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RESUMEN

El Virus Sincitial Respiratorio (RSV) es uno de los principales agentes causales de
infecciones agudas en el tracto respiratorio a nivel mundial. Causando infecciones
agudas en el tracto superior en adultos y enfermedad respiratoria aguda baja,
incluyendo bronquiolitis y neumonia en los lactantes y nifilos pequefios. Evidencias
sugieren gue una infeccion en la vida temprana causada por este virus, predispone a
disfunciones cronicas respiratorias como el asma, posiblemente relacionados con la
persistencia del virus en el tracto respiratorio y pulmén, logrando alcanzar sitios
extrapulmonares. Tal como se detalla en datos més recientes de modelos animales, se
sugiere que la placenta puede ser infectada por RSV proveniente de las vias
respiratorias de la madre y asi infectar al feto, y establecer una infeccion persistente.
Con base en lo antes mencionado; el presente proyecto tuvo como objetivo establecer
la permisividad de una linea celular de coriocarcinoma humano (BeWo) al RSV,
empleando ensayos de RT-gPCR. Evaluamos la susceptibilidad de RSV o virus
inactivado por calor (Mock) en dos lineas celulares HEp-2 y BeWo mediante la
deteccidn de la proteina viral F por inmunofluorescencia, mostrado que las células
BeWo son susceptibles al RSV. La permisividad de las células BeWo, fue evaluada a
través de genes no estructurales y estructurales (NS2 y L) del RSV en una cinética de
16, 24 y 36 h de mediante RT-PCR punto final y RT-gPCR respectivamente,
encontrando que existe replicacion viral, con una ligera diferencia en la expresion de
NS2 y L a tiempos tardios de la infeccion. Por otra parte, con el fin de establecer si la
inmunidad juega un papel en la permisividad de la linea celular BeWo, evaluamos por
PCR punto final la expresion de RIG-1 y TLR-3 encontrando que parecen tener una
expresion diferencial durante la infeccién con RSV. Por lo tanto, lo anterior nos permite
establecer que el modelo celular de placenta humana (BeWo) infectadas con RSV, son
permisivas a la infeccion y ocurren eventos de replicaciéon viral, lo cual nos permite
asociar con los estudios realizados entre las infecciones en edades tempranas de la
vida con el desarrollo de patologias crénicas (asma), durante la edad infantil. Asi mismo
gue la linea celular BeWo es un buen modelo para el estudio de la transmision vertical

de la infeccion por RSV.

Xi
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1. INTRODUCCION

El Virus Sincitial respiratorio (RSV), es un virus envuelto, su genoma es de RNA de una
sola cadena de polaridad negativa, clasificado en la familia Pneumoviridae (Rima et al.,
2017). Contiene 10 genes que codifican 11 proteinas individuales, cada una con
funciones distintas en la infeccion viral y la evasion inmunitaria (Vandini et al., 2015). Es
frecuentemente identificado como la causa mas importante de enfermedades
respiratorias, que usualmente causa sintomas similares al resfriado comun, con un
periodo maximo de evolucién de 15 dias para la mayoria de la poblacién; sin embargo,
puede ser serio en infantes durante los primeros afios de vida, teniendo una importante
incidencia en neonatos y niflos menores de seis afios, afectando principalmente el
tracto respiratorio inferior (LRT) causando epiglotitis, laringitis, laringotraqueobronquitis
(crup), bronquitis, bronquiolitis y neumonia principalmente (Fernades et al., 2017)
siendo asi, uno de los principales causantes de hospitalizacion durante los primeros
afios de vida en infantes y un patdégeno relevante en pacientes inmunodeprimidos
(Rossi & Colin, 2014). Globalmente, la tasa estimada de mortalidad por RSV demostro
ser nueve veces mayor que para influenza (Tang et al., 2017). La creciente evidencia
epidemioldgica sugiere que las infecciones por el RSV en la vida temprana predisponen
al desarrollo de disfuncion respiratoria cronica, posiblemente relacionadas con la
persistencia viral o de sus efectos sobre el desarrollo pulmonar (Piedimonte & Perez,

2014).
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Por otra parte, el RSV causa un impacto econdmico significativo en los sistemas de
salud publica. Un estudio que evalud los costos asociados con la infeccion por RSV en
pacientes pediatricos en Canada, estimé el costo anual en el sistema de atencion
médica en 18 millones de dolares canadienses (1997). En los Estados Unidos, estos
costos son mucho mas altos con mas de 600 millones de délares por afio en atencion
médica total, debido a infecciones por RSV en pacientes pediatricos y ancianos (1999 a

2004) (Griffiths et al., 2017).

1.1 Epidemiologia de la infeccion por el Virus Sincitial Respiratorio (RSV)

A nivel mundial, se estima que los agentes virales son los principales patégenos
causales de afecciones respiratorias, provocando alrededor del 80% de los casos
(Fernandes et al., 2017), de los cuales los siete virus mas citados como los principales
son: Influenza A y B, Virus de la parainfluenza tipo 1-3, Adenovirus y Virus Sincitial
Respiratorio (RSV) (Wong, 2017). Siendo considerado actualmente este ultimo como un
problema de salud global emergente, tal como lo describe un estudio realizado en el
2017 por Tang y colaboradores, para virus respiratorios de RNA, sin contar al virus de
la influenza, y la iniciativa de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) frente a la
lucha contra virus respiratorios, estima que el RSV es el agente viral que causa una
predominante morbilidad y mortalidad respiratoria (Figura 1) (Tang et al., 2017, URL1),
con aproximadamente 60% de las infecciones respiratorias agudas en nifios menores

de 5 afios (Piedimonte & Pérez, 2014).
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Figura 1. Distribucién geogréfica de los datos de la secuencia gendmica de diferentes virus de RNA. Se esquematiza la
distribucion geografica de diferentes virus de RNA, incluyendo al RSV, asi como el log, del nimero total de secuencias de la
ciudad o region. Tomado de: Tang et al., 2017.

Estimaciones realizadas en el 2005 indicaban que alrededor de 33.8 millones de
nuevos episodios de infeccion respiratorias por RSV ocurrieron en todo el mundo en
nifios pequefios de entre 0 y 5 afios de edad, de los cuales el 10% requirieron
hospitalizacion. También se estimé que 55,000 a 199,000 muertes infantiles podrian ser
atribuidas al RSV, teniendo una mayor mortalidad que las estimadas para el virus de la
influenza (Shi et al.,, 2017, Rodriguez et al., 2012). Para el 2010 las estimaciones
globales calculadas de mortalidad en nifios menores de 5 afios, han oscilado entre
23,400 a 36,400 (5% de todas las infecciones agudas respiratorias inferiores) en 2015
por bronquiolitis y/o neumonia (Shi et al., 2017), siendo responsable de la mayoria de
los casos de bronquiolitis y de aproximadamente el 50% de los casos de neumonia

durante los primeros afios de vida (Gamifo et al., 2016).
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En cuanto a las caracteristicas epidemioldgicas de la infeccion por RSV en México, se
han descrito actualmente mdaltiples estudios, los cuales lo colocan como uno de los
principales agentes causales de infecciones respiratorias agudas. Un estudio realizado
en diferentes zonas de México (Norte, Centro y Sur) (Figura 2), ha determinado que
después de Rinovirus el RSV fue el mas frecuente (30.8%); y aproximadamente el
62.5% de todos los casos positivos fueron en nifios menores de 9 aflos (Fernandes et
al., 2017); lo cual coincide con los datos reportados en otro estudio realizado en
pacientes con infeccibn por el RSV por grupo de edad, detectando con mayor
frecuencia, que el grupo méas afectado por RSV fueron nifios de 0 a 5 afios de edad en
un 66.84%; tal como lo describe Wong-Chew en el 2017, mientras que 30% ocurrio en

adultos y 3.16% en nifios y adolescentes de 6 a 17 afios de edad (Wong et al., 2017).

De igual manera, se detectd que la mayoria de los casos de RSV (48.2%) se dan en el
otofio (21 de septiembre al 20 de diciembre), aunque puede causar infecciones
respiratorias agudas en todas las estaciones del afio (Rodriguez et al., 2012),
consistente con otro estudio realizado entre 2010 y 2014 donde las infecciones
causadas por este virus se detectaron durante todo el afio, pero tuvieron una
distribucion estacional notable con gran circulacion durante el otofio e invierno (Gamifio

et al., 2017).
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Figura 2. Distribucién demografica de las muestras analizadas y la proporcion de casos positivos a infeccion por RSV
por grupo de edad. La figura A) muestra la distribucién de las muestras analizadas y se muestran de la siguiente forma: en
verde la zona norte, en rojo la zona centro, y en azul la zona sur B) Porcentaje de deteccion de 13 virus respiratorios no influenza
identificados y agrupados por edad. Tomado de: Fernandes et al., 2017
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1.2 Virus Sincitial Respiratorio (RSV)

Este virus fue descrito por primera vez como agente causal de rinitis en chimpancés en
1956. Y posteriormente en 1957 fue aislado de nifios con enfermedad pulmonar
(neumonia y laringitis estridulosa) en Baltimore, USA. En 1967 se le denomino RSV,
debido al efecto citopatico caracteristico del virus, la formacion de células gigantes

multinucleadas en cultivo celular, denominadas sincitios (Simoes, 1999).

