelular (Nieva & Carraso, 2015; Nieto-Torres et al., 2015). De tal menera
que uno de los posibles mecanismos moleculares por los que HRSV consigue
prolongar la fase G2/M del ciclo celular durante una infeccion persistente, pueda estar
relacionado con la regulaciéon de las concentraciones de Ca*?intracelular mediadas
por la proteina viral SH de HRSV, afectando de manera indirecta la activacion y
funcién del complejo APC/C durante este tipo de infecciones virales. No obstante, para
comprobar esta teoria y aquellas que se encuentran relacionadas con la translocacion
de ciclinas o la inactivacion del complejo ciclina-B/Cdk1 por medio de la proteina viral
M, es necesario llevar a cabo estudios especializados que ayuden a establecer la
relacion que pueda existir entre algunas de las proteinas virales de HRSV antes
mencionadas, y el mecanismo molecular por el que el virus afecta y prolonga la fase
G2/M durante una infeccién persistente.

Asimismo es considerable definir la importancia que tiene para el virus prolongar la
fase G2/M del ciclo celular durante este tipo infeccion, ya que en otros virus se han
observado ciertos beneficios, como el incremento en los niveles de expresion de
proteinas virales o la actividad de polimerasas virales (Mouland et al., 2002; Dove et
al., 2006), la evasion de la respuesta antiviral al prevenir la expansion clonal de células
del sistema inmune (Zimmerman et al., 2006), o beneficiar ciertos eventos del ciclo de
replicacion viral que también favorecen el establecimiento de una infeccion
persistente, como la integracion del genoma viral durante la infeccibn con HIV
(Groschel & Bushman, 2005) y la asociacion del genoma viral de BVD con los
cromosomas del hospedero, evento que ocurre durante la metafase y permite al virus
asegurar una infeccién persistente al segregar su genoma junto con los cromosomas
del hospedero (Matsumoto et al., 2012).

Uno de los avances notables dentro de la virologia moderna ha sido evidenciar la
existencia de la persistencia viral como un hecho comun; sin embargo, los
mecanismos por los que esta es establecida y mantenida, asi como las consecuencias
patoldgicas, aun contintian siendo desconocidas (Oldstone, 2006); por lo que en base
a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se proponen algunas perspectivas
gue ayuden a comprender la manera en la que HRSV afecta la fase G2/M del ciclo
celular durante una infeccién persistente.

12. Conclusiones

» La persistencia viral de HRSV prolonga la fase G2/M del ciclo celular de
macrofagos murinos P388D1.

» Este fendmeno produce un decaimiento en la proliferacion de la linea celular,
aunque estadisticamente no de manera significativa.
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13. Perspectivas

e Evaluar el perfil de ciclinas de macréfagos murinos P388D1 infectados
persistentemente con HRSV.

e Localizar intracelularmente a las ciclinas A y B, asi como a la proteina viral M
de HRSV.

e Evaluar en la linea celular de macrofagos murinos P388D1 infectada
persistentemente con HRSV, el estado de transcripcion y activacon de p21.

e Determinar si las proteinas virales M y SH favorecen el estado prolongado de
la fase G2/M observado en macrofagos murinos P388D1 infectados
persistentemente con HRSV.

e Analizar el perfil de replicacion y transcripcion de HRSV durante la etapa G2/M
del ciclo celular de macrofagos murinos P388D1 infectados persistentemente
con este virus.
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