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RESUMEN

Las infecciones verticales por virus emplean diversos mecanismos para cruzar la
interfase materno-fetal; uno de estos mecanismo es infectar componentes celulares
de la placenta, como lo son los trofoblastos. Estudios recientes han demostrado que el
virus sincitial respiratorio (VSR) puede ser transmitido verticalmente; al demostrase
este fendmeno en un modelo animal, observandose que la infeccion in utero afecta las
vias respiratorias de los fetos promoviendo efectos pre y postnatales. Se ha
establecido que la infeccidon con VSR, no sélo se limita al tejido pulmonar se ha
demostrado que el virus puede infectar el tejido cardiaco, el sistema nervioso y la
médula dsea, por lo que es probable que en una mujer embarazada infectada con
VSR, puede transmitir el virus hasta la interfase materno-fetal. Una de las estrategias
utilizadas ampliamente para estudiar los virus que infectan esta interfase es el uso de
lineas celulares que conservan las caracteristicas funcionales, bioquimicos vy
morfolégicas de la placenta. Por lo cual en este estudio se evalud si la linea Bewo es
permisiva al VSR. Se caracterizara el ciclo de infeccidon del VRS en la linea celular de
placenta (Bewo). Para ello las células Bewo se infectaron para determinar los eventos
mediante ensayos de inmunofluorescencia identificando la proteina F y en el western
blot se expresaron F y M2-1; el incremento viral se analizd a diferentes tiempos de
infeccion utilizando ensayo de Western blot a diferentes tiempos de infeccidon
observando el incremento posinfeccidn; la permisividad se evalud por una cinética de
infeccion con diferentes MOI, en las primeras etapas de infeccién se encontraron
células positivas al VSR y en etapas finales pocas células adheridas e infectadas y
finalmente la produccién de particulas virales se evalud por inmunofluorescencia con
los sobrenadantes de células Bewo infectadas con el VSR los cuales se emplearon para
infectar a la linea celular A549. Con lo que la linea celular Bewo es un buen modelo
para la infeccion por VRS en placenta, ya que se produce el ciclo de replicacién del

VSR.
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ABSTRACT

The vertical virus infections employ various mechanisms to cross the maternal-fetal
interface; one mechanism is to infect the placenta cellular components, such as
trophoblasts. Recent studies have shown that respiratory syncytial virus (RSV) can be
transmitted vertically; it was evaluated in an animal model, showing that in utero
infection, respiratory affection of fetuses promoting pre and postnatal effects. It has
been established that infection with RSV, is not only limited to lung tissue has been
demonstrated that the virus can infect heart tissue, nervous system and bone marrow,
so it is likely that in a pregnant woman presenting infection VSR, can access the
maternal-fetal interface. One of the strategies widely used to study viruses that infect
this zone is the use of cell lines that retain the functional, biochemical and
morphological characteristics of the placenta, which in this study we assessed whether
the Bewo line permissive in RSV. Characterize the infection cycle of RSV in cell line
placenta (Bewo).The Bewo cells were infected determining input events virus with
immunofluorescence and Western blot assays, viral growth was analyzed by western
blot at different times and permissiveness for infection kinetics at different MOI, finally
viral particles production was evaluated in supernatants of Bewo cells infected with
VSR. Viral entry was identified by observing F protein by immunofluorescence and
western blot were expressed F and M2-1. The increase is analyzed by observing viral
infection kinetics increase post-infection. Permissiveness became infected at different
times and different MOI, early stages of infection we found positive cells and late
stages few stuck and infected cells. With these supernatants was observed that A549
cells are positive to infection. Bewo cell line is a good model for RSV infection in the

placenta by that the occurs replicative cycle of the virus.

Vil



1. INTRODUCCION.

1.1 Antecedentes.

El virus sincitial respiratorio (VSR) es la causa mds comun de infecciones de las vias
respiratorias en neonatos, ninos, adultos mayores e individuos inmunodeprimidos; una
fuerte evidencia epidemioldgica siguiere que en la vida temprana las infecciones con
este virus predisponen a problemas crénicos respiratorios, como lo es dificultad para
respirar, sibilancias, y en casos mas agudos desarrollar asma. Se ha especulado que
estos fendmenos estan relacionados con la persistencia del propio virus y los efectos
sobre el desarrollo del sistema respiratorio (1). En México las infecciones respiratorias
agudas inferiores, constituyen la segunda causa de mortalidad infantil en nifios
menores de 1 afio con un 3.1% de defunciones; en nifios de 1 a 4 afios 0.66%
defunciones, lo cual representa unas de las causas mas recurrentes de hospitalizacién
en el pais con un total de 266 casos, de éstos se reportaron 14 muertes en un periodo
del 2004-2008 (2,3). Las infecciones verticales por virus, en un 80 a 90% de los casos,
no presentan signos clinicos al nacer o aparecen dias después, mientras que del 10 a
20% restante pueden presentarse varios sintomas como: problemas hepaticos,
alteraciones cardiacas y encefalicas, so6lo por mencionar las mas comunes, vy
dependerd del tipo de infeccién que estén presentes unos u otros signos (4).

Recientemente se ha establecido la hipdtesis sobre una posible infeccion vertical por
VSR. A este respecto se evalué en un modelo animal si el VSR es capaz de propagarse
a través de la placenta, desde las vias respiratorias de la madre al feto, posteriormente
se detectd niveles de VSR durante el desarrollo en embriones, en los pulmones de las
ratas , en su periodo neonatal y en la edad adulta; lo cual sugiere que el VSR se
transmite de la madre a la descendencia. La infeccién vertical por VRS se asocié con la
desregulacién de las vias neurotréficas durante el desarrollo fetal, lo que lleva al
aumento de la reactividad de las vias respiratorias después de la reinfeccién posnatal
con VRS (5). Este estudio desafia la actual vision de que la infeccién por VRS se
adquiere sélo después de nacer y se enfoca en los efectos prenatales del virus, que
pueden resultar en consecuencias mas graves y duraderos al interferir con los procesos

criticos del desarrollo.



Se ha demostrado que una serie de agentes infecciosos incluyendo flavivirus,
herpevirus, retrovirus e incluso ortomixovirus atraviesan la placenta por medio de
infecciones del citotroblasto, estableciendo una infeccién persistente a Ia
descendencia entre los mas importantes tenemos VIH, Hepatitis C, Citomegalovirus y
Herpes simplex. En estos estudios se ha usado un modelo in vitro con la linea celular
de coriocarcinoma (Bewo), la cual es una linea citotrofoblastica que crece formando
una monocapa y posee propiedades morfoldgicas y bioquimicas comunes con los
trofoblastos de placenta humana (6,7,8). Con la hipdtesis propuesta anteriormente se
establecera evidenciar que el VSR juega un papel importante dentro de las infecciones
verticales, con ello se propone que el ciclo viral se pueda llevar a cabo en la linea

celular Bewo y dando una evidencia mas del posible proceso de infeccidn vertical .



1.2 Epidemiologia

Una de las causas mas importantes de morbilidad y mortalidad en nifios a nivel global
son las infecciones respiratorias agudas, las cuales se dividen en infecciones en el
tracto respiratorio superior (IRS) que afectan la nasofaringe, laringe, trdquea y senos
paranasales y las infecciones de tracto respiratorio inferior (IRI) que afecta los
bronquios; en ambos casos el VSR afecta dichas estructuras, aunque el VSR tiene un

mayor impacto en las vias respiratorias inferiores (figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de infecciones de las vias respiratorios. Virus aislados de nifios con infecciones de
las vias respiratorios: A) infecciones del tracto respiratorio superior y B) infecciones del tracto
respiratorio inferior (9).

Las estimaciones de las Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indican que el VSR
representa en todo el mundo mas del 6% de las infecciones respiratorias agudas en
ninos y mas del 80% en nifios menores de 1 aino (figura 2); por lo que el VSR es uno de

los agentes etioldgicos mas frecuentes de bronquitis y neumonia pediatrica (9-11).
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Figura 2. Distribucidon de las infecciones respiratorios agudas en el mundo. El VSR tiene un gran
impacto mundial en los primeros etapas de vida, concretamente en neonatos, modificado (12).

En 2005 la OMS estimé a nivel mundial la mortalidad de niflos menores de 5 afios, 10.6
millones, de éstos el 10% fue por neumonia (12). En México en el 2006 la mortalidad
anual por IRl fue de 7.2 muertes por 100,000 en nifios de 1 a 4 afios y de 109 muertes
por 100,000 en nifios menores de 1 afio. La incidencia anual de IRl en 2006 fue de
36,627 por 100,000 nifios menores de 4 afios, durante un periodo de 3 aifos 2004-
2006 se monitoreo la cantidad de ingresos al Hospital Infantil de México por
infecciones respiratorias, el VSR fue una constante en todos los meses y es la causa
primordial de ingreso hospitalario (figura 3) (13).

De la misma forma se reporté en un periodo del 2004-2008 que el virus sincitial
respiratorio (VSR), es la infeccidn respiratoria aguda con un alto ingreso al Hospital
Infantil de México con un total de 266 casos, de éstos se reportaron 14 muertes (tabla

1)(3).
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Figura 3. Distribucion de infecciones respiratorias en el Hospital Infantil de México. El VSR toma gran
importancia como la causa primordial de hospitalizacién (13).

VIRUS ARO TOTAL

2004 2005 2006 2007 2008

VSR 49 57 23 89 48 2606
Parainfluenza 3 2 1 4 18 4 29
Influenza A 1 3 0 21 0 25
Parainfluenza 2 2 1 0 3 7 13
Parainfluenza 1 7 0 1 0 3 1
Adenovirus 2 2 0 4 1 9
Influenza B 0 1 0 1 1 3
Total positivo 65 28 136 64 356
Total negativo 215 3166 N 774 695 2441

Tabla 1. Identificacidn de virus respiratorios en el Hospital Infantil de México. Los reportes sefialan que
el VSR sigue siendo la causa principal de hospitalizacién en nifios menores de 5 afios, modificado (3).