1.2.1 Clasificacion

El RSV con base en la clasificacion del Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV) pertenece al Orden Mononegavirales, Familia Paramyxoviridae, Subfamilia
Pneumovirinae, Género Pneumovirus, Especie Virus Sincitial Respiratorio Humano. Del
cual actualmente estan descritos dos grupos antigénicos, A 'y B con base en la

variabilidad de la glicoproteina G (Chu & Englund, 2013; 2 URL).

1.2.2 Estructura

El viribn es una particula esférica, de tamafio entre 120 y 300 nm, que también se
puede encontrar predominantemente en forma de un largo filamento, con un diametro
de 60-200 nm y hasta 10 um de longitud; es un virus envuelto, que contiene tres
glicoproteinas transmembranales, la proteina de unién al receptor (glicoproteina G), la
proteina de fusion (glicoproteina F) y una proteina pequefia hidrofébica (la proteina

SH), la cual se comportan como una viroporina que muestra actividad de canal ionico,
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dependiente del pH (Gan et al.,, 2012). La organizacion de estas proteinas genera
estructuras en forma de espiculas entre 11-20 nm y poco separadas entre si (6-10 nm)
(Figura 3). La nucleocapside es una hélice simétrica en la que esta el genoma viral, se
encuentra asociado con la nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), un factor anti
terminador de la transcripcion (M2 o 22K) y la polimerasa (L). El genoma es una
molécula de RNA monocatenario de polaridad negativa (ssRNA’) con un tamafo
aproximado de 15.2 Kb, con 10 genes que codifican para 11 proteinas.

Adicionalmente, el virus codifica para la proteina de la matriz (M) que esta involucrada
con la morfogénesis del viridn, la cual forma una cubierta proteica en la cara interna de
la envoltura, dos proteinas no estructurales NS1 y NS2, que participan en la replicacion

del virus (Avila & Castellanos, 2013).

Proteina de matriz (M)
Glicoproteina (G)

Proteina de fusion (F) Fosfoproteina (P)

Proteina SH Nucleoproteina (N)

Polimerasa (L)

Bicapa lipidica

Figura 3: Representacion esquematica de la estructura del RSV. El RSV es un virus envuelto, que se encuentra formada por un
total de 10 proteinas, incluidas las estructurales y no estructurales, destacando dentro de las estructurales la Proteina de Matriz, (M),
Fosfoproteina (P), Nucleoproteina, (N), Glicoproteina (G), Proteina de fusién (F) y la Proteina SH, las cuales juegan un papel en las
diversas etapas del ciclo de replicacién del virus Modificada de: 3 URL
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1.2.3 Genoma viral

El genoma del RSV esta constituido por una molécula de RNA monocatenario de
polaridad negativa (ssRNA’), no segmentado con un tamafio aproximado de 15.2 Kb,
gue codifica para 10 mRNA independientes (Figura 4). Cada uno de ellos contiene un
marco abierto de lectura (ORF), a excepcion del gen M2 que contiene 2 marcos de
lectura abiertos que codifican para las proteinas M2-1 y M2-2. Los mRNA presentan
una modificacion 5-metil guanosina (CAP) en el extremo 5" y estan poliadenilados en el
extremo 3. Cada gen comienza con una secuencia de 10 nucleétidos (nt) muy
conservada, a excepcion del gen L, cuya funcion es controlar el inicio de la transcripcion
y la adicion del CAP y acaba con una secuencia semi conservada de 12 a 13 nt, que
dirige la terminacién de la transcripciéon y la poliadenilacion del mMRNA. En cada extremo
del RNA viral (vRNA) se encuentran dos regiones no codificantes, una hacia el extremo
3" de 44 nt, y otra de 159 nt en el extremo 5 (Figura 4) (Ashrafuzzaman, 2017; Cowton

et al., 2018; Corzo & Valdés, 2013)
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Figura 4: Esquematizacion de la estructura del genoma viral del RSV. Los genes indicados en la figura son los siguientes:
NS1, proteina no estructural 1; NS2, proteina no estructural 2; N, nucleoproteina; P, fosfoproteina; M, proteina de matriz; SH,
glicoproteina hidrofébica pequefia; G, la glicoproteina; F, proteina de fusién; proteina M; L, polimerasa viral. Asi mismo se
indica las regiones flanqueantes al marco abierto de lectura, que regulan la expresion de las proteinas virales, asi como los
eventos de transcripcion y replicacion Tomado de: Cowton et al., 2018
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1.2.4 Proteinas Virales

De las 11 proteinas codificadas por el RSV, 9 son estructurales (Glicoproteina; G,
Proteina de fusion; F, Fosfoproteina; P, Proteina SH, Proteina de Matriz; M,
Nucleoproteina; N, Polimerasa viral; L, Proteina M2-1/2), y 2 no estructurales (NS1y

NS2).

De las cuales la proteina G, es responsable de la unién del virus al receptor celular en
las primeras etapas del ciclo de infeccién (Collins et al., 2013). La proteina F, es una
proteina que participa en la entrada viral a la célula blanco al mediar la interaccion con
receptores especificos como Nucleolina, ICAM-1, Anexina, etc.; y en la fusién entre las

células infectadas, provocando la formacion de sincitios (Cowton et al., 2006).

La proteina P o Fosfoproteina del RSV, es una proteina altamente fosforilada que
interactlia con proteinas virales como N, actuando como chaperona durante la sintesis
de RNA viral, para asegurar el ensamble correcto de la nucleocapside y el suministro a
la cadena viral creciente del RNA durante la replicacion del genoma con L, actuando
como cofactor durante la transcripcién (Collins et al., 2013, Blondot et al., 2012, Galloux

et al., 2015).

La proteina pequefia hidrofoba (SH) del RSV ppatrticipa junto con las glicoproteinas F y
G en la formacion de sincitios en las células infectadas, en la modulacion de la
respuesta inmune del huésped, asi como en la liberacion de particulas infecciosas de la
membrana (Gan et al., 2012). La proteina de Matriz, es un monémero no glicosilado,
gue puede mediar la interaccion electrostatica con la membrana plasmatica del

huésped asi como con las demas proteinas virales, durante la morfogénesis de la
9
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particula viral, y puede ser responsable de una inhibicibn moderada de la transcripcion
del hospedero durante el proceso de infeccion. Incluso es encontrada en inclusiones

citoplasmaticas IB"s durante la infeccion tardia (Ghildyal et al., 2008).

Nucleoproteina o Proteina N, es un componente principal de la nucleocapside viral,
participa en la encapsidacion del RNA gendmico, se asocia con las proteinas P-L
durante la trascripcion y replicacion del virion; y se piensa que interactlia con la proteina
M durante el ensamblaje del virus (Ghildyal et al., 2008). Presenta una estructura en
forma de un anillo decamerico, con una larga horquilla B que se proyecta lejos del
ndcleo decamerico y que puede servir como un sitio de contacto con la polimerasa viral
L. Ademas, se demostro que el extremo carboxilo (C) y amino (N) pueden servir como
el sitio de interaccion con la proteina P durante la sintesis de RNA (Tawar et al., 2009).
También participa en inhibir la fosforilacion del factor de iniciacion de la traduccion (EIF-
2A) y por consiguiente la inhibicion de la sintesis de proteinas del hospedero (Collins et

al., 2013).

La polimerasa viral (L), es una proteina que sirve como RNA polimerasa dependiente
del RNA viral y lleva a cabo la sintesis de RNA junto con las proteinas P y N. También
realiza el “capping” de mRNA en el extremo 5° y la poliadenilacion en el extremo 3’
(Collins et al., 2013). La Proteina M2 (M2-1/ M2-2) es codificada por un mismo gen que
presentan 2 marcos de lectura abiertos (ORF) traslapados, dando lugar M2-1 y M2-2
(Cheng et al., 2005). La proteina M2-1 es un homotetramero antiterminador de la
transcripcion, y es esencial para la viabilidad del virus. Se ha demostrado que se une a
la proteina P y al RNA viral de una manera competitiva, lo que sugiere que la proteina P

interactla con la proteina M2-1 soluble y la entrega al moldee de RNA. Adicionalmente,
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varios estudios también han demostrado que la transcripcion viral termina
prematuramente en ausencia de la proteina M2-1, lo que sugiere que la proteina M2-1
sirve como un factor de elongacién de la transcripcion para el complejo de polimerasa
viral (Cheng et al., 2005). La proteina M2-2, es una pequefia proteina de 11 kDa, que
puede presentar 2 formas con un tamafo diferente ya que puede contener 88 o 90
aminodcidos, esto dependera del sitio de inicio de la transcripcion del ORF-2, ya que se
ha determinado que este proceso tiene una baja regulacion. Se ha sugerido que M2-2
juega un papel en la regulacién de la sintesis de RNA; especificamente reduce la
transcripcion y promueve la sintesis del RNA, ya que actia como un factor
transcripcional regulador, que puede mediar un “cambio” en el equilibrio entre la
replicacion y la transcripcion del RNA (Tanner et al., 2013; Cheng et al., 2005).

