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RESUMEN

Las infecciones por el virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1), fueron las primeras
infecciones persistentes reconocidas en el humano (30) y hasta la fecha el mecanismo de
accion por medio del cual logra persistir en el huésped no ha sido elucidado del todo. Por lo
tanto, el contar con modelos in vitro sigue siendo una herramienta (til para su estudio.

En el presente trabajo se establecié un modelo de persistencia para el HSV-1 en una linea
de células similares a macrofagos (P388D1). Se encontré que los macrofagos fueron
moderadamente permisivos a la infeccién por el HSV-1, ya que la produccion viral fue
aproximadamente 1000 veces menor a la que se obtiene en una linea celular permisiva
(Vero).

La persistencia se obtuvo infectando las células a una baja multiplicidad (0.001) y
propagando las células que sobrevivieron a la infeccién. El cultivo persistente asi obtenido,
se mantuvo por mas de 75 pases. La persistencia viral se confirmé determinando: el titulo
del virus extracelular; la presencia de antigenos virales en las células; el nimero de células
productoras de virus infectivo y la presencia de proteinas virales en las células
persistentemente infectadas. Los cultivos persistentes presentaron una produccidn ciclica de
virus desde no detectables hasta 10° TCID,/ml. Las células que expresaron antigenos
virales comprendian del 1 al 15% del cultivo. Los macréfagos que liberaban virus infectivo
variaron del 0.008% al 12.5%. Los ensayos de inmunoblot y marcaje con metionina-[**S],
revelaron la presencia de proteinas virales en el cultivo persistentemente infectado. Sin
embargo, se observé un menor numero de protcinas con respecto a las encontradas en una
infeccion litica. Asi mismo, en el cultivo persistente no se observé una marcada
disminucién en la interferencia en la sintesis de las proteinas de la célula huésped, que es
algo que normalmente produce el HSV-1 en las células permisivas.

También se encontraron cambios fenotipicos en virus obtenidos durante dos diferentes
pases de los cultivos persistentes (HSV,, pase 47 y HSV,, pase 60). Los cambios
observados fueron: diferencias en la formacton de sincitios; una disminucion en el tamafio
de las placas virales; una reduccion en el titulo viral que se obtiene cuando infectan células
permisivas y diferencias en la intensidad y el numero de proteinas virales que se producen
cuando infectan de manera litica.

El modelo aqui establecido, podria utilizarse para un estudio’ a nivel molecular del
mecanismo de persistencia del HSV-1 en células que no forman parte del sistema nervioso
pero que son importantes en el proceso de la infeccion viral.



INTRODUCCION

La familia Herpesviridae.

La familia Herpesviridae contiene mas de 100 virus que estdn ampliamente diseminados
en la naturaleza. Se han encontrado en una gran variedad de especies animales; en el
humano se han aislado ocho diferentes herpesvirus (3,63-66,83).

Los virus incluidos en esta familia tienen varias propiedades en comin: contienen un
genoma de DNA, un virién con una arquitectura similar y se pueden mantener en un estado
latente durante todo el ciclo vital del huésped. Sin embargo, entre los virus de esta familia
se presentan diferencias con respecto a: las propiedades en el contenido genético y al
arreglo lineal de los genes en el genoma; la amplitud de huéspedes y la duracién del ciclo
replicativo; y el mecanismo por el cual los virus mantienen el estado latente en el huésped.

La inclusion de los virus en la familia Herpesviridae se basa en la arquitectura del virion.
Un herpesvirion tipico consiste de: 1) un ‘“core” o centro que contiene un DNA lineal de
doble hebra; 2) una céipside icosadeltahédrica de aproximadamente 100 a 110 nm de
didmetro con 12 capsémeros pentaméricos y 150 hexaméricos; 3) un material amorfo
algunas veces asimétrico ¢l cual rodea la capside y que se le ha denominado tegumento; y
4) una envoltura membranosa que contiene espiculas de glicoproteinas virales insertadas y
proyectadas sobre la superficie (3,63-66). En la Figura | se observa un esquema del virién.

El tamafio reportado del virién varia de 120 a cerca de los 300nm, esta variacion se debe
posiblemente al grosor del tegumento. El nimero preciso de polipéptidos que contiene ¢l
virion varia de un tipo de virus a otro y se estima que contiene de 30 a 35 polipéptidos
(3.63-66).

La mayoria de los DNAs extraidos de los viriones son moléculas lineales y de doble
hebra, pero pueden circularizarse inmediatamente después de liberarse dentro del nicleo de
la célula infectada (65).

El peso molecular de los DNAs de los herpesvirus varia de 80 a 150 kDa y contienen
aproximadamente de 124 a 235 pares de kilobases (kbp), dependiendo de cada género. Asi
mismo, se pueden encontrar diferencias de hasta 10kbp en el tamafio del genoma de ccepas
del mismo género, que casi siempre se deben a reiteraciones de secuencias terminales y/o
internas, o por deleciones espontineas. La composicién de bases del DNA de los
herpesvirus varia de 32 a 75 G+C moles por ciento (3,63-66).

Una caracteristica particular del DNA de los herpesvirus es el rearreglo de sus secuencias
ya que pueden presentar secuencias terminales o repetidas a lo largo del genoma o en los
extremos (3,63-66).

Todos los herpesvirus conocidos han mostrado tener cuatro propiedades significativas:

a) Todos especifican enzimas y otros factores involucrados en la sintesis de éacidos
nucleicos (p. ej. DNA polimerasa, helicasa, primasa, etc.), asi como un nimero variable de
enzimas involucradas en el metabolismo del DNA (p. ej. timidina cinasa, timidilato
sintetasa, dUTPasa, etc.). También especifican al menos una proteasa y un nimero variable
de proteinas cinasa.
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Figura 1. Esquema de un Herpesvirus. Se puede observar la estructura
tipica de un herpesvirus formada por la nucleocapside, el tegumento y la
envoltura. (Tomado de Liesegang, 1992)

b) La sintesis del DNA viral y el ensamble de las capsides se lleva a cabo en el nucieo.

¢) La produccién de virus infectivo esta acompaiiada por la destruccién de las células
infectadas.

d) Todos los herpesvirus examinados a la fecha son capaces de permanecer en estado
latente en sus huéspedes naturales. En las c¢élulas que contienen el virus latente, el genoma
viral adopta una forma circular cerrada y solo se expresa un pequefio nimero de genes
virales (3,63-66).