1.2.1 Patologia.

El periodo de incubacién de la enfermedad producida por VSR esta estimado en 5 dias
(14). En el infante sano que tiene contacto por primera vez con el virus a la edad de 6
semanas a 9 meses, el VSR normalmente causa fiebre, sibilancia, tos y dificultad para
respirar. En el 25 al 40% de los casos, la infeccidn progresa hacia el tracto respiratorio
inferior, donde la bronquiolitis y la neumonia son las manifestaciones mas graves. Se
produce otitis media aguda en la tercera parte de los nifios con infeccidn por VSR. En
aquellos lactantes hay un periodo con rinorrea a veces acompafiada de disminucién
del apetito. Puede aparecer una tos entre el ler y 3er dia. Aproximadamente del 1 al
2% de todos los lactantes que tienen bronquiolitis requieren hospitalizacion, y entre
éstos el 2 al 5% necesitan ventilacion mecdnica. En los casos mas severos, la tos y las
sibilancias progresan y el nifio se vuelve disneico. Se observa hiperexpansion del térax
y retracciones intercostales y subcostales. Se produce taquipnea, aun en ausencia de
cianosis evidente, se incrementa la hipoxia y se produce una falla respiratoria aguda,
por lo que se necesita una ventilacién mecdnica. Este tipo de infecciones graves son
mas comunes en pacientes menores de nueve meses y en los lactantes con
enfermedades de base respiratoria o cardiopatias (15). En adulto mayores el VSR
puede producir infecciones leves del IRS, de forma menos habitual del IRl causando
neumonia, en mujeres embarazadas cuando se tiene la infeccién provoca un leve
resfriado hasta sintomas mas graves que ocasionan una intubacién, en algunos casos
se vincula el VSR con otros patdgenos lo que provoca sintomatologias mas graves y en
ellas se ha tenido que intubar a la paciente, curiosamente los neonatos no mostraron
sintomas clinicos de la infeccidn, pero no se hicieron pruebas diagndsticas y no hubo
seguimiento clinico de los mismos (16,17).

En el comienzo de la enfermedad el VSR replica en la nasofaringe . El mecanismo de
progresion hacia el tracto respiratorio inferior puede involucrar la aspiracion de las
secreciones respiratorias altas que contienen al virus, la dispersién de los mismos
entre los pequefos espacios intercelulares a través del fluido extracelular o via, las

zonas mucosas que hay en la superficie del epitelio respiratorio. El VSR tiene un efecto



citopatico directo sobre las células del epitelio pulmonar, llevando a la pérdida de las
funciones de estas células especializadas tales como el movimiento ciliar y a veces la
destrucciéon misma del epitelio. Asimismo, se forma un infiltrado peribronquiolar de
células mononucleares que se acompaia de edema submucoso y secrecién de moco.
Esta inflamacion lleva a la obstruccidn bronquiolar. El VSR infecta la superficie apical
de las células columnares ciliadas, y es excretado exclusivamente de la superficie apical
de las mismas, propagandose a las células vecinas por el movimiento ciliar (16,18-21).
La respuesta inmune celular desarrollada frente al VSR es esencial para limitar la
replicacion del virus, dado que practicamente todos los lactantes presentan infeccidn
por VSR en los primeros meses de vida, pero no todos desarrollan bronquiolitis y la
gravedad de ésta es variable, se ha sugerido que la respuesta inmune del paciente
probablemente contribuya a las diversas manifestaciones de las infecciones causadas
por este virus (22). La respuesta inflamatoria a la infeccién por VSR se inicia
probablemente en las células del epitelio respiratorio. Estas células producen una serie
de citocinas y quimiocinas en respuesta a las infecciones virales. Los pacientes con
bronquiolitis por VSR producen interleucina 1, factor de necrosis tumoral a,
interleucina 6, interleucina 8, proteina inflamatoria de macréfagos 1 a y la proteina
RANTES en las vias aéreas . En respuesta a las citocinas, se produce una infiltracion de
células inflamatorias, predominantemente neutréfilos. Los macréfagos también
participan en la respuesta inmune inicial, aunque su cantidad en las secreciones
respiratorias suele ser menor que la de neutréfilos. También se produce atraccién de
eosindfilos, baséfilos y linfocitos B hacia las vias respiratorias. Estos liberan una serie
de mediadores, tales como histamina, leucotrienos e inmunoglobulina E (IgE), que se
relacionan con el desarrollo de broncoconstriccién e hiperreactividad bronquial. Una
vez iniciada la respuesta inmune, los linfocitos T cooperadores (Th) son activados
generando una respuesta adaptativa de tipo Thl o Th2. La produccidon temprana de
interferén y (INF-y) es la clave para que se presente una respuesta predominante Thi,
mientras que una baja produccién de INF-y se asocia con una respuesta Th2
predominante con eosinofilia pulmonar persistente (21,23).

Las proteinas virales NS2, N, M, M2-1, F y SH son identificados por linfocitos T
citotéxicos (CTL). De igual forma se tiene identificado que los CTL reconocen M2-1, Fy

N como blancos principales (24). En el caso de linfocitos T CD4 contribuyen a la



inmunidad contra el VSR, ya que producen INF-y lo cual activa la respuesta antiviral
(25).

En cuanto a los adultos mayores con infecciones por VSR se ha reportado que la
proteccion por los anticuerpos nasales de tipo inmunoglobulina A (IgA) es mayor a la
generada por los anticuerpos inmunoglobulina G (IgG) (26,27). Los adultos mayores
tienden a desarrollar la infeccidon por VSR con casos mas graves desencadenando en
neumonia, por lo que se tiene la idea que existe un defecto en la produccién de
anticuerpo contra VSR. En adultos mayores se ha reportado un mayor titulo de
anticuerpos con respecto a adultos jévenes, pero no se detectd incremento en la
actividad de anticuerpos neutralizantes, pudiendo favorecer la susceptibilidad a la
infeccion en adultos mayores, ya que se tiene descrito que la actividad de los
anticuerpos neutralizantes contra VSR no es suficiente para detener una infeccién y el
titulo de anticuerpos neutralizantes debe incrementarse para compensar la baja
funcion de ellos (28). Los niveles de anticuerpos tanto en adultos mayores como en
adultos jévenes son similares, pero en los adultos mayores tienen un produccién de
anticuerpos neutralizantes para 2 subtipos de VSR y un incremento en la respuesta
especifica ante el antigeno F, G subtipo A y G subtipo B, ésto se debe por el cambio de
una respuesta de Thl CD4* a Th2 por la edad ya que existe una disminucién en la
respuesta de células T. Las relaciones inmunoldgicas asociadas a la susceptibilidad del
VSR en adultos mayores no estdn establecidas, lo que se sabe es que los adultos
mayores tienen una deficiencia Th1l CD4*y la respuesta de células T de memoria CD8*

(29,30).

1.2.2 Vacunas y tratamientos.

Varias estrategias se han tratado de disenar como medidas profilacticas y terapéuticas
contra la infeccién por el VSR. Estas incluyen vacunas, el uso de drogas antivirales, la
administracion de inmunidad pasiva y la utilizacién de los mecanismos de interferencia
del ARN. Aunque la evidencia clinica y experimental indica que la respuesta inmune
media la resolucion de la infeccion del VSR, no se conocen los agentes responsables,
por lo tanto, no se entiende cudl es el mecanismo inmune adecuado, asi como el

hecho de que no se ha desarrollado una inmunidad completa contra el VSR, ésto



obstaculiza el progreso en el desarrollo de vacunas (31-33). Se tiene la evidencia
experimental que la droga Ribavirina interfiere de manera eficiente con la
transcripcion y la replicacién viral, los resultados clinicos son desfavorables y su
utilidad se ha dirigido para tratar la infeccion en un grupo especial de individuos
inmunodeficientes y durante los primeros dias de un caso severo de la enfermedad
(33).

La administracion de un anticuerpo monoclonal contra la proteina F del VSR
(Palivizumab) protege individuos en alto riesgo de desarrollar infeccidon contra el VSR.
Desafortunadamente, su utilizacidon es costosa y existe preocupacion sobre la aparicion
de nuevas cepas virales resistentes debido a la naturaleza de los virus tipo ARN. Se han
ingeniado mediante mutagénesis nuevas variantes de Fab y de anticuerpos IgG, los
cuales muestran una mejoria en cuanto a su capacidad de neutralizar el VSR en un

orden que va desde 44 hasta 1,500 veces sobre el Palivizumab (34).

1.2.3 Caracteristicas del Virus Sincitial Respiratorio.

El VSR se encuentra de acuerdo al Internacional Commitee on Taxonomy of Viruses
(ICTV), en el orden de los Mononegaviales, de la familia Paramyxovidae y la subfamilia
de los Pneumovirinae vy el género Pneunovirus (35). El genoma esta cubierto por una
nucleocapside la cual contiene una polimerasa viral necesaria para los procesos de
replicacion y transcripcion del genoma viral. Diversos autores reportan que las
particulas virales tienen una forma esférica irregular y un rango de tamafio que puede
variar entre 100 y 350 nm de didmetro (36). El VSR esta constituido por once proteinas
(figura 4), nueve de las cuales son proteinas estructurales (aquellas que forman parte
de la particula viral) y dos son no estructurales. Las proteinas estructurales son: las
proteinas transmembranales SH, G y F; la proteina de matriz M; las proteinas asociadas
a la nucleocapside y a la replicacidon del genoma, L, M2-1, P y N; y finalmente, la
proteina M2-2 que es encargada de cambiar el modo transcripcional al modo
replicacion. Las proteinas no estructurales son: NS1 y NS2, las cuales se agregan en el

citoplasma (figura 4) (34).



Proteina
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Figura 4. Representacion esquematica del VSR. Se muestran la localizacion de las distintas proteinas
que componen la particula viral, modificado (37).