Finalmente las proteinas NS1 y NS2, se consideran no estructurales porque no se han
encontrado en viriones maduros, aunque abundan en células infectadas. Para ambas
proteinas han sido reportadas mdltiples funciones. Sin embargo principalmente se ha
descrito su participacion en el bloqueo de los mecanismos de inmunidad innata,
implicadas en la disminucion de la expresién de interferones (IFNs) tipo I, entre otras

(Spann et al., 2005; Esteban, 2014; Valdés-Ramirez, 2013).

1.2.5 Ciclo de replicacién viral

El ciclo de replicacion del RSV inicia cuando ocurre la entrada del virus (Figura 5) a las
células epiteliales del tracto respiratorio por las vias aéreas a través de la interacciéon
con receptores de anclaje (glicosaminoglicanos GAG’s) mediado por la proteina G,

donde comienza su proceso de internalizacién empleando dos de los 7 tipos de GAG’s,
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sulfato de heparan (HS) y sulfato de condroitina B (CS-B o sulfato de dermatan)
(Escribano et al., 2004; Mastrangelo & Hegele, 2013).

Por otro lado, existe otro grupo de receptores de alta afinidad que participa activamente
en la entrada del virus; los cuales interactian con la proteina F; encontrdndose a las
moléculas de adhesion intercelular (ICAM-1), heparina, Anexina Il, receptor tipo toll
(TLR) 4, receptor fractalina (CX3CL1) , CX3CR1 y nucleolina (Hallak et al., 2000;
Malhotra et al., 2003; Mastrangelo & Hegele, 2013; Rudraraju et al., 2013). Ademas, se
identificd que los micro dominios lipidicos conocidos como balsas lipidicas, participan
en el proceso de entrada viral, ya que se demostrd que la unién entre la particula viral y
nucleolina es dependiente de estos micro dominios; y el reclutamiento de los mismos
sirve como plataforma para la fusion de la membrana para la entrada de la

nuclocapside (Chang et al., 2012; Mastrangelo & Hegele, 2013).

Aunque la evidencia experimental indica que el RSV no utiliza de manera eficiente el
sistema de endocitosis mediado por clatrinas para penetrar las células, es considerado
el modelo mas aceptado, ya que no esta claro si el RSV puede utilizar otras vias
endociticas como aquellas mediadas por las balsas lipidicas o macropinocitosis (Chang

& Dutch, 2012).

Una vez internalizada la nucleocapside se libera en el citoplasma el RNA viral, y se da
inicio a los eventos de transcripcion del genoma y la replicacion. La transcripcion inicia
cuando el complejo de la polimerasa, fosfoproteina y la proteina L contacta al promotor
Tr (Trailer) del genoma, promoviendo la transcripcion secuencial de genes con la
participacion de la proteina M2-1, que ayuda al complejo de la polimerasa a pasar a

través de las regiones intergénicas. A medida que la transcripcidén progresa a lo largo
12
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del genoma, algunos complejos se separan y la expresion de los genes que se
encuentran distales se reduce, lo cual resulta en un gradiente de expresion desde los

genes proximales a los distales (Collins et al., 2011).

Una vez que los productos proteicos se acumulan, y dentro de estos la proteina M2-2
alcanza una determinada concentracion, el complejo de la polimerasa cambia del modo
transcripcional al modo de replicacion asociandose con la proteina L en la region
promotora conocida como Le (leader). En este evento, la copia antigenGmica con
orientacion positiva, sirve como plantilla para generar el genoma del virion (Collins et

al., 2011).

La union de la proteina N al RNA genomico o antigendmico asiste en el ensamblaje de
la nucleocapside, la cual se complementa con la incorporacion del resto de las
proteinas (San et al., 2006). Las células infectadas desarrollan cuerpos de inclusion
citoplasmaticos (CI) que se hacen visibles a las 12 horas posteriores a la infeccion y
gue se sugiere que son lugares donde se sintetiza el mMRNA, incluso se ha demostrado
gue contienen las proteinas virales N, P, M2-1 y L, asi como RNA viral (Collins et al.,

2011).

Se ha descrito que los Cl secuestran componentes clave de sefializacion celular y por
lo tanto inhiben las respuestas celulares a la infeccion. Finalmente las nucleocapsides
llegan a la membrana plasmética, donde contactan a la proteina M, que se encuentra
localizada en la cara citoplasmatica de las balsas lipidicas, donde las proteinas F, G y
SH también se acumulan, ya que es el sitio donde ocurre el proceso final de ensamblaje

y de gemacion del RSV; dando origen a la liberacion de la progenie viral 10-12 h

13
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después de la infeccién, con un pico maximo después de 24 h, y continda hasta que las

células se deterioran entre 30-48 h (Lindquist et al., 2010, Lifland et al., 2012, ).
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Figura 5: Esquema general del ciclo prototipo del Virus Sincitial Respiratorio. Una vez que la particula viral ha reconocido a
su receptor en la superficie cie celular (Anexina |, Nucleolina, etc.), la particula viral es internalizad por endocitosis aunque no esta
completamente demostrado. Sucedido esto la nucleocéapside viral se libera en el citoplasma, con la consecuente liberacion del
genoma del virus. El cual lleva a cabo ciertas rondas de transcripcion que permiten la formacién de mensajeros para la sintesis de
proteinas tanto estructurales, como no estructurales, esenciales tanto para la replicacién, como para el ensamblaje de particulas
madura, una vez alcanzados los niveles necesarios de determinadas proteinas (M2-2) se produce un switch, que da inicio a la
replicacién, la cual originara mas moldes de mRNA, asi como RNA viral que serd empaquetado para la formacién de nueva
progenie viral y que se liberara por gemacién en la membrana celular. Tomado de Mastrangelo & Hegele, 2013.
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1.2.6 Tropismo celular
Al igual que muchos otros virus el RSV infecta una amplia gama de células dentro de su
huésped, inclusive recientes estudios han determinado que este es capaz de causar
afecciones en el sistema nervioso central principalmente cuando existe un determinado
inmunocompromiso (Chu & Englund, 2013; Valdés, 2013). Los grupos celulares mas
importantes que son blancos del RSV son: Células ciliadas, células epiteliales del traco
respiratorio, macrofagos, monocitos, rifion, higado, miocardio, tejido materno-fetal*

(*Datos aun en estudio) (Valdés, 2013).

1.3 Infecciones virales durante el embarazo

Las infecciones virales en el embarazo son las principales causas de morbimortalidad
materna y fetal. Durante el embarazo humano, la transmisién vertical de agentes
infecciosos de una madre infectada a su feto puede conducir a consecuencias
devastadoras en el feto en desarrollo y las manifestaciones clinicas de las infecciones

neonatales varian dependiendo del agente viral y la edad gestacional en la exposicion.

El riesgo de infeccion suele ser inversamente relacionado con la edad gestacional en la
adquisicién, algunos resultando en un sindrome de malformacion congénita, afecciones
cronicas, inclusive afecciones agudas al nacer, que pudiera causar complicaciones
(Marino et al., 2016). Presentandose la transmision vertical de tres formas; prenatal
(antes del nacimiento a través de secreciones vaginales o sangre), perinatal (semanas
inmediatamente antes o después el nacimiento), o postnatal (después del nacimiento a

través de la leche materna u otras fuentes) (Arora et al., 2017; Marino et al., 2016).
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1.4 Tejido placentario

Para comprender los mecanismos de transmision vertical, es fundamental definir la
estructura de la placenta humana, que constituye la principal barrera entre los
compartimentos materno y fetal durante el embarazo (Figura 6A). La placenta humana
se compone basicamente de células fetales en contacto con células maternas,
caracterizada por una estrecha asociacion entre los trofoblastos derivados del feto y los
tejidos maternos con los que entran en contacto. La interface materno-fetal consiste en
células progenitoras trofoblasticas derivadas del feto, que se diferencian en
citotrofoblastos (CTB) con capacidad proliferativa, y sincitiotrofoblastos, que son células
diferenciadas terminalmente, fusionadas y multinucleadas. En los seres humanos, la
placenta comienza a formarse dentro de 7-8 dias después de la fertilizacion, cuando
una capa de trofoblastos sincitiados rodea al blastocisto y se comienza a anclar en el

endometrio materno (Arora et al., 2017).