La familia Herpesviridae se ha clasificado en tres subfamilias en base a sus propicdades
biologicas.

1) Alphaherpesvirinae: los virus incluidos en esta subfamilia tienen una gama variable de
huéspedes, son considerados neurotrdpicos, tienen un ciclo reproductivo relativamente
corto, una diseminacion rapida en cultivos, destruyen eficientemente a las células infectadas
y tienen la capacidad de establecer infecciones latentes principalmente pero no
exclusivamente en ganglios sensoriales. Esta subfamilia contiene al género Simplexvirus
(HSV-1, HSV-2, etc.) y Varicellovirus (varicela-zoster (VZV), pseudorabia, etc.).

2) Betaherpesvirinae: los virus de esta subfamilia tienen una restringida amplitud de
huéspedes, su ciclo reproductivo es largo y la infeccién en cultivos progresa lentamente.
Las células infectadas frecuentemente se hacen alargadas (citomegalia) y establecen
cultivos acarreadores rapidamente. Los virus pueden mantenerse en forma latente en
monocitos, linfocitos T, gladndulas secretoras, rifion y otros tejidos. Esta subfamilia contiene
al género Cytomegalovirus, citomegalovirus humano (HCMV); herpesvirus humanos 6 y 7
(HHV-6 y HHV-7) y Muromegalovirus {citomegalovirus murino).



3) Gammaherpesvirinae: la diversidad de huéspedes de los miembros de esta subfamilia
estd limitada a la familia u orden del cual proviene el huésped natural. /n vitro todos los
miembros se replican en células linfoblastoides y algunos también causan infecciones
liticas en algunos tipos de células epiteliales o fibroblastos. Los virus de este grupo son
especificos para los linfocitos T o B. Frecuentemente se encuentran virus latentes en
linfocitos B. Esta subfamilia contiene al género Lymphocryptovirus, virus Epstein-Barr
(EBV); herpesvirus humano 8 (HHV-8) y Rhadinovirus (herpesvirus saimiri, etc.) (3,63-
66).

Los virus herpes simplex.

Los virus herpes simplex (HSV), fueron los primeros herpesvirus humanos en ser
descubiertos, se tienen reportes desde [a época de la Grecia antigua. Se han descrito dos
serotipos: el virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) y el herpes simplex tipo 2 (HSV-2), son
diferentes pero antigénicamente relacionados, entre ellos el grado de homologia de la
secuencia de nucleotidos es de aproximadamente el 50%. Sin embargo, existe una
considerable reactividad cruzada entre las glicoproteinas de los dos tipos de virus. El HSV-
1 se involucra generalmente en infeccion ocular o facial, mientras que el HSV-2 se
encuentra principalmente en las infecciones genitales (41,83).

Estos virus tienen un didmetro aproximado de 150 a 200nm y tienen la composicion
caracteristica de los herpesvirus: un centro de acidos nucleicos y proteinas, capside,
tegumento y envoltura membranosa. El acido nucléico es lineal de doble hebra y se
encuenira rodeado de proteinas, constituyendo un complejo nucleoproteico que esta
rodeado por la capside. Los viriones del HSV-1 contienen en la capside aproximadamente
33 proteinas designadas como polipéptidos estructurales del virion (VP), once de estas
proteinas se encuentran glicosiladas y se incorporan en la envoltura proyectandose hacia
afuera de la superficie (27,67,73).

L.a envoltura es una estructura compleja de fosfolipoproteinas derivada de la membrana
nuclear de ia c€lula huésped que es modificada por las proteinas virales. S6lo los viriones
que cuentan con esta envoltura son capaces de entrar en las células e iniciar la replicacion.
Entre la capside y la envoltura se encuentra el tegumento que es una estructura protéica
amorfa, que contiene proteinas involucradas en inducir la transcripcion viral en el nicleo e
inhibir la produccién de las proteinas celulares (27,85).

El genoma del HSV contiene aproximadamente 152 kpb con un peso molecular
aproximado de 100 kDa y contiene al menos 75 genes, de estos sélo 37 son rcqueridos para
que el virus se multiplique en cultivos celulares. Estos genes esenciales codifican funciones
relacionadas con la entrada del virus en la célula, regulacién de la expresién genética,
replicacion y empaquetamiento del DNA viral en los viriones (67,82).

El genoma del HSV esta compuesto de dos porciones: una Unica regién larga (U,, de 126
kbp) y otra corta (Ug, de 26 kbp), que se encuentran flanqueadas por secuencias repetidas
invertidas en los extremos y en la parte interna del genoma, los elementos repetidos de la
region L. son ab en el extremo y b'a’ en la uni6n interna; para la regiéon S son a'c’ en la
union interna y ca en el extremo. Esta estructura permite que se puedan formar cuatro
isémeros de la molécula del DNA (Figura 2). La funcién biologica de las secuencias
repetidas invertidas es desconocida pero hacen posible que el genoma se circularize por



recombinacion, lo cual puede ser esencial para la sintesis del DNA (3,67,85).

La replicacion del HSV en células susceptibles se inicia con la adsorcion del virus a los
receptores celulares, esto es seguido por la fusién de la envoltura con la membrana
plasmatica. La capside desnuda es transportada a través de los poros nucleares hasta el
niicleo, donde el DNA es liberado. En este sitio tiene lugar la transcripcidn, replicacién del
DNA viral y ensamble de las capsides nuevas.
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Figura 2. Representacion esquematica del genoma del HSV,
El genoma del HSV contiene una regién larga (U;) y una regién
corta (Ug), las cuales se encuentran rodeadas por secuencias
repetidas invertidas (abc y a’b’c’). Por recombinacién entre las
secuencias repetidas se pueden formar los cuatro isdmeros que
se muestran en la parte inferior.

El DNA viral es transcrito por la RNA polimerasa Il del huésped, pero con la
participacidon de factores virales en todas las etapas de la infecciéon. La expresion de los
genes virales esta muy bien regulado y en un orden secuencial a manera de cascada dividida
en tres tipos de genes: los inmediatamente tempranos (IE o alfa, ), los tempranos (E o
beta, 3) y los tardios (L o gamma, v). La sintesis de los polipéptidos alfa no requiere de la
sintesis de proteinas anteriores. Dentro de las proteinas alfa estdn las llamadas proteinas de
células infectadas (ICP): 0, 4, 22, 27 y 47 (3,41,67,82).