1.2.4 Genoma.

El genoma del VSR consiste de una cadena sencilla de ARN de polaridad negativa es
transcrito en diez ARN mensajeros cada uno de los cuales codifica una Unica proteina,
a excepcioén del ARN mensajero del gen M2 que codifica para las proteinas M2-1 y M2-
2, el tamafio total del genoma es de 15.2 kb (figura 5) (38). La mayoria de las proteinas
codificadas por el virus son estructurales (N, P, M, SH, G, F, M2 y L) y por lo tanto se
encuentran en el virion como en las células infectadas, adicionalmente el genoma
codifica dos proteinas no estructurales (NS1, NS2) (39). Se ha demostrado que el
genoma viral codifica para ARN mensajeros monocistrdnicos virales los cuales se les
incorpora un cap (metilguanina) en el extremo 5 y se poliadenilan en el extremo 3.
Los genes presentan un marco de lectura abierto (ORF) y con la excepciéon de M2 ya

que se sobrelapa con M2-1y M2-2 (36).
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Figura 5. Genoma del VSR . En la parte superior se indica la cantidad de aminoacidos (aa), debajo se
encuentra la cantidad de nucleétidos (nt) y subrayados la cantidad de nucleétidos en las regiones
intergénicas. La longitud del genoma es de 15,222 nucleétidos, el orden de los genes en el sentido 3°a
5" los dos con marcos de lectura abierta (ORF). La secuencia leader (le) y la secuencia trailer (tr) (40).

Proteinas estructurales:

La proteina de fusién F, con un peso de 50-55 kDa y sus subunidades F1 Y F2 48 y 23
kDa , media la entrada del virus a la célula debido a que induce la fusién entre la
envoltura del virus y la membrana plasmatica de la célula, posterior de la infeccion
puede inducir su fusién con las células vecinas y formar sincitios (41). La proteina F
forma trimeros que aparecen como espiculas en forma de conos. Estas espiculas
parecen ser estructuras alternas que los trimeros adquieren antes y después de la
fusion. Estos cambios en la estructura parecen ser necesarios en llevar el péptido de
fusidon hacia una posicién mas cercana a la secuencia “ancla” de la proteina F;
desencadenando, la fusién del virus con la membrana de la célula “blanco” (42,43).
Algunas moléculas de la membrana de la célula identificadas como receptores para la
proteina F incluyen a las proteinas ICAM-1, Anexina Il y “Toll-like receptor (TLR)-4” (44-
46).

La proteina F requiere de un mecanismo de “maduracién” que consiste en el corte del
precursor FO para producir el subunidades F2-F1 unidos a través de un enlace
disulfuro. Dicho evento de “maduracién” sucede en el compartimiento trans-Golgiy es
catalizado por una enzima serina proteasa semejante a la Furina (47,48). Este evento
postraduccional permite la liberacion del péptido de fusion que se encuentra

localizado en el extremo N-terminal de la subunidad F1. Por otro lado, la subunidad F2
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parece ser determinante en el VSR humano y el VSR bovino en cuanto a la infeccion de

células humanas y bovinas respectivamente (49).

La glicoproteina de adhesidon G, con un peso de 90 kDa, fue identificada como la
proteina de adhesidn mds importante, ya que al utilizar los anticuerpos especificos
para la proteina G, éstos bloquearon la unién de particulas virales en el cultivo celular,
mientras que, los anticuerpos para la proteina F evitaron la fusidon pero no la unién del
virus a la célula blanco; adicionalmente se encontrado que la proteina G tiene un grado
de glicosilacidon importante, ya que presenta glicosilaciones de tipo N y O, éstas se
llevan a cabo en los residuos de serina y treosina, lo cual la define como una
glicoproteina de tipo Il. Se ha determinado que la proteina G tiene propiedades de
mucina que promueve la adsorcién del virus a las células huésped a través de la unidn
con los glicosaminoglicanos altamente sulfatados presentes en la membrana
plasmadtica (50). Finalmente, la glicoproteina G tiene un motivo que le permite unirse
al receptor de la fractalkina, y tal unién se tiene la hipdtesis que es responsable de la
depresidn respiratoria, que tiene sintomas de respiracién lenta que provoca que la
ventilacion en los pulmones no se ha adecuada, en neonatos infectados con el VSR (51-

53).

La Proteina hidrofébica (SH), es una pequefia proteina integral de membrana, estd
anclada al extremo N-terminal por una secuencia hidrofébica, mientras que, el
extremo C-terminal tiene wuna orientacién extracelular. La proteina SH,
intracelularmente se encuentra en multiples formas: SHO con peso de 7.5 kDa y SHt
con un peso 4.6 kDa las cuales no presentan glicosilaciones; SHg con peso de 13-15
kDa que posee una cadena de carbohidratos unidos al extremo N-terminal y SHp con
un peso de 21-30 kDa que tiene adicidn posterior de polilactosaminoglicanos en el
extremo N-terminal. En la actualidad se sabe que la proteina SH al expresarse en
conjunto con las proteinas G y F incrementa la fusidn de las membranas, ademas, por
su naturaleza de proteina hidrofdbica, SH participa en los procesos de penetracion,
adhesiéon y desnudamiento de las particulas virales (29).

La Proteina de matriz M con un peso de 27-29 kDA, es el componente interno mas

pequefio que los paramyxovirus comparten. Esta proteina M se acumula en la
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membrana plasmatica e interactia con la proteina F y otros factores durante la
morfogénesis de las particulas virales. Su papel para la formacién de nuevas particulas
virales se basa en que dirige el proceso de ensamble viral a través de su interaccion
con las membranas plasmaticas de la célula ya que se encuentra asociada a balsas
lipidicas de la membrana lo que ayuda como una plataforma para el ensamble viral,
tiene la funcion de mantener a la nucleocapside y con ello inhibir la transcripcion

antes de empaquetar a las nuevas particulas virales (53,54).

La nucleocapside del VSR estd conformada por 4 proteinas; la proteina de
nucleocapside N de peso 43 kDa, la polimerasa L con un peso de 250 kDa, la
fosfoproteinas P con peso de 33-35 kDa vy la proteina M2-1 con un peso 22 kDa, este
complejo proteico cumple con papeles esenciales en diferentes eventos de
transcripcion y de replicacidn viral. La proteina N forma un complejo fuerte con el ARN
gendmico o antigendmico, este complejo es el que constituye la nucleocapside; dicho
complejo protege al genoma viral de la accidn de las ribonucleasas (ARNasa) durante la
transcripcion y replicacién viral. La proteina P facilita dicha interaccidn al servir como
chaperona de la proteina N (55). Estos oligdmeros N-P también funcionan como
cofactores de la enzima polimerasa viral. Para ésto la proteina P debe ser fosforilada,
para que el complejo polimerasa sea funcional (56). La proteina L es la subunidad
principal de la enzima ARN polimerasa dependiente de ARN. El oligdémero formado por
las proteinas N, P y L es suficiente para la replicacién viral; sin embargo, el factor de
antiterminacidon M2-1 es necesario que forme parte del complejo con el fin de obtener
una maxima eficiencia en la transcripcién. La proteina M2-1 cumple con este papel
debido a que reduce el numero de complejos de polimerasa que son separados del
genoma. De esta manera, la proteina M2-1 facilita la transcripcién a través de las
regiones intergénicas e incrementa la expresién de los genes que se encuentran en la

region distal (57,58).

La proteina M2-2 con un peso de 11 kDa, es un factor regulador, el cual juega el papel
de cambiar el balance del complejo polimerasa del modo transcripcional al modo de
replicacion, teniendo una funcion en la regulacién de la sintesis de ARN; en un estudio

la proteina M2-2 se sobre expreso e inhibid la replicacién del VSR, con lo que sugieren
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gue el nivel de M2-2 producido en las células infectadas es fundamental para la

replicacion del VSR (33,39,60,61)

Proteinas no estructurales:

Las Proteinas NS1 y NS2 tienen 139 y 124 aminoacidos respectivamente. Sélo son
detectadas en pequefias cantidades en viriones purificados. Inhiben la induccidn del
interferén a y B en respuesta a la infeccion viral. Esto se logra por la inhibicién de la
fosforilaciéon y la translocacion nuclear del factor de regulacion de interferén 3 (IRF3),
el cual comienza con la sefializacién de la induccion del interferon en humanos (40).
Inhiben la apoptosis, prologando la vida de la célula con lo que aumenta el
rendimiento viral; NS1 y en menor medida NS2 inhiben la transcripcién y la replicacién
de ARN viral, que afecta a los promotores gendmicos y antigendmicos. Se sugiere que

ambas proteinas podrian regular a la baja y frenar la sintesis de ARN viral (34,62,63).

1.2.5 Ciclo viral.

El primer evento durante el ciclo de infeccién por VSR es el reconocimiento de la célula
huésped involucrando la participacién de las glicoproteinas virales F y G. La unién
primaria del virus a la célula blanco es promovida por la proteina de unién al receptor
G, la cual se une a heparina y proteoglicanos de superficie celular (64). La proteina F es
luego responsable de la penetracidn viral mediante la fusidn de la envoltura viral con
la membrana de la célula huésped. Se ha demostrado que la proteina F es capaz de
unirse a heparan sulfato y sulfato condrotina B, aunque el requerimiento por los
glucosaminoglicanos es menor que para la proteina G lo que sugiere la existencia de
interacciones de un coreceptor como CX3CR1 y anexina Il y en el caso de la proteina F
a la molécula de adhesién intracelular 1 (ICAM 1), Rhoa, TLR4 (65,66). Se ha reportado
gue la proteina F estaria involucrada con la integrina aVB1 que permite la fusion vy
posterior entrada del virus a la célula huésped (67).

Los datos sugieren que la interaccién de la proteina G con los glucosaminoglicanos
podria ser el contacto inicial para facilitar el acceso. A partir del proceso de fusion de la

particula viral con la membrana plasmatica de la célula blanco, la nucleocapside viral,
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la polimerasa y el resto de las proteinas del viron son introducidas en el citoplasma de

la célula infectada donde la transcripcién y la replicacion tienen lugar (figura 6).