A las 10-12 semanas de gestacion, la circulacion materna se ha remodelado mediante
la formacién de arterias espirales, y la placenta humana se convierte en hemocorial, lo
gue indica contacto directo entre la sangre materna y la placenta. Juntos, los
trofoblastos forman el vaso placentario y median el intercambio materno-fetal de gases,
nutrientes y productos de desecho (Weisblum et al., 2011). A partir de este conjunto de
tejidos la placenta origina vellosidades, las flotantes y de anclaje (Figura 6B). Las
vellosidades flotantes, estan formadas por una capa de CTB’s, cubierta por una capa de

sincitiotrofoblastos, que son bafiados en sangre materna y que fluye hacia el espacio
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intervelloso (IVS). El IVS puede contener hasta 500 mL de sangre materna, exponiendo
las superficies de las vellosidades a los microorganismos que podrian estar presentes

en la sangre materna (Arora et al., 2017).

A diferencia de las vellosidades flotantes, las vellosidades de anclaje se unen al tejido
decidual materno (denominado decidua basal) por CTB altamente invasivos, llamados
trofoblastos extravellosos (EVTs) que forman columnas celulares en los extremos
distales de las vellosidades de anclaje (Arora et al., 2017). Los EVTs que invaden
directamente la decidua basal y el miometrio se denominan EVT intersticiales, mientras
gue aquellos que invaden la vasculatura materna (arterias espirales) se denominan EVT
endovasculares. Tanto en las vellosidades flotantes como en las de anclaje, los
sincitiotrofoblastos, que se forman mediante la fusion de los CTB subyacentes, forman
la capa celular mas externa y componen asi la interface clave entre la sangre materna y
fetal (Figura 9B). En el caso particular del nacleo de la vellosidad coridnica, consiste en
macrofagos fetales (denominados células Hofbauer), fibroblastos placentarios y células
endoteliales fetales que recubren los capilares vellosos y sus membranas basales
asociadas, que por lo tanto estan protegidas por las capas de células trofoblasticas de

los microorganismos en la sangre materna (Arora et al., 2017).

Dada su funcién como la Unica interface entre los ambientes maternos y fetales, la
placenta protege al feto de los patdogenos presentes en la sangre materna. Siendo
finalmente los sincitiotrofoblastos la barrera mas importante contra patégenos, tanto

virales, como no virales (Arora et al., 2017).

17



“Evaluacién de la replicacion viral en células BeWo infectadas con RSV mediante un ensayo de

RT-gPCR”
A B
Decidua sesenennns P f,";;’;,’/,k\ DO ~ Decidua
§ : > ™S, @ \'QL:’B‘\;S?\‘:'\ ore! —
a 2 S,
| C e e
.......... R ROk ,«»;s-*;,g»; trophoblast

Placenta

Umbilical /<o~
cord [

N IVS
N Maternal
Amniotic \ Blood

Fluid N,

Figura 6. Estructura y composicién celular de la placenta. A) La sangre materna llena el espacio intervelloso (IVS) a través
de arterias espirales que bafian las superficies de la placenta en sangre materna (una vez que se ha establecido la
microvasculatura materna). B) La placenta hemocorial humana estd formada por vellosidades compuestas de vellosidades
flotantes y vellosidades de anclaje, que se unen directamente a la decidua basalis mediante la invasion de trofoblastos
extravellosos (EVTs). Los vellosidades de la placenta humana estan cubiertos por sincitiotrofoblastos, con una capa de
citotrofoblastos (que se convierten en discontinuos durante el embarazo) por debajo de esta capa. Tomado de: Arora et al.,
2017

Ademas, los CTB’s también poseen mecanismos de defensa innatos contra patdgenos
intracelulares. Las estrategias utilizadas por los patégenos para evitar estas defensas
intrinsecas al trofoblasto son variadas. Los seres humanos tienen una placenta vellosa
con una sola capa de sincitiotrofoblastos bafiados en sangre materna. Por el contrario,
los ratones tienen una placenta laberintica con dos capas de sincitiotrofoblastos y una
capa completa de citotrofoblastos mononucleados, estando la capa de citotrofoblasto en
contacto directo con la sangre materna (Arora et al., 2017). Dadas las tres capas de
células, la placenta del ratébn se conoce como una placenta hemotricorial. Estas
diferencias entre el ratdn y las estructuras celulares placentarias humanas pueden
dificultar los hallazgos realizados utilizando modelos de raton para estudios de vias de

transmision vertical en el embarazo humano (Arora et al., 2017).
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1.4.1 Los sincitiotrofoblastos (SCTB’s) como una barrera a la transferencia

vertical
Los sincitiotrofoblastos primarios; confiere una amplia resistencia antiviral a las células
no trofoblasticas, a través de efectores que actian de forma paracrina (Bayer et al.,
2016; Delorme et al., 2014). En consecuencia, la capa de sincitiotrofoblastos del primer
trimestre (vellosidades coriénicas) es en gran medida resistente a la infeccion por virus;
mientras que los CTB y otras células del nucleo velloso son susceptibles. El epitelio
amniotico y los CTB’s de las vellosidades corionicas aisladas de placentas de gestacion
media y tardia, asi como explantes de las vellosidades corionicas del primer trimestre
son susceptibles a la infeccion, mientras que el sincitio se libera paracrina (Bayer et al.,
2016; Delorme et al., 2014).
En estudios de otros virus como ZIKV, los titulos de ZIKV més altos se observan en
células epiteliales amnidticas de la mitad de la gestacién, en comparacién con la
placenta de gestacion tardia, lo que indica una mayor susceptibilidad a la infeccion de la
placenta temprana. En consonancia con esto, los trofoblastos primitivos, que
representan las fases mas tempranas del desarrollo, son sensibles a la infeccion viral,
pero se vuelven cada vez mas resistentes, lo que sugiere que aquellos que se forman a

principios de la gestacion son sensibles (Sheridan et al., 2017).

1.4.2 Defensas de los sincitiotrofoblastos

En la mayoria de los casos, el mecanismo base no esta claro, en gran medida dada la
dificultad del trabajo con trofoblastos en diversas etapas de gestacion y modelado de la

placenta humana. En los experimentos con sincitiotrofoblastos primarios de placentas
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de largo plazo, se descubrié que estas células resisten infecciones virales, y transfieren
esta resistencia a las células no placentarias de forma paracrina a través de vias que
implican miRNA especificos de la placenta empaquetados en exosomas asi como

interferones de tipo Il (IFN’s) (Bayer et al., 2016; Delorme et al., 2014).

La superficie Sincitial tiene propiedades fisicas Unicas, como la presencia de
microvellosidades densas y ramificadas en la superficie apical y una compleja red de
actina cortical que podria limitar la invasién microbiana (Arora et al., 2017; Cantle et al.,
1987). La placenta humana también expresa altos niveles de otros componentes de
defensa antimicrobiana, tales como, las defensinas, los receptores tipo Toll (TLR) y
proteinas de dominio de oligomerizacion de union a nucleétidos (NOD). No obstante, no
estd claro si estos componentes desempefian papeles activos en la defensa de la
placenta humana in vivo. Es importante destacar que la expresion de estos
componentes difiere entre los trofoblastos humanos primarios y las lineas celulares de
trofoblasto, lo que puede limitar ain mas la utilidad de estos modelos para el estudio de

la transmision vertical (Arora et al., 2017; Pudney et al., 2016).

En el caso particular de las vellosidades de anclaje, los CTB’s se diferencian en EVT
invasivos, que son células especializadas que invaden el sitio de implantacion uterina.
Los EVT’s representan una via posible de infeccion en la placenta y son usados por
varios microorganismos para facilitar la transmision vertical. Dado que la decidua
materna tiene un fenotipo multicelular compuesto de EVT’s, epitelio uterino, estroma,
células endoteliales, células inmunes, etc. pueden servir como sitio de replicacion

(Arora et al., 2017).
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2. ANTECEDENTES

Piedimonte y colaboradores en el 2013 con sus estudios en un modelo murino han
sugerido que el RSV puede cruzar la barrera placentaria e interactuar directamente con
los pulmones en desarrollo del feto y establecer una infeccion persistente en los
pulmones de la descendencia de ratas infectadas a mitad de periodo, asi como en los
tejidos fetales. Esto se demostrd infectando rata gestante intratraquealmente con un
virus recombinante que expresa la proteina verde fluorescente, amplificando RNA viral
por RT-PCR (nucleoproteina) y confirmado por un analisis de citometria de flujo, que

correlacionaban con la sugerida transferencia vertical (Figura 7) (Piedimonte et al., 2013)

A

360bp —— ——

Fetus# 1 2 3 4 < 6 7 8 9 10

MFI

Control rrRSV

Figura 7. Replicacién de RSV transmitido verticalmente en un modelo murino A) Amplificacién del gen de la
Nucleoproteina viral del RSV en un macerado de pulmén de fetos provenientes de ratas hembras infectadas con RSV. Las
bandas en la primera linea del gel corresponden al marcador de peso molecular, cada una de las otras lineas muestra el RNA
amplificado de los fetos identificados por nimero, B) Intensidad media de fluorescencia (MFI) del andlisis por citometria de flujo
del macerado de los fetos provenientes de ratas gestantes infectadas con rrRSV comparada con el control, que son fetos
provenientes de hembras libres de patégenos. Tomado de: Piedimonte et al., 2013
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3. JUSTIFICACION