La sintesis de las proteinas beta depende de la sintesis de las proteinas alfa, dentro de
estas proteinas se encuentran la timidina cinasa (TK) y la DNA polimerasa. A su vez la
sintesis de las proteinas gamma requiere de la sintests del vDNA y de las proteinas beta.
Dentro de las proteinas gamma se encuentran las glicoproteinas de la superficie del virion.

Una vez que se sintetizan las proteinas beta se inicia la sintesis del DNA viral mediante el
mecanismo del circulo rodante, produciéndose concatenameros que son cortados en



monoémeros y empacados dentro de las cdpsides.

Las glicoproteinas de superficie y las proteinas del tegumento se acumulan y forman
parches en las membranas celulares, principalmente en la membrana nuclear, el virus
madura al adquirir su envoltura al atravesar dicha membrana. El virus envuelto se acumula
en el reticulo endoplasmico y es transportado hasta el espacio extracelular (41,67,82).

En cultivos de células permisivas, todo el proceso de replicacion viral tarda de 18 a 20
horas.

La infeccién primaria natural por el HSV-1 en los humanos, generalmente se produce
durante la nifiez como una infeccion no especifica de las vias respiratorias superiores o bien
puede presentarse en forma asintomatica. La infeccién primaria define la via de la
diseminacién viral y el sitio de la infeccién latente. En los humanos ocurre cominmente
sobre la region inervada por el nervio trigémino, es decir, las dreas mucosas de la cara, ojos
y boca. Después de la replicacion en las mucosas, la progenie viral se disemina hasta los
nervios sensoriales, en donde los virus desnudos son transportados por el flujo axonal
retrogrado hasta la neurona (41,85). Una vez dentro de la neurona la forma inactiva debe
sufrir al menos un ciclo de replicacién para producir virus infectivo (envuelto), el cual
puede viajar de regreso a las mucosas causando la lesién clinica (hipdtesis del "viaje
redondo"). Existe también la teoria de "la puerta trasera”, donde el virus se establece de
manera latente en el ganglio trigémino y al momento de la infeccién inicial o por
reactivacion, el virus se disemina a la porcion ocular 0 mandibular del ganglio trigémino y
de aqui causar la infeccion sobre la piel o mucosas (41).

Una de las propiedades mas interesantes de estos virus es su capacidad para establecer
infecciones latentes. Esto es, la persistencia del virus por largos periodos en los individuos
infectados sin que se presente sintomatologia, Las caracteristicas basicas de la latencia son
que el DNA viral se mantiene dentro del nuicleo de algunas células, en forma
extracromosomal y se produce una limitada transcripcion del genoma viral. A intervalos, un
pequefio numero de estas células con infeccion latente entran en una fase de infeccién
productiva y el virus infectivo reaparece causando enfermedad clinica o también una
infeccion asintomatica.

Las células donde se produce principalmente este proceso son las neuronas aunque otras
estirpes celulares pueden estar involucradas. Solo del 10-20% de las neuronas que se
encuentran en los ganglios sensoriales mantienen latente al virus. El genoma viral se
establece con 10-20 copias por neurona y las evidencias indican que se encuentra en forma
circular o un concatenamero lineal, no integrado al cromosoma (30,62,67,75).

La infeccién latente ocurre cuando se previene la expresion eficiente de los genes alfa y
los pasos subsecuentes del ciclo litico. Esto es debido tal vez a la presencia de un represor o
la ausencia de un regulador positivo de la expresion de los genes alfa (62,75).

El mecanismo exacto para el establecimiento de la latencia no se ha elucidado
completamente, se sabe que s6lo un grupo de genes virales se expresan eficientemente: los
genes LAT (latency-associated transcript), que codifican dos RNAs poli A". Uno de estos es
mas abundantes y tiene de 1.2 a 2.0 kb. El otro es menos abundante pero mas largo ya que
mide 8.5 kb (83). Se ha visto que los mas cortos sobrelapan de manera antiparalela con el
gen RI.2 el cual codifica para la proteina reguladora alfa ICP0, por lo que pueden modular
su expresién por un mecanismo de antisentido (30,62). También se ha visto que estos
RNAs no codifican proteinas (30,62). Sin embargo, las funciones de LAT no se han



definido, ademas de que se ha observado que no se requieren de manera absoluta en el
establecimiento o mantenimiento de la latencia en los modelos experimentales de conejo o
raton (30,795).

Para el proceso de reactivacion del HSV-1, se ha encontrado que la proteina ICPO esta
implicada en el cambio de fase latente a litica, por lo que el virus necesita expresar los
genes RL2 que codifican a la ICPQ (30,62). Sin embargo, deben intervenir otra serie de
factores entre las cuales pueden estar genes celulares.

Proteinas del HSV-1,

El HSV-1 a pesar de no ser uno de los virus mas grandes que infectan a las células
eucariontes, codifica mas de 75 proteinas. A las proteinas se les han dado diversos nombres,
algunas se nombran en base al nimero de fase de lectura abierta que las codifica (por
ejemplo, proteina U, 3); otras en base a su funcién (por ejemplo, glicoproteina C o gC) y
otra nomenclatura es en base a la migracion electroforética relativa de la proteina (por
ejemplo, proteina de célula-infectada 4 o ICP 4) (27,67,82).

Los estudios con viriones purificados de HSV-1 sugieren que estos contienen 30 0 mas
proteinas designadas como polipéptidos estructurales del virién (VP) y se les asigno un
nimero seriado (29,33). De las 30 conocidas (ya que hay otras 10 que se sospecha son VP),
al menos 9 estan en la superficie del virién y 11 son glicosiladas. Las capsides vacias
contienen de cuatro a siete proteinas. El resto de las proteinas se encuentra en el tegumento,
de estas las importantes para la actividad viral son las proteinas: a-TIF (frans-inducing
factor), la cual activa genes en forma trans; VHS (virion host shut off protein), que apaga la
expresion de genes del huésped; el producto del gen U,11, que es un factor anti-atenuacién
y otras mas (27,67,82).