La transcripcién resulta en la sintesis de ARN mensajeros virales monocistrénicos, con
cap 5, metilados y poliadenilados los cuales se traducen por la maquinaria celular. La
etapa de transcripcién da inicio cuando el complejo polimerasa interactia con el
promotor localizado en el extremo 3’ del genoma viral. La transcripcion de los genes
del VSR ocurre de manera secuencial con la ayuda de la proteina M2-1 que permite al
complejo polimerasa pasar a través de las regiones intergénicas. Los productos génicos
se acumulan, y cuando el factor regulador M2-2 alcanza una cantidad proteica,
después de la sintesis de los ARN mensajeros virales, el complejo polimerasa cambia

de la forma transcripcional a la forma de replicacion (68).

VSR Particulas
virales
del VSR

Fusion con la membrana celular

Anti-genoma

Transcripcion
Replicacion

5
N

: SH
Proteina
) N

Sintesis de
Proteinas
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Figura 6. Ciclo viral del VSR. Representacidon del proceso infeccién del VSR sobre una célula y la
interaccion de proteinas virales, modificado (69).
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Después los ARN mensajeros virales son poliadenilados y liberados del complejo
proteico de trascripcién como cadenas de ARN mensajero. El proceso de traduccién de
los ARN mensajeros virales, ocurre en el citoplasma a través de los complejos
ribosomales de la célula huésped; la transcripcion es un proceso que ocurre en un
tiempo muy rapido, que los ARN mensajeros virales se ha detectado desde 4 a 6 horas
después de una infeccién por VSR (70).

La replicacién por su parte involucra la generacion de un ARN completo, de polaridad
positiva, complementario al genoma (el ARN antigenédmico); éste es generado una vez
finalizada la sintesis de ARN mensajero y actla como molde para la sintesis del ARN
negativo; la replicacion del ARN se lleva a cabo por la proteina L, la cual también se
encarga de afiadir el cap y la cola de poli A en los ARN mensajeros monocistrénicos
virales que después de ser producidos serdn traducidos por los ribosomas, la unién de
la proteina N al ARN gendmico o antigendémico ocurre en el ensamble de la
nucleocapside, se ha reportado que el proceso de replicacién comienza con un
aumento de la proteina N la cual se complementa con la incorporaciéon del resto de las
proteinas asociadas a la misma (71).

Las proteinas virales llegan al aparato de Golgi para glicosilarse y posteriormente
migran a la membrana celular; simultdneamente son sintetizados los genomas y las
proteinas virales (complejo RNP), las proteinas de la nucleocapside llegan a la
membrana plasmatica, donde interaccionan con la proteina M, donde se concentran
filamentos virales y se acumulan estructuras citoplasmaticas que son inducias por el
mismo virus, llamados cuerpo de inclusion, los cuales son sitios de replicacidén del VSR
(72,73), estos cuerpos de inclusién se encuentra localizados en regiones enriquecidas
de balsas lipidicas. Por otro lado, las proteinas F, G y SH también se acumulan en las
balsas lipidicas (74). Asi, las balsas lipidicas constituyen microdominios donde ocurre el
proceso de ensamblaje y de salida del particulas de VSR, la produccion de particulas
virales ocurre de 10 a 12 horas después de la infeccidn, la salida de las particulas
virales se da por gemaciéon y adquieren una envoltura lipidica que proviene de la
membrana plasmatica de la célula infectada, ésto ocurre por el lado apical de las
células del epitelio bronquial (52,75,76). Las proteinas NS1 y NS2 juegan diferentes
papeles en la regulacion negativa de la produccién de IFN al interferir con la activacidn

del receptor RIG-I con la molecula de senalizacion antiviral de la mitocondria (MAVS).
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La degradacion de STAT2 por NS2 es probable que se produzca a través de un
mecanismo de proteasoma , mientras que NS1 tiene el potencial de actuar como una
enzima ubiquitina ligasa y con ello marcar a la molecula STAT2 hacia el proteasoma.
Tanto NS1 y NS2 estan asociados con la inhibicidon de la sefalizacién de RIG-I-MAVS.
NS1 co-localiza con MAVS para inhibir la interaccidén RIG-I-MAVS que se requiere para
la produccién de IFN, mientras que NS2 inhibe la activacion de la transcripcién de IFN-I
mediante la interaccion con RIG-I. Con lo que las proteinas NS inhiben la sefializacidon
antiviral IFN en multiples sitios. Las proteinas NS suprimen la defensa antiviral del
huésped y podrian asegurar un seguimiento eficaz en la replicacién viral independiente
de la activacién enddgena del IFN-I. Ya que el IFN regula la apoptosis a través de
multiples vias, las proteinas NS1 y NS2 inhiben la sintesis y la respuesta del IFN, se
reporté que estas proteinas suprimen la apoptosis temprana de la célula infectada y
mejoran la replicacidn viral, ésto se debe a la activacion de NF-kB y P13K/AKT (63,77-

82).

1.3 Infeccion vertical.

La mujer embarazada estd expuesta a contraer infecciones por diversos patégenos;
muchas implican un riesgo de afectar al feto y al recién nacido. La transmision de la
madre a hijo se le denomina transmision vertical, puede ocurrir durante el embarazo,

el parto o aun posparto siendo concretamente:

1) Intrauterina: pasando los patdogenos de la madre gestante al feto via

transplacentaria ,antes que ocurra el aparto.

2) Intranatal: por el contacto del feto con la sangre, secreciones u otros productos

contaminados de la madre durante el parto.

3) Posnatal: tras el nacimiento, a través de la lactancia materna.

En la mayoria de los recién nacidos con infecciones perinatales se encuentran en

buenas condiciones de salud al momento de nacer, ésto genera confusién y un alto
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costo econdmico por las secuelas que se muestran después en etapas de nifiez o
adolescencia (83).

La infeccion por VSR requiere un contacto directo de persona infectada o por el
contacto con superficies contaminadas con VSR, por lo cual una infeccion horizontal es
la ruta mds comun para su diseminacién. Las vias por las cuales el VSR se puede
propagar son diversas, desde el sudor, la saliva, secreciones nasales y heces fecales.
Este virus presenta tropismo hacia las vias respiratorias y tejidos pulmonares y se
replica en la capa superficial del epitelio respiratorio (21).

Por muchos afios, ha sido aceptado que la fisiopatologia durante una infecciéon por VSR
es impulsada por una respuesta inflamatoria provocada por una transmision
horizontal. Hasta ahora, se creia que cuando una mujer embarazada tenia un resfriado
producido por una infeccion viral, el feto en desarrollo estaba protegido por la
placenta de diferentes agentes infecciosos como el VSR y otros virus respiratorios

(8,84,85).

1.4 Interfase placentaria.

La formacién del complejo transplacentario es el resultado de la interaccidn entre los
tejidos extraembrionarios y los tejidos endometriales de la madre (figura 7). La
placentacion implica el establecimiento de una relacion entre la madre y el embrién, y
representa una caracteristica propia de los mamiferos. (86) La formacidn del complejo
transplacentario representa un esfuerzo entre los tejidos extraembrionarios y el
endometrio materno. Cuando la implantacién se ha completado, el trofoblasto original
se ha diferenciado en dos capas: el citotrofoblasto velloso interno y el
sincitiotrofoblasto externo. Las lagunas existentes en el trofoblasto en expansién
rapidamente se han llenado con sangre materna y las células del tejido conectivo
endometrial han pasado por la decidualizacién en respuesta a la infiltracién
trofoblastica. A finales de la segunda semana de gestacion empiezan a formarse
proyecciones citotrofobldsticas bien definidas denominadas vellosidades primarias,
gue se caracterizan por estar formadas sélo por citotrofoblastos y sincitiotrofoblastos.
Poco después, las vellosidades primarias se expanden, dando vellosidades secundarias,

dentro de las cuales aparece una zona central mesenquimal. Estdn rodeadas por una
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capa de células citotrofoblasticas, y por fuera de ella se encuentra el sincitiotrofoblasto
(87,88).

Al final de la tercera semana de gestacion, las vellosidades secundarias se convierten
en vellosidades terciarias ya que se ramifican y su zona mesenquimal es atravesada
por vasos sanguineos fetales. Bajo el efecto del ambiente local hipdxico, la columna
citotrofoblastica se expande distalmente, atravesando la capa sincitiotrofoblastica,
comprime la decidua materna y crece sobre la misma formando una capa celular
completa que rodea a todo el embridn. Las vellosidades que dan lugar a estas
extensiones citotrofoblasticas se denominan vellosidades de anclaje, debido a que
representan los puntos reales de unién entre el embridn y los tejidos maternos. Las
ramas que quedan sin fijar se denominan vellosidades flotantes y se mueven
libremente en la sangre materna que llena el espacio entre la placa corial y la cubierta
citotrofoblastica.

En las vellosidades flotantes, las células citotrofoblasticas se diferencian por fusion
para formar el sincitiotrofoblasto multinucleado, estando en la superficie de la
vellosidad y en contacto con la sangre materna, sera el responsable del intercambio de
gases y nutrientes entre la madre y el feto, asi como también de la produccion de
hormonas placentarias y factores de crecimiento (89).