Una serie de observaciones en modelos animales, sugieren que el RSV puede ser
transmitido de la madre al feto a través de la placenta, y persistir en los pulmones
durante el desarrollo, asi como en la edad adulta. Datos mas recientes en seres
humanos apoyan la nocion de que los tejidos extrapulmonares pueden estar siendo
infectados por el RSV, promoviendo una infeccion latente, que se ha asociado con
afecciones respiratorias a corto, mediano y largo plazo, como neumonitis, bronquiolitis y
una mayor susceptibilidad al desarrollo de enfermedades crénicas como el asma. Por lo
cual, el conocimiento de la capacidad del RSV de infectar un modelo celular de placenta
de origen humano, permitira determinar si existe replicacién viral y con esto poder
contribuir al disefio de estrategias que permitan disminuir la epidemiologia de la

infeccion por RSV y principalmente sus consecuencias en la poblacion mas susceptible.
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4. HIPOTESIS

Los modelos mas recientes, asi como datos clinicos, sugieren que la placenta puede
ser infectada por RSV, por lo cual al infectar una linea celular de carcinoma humano
con RSV sera posible detectar eventos de replicacion viral, que estableceran la

permisividad del modelo de placenta humano al RSV.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Establecer si existen eventos de replicacion viral en células BeWo infectadas con RSV.

5.2 Objetivos especificos

1. Generar un stock viral en células HEp-2.

2. Determinar la susceptibilidad de células BeWo a la infeccién por RSV.

3. Estandarizar, mediante la RT-PCR punto final, la amplificacion de genes no
estructurales NS2.

4. Evaluar mediante una cinética de infeccion a 5 MOI eventos de replicacion viral
empleando la técnica de la RT-gPCR.

5. Evaluar la expresiéon de genes de inmunidad innata (RIG-1 y TLR-3), mediante la

RT-PCR punto final.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Diagrama general de trabajo

Mantenimiento de cultivos celulares

v

Propagacién de células (HEp-2 y BeWo)

HEp-2 BeWo

v v

Infeccidon celular, y ensayos de

Establecimiento del Stock viral de - . s
RSV y ensayos de susceptfibilidad a suscep‘nbnpl,od a la infeccion por
la infeccion por IF IF, extraccion de RNA, RT-PCR y
PCR punfto final
\ v
Evaluacion de la replicacion 7 N
viral mediante la RT-gPCR de G Seguimiento de la cinética de
la polimerasa viral (L) infeccion con RSV a 16,24y 36 h
\ /
A4
Evc:luocién de '9 expresién de Evaluacion de los eventos de
genes de mmu.nldod innata por replicacién mediante la PCR
la PCR punto final (RIG, y TLR-3) ) — punto final del gen no estructura
‘ NS2
\ J

Figura 8. Diagrama general de trabajo. El esquema general de trabajo, consiste en el mantenimiento celular, propagacion viral
y determinacion de la permisividad, empleando ensayo de extraccion de RNA, RT-gPCR asi como ensayos de PCR punto final.

Para el desarrollo de este proyecto fue necesario mantener el cultivo de células:
Epitelioma humano (HEp-2) y Coriocarcinoma humano (BeWo). Para la propagacion de

los diferentes tipos celulares, se empleo la metodologia que se describe a continuacion.
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6.2 Lineas celulares

6.2.1 Propagacion celular

A partir de una botella de cultivo de 25 cm? se removié y eliminé el medio de cultivo. La
monocapa de células fue lavada con 1 mL de solucion de Tripsina- EDTA 0,25% (m/v),
a continuacion se retir6 el volumen adicionado y se afiadi6 nuevamente 1 mL de
solucion de Tripsina-EDTA y se incub6 durante 3-4 min a 37° C, se observaron las
células bajo un microscopio invertido hasta observar el desprendimiento de la
monocapa celular; se retird de la incubacién y se le aplic6 movimiento para desprender
la monocapa. Una vez desprendida, se agregaron 3 mL de medio de cultivo
suplementado para las diferentes lineas celulares (Cuadro 1). A continuacion, se
aspiraron las células por pipeteo suave homogeneizando la suspension, para
posteriormente colocarlas en tubos estériles de 15 mL. Inmediatamente el aspirado se
llevé a centrifugar, durante 5 min a 225 x g. El contenido del tubo fue decantado y se
resuspendid el botdn adicionando 1 mL de medio suplementado, distribuyendo 500 pL
en 2 botellas de cultivo. Finalmente se dejaron incubando los cultivos a 37° C, a una
atmosfera de 5% CO, y 39% humedad relativa (RH). Todos estos pases fueron lavados
con medio base a las 24 h hasta el siguiente pase, con excepcion de las células BeWo,
a estas una vez propagadas, se les realiz6 cambio de medio de cultivo cada tercer dia

después de propagarlas.

26



“Evaluacion de la replicacion viral en células BeWo infectadas con RSV mediante un ensayo de
RT-qPCR”

Cuadro 1. Medios de cultivo para el mantenimiento de las lineas celulares empleadas en la
evaluacion de la replicacion viral de RSV y establecimiento del stock viral.

LINEA

CELULAR MEDIO BASE MEDIO SUPLEMENTADO

Medio F12K (1x), 10% SFB des

HEED 615 UG B2 RENITE complementado, 1% de antibidtico

Ceélulas BeWo modificado F12K (1x)

antimicotico
Células HED-2 Medio minimo esencial de DMEM (1X), 10% SFB, 1% de
g Eagle (DMEM) (1X) antibiotico antimicatico

SFB: Suero fetal bovino

6.3 Produccién del stock viral del RSV

Para el establecimiento del stock viral, se emplearon alicuotas de la cepa viral

ATCC®RSV-26", y un cultivo de células HEp-2.

A partir de una botella de cultivo de 125 cm? con una confluencia del 80% de células
HEp-2 se le retird el medio de crecimiento, y se le adicionaron 5 mL de medio DMEM
base (1X) para lavar las células y retirar detritos celulares. Posteriormente se
adicionaron 1.5 mL del stock viral de RSV y se completé con DMEM base a un volumen
final de 5 mL para cubrir la monocapa de células y se dej6é incubando a 37° C, con
movimientos periddicos cada 15 min durante 2 h. Finalizado el periodo de incubacién se
retird la alicuota de infeccion y se le agreg6 DMEM base adicionado con 10% de Suero
Fetal Bovino (SFB), 1% de antibiotico antimicotico y se incub6 a 37° C, con una
atmosfera de 5% CO,, y 39% HR, a las 24 h se reinfectaron las células con 500 pL del

virus y nuevamente se dejé incubando a las condiciones ya antes mencionadas,
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revisando cada 24 h a partir de la reinfeccion, observando al microscopio invertido la
aparicion de grandes sincitios (1-2 por cada campo observado), en un promedio de 24 a
72 h. Una vez que fueron observados un alto porcentaje de sincitios, se recuperé una
fraccion del sobrenadante en tubo de centrifuga de 50 mL y se procedié a raspar la
monocapa de células con ayuda de un raspador de células, lavando continuamente las
células con el mismo sobrenadante, la suspensién obtenida se recolect6 en otro tubo de
centrifuga de 50 mL y se coloc6é en un sonicador BRANSON modelo B1510MT con
agua fria para liberar las particulas virales al sobrenadante. Se dieron 3 “perops” de
sonicacién, cada uno en intervalos de 5 segundos y se incubé el tubo en hielo en cada
intervalo. Finalmente, los sobrenadantes se centrifugaron a 563 x g durante 7 min a 4°
C, una vez que se tuvo el sobrenadante se recupero y distribuyé 500 pL en microtubos

de 1.5 mL y se almacenaron a -70° C.

6.4 Cinética de infecciéon con el RSV

Para evaluar la replicacion viral de RSV en células BeWo, se realizé una cinética de la
infeccidon. Desarrollando la metodologia que a continuacion se describe:

En botellas de cultivo de 25 cm? células BeWo fueron distribuidas a una densidad de
1.5x10° células, posteriormente fueron infectadas con el RSV a 5 MOl y como control
negativo, las células fueron infectadas con un virus inactivo por calor. Finalmente, las
células fueron incubadas a 16 h, 24 h y 36 h bajo las condiciones descritas
anteriormente. Finalizado el tiempo de incubacion las células fueron procesadas para la

extraccion del RNA total.
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6.5 Extraccién de RNA

La extraccién de RNA, se realizd a partir de cultivos celulares infectados y cultivos

control (Mock), empleando el método de extraccion de RNA total con Trizol.