Las proteinas que no forman parte del virién se han encontrado en las células infectadas y
participan principalmente en dos tipos de funciones: i) en la sintesis del DNA viral y el
ensamblaje de virus infectivo y 1i) en funciones disefiadas para permitir que el virus se
replique en una gran variedad de células en diferentes condiciones (82). A este grupo de
proteinas que no forman parte estructural del viridn se les ha nombrado proteinas de células
infectadas (infected-cell protein o ICP), y se les ha asignado un nGmero consecutivo en
funcién de su movilidad electroforética. Sin embargo, algunas proteinas del virién también
tienen una nomenclatura como ICP (por ejemplo, ICP18 corresponde a VP10 o la ICP39 es
VP22)(33).

A pesar de que esta clasificacion esta hecha en base a la movilidad electroforética y por
ende al peso molecular aparente de la proteina, es muy dificil identificarlas ya que su
migracion esta influenciada por factores tales como la cepa viral, la célula huésped, las
rondas de replicacién y las condiciones del ensayo. En la Tabla 1 se muestra una
recopilacion de las proteinas de]l HSV-1 a las que se les ha determinado el peso molecular,
asi como su funcién (27,67,82).



Tabla 1. Proteinas del HSV-1

Proteina P.M. Funcién Indispen- | Tipo
sable * de
gen
VP1/2 270,000 Fosfoproteina, forma complejo con VPS
ICP4: 175,000 Regulador positivo de genes B y v. Si o
ICP4a 160,000
ICP4b 163,000
ICP4c 170,000
ICP5, VP53 155,000 Proteina mayor de la capside. Si Y
UL30 140,000 DNA polimerasa. Si B
ICP& 140,000-138,000 Ribonucledtido reductasa. No B
gC, VP8 128,000 Glicoproteina involucrada en la union a la célula. No Y
ICP8 127,000 Proteina de unién al DNA. Si i
gB, 125,000/ 120,000 Glicoproteina entrada y fusion. Si Y
VP7/VP8.5
gH 115,000 Forma complejo con gL, juega un papel en la entrada, salida y Si Y
diseminacion célula-célula de los viriones.
Ui 52 114.000 Componente del complejo helicasa- primasa. Si B
ICPO 110,000 Transactivador de genes. No el
uLs 99,000 Componente del complejo helicasa- primasa. Si
ICP18.5 95,500 Requerido para rompimiento o empaquetamiento del DNA, Si Y
uLe 94,000 Proteina de unidn al DNA. Si ¥
VP11 93,000 Fosfoproteina
U8 $0,000 Componente del complejo helicasa- primasa. Si B
gE, VP12.3 87.000 Forma complejo con gl. involucrada en la diseminacién del virus. | No Y
ULtz 85.000-80,000 | DNAsa alcalina. No 8
VP13/14 82,000-81,000 Fosfoproteina en células infectadas.
ICP1§ 82,000 Exonucleasa alcalina Si B
gl 70,000 Forma complejos con gE para ¢l transporte a la membrana y No Y
también es un receptor de alta afinidad para Fc.
ICP22 68,000 Proteina reguladora. No a
a-TiF, 65,000 Proteina del tegumento. Fosfoproteina. Transactivador de la Si Y
ICP25, transcripcion.
VP16
ICP27 64,000 Proteina reguladora para genes tardios. Si ol

eM

63,000-53,000




gG 60,000
gD, VPI17- 59,000 Glicoproteina para entrada del virus en la célula. Si Y
I8
Up41, VHS | 58,000y 59,500 Fosfoproteina, shut off de la sintesis de proteinas del huésped, No Y
degradacién no especifica de mRNA.
Proteina- 57,000 Cinasa del nicleo de células infectadas. Fosforilada. Su principal
cinasa sustrato es la proteina a-22. (ICP22)
VP19C 53,000 Proteina de ensamble de la cdpside. Si ¥
gK 40,000 Glicoproteina requerida para una eficiente exocitosis viral, Si ¥
ICP36 43,000 Timidina cinasa. No B
VP21 42,000 Proteina de capside. Si Y
gL 40,000-30,000 Forma complejos con gH, se requiere para el transporte de ambas | S{ ¥
proteinas a la membrana y para la entrada del virus mediada por
gH; contiene el locus Syn.
U2 35,000 Uracil DNA glicosilasa. No B
VP22a 37,000 Proteina de cépside Y
VP23 33,000 Proteina de cépside Si Y
Ur34 30,000 Actia en la replicacion viral
VP24 26,000 Proteina de cépside ¥
U4 25,000 Proteina de Tegumento.
U 20 22,000 Proteina de membrana
Ugll 21,000 Abundante proteina del tegumento que se une al mRNA Ur 34 en | No Y
una secuencia y conformacion especifica, actéta como un factor
anti-atenuacion, se une a la subunidad 605 y se localiza en el
nucledlo.
Up 45 18,000 Proteina de membrana
Proteina 16,000-13,000 Miristilar No
Miristilada
VP26 12,000 Proteina de cdpside Si Y
ICP47 12,000 Bloquea presentacion de antigenos a linfocitos CD8™. No a
Proteina 16,000 Fosfoproteina
10KD

*Indispensable para crecer en cultivos celulares.

Debe mencionarse que de las 75 proteinas que se pueden codificar, sélo 37 se requieren
para que el virus se replique en cultivos celulares. Estos genes esenciales codifican
funciones relacionadas a la entrada del virus a la célula, la regulacion de la expresion
genética, la replicacién y empaquetamiento del DNA viral en los viriones. Los genes que no
son esenciales para la replicacion en cultivos son proteinas particularmente del tegumento y
la envoltura. Tienen un papel en la multiplicacién del virus y su transferencia de célula a
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célula, exocitosis y complementan funciones celulares perdidas a consecuencia de la
replicacion viral. Ademas eventualmente pueden realizar funciones celulares requeridas
para la replicacion viral en tejidos o células especificas (27,67,82). Un ejemplo de estos
genes es el a22 que codifica a la ICP22. Asi los virus que no expresan esta proteina pueden
crecer bien en células Vero y HEp-2 pero no en fibroblastos humanos ni en lineas celulares
de ratones (71). Otro ejemplo es el gen ¥34.5 que codifica a la ICP34.5, el cual necesita el
virus para multiplicarse en células humanas pero que no se requiere en células Vero o de
rifion de hamster (8).

Se ha sugerido que genes virales que especifican productos cuyas funciones son idénticas
e intercambiables con genes celulares, pueden ser no esenciales al menos en las células que
expresan esta funcion (67).