Una vez que la vellosidad corial madura, queda formada por una masa muy compleja
de ramificaciones. La parte central de la vellosidad estd constituida por vasos
sanguineos y por mesénquima que contiene las células de Hofbauer dispersas, las
cuales actuan como macrdéfagos fetales. La parte central de la vellosidad esta cubierta
por una capa continua de sincitiotrofoblastos con células citotrofoblasticas bajo la
misma. Ademas, durante todas las etapas de la gestacion, existe en las vellosidades
una poblacién indiferenciada de células que son citotrofoblastos disponibles para

diferenciarse cuando sea necesario (87).
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Figura 7. Diagrama de una seccion longitudinal. Incluye un flotante y una de vellosidades coridnicas de
anclaje en la interfase materno-fetal cerca del final del primer trimestre del embarazo humano (10
semanas de edad gestacional). La vellosidad de anclaje (VA) funciona como un puente entre los
compartimentos feto y la madre, mientras que la vellosidad flotante (VF), que contienen macrofagos
(MO, células de Hofbauer) y los vasos sanguineos fetales, estd inmersa por la sangre materna.
Citotrofoblastos en las VA forma la columnas de vellosidades (zonal) que se adhieren a la pared del
Utero (zonas 2 y 3). Citotrofoblastos invaden la pared uterina (decidua y primer tercio del miometrio
zona 4) y la vasculatura maternal (zona 5), anclando de ese modo el feto a la madre y el acceso a la
circulacion materna. Leucocitos granulares deciduales (LGD) y macréfagos (MO) en la sangre materna;
areas propuestas como sitios de transmisién del virus (1, 2, 3), modificado (89).

Diversos agentes virales como los flavivirus, herpervirus, retrovirus e incluso
ortomixovirus, se han reportado que atraviesan la barrera materno-fetal, usando
diversas estrategias; para ello diferentes ensayos han empleado lineas celulares de
origen trofoblastico (Bewo, JAR, JEG-3) ya que poseen propiedades morfoldgicas y
marcadores bioquimicos comunes con los trofoblastos de cultivo primario; estas
células son usadas como un primer parametro para identificar los patrones de entrada
viral, permisividad, y susceptibilidad de las células a la infeccion (6,7). Los hallazgos en
estas investigaciones han sido empleados para diseiiar pre estrategias antivirales y la
posible similitud con un cultivo primario de células trofoblasticas. Entre los virus que se

emplearon para infectar las lineas celulares de trofoblasto se tiene el VIH,

Citomegalovirus, Dengue, Zika, Herpes Simplex, Hepatitis B y C (90-92).
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Posteriormente, si existe permisividad se analiza el proceso de infeccion en un
cultivo primario de trofoblastos humanos, donde el VIH, Citomegalovirus, Zika, Herpes
Simplex, Hepatitis B y C son susceptibles (tabla 2). En un estudio con Hepatitis B se
describié como la particula viral emplea algunos mecanismos para poder entrar a la
célula y producir una infeccidon vertical, a este respecto se usaron células Bewo
cultivadas en membranas (transwell) y con ellas se evalué el transporte viral por
microscopia confocal, evidenciando que el virus wusa la transcitosis como via de
entrada a la célula, posteriormente en cultivo primario identificaron el decremento de
la diferenciacién de los citotrofoblastos con lo que sugieren que la madurez de las
células protege al feto de la infeccion (93). Por otra parte, con el virus de la Hepatitis
C se evaluaron eventos de replicacién viral por RT-PCR en los sobrenadantes de
citotrofoblastos infectados, adicionalmente se observé por microscopia electrénica
estructuras inducidas por la infeccién en los citotrofoblastos infectados las cuales son
diferentes a las células no infectadas, demostrando hiperplasia lisosomal, alteraciones
en reticulo endoplasmatico rugoso, disminucién en agregados lipidicos, presencia de
vacuolas y aparicion de particulas virales de Hepatitis C, evidenciando que este virus
infecta in vitro al citotroblasto y sugiriendo una posible infeccion vertical (94). En
Dengue por medio inmunohistoquimica se identificaron la expresidon de antigenos
virales concretamente NS1 y NS3 dentro de células de corddn umbilical, lo cual
sugiere que altera la permeabilidad y permite la replicacién viral induciendo citoticinas
y éstas modulando la sefalizaciéon de la respuesta inmune (95). Recientemente se
descubridé que Zika infecta en menor grado estas células y sigue otra estrategia para
llegar al feto, como lo son la infeccion de macréfagos de tipo Hofbauer. Esto lleva a
que la infeccidn por virus en las lineas celulares de origen trofoblastos, son claves para

una posible infeccidn in vivo y la repercusién al feto (96).
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Afio 2008 Afio 2009

Enfermedad Casos (n) Incidencia*™ Casos (n) Incidencia*™
Candidiasis urogenital 255,688 8582 248,785 826.02
Enfermedad de Chagas a3 03 81 027
Herpes genital 891 104 975 324
Hepatitis A 1,541 16.38 1,545 513
Hepatitis B 166 0.68 137 0.45
Hepatitis C 407 176 411 1.36
Leishmaniasis 121 0.38 91 0.30
Paludismo P vivax 518 198 565 1.88
Paludismo P falciparum 0 0.0 0 00
Rubéola adquirida 18 0.04 1] 0.0
Sifilis adquirida 1,393 278 1,152 382
Tuberculosis pulmonar 3,154 10.46 3,155 10.48
Tuberculosis meningea 52 0.16 58 0.19
Tuberculosis, otras formas 799 256 783 2 60
Vinus del papiloma humano 19,735 4126 23,285 T
Fiebre por dengue 9,065 2895 42,648 141.60
Fiebre hemorragica por dengue 2,322 7.04 3,488 11.55

Tabla2. Casos reportados de enfermedades transmisién vertical. Las enfermedades se reportaron en
mujeres en México entre 15 a 49 afios de edad (97).

Las infecciones verticales, en un 80 a 90% de los casos, no presentan signos clinicos al
nacer o aparecen dias después, mientras que del 10 a 20% restante pueden
presentarse varios sintomas como: problemas hepdticos, alteraciones cardiacas y
encefdlicas, sélo por mencionar las mas comunes, y dependera del tipo de infeccién

que estén presentes unos u otros signos (4,8).

El VSR se ha identificado en un modelo animal, una posible infecciéon vertical. Se evalué
en un modelo en ratas gestantes que el VSR es capaz de propagarse a través de la
circulacion materna a la fetal, posteriormente se detectd niveles de VSR durante el
desarrollo en embriones, en los pulmones de las ratas neonatas, en su etapa neonatal
y en la edad adulta; lo cual sugiere que el VSR se transmite de la madre a la
descendencia. La infeccién se asocié con la desregulacién de las vias neurotrdficas
durante el desarrollo fetal, lo que lleva al aumento de la reactividad de las vias
respiratorias después de la reinfeccion posnatal con VRS. Esto sugiere que
posiblemente la infeccién por VRS no solo se adquiere después del nacimiento y existe
efectos prenatales asociados a la infeccidon, desencadenando consecuencias mas
graves y persistentes (bronquiolitis y asma) al interferir con los procesos embrionarios

(4,11,85).
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2. JUSTIFICACION.

En diversos estudios se ha reportado que flavivirus, herpesvirus y retrovirus son los
principales agentes virales transmitidos verticalmente, pocos son los estudios clinicos
acercar de la incidencia de infecciones respiratorias en el embarazo. Sin embargo,
recientes hallazgos pueden sugerir que virus respiratorios tienen la capacidad de
producir una infeccidn vertical. Adicionalmente el VSR es la principal causa de ingreso
médico de la poblacién de neonatos y nifios por lo cual es probable que una infeccién
vertical persistente adquirida en el Utero podria ser un factor de este problema. Se
tiene reporte de estudios en un modelo animal concretamente en rata, donde se
muestra que las vias respiratorias los fetos adquirieron la infeccion del VSR, esto
sugiere que en este modelo existe una infeccién en la interfase materno-fetal. Para
llegar a la vias respiratorias del feto, el VSR debié interactuar con un puente
transplacentario (madre-hijo) como se ha reportado con el citomegalovirus, VIH,
Hepatitis B y C; en este puente se encuentran las células trofobldsticas que son
fundamentales para el transporte de nutrientes, y factores necesarios para el
desarrollo del producto. Se desconoce la permisividad de las células placentarias
humanas al VSR, para ello se desarrollara el modelo de infeccién en una linea celular
de coriocarcinoma humano, la cual ha sido utilizada ampliamente en diferentes
estudios de infeccion vertical por virus y con ello establecer la eficiencia del proceso de

infeccion con el VSR.

3. HIPOTESIS.

La linea celular de coriocarcinoma humano Bewo es permisiva a la infeccién por el

VSR, por lo cual se identificara ciclo completo de infeccidn viral.
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4. OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar el ciclo de infeccion del VSR en la linea celular de placenta (Bewo).

4.1 Objetivos Particulares.

I.  Generar un stock del virus sincitial respiratorio en células Hep-2.

. Determinar si existe entrada de VSR en las células Bewo identificando la

proteina Fy M2-1 por inmunofluorescencia y western blot.

lll.  Identificar la acumulacién de antigeno viral durante una cinética de infeccion

en células Bewo.

IV.  Analizar la permisividad viral mediante cinéticas de infeccion a diferentes

multiplicidades de infeccion por ensayos de Inmunofluorescencia.

V.  Determinar la produccion de particulas virales infectivas en sobrenadantes de

células Bewo, al reinfectar células A549.
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5. METODOLOGIA.

Cultivos celulares.

La linea celular epitelial humana derivada de carcinoma laringeo (Hep-2) se
propagaron en medio DMEM (GIBCO), suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y 1% de antibiético-antimicético (penicilina sédica 10,000 U/ml, sulfato de
estreptomicina 10,000 pg/ml GIBCO) se incubaron a 37°C en una atmdsfera de CO; al
5%.

La linea celular de coriocarcinoma humano (Bewo) se propagaron en medio F-12K
(GIBCO) adicionando 10% de SFB y 1% de antibidtico-antimicdtico (penicilina sddica
10,000 U/ml, sulfato de estreptomicina 10,000 pug/ml GIBCO) se incubaron a 37°C en

una atmosfera de CO; al 5%.

La linea celular epitelial alveolar basal humana (A549) se propagaron con medio
DMEM (GIBCO) con 10% SFB, y 1% de antibiético-antimicético (penicilina sddica
10,000 U/ml, sulfato de estreptomicina 10,000 ug/ml GIBCO) y 1% L-glutamina (GIBCO)

se incubaron 37°C en una atmosfera de CO; al 5%.

Propagacion del Virus Sincitial Respiratorio.