A monocapa celular se le adicionaron 1000 pL de Trizol y se homogeneiz6 pipeteando
repetidamente, este homogeneizado se pasé a un microtubo de 1.5 mL incubandolo a
temperatura ambiente durante 5 min, transcurrido este tiempo, se agregaron 200 pL de
cloroformo para separar restos celulares y proteinas formando dos fases, las cuales
fueron homogenizadas dando un “spin” en vortex, posteriormente se incub6é 3 min a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 225 x g durante 5 min a 4° C. De esta etapa,
se forma una solucion heterogénea, de la cual se recupero la fase acuosa y se transfirio
a otro microtubo, al cual se le adicionaron 500 pL de isopropanol y se dej6 incubando
10 min a temperatura ambiente para la precipitacion del RNA. Una vez incubado se
centrifugd a 225 x g durante 10 min, terminada la centrifugacion se decanté el
sobrenadante y el bot6n se lavé con 1000 uL de Etanol al 75% y se centrifugé a 140 x g
durante 5 min a 4° C. Finalmente el sobrenadante se decanté y el boton se dejé
secando a temperatura ambiente durante 30 min. Una vez seco, se resuspendio en 15

ML de agua con dietilpirocarbonato (DEPC).

Posteriormente, se procedi6 a evaluar la integridad del RNA mediante una
electroforesis en gel de agarosa 1%, tefiido con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) aplicando
una corriente de 100 volts en regulador TBE 10X durante 30 min y se visualizé en un
Fotodocumentador MultiDoc-It™ , el tamafio molecular se compar6 con el marcador de

talla molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder (0.5 pg/pL) (ThermoFisher Scientific,
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Massachusetts, USA). Una vez evaluada la integridad del RNA se realizd tratamiento
con DNAsa adicionando 2 pL de “Buffer” de DNAsa 10x y 2-3 uL de DNAsa (10 U /mL)
incubando 30 min a 37° C y posteriormente a 65° C por 10 min y finalmente se colocé a

4° C.

Una vez obtenido el RNA, se determind su concentracion y pureza, mediante
espectrofotometria utilizando un espectrofotometro Thermo Scientific™ NanoDrop
2000. La concentracion se determind en el programa NanoDrop 2000/2000c midiendo
la absorbancia (A) a 260 nm y comparando con un blanco de agua DEPC, asi mismo a
través del programa se determind la pureza, midiendo las relaciones A 260 nm / A 280
nmy A 260 nm / A 230 nm, la primera dado que las proteinas absorben a 280 nm y
estas son consideradas contaminantes y la segunda porque que algunos reactivos
empleados en la extraccion absorben a 230 nm y pueden inhibir enzimas, siendo una

pureza deseada para ambas relaciones entre 1.99-2.0.

6.6 Retro trascripcion (RT-PCR)

Se realizé una transcripcion reversa, para la sintesis de DNA complementario (cCDNA).
Usando el Kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher, Massachusetts,
USA), llevando a cabo la reaccion en un termociclador Eppendorf 5331
Mastercycler®Gradient Thermal Cycler.

Para la transcripcion inversa del RNA obtenido se siguieron las indicaciones sugeridas

por el fabricante, asi como las condiciones de reaccion (Cuadro 2 y 3).
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Cuadro 2. Reactivos y concentraciones de la mezcla de reaccion para la transcripcion reversa.

, Concentracion e Volumen
Reactivo C Concentracioén final
inicial (uL)
Agua libre de nucleasas NA NA Variable
“Buffer” de reaccion 5X 1X 4
Oligo (dt) Primer 100 pm 5um 1
Random Hexamer Primer 100 uM 5 um 1
RiboLock RNAses
Inhibitor 20 U/uL 20 U/uL 1
dNTP’s Mix 10 mM 1 mM 2
RevertAid RT 200 U/pL 200 U/pL 1
RNA Extracto de RNA 5 pug/mL Variable
Ho/pL

Nota: Variable para el agua; Va en funcién de cuanto RNA se adicione para tener una concentracion equivalente a 5
pg/ul, Variable para el RNA; En funcion de la concentracion de RNA inicial

Cuadro 3. Condiciones de reaccién, para la sintesis de cDNA a partir del RNA total de
células BeWo.

Etapas Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Incubacion 25 30 1
Retrotranscripcion 42 60 5
Extension final 70 5 1

6.7 Evaluacion de la expresion de genes
6.7.1 PCR punto final para NS2

Se utiliz6 una PCR punto final para la deteccion de la replicacién viral, mediante la
amplificacion del gen no estructural NS2 del RSV en un Termociclador Eppendorf 5331
Mastercycler®Gradient Thermal Cycler. Para ello se utilizaron el siguiente par de
NS2 5 CAAGGATCCCATGGACACAACC3 “Reverse” NS2

iniciadores “Forward”

31



“Evaluacion de la replicacion viral en células BeWo infectadas con RSV mediante un ensayo de
RT-qPCR”

3'’AGGCTCGAGATCATGGATTGAGAS' los cuales amplifican la secuencia del gen viral
NS2, obteniendo un amplicon de aproximadamente 372 pb. Usando una mezcla de

reaccion de 10 pL (Cuadro 4).

Cuadro 4. Reactivos y concentraciones de la mezcla de reaccién para la amplificacion del gen
no estructural de NS2 de RSV por PCR punto final.

Reactivo Conqe_nt_ramon Concentracion final Volumen
inicial pL
Agua NA NA 6.2
“Buffer” de reaccién para

R P 10X 1X 0.2
FRSVf 20 pmoL 0.4 pmol 0.2
FRSVr 20 pmoL 0.4 pmol 0.2
dNTP s Mix 10 mM 0.2 mM 0.2
Taqg 200 U/uL 40 U/ul 0.2

cDNA 5 pg/pL 5 pg/ul 2

Las condiciones de reaccion que fueron empleadas para la amplificacion son las

reportadas en el (Cuadro 5).

Cuadro 5. Condiciones de reaccion, para la amplificacion del gen no estructural NS2 del RSV.

Etapas Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 5 1
Desnaturalizacién 94 0.5
Alineamiento 50.9 0.5 35
Extension 68.0 15
Extensién final 68 7 7
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6.7.2 PCR punto final para B-actina

Finalmente, para evaluar la infeccion, fue necesario realizar PCR punto final de un gen
constitutivo celular, en este caso se tomé al gen de la B-actina, para ello se usé el

siguiente par de iniciadores 5 GCACCACACCTTCTACAATG3  “Forward” 'y

I TGCTTGCTGATCCACATCTGS” “Reverse”, disefiados y se prepar6 una mezcla de

reaccion de 10 pL (Cuadro 6).

Cuadro 6. Reactivos y concentraciones de la mezcla de reaccion para la amplificacion del
gen de la B-Actina por PCR punto final.

Reactivo Con(_:e_nt_racmn Concentracion final Volumen
inicial pL
Agua NA NA 1
“Buffer” de reaccién para

on P 10X 1X 0.3
HF 20 pmoL 0.6 pmoL 0.3
HR 20 pmoL 0.6 pmoL 0.3
dNTP s Mix 10 Mm 0.2 Mm 0.3
Taq 200 U/uL 40 U/uL 0.3

cDNA 5 pg/uL 5 pg/pL 2

Se esper6 un amplicon de aproximadamente 437 pb. En cuanto a las condiciones

empleadas para la amplificacién de la B-Actina se detallan en el (Cuadro 7).

Cuadro 7. Condiciones de reaccion, para la amplificacion del gen de la B-Actina.

Etapas Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalizacién inicial 94 2 1
Desnaturalizacion 94 0.5
Alineamiento 45 0.5 25
Extension 72 0.5
Extension final 72 2 7
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6.7.3 RT-qPCR polimerasa viral (L)

Una vez establecida la cinética de infeccion y evaluado los genes estructurales se

procedio a evaluar mediante la RT-gPCR la expresion del gen viral L, por medio de la

cuantificacion relativa AACt, las condiciones empleadas para la determinacion por

tiempo real se describen en el (Cuadro 8 y 9) respectivamente.

Cuadro 8. Reactivos y concentraciones de la mezcla de reaccion para la
amplificacion del gen L por RT-qPCR.

Concentracion

Reactivo Concentracion inicial final Volumen  pL
Agua NA NA 4.78
Mix 25 mM 1X 6.22
LRSV{-LRSVr 20 uM 2 UM 0.5
cDNA NA NA 1

Cuadro 9. Condiciones de reaccion, para la amplificacion del gen L por RT-qPCR.