Propiedades de fusién del HSV-1.

Las cepas de HSV-1 aisladas en la naturaleza producen varios efectos citopaticos (ECP)
en cultivos celulares. Entre estos se encuentra el redondeamiento de células sin adhesién o
fusion, el redondeamiento celular con ligera adhesiéon y la fusién de las células en
policariocitos (sincitios) (17).

El ECP esta relacionado con el tipo de placa que produce el virus. La capacidad para
producir un determinado efecto citopatico radica en el genoma del HSV, pero la célula
huésped puede alterar o regular la expresion fenotipica (47).

Los aislados clinicos de HSV generalmente no exhiben la capacidad de fusionar los
cultivos celulares aunque se han reportado ocasionalmente cepas aisladas de pacientes que
inducen fusién celular (72). Sin embargo variantes de HSV-1 que inducen fusién pueden
ser aisladas durante la propagacion del virus in vitro, tal es el caso de las cepas aisladas por
Roizman y colaboradores (17,31), quienes obtuvieron virus que inducen fusién a partir de
virus que no lo hacen.

También se ha visto que las cepas que producen fusion pueden mutar espontidneamente y
dejar de fusionar como resultado de la interaccion entre el fenotipo viral y las propiedades
genéticas y fisiolégicas de la célula huésped (47).

L.a capacidad de inducir fusion celular es debido a una mutacidon no letal del HSV, el
fenotipo resultante de tal mutacion se le ha designado como Syn, mientras que Syn” denota
el fenotipo silvestre de no fusionar. La expresion del fenotipo mutante puede ser célula-
dependiente ya que virus que son Syn en unas células, son Syn” en otras (72).

Se ha reportado que el fenotipo Syn de la cepa MP del HSV-1 es el resultado de un
minimo de dos mutaciones segregables: el locus syn/ permite fusionar células Vero pero no
HEp-2 y el locus syn2 permite fusionar muchos tipos de células. Ambos locus se han
mapeado en la regioén de 0.68 a 0.82 del genoma de HSV-1. La cepa MP de HSV-1 es gC,
por lo que se sugiere que la ausencia de la glicoproteina gC es en parte responsable del
fenotipo Syn (72).

Aunque la penetracion y la fusion celular implican la fusiéon de membranas, estos son
procesos que se llevan a cabo y se regulan de manera diferente. Para entrar a la célula el
virus requiere de las proteinas gC, gG y gB, mientras que para la formacion de sincitios
requiere de las proteinas gD, gE, gl, gK, gM y el dimero gHgL (7,11,49,72,73). Al parecer
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gK tiene un papel en controlar la fusion celular inducida por el virus, ya que la sustitucién
de un sélo par de bases en su gen es responsable del fenotipo Syn de la cepa MP del HSV-]
(73).

Interacciones del HSV-1 con los macroéfagos.

Los fagocitos mononucleares que incluyen a los monocitos circulantes y a los macréfagos
(M¢s) tisulares, parecen tener un papel central en la resistencia inespecifica del huésped
contra los virus.

Se han definido dos mecanismos generales de resistencia mediada por Més: 1) La
resistencia extrinseca, definida como la capacidad de los Mé¢s para inactivar virus
extracelular, inhibir la replicacién viral en las células cercanas que son permisivas a la
infeccion viral o destruir a las células infectadas. 2) La resistencia intrinseca, que es la
capacidad del macrofago (M¢) para inhibir la replicacién viral dentro del M¢ mismo
(51,86).

La resistencia extrinseca contra las infecciones de HSV-1 se lleva a cabo a diferentes
niveles, pero para que esto suceda primero deben activarse los M¢s. Tanto en humanos
como en ratonges, los Mds de organismos jévenes son menos resistentes a la infeccién que
los M¢s de adultos (79,86). Una vez activados pueden inhibir la diseminacién del virus;
producir aberraciones en la sintesis de DNA, RNA y proteinas de la célula blanco,
afectando la replicacion del HSV-1 que requiere de proteinas celulares. El mecanismo de
inhibicién de la replicacién no es muy claro, sin embargo se ha involucrado la secrecion de
interferén (IFN) ac y B (86).

La resistencia intrinseca de los macréfagos se manifiesta en células no permisivas a la
infeccion de los virus, uno de los procesos de resistencia intrinseca de importancia es el de
los M¢s humanos, de ratén y de conejo contra el HSV-1 (34,51,70,86).

Los M¢s peritoneales de ratones son virtualmente no permisivos a la replicacion del
HSV-1, a pesar de que la entrada del HSV-1 es tan eficiente como en las células permisivas.
El mecanismo por el cual se lleva a cabo esta inhibicién no se ha elucidado completamente
pero se sabe que el bloqueo se presenta antes de la sintesis del DNA del HSV-1. Sin
embargo, se ha observado la expresion de algunos genes. La mayor inhibicion en la
expresion de proteinas se presenta en los genes tempranos B, donde se ha reportado una
minima expresidon de las proteinas de estos genes (43,74,86). Al no expresarse
correctamente los genes [, la expresion de las proteinas de los genes tardios no se detecta
(52). La disfuncion de algunas de las proteinas o inmediatas tempranas también parece
jugar un papel en la no permisividad de los M¢s peritoneales. Tal es el caso de la ICPO que
funciona ineficientemente y no activa adecuadamente a los promotores de los genes
tempranos, aunque se ha demostrado que ICPO no es esencial para la replicacion del virus
en cultivos celulares (86). Otro factor que puede influir en la no permisividad de los M¢s al
HSV-1 es el IFN, ya que los M¢s son continuamente activados por el IFN ac y B (51).

Al igual que en los ratones, se ha observado que cultivos primarios de monocitos
humanos pueden ingerir y degradar al HSV-1 y no ser permisivos a la replicacion del virus.
Los Més alveolares de humanos son extremadamente resistentes a la infeccion por el HSV-
1 y al parecer el bloqueo ocurre en las fase temprana de la replicacién como en los ratones
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(86). También se ha estudiado el efecto del IFN o y  en Mé¢s humanos. Se ha observado
que al tratar las células con IFN hay una inhibicién de proteinas B y v, asi como de la
proteina ICP4 (14). Sin embargo el papel del IFN en la resistencia intrinseca de los M¢s
varia dependiendo del tipo de M¢s analizados ya que se ha observado que la restriccién en
la sintesis de las proteinas virales depende del tejido del cual los Més son aislados (70,86).