Células Hep-2 se crecieron en medio DMEM (GIBCO) suplementado con 10% de suero
fetal bovino y 1% de antibidtico-antimicético en una caja de 150 cm? se incubaron a
37°C en una atmosfera de CO; al 5% hasta que se llegd a un 90% de confluencia, estas
células son ampliamente utilizadas para la propagacién de VSR. Antes de la infeccién
las células se lavaron dos veces con PBS 1X, posteriormente se dejaron con 5 ml de
medio base DMEM vy se infectaron con VSR (donado por Dra. Beatriz Gémez Garcia
Facultad de Medicina, UNAM el cual fue adquirido por la empresa ATCC VR-1580™) .
Se incubaron 2 horas con agitacién cada 15 minutos. Finalizado el tiempo se agregd

DMEM con 2% de SFB y 1% de antibidtico-antimicotico, las células fueron incubadas
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hasta la formacién de sincitios en un 80% en el cultivo celular, posteriormente las
células se despegaron mediante un scraper y el sobrenadante se homogenizé a 4
grados, enseguida se sonicé a 25W por 3 ciclos de 5 segundos a 4 grados, y finalmente
se centrifugd a 3,000 rpm por 7 minutos a 4°C, con el sobrenadante se hicieron

alicuotas de 400 ul y se congelé a -70° hasta su uso.

Titulacion del abasto viral.

Para determinar el titulo viral de estos sobrenadantes se realizaron ensayos de
titulacion por placa litica y con ello determinar las unidades formadoras de placa
(UFP). Este ensayo es utilizado para conocer la cantidad de particulas infecciosas por
mililitro de solucién y conforme a esto se pueda estimar la multiplicidad de infeccidn
(MOI). Se sembraron células Hep-2 en medio DMEM al 10% de SFB y 1% de antibidtico-
antimicdtico, en una placa de 6 pozos con 1,500,000 células en cada uno. Por otra
parte se realizaron diluciones seriadas del abasto viral, se adicionaron a cada tubo 800
ul de DMEM base, estas fueron incubadas en hielo, posteriormente se le agregd 100 pl
del virus al primer tubo y se agité con vortex, se hicieron 5 diluciones seriadas a la
original y se usd un control sin infectar. A cada pozo se le inoculé 800 pl de cada
dilucion. Las células se incubaron durante 2 horas a 37°C en una atmdsfera de CO; al
5% con una agitacion cada 15 minutos y aproximadamente 30 minutos antes que
termine la incubacidn del indculo se prepard una mezcla de 1 parte de agarosa al 3%,
previamente fundida en parrilla de calentamiento y 9 partes de DMEM con 2% SFB
tibio (la concentracion total de agarosa fue de 0.3% P/V) la mezcla se mantiene a bafio
maria a 50 y 60°C hasta usarlo. Posteriormente a las 2 horas de incubaciéon se le
adiciono 3 ml a cada pozo de la solucion de agarosa al 0.3% P/V.

Las células se incubaron a 37°C en una atmodsfera de CO2 al 5% y se dejé por 4 dias
para la formacidn de placas liticas. Finalmente pasados los 4 dias, se agregaron 3 ml de
formaldehido (3.65% V/V) sin quitar la agarosa y se dejé incubando por 1 hora a
temperatura ambiente; se retird el formaldehido de los pozos a chorro de agua, la
agarosa se quitd sumergiendola en un recipiente con agua y por ultimo se agregd 5 ml

a cada pozo del colorante naftol azul-negro 0.1% (SIGMA), acetato de sodio 1.36%,
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acido acético glacial al 6% durante 30 minutos, los pozos fueron lavados con aguay las

placas liticas fueron calculadas con la siguiente formula:

(x de placas)(disolucion)

UFP =
volumen inoculado

Evaluacion de la entrada viral por Inmunofluorescencia y Western Blot.

Las células Bewo y Hep-2 se cultivaron en cubreobjetos a una confluencia de 150,000 y
80,000 células respectivamente. Se infectaron con una multiplicidad de infeccién de 1
MOI del VSR vy virus inactivo por calor (Mock) para el control negativo, se dejaron
absorbiendo durante 2 horas y cada 15 minutos se agitaron, finalmente el inéculo fue
retirado y se lavaron con PBS 1X estéril y se adicioné medio de crecimiento, las células
se incubaron a 37°C en una atmésfera de CO; al 5%, posteriormente se agregd medio
DMEM al 10% SFB y 1% de antibidtico-antimicético y se dejé la infeccidon por 24 horas
en incubacién de 37°C en una atmosfera de CO; al 5% . Pasado el tiempo se fijaron las
células con paraformaldehido (PFA) al 4% durante 30 minutos, las células se lavaron
con PBS1X-0.1%triténX100, después se le agrego la solucién permeabilizadora (PBS1X-
0.1%tritonX100 y 0.05 mg de gelatina) durante 40 minutos, posteriormente se lavaron
3 veces con PBS1X-0.1%triténX100. Después de los lavados se le agregd a las células
solucién de bloqueo (PBS1X-triton 0.1% y 1% de suero de cabra) y se incubd durante 1
hora, finalizado el tiempo de incubacién las células fueron lavadas como lo descrito
anteriormente. A continuacién las células fueron incubadas con el anticuerpo primario
para la anti-mouse-F (proteina F del VSR) a una dilucidon (1:100) por una hora,
finalizado el tiempo las células se lavaron y se incub6 para el anticuerpo secundario
anti-mouse FITC a una dilucién 1:100 por una hora; finalmente las células fueron
lavadas y se montaron las preparaciones en portaobjetos con 3 ul DAPI y se analizaron

en microscopio confocal Leica TCS SP5.
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Para el ensayo de western blot se obtuvo un extracto proteico, primero se cultivaron
1x10° células Bewo en botellas 25 cm?, luego fueron infectadas con el VSR a 5 MOI y
con virus inactivo como control negativo. Se incubaron a 24 horas en condiciones
anteriormente descritas. Después del tiempo de incubacion las células se tripsinizaron
con Tripsina-EDTA, se resuspendid con PBS 1X estéril y se centrifugaron a 1,000 rpm
por 5 minutos, posteriormente el paquete celular se resuspendié con PBS 1X y se
centrifugd a 2,000 rpm 5 minutos. El paquete celular se incubd con 100uL de buffer
RIPA (NaCl 150mM, Triton 1%, Deoxicolato de sodio 0.5%, Tris base pH 8.0 y SDS 0.1%)
a 4°C por 1 hora en agitacion, posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm por 20
minutos a 4°C y los sobrenadantes se recuperaron, se les agregd inhibidor de
proteasas y se almacenaron a -20°C. Adicionalmente con las alicuotas de los extractos
se realizd una cuantificacion de proteinas mediante el método de Bradford (Bio-Rad)
con el equipo Synergy™HT (BioTek) midiendo la absorbancia a 630nm y utilizando una

curva estandar de albumina, para identificar la concentracién final de cada extracto.

Finalmente con estos lisados se tomaron 50 pg de cada extracto proteico y se
resuspendieron en buffer laemmli, se desnaturalizaron las proteinas a temperatura de
96°C durante 10 minutos. Se realizaron geles desnaturalizantes de poliacrilamida 10%
y 12% para M2-1, en buffer de corrida (192 mM de glicina, 25 mM Tris-base) por 90
minutos a 100 volts en una camara de electroforesis (Bio-Rad). Terminando la
electroforesis se transfirieron las proteinas en una membrana de nitrocelulosa por el
sistema de electrotransferencia y buffer de transferencia (192 mM de glicina, 25 mM
Tris-base, metanol 1:5) a 120 volts durante 1 hora y 30 minutos a 4°C. Posteriormente
la membrana se bloqued por 1 hora con PBS-Tween-leche descremada 5%, se hicieron
4 lavados de 10 minutos con PBS-Tween 0.5%. Posteriormente se incubd en la
membrana el anticuerpo primario anti-mouse-F (diluciéon 1:500) y en otra membrana
anti-mouse-M2-1 (1:500) en PBS-Tween-leche descremada5% por 1 hora a
temperatura ambiente, pasado el tiempo de incubacién se lavaron las membranas 4
veces como se menciond anteriormente. Finalmente se incubd el anticuerpo
secundario goat-anti-mouse HRP (1:10,000) con PBS-Tween-leche 5% durante 1 hora a
temperatura ambiente, posteriormente se lavd con las condiciones antes

mencionadas. Finalmente se reveld la membrana mediante el uso de un Kit
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ultrasensible de quimioluminiscencia (SuperSignal™ West Femto, Thermo Scientific) y

se detectd emplenado el sistema ChemiDoc™ MP System, Bio-Rad.

Determinacién de acumulacion de antigeno viral del VSR mediante ensayos de

Western Blot.

En este ensayo, se obtuvieron extractos proteicos de las células Bewo infectadas con el
VSR a tiempos de 12, 24 y 36 horas y un Mock como control negativo. Después de los
tiempos transcurridos de infeccidn se tripsinizaron las células y se resuspendié con PBS
1X estéril para centrifugar a 1,000 rpm por 5 minutos, obteniendo los extractos como
se menciond anteriormente.

Con los lisados obtenidos se comenzé el western blot, en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 12% y se prosiguid la electroforesis y transferencia como lo
mencionado anteriormente, después se incubd el anticuerpo primario anti-mouse-M2-
1 (1:500) en PBS-Tween-leche descremada5% durante 1 hora, finalmente se agregé el
anticuerpo secundario goat-anti-mouse HRP (1:10,000) y se revelé la membrana como

lo descrito anteriormente.