Etapas Temperatura (°C) Tiempo (S) Ciclos
Desnaturalizacion
inicial 95 15 1
Desnaturalizacion 95 15
Alineamiento 56 15 40
Extension 72 15
CUIRE I 95 (Ramp rate 0.05) 1

desnaturalizaciéon
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7. RESULTADOS

7.1 Produccioén del stock viral de RSV

La evaluacion de la susceptibilidad del modelo celular de placenta humana a la
infeccion por el RSV, se llevé a cabo determinando si existian eventos de replicaciéon
viral infectdndola con RSV. Para esto, fue necesario partir de un stock con una carga
viral conocida. Este se obtuvo propagando una semilla de RSV en una linea celular
derivada de células HeLa (HEp-2), infectandolas durante 48-72 h. Las primeras horas
de infeccidn (12 h), se caracterizaron por no presentar cambios morfolégicos aparentes
(Figura 9A), sOlo células en forma de huso, en una monocapa confluente. Una vez
transcurridas 24 h, la infeccidon se evidencié por la aparicién de sincitios de gran tamafo
y abundantes sobre la superficie de la monocapa, estos sincitios consisten en un grupo
de células fusionadas formando una masa celular multinucleada, generada por la fusion

de la membrana de varias células (Figura 9B).

Figura 9. Efecto citopatico caracteristico de RSV. Se observan sincitios, formados por RSV en células HEp-2, producto de
la fusién de muiltiples células a través de la membrana plasméatica A) células sin infectar B) 48 h post- reinfeccion observadas
en microscopio invertido a 10X
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Finalmente, el virus fue cosechado como se describié anteriormente, para titularlo;
empleando el método de titulacion en placa, donde expresamos el titulo en nimero de
unidades formadoras de placa por mililitro (PFU"s/mL), la dilucion seleccionadas para la
titulacion fue aquella en la que las placas liticas estuvieran definidas, delimitadas y
distinguibles una de otra, para el stock obtenido en las células HEp-2 el titulo calculado
fue de 412 PFU’s/mL, (Figura 10). Esto se determind contando el nimero de placas
liticas que produjo la dilucion del stock, y haciendo las correcciones en funcion del
volumen de infeccion y las diluciones necesarias para llegar a la cantidad de virus del

stock concentrado.

Mock RSV

Figura 10. Ensayo de titulacion por el método de placas liticas. Placa de la titulacion del stock viral del RSV en células HEp-
2 que se evidencia por la presencia de pequefios huecos en las placas que representan una particula viral y se presentan
expresan como Unidades Formadoras de Placas liticas por mililitro (PFU”s/ml).

7.2 Susceptibilidad de las células BeWo a la infeccion por RSV

Para establecer el modelo de permisividad de la linea celular de origen placentario fue
necesario iniciar con la determinacion de la susceptibilidad, la cual se determiné
mediante una inmunofluorescencia dirigida a la proteina F del RSV (Figura 11) en la
cual se pudo observar un patron semejante de punteado en la regién citoplasmica tanto

para las células control como el modelo celular de placenta.
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Figura 11. Inmunofluorescencia de la susceptibilidad de las células BeWo al RSV. Imagen microscopica de una
inmunofluorescencia dirigida contra la proteina F del RSV en células, BeWo y HEp-2 infectadas con RSV 24 y células
falsamente infectadas (Mock) 24 h con el virus inactivado nor calor.

7.3 Evaluacion de eventos de replicacion en células BeWo infectadas con el

RSV
La evaluacion de las rondas de replicacién se realizé observando el aumento en la
expresion del gen no estructural NS2, para esto, primero se obtuvo el RNA total; se
evalué la integridad del mismo (dato no mostrado), y la concentracion de RNA obtenido,
(Cuadro 10), para cada uno de los extractos; asi como la pureza de los mismos. Lo que
respecta a los extractos, fue necesario obtener concentraciones mayores a 1000 ng/uL,
dado que para realizar la retro transcripcién la concentracion de RNA, se ajusté a 5
Mo/pL. La extraccion y cuantificacion del RNA se realizo en los tres tiempos de infeccion
y en las células falsamente infectadas (Mock) mediante las técnicas antes mencionadas

respectivamente, asi como la retro transcripcion para la obtencion del cDNA.
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Cuadro 10. Valores de concentracion y relaciones de pureza del RNA obtenido de la cinética de
infeccion en células BeWo infectadas con RSV.

Tiempo de Concentracién Relacion Relacion
infeccion (h) (ng/uL) 260/280 260/230
Mock 2561.8 1.97 1.98
16 1916.3 1.97 1.81
24 2719.0 1.99 1.84
36 3238.3 1.95 1.92

Nota: La relacion A 260 nm / A 280 nm va expresada en funcion de la cantidad de DNA presente y la relacion A 260 nm / A 230 nm
va en funcién de la cantidad de alcoholes que se encuentra remanentes de la extraccion. Y el valor esperado para los tres
parametros, el éptimo corresponde a 2.

7.3.1 Evaluacion de genes no estructurales NS2

A partir del cDNA obtenido, para los diferentes extractos, se realizé una PCR dirigida a
una region del gen no estructural NS2 que tiene un tamafio de amplicon
correspondiente a 372 pb (Figura 12), donde se observo, que tanto a tiempos
tempranos como tardios de la infeccién se obtuvo el amplicon esperado, y que existio
una acumulacion considerable del gen N del RSV en las células BeWo a tiempos
tardios, lo cual no sucede en las células tratadas con el Mock. En cuanto el gen de la B-
Actina, que se utilizé como gen constitutivo, se pudo observar que el amplicon (437 pb)
es constante a lo largo del tiempo, tanto para las células Mock como para las no
infectadas, lo que podria estar sugiriendo que las células BeWo son permisivas dado

gue refleja que el aumento observado en la expresidbn de NS2 no esta dado por
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diferentes concentraciones ya que se observd una expresion constante en las células

Mock como a tiempos tardios.

RSV

Mock 16 24 36 Tiempo (h)

NS2 — 372pb

B-Actina e . BE T T — 437 pb

Figura 12. Electroferograma de genes no estructurales del RSV en una cinética de infeccion de células BeWo.
Electroferograma en gel de agarosa al 1% de la cinética de infeccién en células BeWo que demuestra los productos de amplificacién
para el gen no estructural NS2 y el gen housekeeping de 8- Actina.

7.3.2 Determinacién de la expresion relativa del gen L

Dado que se evidencio que desde tiempos tempranos de la infeccién las células BeWo
expresaban genes virales no estructurales, se procedié a confirmar por RT-qPCR, la
expresion relativa usando el gen de la polimerasa viral (L), empleando el método de
AACt comparativo, donde se constaté que a tiempos tempranos existe un aumento en la
expresion de aproximadamente el 20% respecto al basal (16 h) (Figura 13), a diferencia
de lo que se observé a 36 h donde fue evidente que la expresién se vio abatida,
respecto al nuestro (16 h) caso contrario de lo observado mediante la PCR punto final
(Figura 12), confirmandose, que a tiempos tempranos las células BeWo son permisivas

a la infeccidn, a expensas de lo que pudiera significar el abatimiento en tiempos tardios.

Para esto, se realizO una curva tipo con concentraciones del gen L y un gen

constitutivo, la cual reflej6 que las variaciones en la expresién fueron dadas por la
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infeccién viral. La normalizacién de la polimerasa viral se realizO tomando como
condicion de referencia o basal la expresion del gen L a 16 h y no respecto al Mock,
puesto que la expresion estaria sobreestimada, dado que el porcentaje de expresion
para este fue de 0% y aunado a esto, entre las 12-16 h inicia la liberacion de particulas
virales maduras, lo cual puedo constatar mejor si realmente existi6 un aumento de la

expresion de genes virales, que sobrevino por los eventos de replicacion viral.

Todo esto se realiz6 usando los mismos extractos de cDNA empleados para evaluar

NS2.

100

=#= RSV

Mock

Expresion relativa (Gen L/ Gen L 16 h)

0.1

0 16 24 36
Tiempo (h)

Figura 13. Expresion relativa del gen L del RSV en células BeWo La expresion se determind a partir del calculo de AACt del
cDNA obtenido a partir de la cinética de infeccion en células BeWo infectadas con el RSV, donde se graficé la expresion relativa
del Gen L, respecto al mismo gen L, pero en la infeccion de 16h tomando como referencia que un ciclo de replicacion viral es
completado a las 16h.

7.4 Evaluacion de genes de inmunidad innata (RIG1y TLR-3)

Acorde con los resultados anteriores, son sugerentes a que la linea celular BeWo es un

modelo permisivo a la replicacion del RSV, adicional a esto, se evaluaron algunas
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moléculas de inmunidad innata para establecer bases sobre los mecanismos que
pudiesen estar involucrados en la susceptibilidad de las células. Para esto
determinamos a partir de una cinética de infeccién el gen que codifica para el receptor
RIG-1 (Figura 14), donde se puedo observar que el amplicon esperado para este gen
(644 pb) solo fue evidente a las 36 h en nuestro Mock, lo cual podria ser sugestivo de
gue en etapas tempranas existio algan mecanismo viral que suprimié la expresion. Asi
mismo se evalud el TLR-3 (Figura 14), para el cual fue evidente que a tiempos
tempranos (16 h) aparentemente existié una supresion de este gen, lo cual no permitié

detectarlo, sin embargo a tiempos tardios (24 y 36 h), se logré detectar el gen de TLR3.