La activacién, maduracion o diferenciacion de los monocitos tiene un profundo efecto
sobre la resistencia intrinseca contra el HSV-1, ya que existe una mayor permisividad a la
infeccién cuando el monocito es activado o diferenciado (6,86).

El termino maduracién es utilizado de varias maneras, una es la que describe los cambios
que tiene lugar el M¢ cuando es cultivado in vitro, o el proceso que se presenta cuando el
M¢ inmaduro pierde su potencialidad para la division celular. Asi tenemos que monocitos
o Mds que son cultivados in vitro por espacio de varios dias se vuelven susceptibles a la
infeccion por HSV-1 (2,74,86).

Algunos de los cambios estudiados durante la propagacion in vifro de los M¢s es la
expresion de antigenos celulares. Se ha observado que el 1% de Més humanos cultivados in
vitro por 24 horas no expresan el antigeno Ia, mientras que al ser propagados por varios
dias, mas del 80% expresan la y las células son permisivas a la infeccién por el HSV-1.
Esto mismo sucede con leucocitos, lo que podria indicar que el HSV-1 es capaz de
replicarse en diferentes células de la sangre y que la expresidon del antigeno Ia es un
marcador para que el virus sea capaz de replicarse (5). Otra proteina estudiada es la ICP4 ya
que el tratamiento de ratones con inmunomoduladores (vacuna de S. typhimurium o C.
parvum) o agentes inflamatorios (caldo de tioglicolato), producen M¢s activados que
muestran un aumento en la permisividad a la infeccion debido a que se eleva la expresion
de la proteina ICP4 (23,51).

La variabilidad en la resistencia intrinseca de los M¢s es un obstaculo para su estudio, ya
que se tienen ejemplos donde en la misma poblacion de Més solo el 15% expresa ICP4 y
sintetizan mRNAs virales, mientras que el resto de los M¢s no la expresa y no son
permisivos (52).

La heterogeneidad de los Més y la dificultad para obtener suficientes células de un
aislamiento primario ha propiciado el desarrollo de lineas celulares similares a macréfagos
(28,36). Tanto en lineas celulares similares a macrofagos humanas como de ratén, se ha
estudiado el efecto de la diferenciacién/activacién sobre la resistencia intrinseca contra
HSV-1. En general, la diferenciacion aumenta la permisividad de los M¢s a la infeccién con
HSV-1 (6). Por ejemplo, las células similares a macrofagos U937 son muy resistentes a la
infeccion de HSV-1. Sin embargo, después de ser diferenciadas por la exposicién a acetato
miristico de forbol (PMA) o vitamina D,, aumenta la sintesis de proteinas virales y la
produccién de virus infectivo. También, se han encontrado bajos niveles de VRNA en las
células no diferenciadas, lo que sugiere que el bloqueo en la replicacién del HSV-1 ocurre
después del transporte del vDNA al ntcleo pero antes de la acumulacion de los vRNA que
codifican a los genes o (79,80).

El HSV-1 puede quedar en forma persistente en células U937 no diferenciadas hasta que
el bloqueo en la replicacion es removido por la diferenciacion de las células (76,80). Por lo
que existe la posibilidad de que los M¢s puedan hospedar al HSV-1 y después transmitirlo
cuando son activados o diferenciados, lo cual seria de gran importancia en una infeccion
latente o persistente del HSV-1 irn vivo.



Persistencia del HSV-1,

La infeccion a largo plazo (long-term infection), es la capacidad que tienen algunos virus
para permanecer dentro de la célula huésped por tiempo prolongado. Se ha dividido en dos
categorias: a) aquella en donde el virus infectivo estd presente y puede aislarse del cultivo,
llamada infeccidn persistente o cronica; b) infecciones donde el genoma viral esta presente
pero normalmente no se producen virus infectivos excepto durante periodos intermitentes
de reactivacion, estas son llamadas infecciones latentes (1).

La persistencia puede ser a nivel de individuos o de células, ésta ultima es el
establecimiento de infecciones persistentes en cultivos celulares, las cuales se pueden
utilizar como modelos en el estudio de la persistencia.

Cuatro tipos de infecciones persistentes se han distinguido para los estudios in vitro. El
primero llamado cultivo acarreador, en donde sélo una pequefia proporcién de las células
estd infectada, estas células liberan virus y mueren, pero €l virus liberado infecta un
pequefio nimero de otras células. Un cultivo acarreador puede ser "curado" de la infeccion
viral.

El segundo tipo es la infeccion del estado constante (steady-state), aqui el virus y las
células se multiplican sin que se presente destruccion celular, en estos cultivos muchas o
todas las células estan infectadas, el virus se libera continuamente y la infeccion no puede
ser curada.

El tercer tipo es la persistencia intracitopldsmica, en este caso no se detectan virus
infcctivos en el medio y la infectividad esta asociada con estructuras intracitoplasmicas
llevandose a cabo la diseminacién por contacto de célula a célula.

Finalmente el cuarto tipo, el genoma viral es transportado en el nicleo celular de manera
integrada por lo que es parecido a una infeccion latente(46).

Para que los virus puedan establecer una infeccion a largo plazo, deben cumplir tres
condiciones: 1) regular su potencial litico; 2) contar con un mecanismo para que el genoma
viral se mantenga por largos periddos y 3) evadir la deteccion y eliminacién por el sistema
inmune del huésped. Para evadir el sistema inmune los virus cuentan con varios
mecanismos entre los que destacan la variacion antigénica y el establecimiento de la
infeccién en células del sistema nervioso o del propio sistema inmune (1,46).

Algunos de los mecanismos que los virus citopaticos utilizan para establecer infecciones
persistentes son: la producciéon de particulas defectivas interferentes (DI), generacion de
mutantes sensibles a temperatura, integracion del genoma viral en el genoma celular y la
participacion del interferén (20).

Una gran cantidad de virus tanto de RNA como de DNA son capaces de establecer
infecciones a largo plazo in vivo, asi como en un gran niimero de cultivos celulares in vifro
(1,46).

In vivo HSV-1 produce principalmente una infeccion latente en células neuronales de los
ganglios sensoriales que inervan los sitios periféricos de la infeccion primaria (83). Sin
embargo, también se ha observado que puede persistir en otros tejidos. Tal es el caso de las
cormeas de pacientes y animales con un historial de queratitis herpética (45,50,58); en
linfocitos de pacientes con tumores urogenitales (37) y en células mononucleares de
pacientes con infeccion recurrente de HSV-1 (38).