Cinéticas de crecimiento viral del VSR en células Bewo por ensayos de

Inmunofluorescencia

Las células Bewo se cultivaron en cubreobjetos a una confluencia de 150,000 células;
mientras que las células Hep-2 con una confluencia de 80,000 células. Se infectaron
células con VSR a 1 MOI, 5 MOI y 10 MOI y Mock y se dejaron incubando durante 2
horas en condiciones ya descritas; posteriormente se incubaron por 12, 24 y 36 horas a
37°C con CO; al 5%. Una vez finalizado el tiempo de incubacién se fijaron las células
con paraformaldehido (PFA) al 4% durante 30 minutos y se desarrollé el método de

inmunofluorescencia descrito anteriormente para detectar a la proteina F de VSR.
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Finalmente se analizaron 5 campos donde se cuantificaron las células que fueron

positivas a la infeccién por VSR en el microscopio confocal Leica TCS SP5

Determinacion de produccién de particulas virales del VSR.

Con los sobrenadantes de la cinética anterior, se evalud la produccidn de particulas
virales; para ésto se recuperaron los sobrenadantes de células Bewo infectadas con el
VSR; adicionalmente se cultivaron células A549 en cubreobjetos con confluencia de
80,000. Posteriormente las células fueron infectadas a 12, 24 y 36 horas bajo las
condiciones ya descritas. Una vez transcurrido el tiempo de infeccién, se fijaron con
PFA 4% y se desarrollé la inmunofluorescencia como ya se menciond anteriormente,
utilizando un anticuerpo contra la proteina viral F de VSR. Finalmente se observaron

las muestras al microscopio confocal Leica TCS SP5.
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6. RESULTADOS.

Obtencion del abasto viral.

Para evaluar el ciclo de replicacion del VSR en las células Bewo se generd un abasto
viral a partir de la linea célular Hep-2 la cual ha sido un modelo ampliamente utilizado
para el estudio y propagacién del VSR (98). Como se observa en la figura 8 existe un
efecto citopatico (formacion de sincitios) el cual es caracteristico de la infeccion con el
VSR. Adicionalmente se observé como este efecto se incrementa pasando el tiempo
pos-infeccidén de 24 a 48 horas, por lo cual se decidié a cosechar a las 48 horas cuando
los sincicios tiene un mayor tamafio y éstos no se despegan ya que a 72 horas ocurre
lo antes mencionado. Posteriormente el stock viral se utilizé para determinar cuantas
particulas virales se tenian con el ensayo de UFP en la figura 9 se muestra dicho ensayo
y se observé que el VSR generd placas liticas hasta la dilucion 1x10™ y se determind el

titulo viral por la férmula antes mencionada, obteniendo un titulo de 1.5x10° UFP/ml.

SIN INFECTAR

Figura 8. Efecto citopatico en células Hep-2 por infeccion de VSR 10X. A) control negativo sin infectar,
B)La formacidn de sincicios marcados en rojo, por infeccién del VSR a 48 horas.
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104 10°% Sin infectar

10! 102 103

Figura 9. Titulacion del VSR. Se infectaron células Hep-2 con diluciones seriadas del virus y un

control sin infectar, tomando la dilucién de 10°.
Determinacion de entrada viral en células Bewo detectado la proteina Fy M2-1 del
VSR.
Como primer acercamiento se decididé a evaluar si el VSR podria acceder a la linea
celular Bewo, lo cual nos sugiere la posible existencia de un receptor en membrana
plasmatica, el cual estaria participando en un proceso de anclaje y entrada viral. Por tal
razon se infectaron células Bewo a 5 MOI durante 24 horas asi como la linea Hep-2
como un control positivo de infeccidn, y se analizd por inmunofluorescencia la
expresion de la proteina F. Como se observa en la figura 10 A, se identificé sefial
positiva en las células Bewo infectadas, no siendo asi en las células infectadas con un
virus inactivado por calor (Mock), lo cual nos indica que el virus pudo entrar a la linea
celular Bewo. Adicionalmente se pudo observar el mismo patréon de agregados
citoplasmaticos (cuerpos de inclusion viral) tanto en la linea hep2 y Bewo (figura 10 B),
estos agregados son importantes para la replicacién viral, lo cual sugiere que el virus
puede generar el mismo efecto citopatico caracteristico de la infeccidon en la linea
placentaria. Para tener una evidencia mas de este fendmeno, se identificd otros
antigenos virales por ensayos de western blot, como se observa en la figura 11, en los
extractos de células Bewo infectadas, una banda de 55 KDa y 22 KDa que

corresponden a los pesos para la proteina F y M2-1 respectivamente, lo cual no fue
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observado en las células falsamente infectadas. Estas evidencias nos sugieren que el

VSR, puede entrar a la células Bewo.

Bewo-VSR Bewo-Mock
24 H 24 H

Figura 10. Infeccion del VSR a células Bewo por inmunofluorescencia. A) se observa como las
células Bewo son positivas a la infeccién por VSR con 5 MOI. B) teniendo un control negativo
falsamente infectado (Mock) y C) las células Hep-2 que son permisivas a la infeccién son también
positivas para anti-F a 5 MOI. Tincion celular con DAPI/anti-F VSR.

Bewo
Bewo
A VSR 24 H Mock B VSR24H Mock
72kDa -
34kDa
—t 3 __|___ Proteina
55kDa - g
26 kDa =y Proteina
43kDa =i — E— M2-1-VSR

Figura 11. Infeccion de células Bewo por western blot. Se observo la expresidn de la proteina F A) a 24
horasy de igual forma B) la proteina M2-1 se expresé a 24 horas posinfeccion.

Determinacion de la acumulacion de antigeno viral posinfeccion.

Establecida la entrada del VSR en la linea celular Bewo, el siguiente evento del ciclo de
infeccion son los procesos de replicacién y traduccion del genoma viral, en este
evento los virus emplean la maquinaria de la célula para producir proteinas virales.
Para ello, se realizé la identificacion de acumulacién de antigeno viral y asi de forma

indirecta sugerir que el genoma viral replica y se traduce en la linea Bewo, por lo cual
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una cinética de infeccion fue llevada a cabo, considerando tiempos tempranos y
tardios y finalmente identificar en la linea celular Bewo el punto maximo de
acumulacién de proteina viral; ya que se ha determinado que durante una infeccién
viral activa hay acumulacién de proteinas virales transcurrido el tiempo posinfeccion.
Los resultados obtenidos identificaron la expresion de la proteina M2-1 con una banda
de un peso de 22kDa similar a lo reportado en diversos estudios; donde el incremento
de proteinas virales ocurre transcurrido el tiempo posinfeccidon. Adicionalmente el
control de carga de B-actina, comprueba que esta acumulacién es generada por la

infeccidn viral (figura 12).

Bewo Bewo Bewo Bewo

MOCK VSR12H VSR 24 H VSR 36 H
26 kDa d o Proteina

M2-1-VSR

17kDa ¢
55 kDa B
43kba =y - s B-actina
34kDa

Figura 12. Acumulacion viral de células Bewo. Se observa que existe un incremento de la proteina viral
donde se nota que a 36 horas la banda es mas gruesa, en comparacion del Mock donde no muestra
expresion.

Permisividad viral de la linea celular Bewo por infeccién del VSR.

Para establecer la permisividad de las células Bewo a la infeccién con el VSR, las células
fueron infectadas con diferentes MOI a tiempos tempranos 12 horas y tardios 48
horas, y con ello monitorear el efecto citopatico y la acumulacién de antigeno viral al
detectar la proteina viral F. El comportamiento de la infeccién a 12 horas en la linea
celular Bewo mostré que a tiempos tempranos con diferentes MOI, se observa un
efecto acumulativo discreto a la sefial positiva de la proteina viral F (figura 13 A,B,C)
conforme las multiplicidades se incrementaron; este fendmeno es mas evidente a las
48 horas observandose un mayor efecto citopatico y menor cantidad de células

asociado a la posible muerte por la infeccion por VSR (figura 13 E, F, G); este
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comportamiento de la acumulacién de antigeno viral es similar al control positivo con
células Hep-2 llevando el mismo patrén de incremento con el tiempo y concentraciéon

viral (figura 13 D, H).

1 MOl 5 MOI 10 MOI 5 MOI
Bewo Bewo

Figura 13. Permisividad viral en linea Bewo. Se observa que en las etapas tempranas de infeccidn es muy
poca la sefial positiva de la anti-F ni con 10 MOI se ve un cambio en el aumento de la seial (A,B,C),
mientras que a etapas finales de la infeccidn se nota el incremento conforme aumenta la concentracidn
viral y a 10 MOl se nota desprendimiento de células por efecto citopatico (E,F,G); se aprecia que el control
positivo ( y H) tiene el mismo patrén de crecimiento de la sefal positiva, mientras que en el Mock (I) no
hay sefial de la proteina F.

12 H
Proteina F

48 H
Proteina F

Mock
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Determinacion de la produccion de particulas de particulas virales del VSR.

El ciclo de infeccién viral tiene como finalidad la generacién de particulas virales
competentes para poder infectar a otras células, por lo cual este fendmeno fue
determinado en la linea celular Bewo, al evaluar si los sobrenadantes de células Bewo
infectadas con VSR pueden infectar otra linea permisiva al VSR. Para garantizar la
presencia de particulas virales, los sobrenadantes de se consecharon a 36 horas y se
utilizaron para infectar la linea celular A549. Los ensayos de inmunofluorescencia
demostraron la presencia de sefial positiva para la proteina viral F, asi como una mayor
cantidad de células infectadas a tiempos tardios (figura 14 D,E,F), no siendo asi en
células A549 infectadas con sobrenadantes obtenidos de células Bewo falsamente
infectadas (Figura 14 A,BC), por lo cual con este ensayo se puede determinar que la

infeccidn de las células Bewo con VSR generan particulas virales infectivas.

A549 16 H A549 24 H A549 48 H

Mock
C
VSR
Proteina F

Figura 14. Particulas virales infecciosas. Como se muestra en A,B y C el Mock no mostro sefial al anticuerpo anti-
F en las células A549. Mientras que en la cinética la infecciéon fue positiva y sigue con el mismo patron de
incremento de la sefial viral transcurrido el tiempo de infeccion D, Ey F.
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7. DISCUSION.