RSV
Mock 16 24 36 Tiempo (h)

RIG-1 __ 346pb
TLR-3 __ 644 pb
B-Actina — 437pb

Figura 14. Electroferograma de genes de inmunidad innata en una cinética de infeccién del RSV en células BeWo.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de amplificacién para el gen de la 8- Actina, RIG-1 y el gen TLR-3 de la
cinética de infeccion del RSV en células BeWo.
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8. DISCUSION

Las infecciones durante el embarazo son una de las causas principales de
morbimortalidad fetal y neonatal, ya que el embarazo conduce a un periodo de
inmunosupresion transitorio donde muchas de las infecciones virales en él tienen
repercusiones tanto maternas como fetales (Arora et al., 2017). Siendo las infecciones
asintomaticas las de mayor relevancia al nacer, puesto que pueden tener
manifestaciones clinicas tardias que se hacen evidentes sélo en etapas posteriores de
la vida. En los primeros afios de nifiez el feto puede ser afectado no solo por
transmision directa, sino también indirecta producto de la infeccion materna. Al ser las
afecciones variables segun el agente infeccioso, la edad gestacional en el momento de
transmision y el estado inmune de la madre, las infecciones primarias durante el
embarazo son sustancialmente mas perjudiciales que las reinfecciones o reactivaciones
de infeccién. Asimismo, las infecciones contraidas a una edad gestacional menor
tienden a conducir a afecciones mas graves (Paschale et al., 2009, Jamieson et al.,

2014).

Por lo cual en este trabajo se realiz6 un estudio en el que se determind eventos de
replicacion viral del RSV en la linea celular de placenta humana (BeWo), como un
posible modelo que permita el estudio de los mecanismos de transmision vertical. De
esta manera, el hallazgo mas interesante que se pudo extraer del presente trabajo, fue
gue el RSV infecta eficazmente la linea celular derivada de placenta humana. Esto se

evidencio al observar patrones caracteristicos en la disposicion de la sefial en la
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inmunofluorescencia, que coinciden con lo reportado por Kim y colaboradores en 1983,
y pese a que hay evidencia limitada en tejido placentario en cuanto a patrones
caracteristicos por inmunofluorescencia de la infeccibn por RSV, los resultados
coinciden con el analisis microscopico de la acumulaciéon de la proteina F en el
citoplasma celular, asi como dentro de los cuerpos de inclusion virica (IB’s), lo cual
sugeriria que la interaccion de la proteina F con IB’s es un paso importante en el

proceso de montaje del virion (Kim et al., 1983, Meshram et al., 2016).

Otro hallazgo importante en este modelo celular fue al evaluar la permisividad viral
identificando la presencia del gen no estructural NS2 del RSV y la expresién de un gen

estructural, gen L o polimerasa viral.

Con base en lo reportado en la bibliografia, se consideran genes no estructurales,
aguellos que dan origen a una proteina que no se ha encontrado en viriones maduros,
sin embargo, abundan en células infectadas. Viegas en el 2011, demostré que la
expresion temprana de estas proteinas aumenta la replicacion viral, mediante el retraso
de la apoptosis. Por lo cual la acumulacion observada de este gen en la cinética de
infeccion, podria atribuirse a que las células BeWo estan siendo susceptibles desde
etapas tempranas de la infeccidn, incluso este hallazgo se confirma al asociar el patron
observado en el gen housekeeping, el cual refleja que la acumulacion del gen NS2, es
producto de la infeccidén viral y no por el empleo de diferentes concentraciones de
cDNA. Aunado a esto, los resultados apoyan aun mas la idea de la permisividad viral

dado que las proteinas no estructurales de RSV, estan codificadas por las dos unidades
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de transcripcién proximales del promotor, haciéndolos los genes mas tempranos y mas
abundantemente transcritos iniciada la replicacién viral, esto mismo correlaciona con un
estudio realizado por Jin y colaboradores en el 200 en células que carecian de NS2, se
observo que las mutantes por delecidon mostraron un mayor defecto en la replicacion de
en células HEp-2 (Jin et al., 2000). Por lo tanto, los genes NS probablemente tienen
funciones requeridas para la replicacion optima de RSV, ya que codifican funciones

multiples, que son esenciales para la replicacién éptima de RSV (Tran et al., 2007).

Dado que los datos sugerian que el RSV estaba replicando en las células BeWo desde
tiempos tempranos, se procedié a evaluar mediante un ensayo de PCR tiempo real la
expresion del gen viral L. Donde se obtuvo que los resultados obtenidos para la RT-
gPCR, no son del todo consistentes con los resultados encontrados por RT-PCR punto
final, ya que se observd que a tiempos tardios de infeccion hubo una mayor
acumulacion del gen NS2, y por RT-gPCR, hubo un abatimiento en la expresion de L
respecto a la condicién normalizadora, que en este caso fue el valor obtenido a 16h,
debido a que RSV cumple un ciclo de replicacion viral a las 16h; sin embargo, es
importante tener en cuenta que esta disparidad entre los resultados podria deberse
desde un inicio al efecto directo ejercido en la viabilidad celular como lo describe Lifland
y colaboradores en el 2012, que la liberacién de la progenie viral continta hasta que las
células se deterioran entre 30-48 h; lo cual estaria influyendo directamente en la
viabilidad de la particulas virales debido a la extravasacion de todo el contenido celular
y la falta de disponibilidad de células para que se mantenga el virus replicandose y pese

a que este podria ser uno de los principales factores por no decir que el mas
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importante, no es el Unico que pueda tener implicaciones en este hallazgo, ya que los
genes empleados para evaluar la susceptibilidad son distintos, para RT-PCR punto final
(NS2 gen no estructural) y para RT-gPCR (gen estructural L).

Adicionalmente a esto es bien sabido que la transcripcion de los diferentes genes del
RSV ocurre a medida que la transcripcion progresa a lo largo del genoma, por lo que
algunos complejos se separan y la expresion de los genes que se encuentran distales
se reduce, lo cual resulta en un gradiente de expresion desde los genes proximales a
los distales. Lo cual podria justificar de alguna forma que al ser L el gen més distal, su

expresion se abata (San et al., 2006).

Por otro lado, a manera de establecer las bases sobre los mecanismos implicados en la
susceptibilidad de este modelo celular, se obtuvieron algunos datos preliminares acerca
de genes de inmunidad innata (RIG-1 y TLR-3), que deben ser interpretados con
cautela. Puesto que los hallazgos de este estudio no coinciden con los resultados
obtenidas en anteriores investigaciones en modelos celulares de epitelio respiratorio,
donde demuestran que en células de carcinoma bronquioalveolar se produce un
aumento del mMRNA y la proteina de TLR-3 a 16 h, a diferencia de lo que se observo en
este estudio, donde a 16 h no se apreci6 la banda correspondiente al gen de TLR-3 y
no es claro por qué suceda este fendbmeno sin embargo, es posible que de alguna
forma existe un mecanismo que pudiese estar bloqueando la transcripcion a tiempos
tempranos de la infeccion, aunado al hecho de que la respuesta entre una linea celular
y otra puede ser variable (Mcclure & Massari, 2014, Groskreutz et al., 2017), sin

embargo a pesar de que estos resultados difieren con los estudios publicados por
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Mcclure & Massari en el 2014 son consistentes con que en etapas tardias (36 h) el gen

que codifica para TLR-3 es detectable (Mcclure & Massari, 2014).

Asi mismo de manera sorprendente se encontré un fendbmeno muy particular al evaluar
RIG-1 donde se encontr6 que a tiempos muy tempranos (16 h) no es detectable la
presencia del gen que codifica para RIG-1, si no hasta las 24 y 36 h, lo cual concuerda
con el modelo celular de carcinoma bronquioalveolar, donde se demuestra que existe
RIG-1se ve incrementado desde tiempos tempranos (Loo et al., 2008). Sin embargo, es
importante no perder de vista que son datos preliminares o sugerentes dado que no
existe evidencia cientifica disponible que permita confirmar lo antes mencionado y por
consiguiente sera necesario realizar mas determinaciones para dilucidar los eventos

gue preceden a estos fenOmenos.
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9. CONCLUSIONES

1. En el modelo celular de placenta humana, las células (BeWo) infectadas con
RSV, son permisivas a la infeccién, y durante la misma ocurren eventos de
replicacién viral.

2. La linea celular BeWo es un buen modelo para el estudio de la transferencia
vertical de la infeccion por RSV.

3. Los mecanismos de inmunidad innata podrian ser posibles vias que estén

involucradas en la permisividad de la linea celular BeWo al RSV

10. PROSPECTIVAS

1. Evaluar en un cultivo primario de citotrofoblastos, la permisividad a la infeccion

por RSV.

2. Determinar el mecanismo por el cual, estas células son permisivas a la infeccion

por RSV.
3. Establecer si la respuesta inmune, juega un papel en la permisividad en

citotrofoblastos humanos.
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