In vitro para el HSV-1 se han descrito varios cultivos celulares en donde la infeccién con
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el virus da como resultado la supervivencia celular y el establecimiento de infecciones
persistentes.

Los primeros reportes del establecimiento de una infeccién persistente in vitro por el
HSV-1 se remontan al afio de 1960 (84) y a la fecha se han obtenido infecciones
persistentes con diferentes caracteristicas.

Las infecciones persistentes por HSV-1 se han establecido en lineas de diversos tipos de
células de mamiferos: fibroblastos (9,16,24,25,50,55,84), derivadas de linfomas
(26,35,57,61), neuronales (12,13), y del sistema inmune (10,15,60,68,76).

Algunas de las caracteristicas encontradas en las infecciones persistentes por HSV-1
establecidas in vitro, se describen a continuacion.

El establecimiento de una infeccion persistente por HSV-1 puede obtenerse de manera
espontanea (9,10,16,18,24,55,61) o con la ayuda de diversos factores como el interferon o y
B, la hidrocortisona o los anticuerpos (15,57,84).

Generalmente se obtiene un estado dinamico, es decir hay una constante produccion de
virus, lo cual en algunos sistemas tiene un patrén ciclico y en otros no (24,48,55). Se
pueden presentar periodos de crisis celular, con un aumento de la replicacion viral y del
efecto citopatico, el cual en casos muy severos puede ocasionar la pérdida del cultivo
(10,16,26,48).

Durante la persistencia se puede llegar a perder la produccién de virus y esto puede
ocurrir de manera espontanea (16,55) o inducida (26,56). La ausencia de virus determina el
estado estatico y este puede ser a veces permanente sin poder revertir al estado dinamico
(10,56).

También suele ocurrir la "curacién" de los cultivos persistentemente infectados con HSV-
1, esto es, la eliminacion del virus del cultivo y por consiguiente de la infeccion persistente,
este proceso se ve favorecido por €l uso de anticuerpos contra HSV-1 (10,56), aunque otras
veces esto no sucede (24). Otra sustancia con la cual se puede curar un cultivo persistente es
el IFN a (48).

Como se puede ver no existe un patrén definido en una infeccion persistente con el HSV-
1, caracteristicas que se presentan en un modelo pueden o no presentarse en otro o
encontrase de manera diferente o contraria.

El mecanismo por el cual HSV-1 establece y mantiene una infeccidn persistente no se ha
elucidado completamente. Al contrario de los mecanismos encontrados con otros virus, en
general no existe la produccién de particulas defectivas interferentes (10,26,48,55).
Tampoco se ha visto que ¢l interferén tenga un papel importante en el establecimiento de la
infeccion persistente (10,26,61). 1.a generaciéon de mutantes sensibles a temperatura (ts)
puede o no producirse (10,26,48).

En los cultivos persistentes de virus generalmente se establece un equilibrio dindmico
virus-c€lula (1,87), el HSV-1 no es la excepcion y también se presenta este equilibrio, el
cual se encuentra influenciado por el estado fisioldgico de las células (16,56) y por el grado
de permisividad a la infeccién viral (57,80). En esta adaptacién existe una evolucion tanto
de la célula como del virus. Las células pueden presentar cambios como una disminucién
en la velocidad del crecimiento celular (9) o volverse menos susceptibles a la infeccion
(16,24,25). Asi mismo los virus pueden o no alterar su virulencia (10,25,68).

Como se ve en la infeccion persistente por el HSV-1 intervienen muchos factores,
mecanismos e interacciones que no se han aclarado completamente, es por esto, que el
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estudio de las infecciones persistentes por HSV-1 es de gran interés ya que todavia se
pueden generar conocimientos que nos ayuden a entender los procesos patolégicos del
virus.

Cambios del HSV-1 durante la persistencia.

Muchos investigadores han reportado que los virus aislados a partir de infecciones
persistentes difieren en sus propiedades biologicas con respecto al virus que se utilizd
originalmente para establecer la infeccion persistente. La evolucion de la poblacion viral es
un fendémeno bien estudiado (1,87).

En el caso del HSV-1 se han reportado cambios en los virus aislados a partir de varios
cultivos persistentes, estos cambios pueden estar involucrados en el establecimiento de la
persistencia o ser una consecuencia de ella. Dentro de estos cambios se ha observado un
aumento en la virulencia de los virus obtenidos de infecciones persistentes en las células:
Raji, BJAB, linfoblastoides T humanas y de hamster chino (10,25,35). Ademas en las
células Raji, BJAB y de hamster chino, los virus aislados presentan un aumento en el
tamaiio de la placa (25,35). Sin embargo, en virus obtenidos de células linfoblastoides se
encontré una disminucién en el tamaifio de la placa (10,68). La generacion de mutantes
virales sensibles a temperatura sélo se ha descrito en un cultivo persistente de linfoblastos
(10).

Otra caracteristica que presenta cambios en los virus aislados de infecciones persistentes
es su capacidad de producir sincitios. La mayoria de las cepas de HSV-1 no inducen la
fusién celular (Syn"), pero durante una infeccidn persistente a partir de estos virus se han
aislado virus que inducen la fusién (Syn) (35,78). Aunque también se ha encontrado el
efecto contrario, cepas Syn que se convierten en Syn” (48).

Estos cambios en el fenotipo viral deben estar acompafiados por cambios en el genotipo,
aunque solo dos autores lo han investigado, quienes encontraron que los virus aislados de
infecciones persistentes presentan cambios en la secuencia del ADN (35,78). Al variar la
estructura primaria del ADN es posible encontrar cambios en el patron electroforético de las
proteinas virales, este hecho se ha observado en los virus aislados de una infeccién
persistente en células MDBK (48). Sin embargo, los virus obtenidos en c¢élulas linfoides no
presentan cambios en el patrén electroforético a pesar de presentar variaciones en el
fenotipo (68).