Las infecciones respiratorias tienen una etiologia por diversos patégenos, dentro de los
cuales el VSR juega un papel preponderante, al causar un gran numero de
hospitalizaciones en menores de 5 afios a nivel mundial, considerando a esta infeccion
un problema de salud publica. Nuestro pais no queda exento de ello ya que es la causa

principal ingreso clinico por enfermedades respiratorias en neonatos. (3,9,12,13).

Hasta el momento no se cuenta con estudios que hablen sobre una posible infeccion
vertical por VSR, debido que el 80% de la poblacién de neonatos a sufrido de dicha
infeccidn, ya que el virus est en circulacion, mostrando sintomas comunes de tos o
resfriado que no llevan mas que unos dias de observacion clinica; en los casos graves
neumonias o bronquitis y en casos crénicos el desarrollo de asma. Sin embargo el
origen de estas afecciones respiratorias tienen como principal causa una transmisién
horizontal del VSR. Adicionalmente se tiene registrado que en mujeres embarazadas
las cuales tuvieron la infeccidon de VSR durante el periodo de gestacidn, al nacer los
hijos no mostraron algun sintoma comun por el VSR, cabe resaltar que este estudio se
llevd un registro posterior de los nifios donde se podria presentar algin sintoma
cronico como el asma (17). El grupo de Piedimonte en el 2013 desafio esta idea,
mostrando una hipodtesis sobre la infeccidn vertical por el VSR, y con ello definir si este
virus tiene una nueva via de infeccién, como lo visto en flavivirus, herpevirus,
retrovirus u ortomixovirus (6). Este grupo de investigacién logré demostrar que en un
modelo animal, existe una infeccién in dtero, dafando las vias respiratorias de los
fetos demostrando efectos pre y posnatales. Esta nueva idea sobre el VSR abre un
panorama, sobre si este virus puede transmitirse de manera vertical en humanos y los

posibles efectos en el desarrollo embrionario de las vias respiratorias.

El presente estudio es un acercamiento a la hipdtesis mencionada anteriormente, al
extrapolar que en una linea celular humana placentaria, que en este caso fue de
coriocarcinoma humano (Bewo), la cual tiene caracteristicas morfoldgicas y
bioquimicas de los trofoblastos, ya que estas células son la primera via de contacto de

madre e hijo, al transportar nutrientes, gases, hormonas y factores de crecimiento
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(87). Sin embargo, también pueden ser la conexion para el acceso de patdogenos como
los virus(6). Por lo cual con este modelo nosotros podremos indicar que el VSR puede
replicar en este componente de la interfase materno-fetal y posteriormente acceder a

la circulacion fetal como lo visto por Citomegalovirus, Zika , Hepatitis B y C (90-96).

Como se tiene reportado en diversos trabajos la proteina F esta asociada a la fusién de
particula viral del VSR a una célula blanco (71), con ello se infectaron células Bewo a 24
horas, con un control positivo (Hep-2 VSR) y negativo (Bewo-Mock); donde se observd
la sefial por medio de una inmunofluorescencia de la proteina F, la infeccién de las
células Bewo muestra un patrén similar al control positivo, este patron de agregados
citoplasmaticos es muy similar a lo ya reportado (99-100). Lo anterior nos sugiere que
la expresidn de la proteina F se esta presentando en el citoplasma de la células Bewo y
esto a su vez indicaria que el VSR esta ingresando a la célula. Cabe resaltar que estos
cuerpos citoplasmaticos estdn asociados a los cuerpos de inclusion donde se lleva
acabo la replicacién y ensamble del virus, lo que también sugiere que en las células
Bewo se estén reclutando estos cuerpos para una posible replicacién viral. Para
respaldar la posible entrada del VSR se extrajo proteina total de células Bewo
infectadas con VSR, donde se analizé la expresidon de 2 proteinas estructurales del
VSR, que fue la proteina F con las funciones ya mencionadas y la proteina M2-1 que
juega un papel en eventos tempranos de la transcripcién del genoma del VSR (57-58).
Ambos ensayos de western blot muestran la presencia de las bandas que
corresponden a la expresidon de las proteinas virales esperadas, con lo que en primera
instancia respalda que la proteina F del VSR se encuentra dentro de las células Bewo,
y con ello sugerir la posible entrada de la particula viral y consecuentemente que la
proteina M2-1 se esta expresando y con ello nos indicaria que la maquinaria viral esta

actuando ya que empezaria la transcripcion del material genético del VSR.

Posteriormente una vez que los virus acceden a la célula e internalizan su genoma
viral, procesos de transcripcion, traduccion y replicacién del genoma viral pueden
ocurrir. Para confirmar que la maquinaria viral estd actuando dentro de las células
Bewo, se determind el incremento de una proteina viral en una cinética de infeccidn,

evaluando la proteina M2-1 del virus, observando un efecto acumulatorio conforme el
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tiempo de infeccidn avanzd, este patron de incremento es muy similar con diversos
reportes en un modelo de células Hep-2 infectadas con VSR (54), por lo tanto al
aumentar la expresion de la proteina viral M2-1, los ARN mensajeros del virus estan
traduciéndose por la maquinaria celular (68). Por lo tanto la proteina M2-1 viral y el
complejo polimerasa en las células Bewo, estan teniendo una funcién activa y es
probable que factores celulares asociados a estos procesos estan presentes en la linea
celular Bewo, tal es el caso de la presencia de balsas lipidicas, las cuales son reclutadas
por la maquinaria viral para llevar acabo los procesos de replicaciéon (101). Diversos
trabajos han demostrado la presencia de estos microdominio lipidicos en la linea

celular BeWo y como son reclutados en la infeccién con el virus Coxsackie (102) .

Eventualmente un punto clave es determinar la permisividad que tienen las células
Bewo a la infeccion por VSR, para ello se infectaron a tres diferentes MOI y dos tiempo
fueron considerados, evaluando con ello etapas tempranas y tardias del ciclo de
infeccidn del VSR. Los resultados de este ensayo nos siguieren que la linea Bewo tiene
cierta permisividad a la infeccién, al identificarse como hay un aumento discreto de la
presencia de proteina viral F a lo largo de la cinética y con diferentes multiplicidades,
lo cual coincide con el control positivo (70, 76, 78). Si bien, la permisividad es mayor
en la linea Hep2 que en nuestro modelo, la evidencia en la literatura ha reportado
qgue en la linea celular Bewo se expresan algunos de los receptores que el VSR utiliza
para acceder a la célula, como son TLR4 y Heparan Sulfato, quizas esta linea celular no
exprese alguno de los factores que son necesarios para observar la misma
permisividad que en el modelo Hep-2. Adicionalmente, se debe considerar que este
ensayo tiene un enfoque cualitativo, por lo cual en futuros ensayos se utilizara
citometria de flujo para definir la permisividad de las células Bewo infectadas con VSR.
Sin embargo, podemos decir que esta linea celular tiene el potencial para ser
considerada como un modelo in vitro de células de trofoblasto y ser utilizado
ampliamente para evaluar una infeccidén por VSR vy las interacciones que podria llevar
con diversos receptores y moléculas de la misma linea celular Bewo. Otro punto a
considerar es que a tiempos tardios de la infeccién las células Bewo tienen un efecto
citopatico mayor observandose una menor cantidad de células, esto podria estar

asociado a un procesos apopodtico debido a la interaccidn de las proteinas NS1 y NS2
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gue tienen una funcion antiapoptdtica en etapas tempranas de la infeccidén. Lo
anterior nos sugiere que se expresan estas proteinas no estructurales NS1 y NS2 en

etapas tempranas para retrasar la apoptosis y promover la replicacién viral.

Para que un ciclo de infeccién viral se complete, es necesario generar particulas
infectivas competentes, lo cual significa que la célula tiene los diferente componentes
para que los nuevos viriones se ensamblen y se liberen al medio extracelular. Los
resultados obtenidos muestran que las células Bewo tienen la maquinaria celular
adecuada para producir nuevas particulas virales con capacidad infectiva, al identificar
infeccidn en las células A549 (98). Nosotros fuimos capaces de observar en esta linea
celular el patrén caracteristico de la proteina F, el cual fue similar a los resultados
anteriores observdndose un aumento del antigeno viral y los agregados
citoplasmaticos caracteristicos de una infeccion tanto de Hep2 y A549; lo que sugiere
podrian ser los cuerpos de inclusidn. Diversos estudios, han demostrado que estos
cuerpos de inclusién estan enriquecidos por balsas lipidicas que ayudan al transporte y
proteccion de estos cuerpos y ademas participan en los procesos de la replicacién,
morfogénesis viral, y egreso de las particulas virales (72-74,98-100). Esto lleva a definir
gue existe una produccion de particulas virales provenientes de la linea celular Bewo
gue posiblemente estan asociados a las balsas lipidicas que son microdominios
asociados a la salida de particulas virales ya que ellas son expulsadas al ambiente
extracelular por medio de la exocitosis (52,76). Esto lleva a vislumbrar que la linea
celular de coriocarcinoma Bewo es otra linea celular permisiva al VSR y el panorama de
una infeccidén por VSR no solo se limita al aparato respiratorio, nervioso y médula 6sea,
ya que podria tener un blanco adicional en la placenta humana y con ello vislumbrar

las posibles implicaciones que el virus estara llevando en el desarrollo embrionario.
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8. CONCLUSION.

El VSR infecta las células Bewo un modelo de trofoblastos de placenta humana, una
vez ingresando a la célula, utiliza la maquinaria celular para llevar acabo procesos de
transcripcion y replicacién viral, y finalmente producir particulas virales infectivas. Esto
abre un nuevo panorama acerca del proceso de infeccidn vertical por el VSR . Por lo
cual se establecié que la linea celular Bewo es un buen modelo in vitro para estudiar el

ciclo infectivo del VSR en humanos.

Perspectivas.

- Encontrar el macanismo o receptores especificos responsables de la
infeccion por VSR en células Bewo.

- Determinar si existe una infecciéon en un modelo de cultivo primario de
trofoblastos.
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