Como se puede ver no hay un patrén establecido para la variacién en las propiedades de
los virus de HSV-1 obtenidos durante una infeccion persistente y esto tal vez depende de la
cepa viral utilizada y la linea celular donde se establecid la infeccion persistente.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para profundizar en el estudio de las infecciones persistentes mediadas por el virus herpes
simplex tipo 1, se planteo la siguiente pregunta:

. Es posible obtener un cultivo celular persistentemente infectado por el HSV-1 en células
que no forman parte del sistema nervioso pero que sean importantes en el proceso de la
mfeccidn viral?

HIPOTESIS

El HSV-1 puede establecer una infeccion persistente en células similares a macréfagos.

OBJETIVOS
Para el estudio se plantearon los siguientes objetivos:

1. Estud:ar la permisividad al HSV-1 de una linea murina de céiulas similares a macréfagos
(P388D1).
2. Establecer una infeccion persistente por el HSV-1 en las células P388D1.
3. Estudiar las siguientes caracteristicas del cultivo persistente:
a) Produccion de virus extracelular.
b) Presencia de antigenos virales en las células.
¢) Nimero de células productoras de virus infectivo.
d) Expresion de proteinas virales en las células persistentemente infectadas.
4. Aislar virus producidos durante la infeccion persistente y estudiar las siguientes
propiedades biologicas:
a) El efecto citopatico producido.
b) El tamafio de la placa.
¢) El patrén electroforético de las proteinas virales.

Con estos objetivos se pretende investigar si el HSV-1 puede infectar persistentemente
células que participan en la respuesta inmune y si al hacerlo sufre algun cambio.




16

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para profundizar en ¢l estudio de las infecciones persistentes mediadas por el virus herpes

simplex tipo 1, se planteo la siguiente pregunta:

. Es posible obtener un cultivo celular persistentemente infectado por el HSV-1 en células

que no forman parte del sistema nervioso pero que sean importantes en el proceso de la
infeccidn viral?

(8]

HIPOTESIS

El HSV-1 puede establecer una infeccidn persistente en células similares a macrofagos.

OBJETIVOS

Para el estudio se plantearon los siguientes objetivos:

. Estudiar la permisividad al HSV-1 de una linea murina de células similares a macréfagos

(P388D1).
Establecer una infeccion persistente por el HSV-1 en las células P388D1.

. Estudiar las siguientes caracteristicas del cultivo persistente:

a) Produccién de virus extracelular.

b) Presencia de antigenos virales en las células.

c) Numero de células productoras de virus infectivo.

d) Expresion de proteinas virales en las células persistentemente infectadas.

Aislar virus producidos durante la infeccion persistente y estudiar las siguientes
propiedades bioldgicas:

a) El efecto citopatico producido.

b) El tamaiio de la placa.

c) El patron electroforético de las proteinas virales.

Con estos objetivos se pretende investigar si el HSV-1 puede infectar persistentemente

células que participan en la respuesta inmune y si al hacerlo sufre algun cambio.
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MATERIAL Y METODOS

Virus. Se trabaj6 con el HSV-1 cepa Macroplaque (MP) (31), donada por el Dr. Bernard
Roizman. El virus se propagd en células Vero (37°C/5% de CO,) con medio minimo
esencial de Eagle (MEM) (Gibco BRL), suplementado con: 2% de suero fetal de bovino
(SFB), previamente inactivado con calor (30 min/56°C); antibi6ticos (penicilina 100 Ul/ml,
estreptomicina 100mg/ml} y 10mg/ml de anfotericina B (Sigma Chemical Co.).

Se obtuvieron virus del pase 47 y 60 de los cultivos persistentemente infectados, que se
nombraron como HSV, y HSV; respectivamente, ver en Resultados.

Células. La linea celular utilizada fue la P388D1, una linea continua de células similares
a macrofagos obtenida a partir de ratones DBA/2 (ATCC TIB63) (36), cortesia del Dr. A.
Tingle, Universidad de Columbia Britdnica, Vancuver, Canada. Las células se crecieron a
37°C/5% de CO, en medio RPMI 1640 (Gibco BRL), suplementado con: 10% de SFB
inactivado con calor; antibidticos (penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100 mg/ml) y
0.00001% de B-mercaptoetanol.

Células Vero originarias del ATCC (CCL 81), se propagaron a 37°C/5% de CO, en medio
MEM suplementado con 10% de SBF y antibidticos.

Anticuerpos. Se obtuvieron anticuerpos policlonales anti-HSV-1 en conejo. Conejos
Nueva Zelandia se inyectaron intradérmicamente con 0.5ml de una suspensién viral
purificada en gradiente de sacarosa 20-60%, que tenia un titulo de 2X10° unidades
formadoras de placa (ufp)/ml y un contenido proteico de 300ug. La suspensidn viral se
mezcld con un volumen igual de adyuvante completo de Freund. Se dieron dos refuerzos
intramusculares de 200ug de la misma suspensién viral con adyuvante incompleto después
de la tercera y sexta semanas. El suero se colectd ocho dias después de la Gltima inyeccidén
y se inactivé con calor. Los anticuerpos se titularon por microneutralizacién en monocapas
de células Vero como lo describe Garcia-Barreno y col. (21), el titulo del suero obtenido fue
de 1X10° ufp/ml neutralizadas.

También se utilizaron anticuerpos policlonales de conejo anti-HSV-1 cepa F, especificos
para proteinas de células infectadas (ICP) y antigenos estructurales tardios de Chemicon
International, Inc. Temecula, CA.

Establecimiento de la persistencia. Monocapas de células P388D1 con
aproximadamente 10° células, se lavaron tres veces con PBS y posteriormente se infectaron
con una muitiplicidad de infeccion (MOI) de 0.001 6 0.01. Después de 1h de incubacién a
37°C en una atmoésfera de 5% de CO,, el virus no adsorbido se retiré y se agregé medio
RPMI 1640 sin suero y con antibidticos, el cultivo se mantuvo con un cambio de medio
diario durante cinco dias. Posteriormente, las células que sobrevivieron a la infeccion se
subcultivaron cada 2 6 3 dias a una relacién de 1:2, haciendo diario un cambio de medio
con 10% de suero. En cada pase se recolecté el sobrenadante para titular el virus
extracelular. A las células que sobrevivieron se les denomino P388D1per, ver Resultados.

Clonacién de virus. Antes de su propagacion el HSV-1 fue clonado por dos aislamientos
sucesivos a partir de una placa obtenida en células Vero. Monocapas de células Vero se
infectaron con diluciones de la suspension viral, el inocul6 se retiré a los 30 min y se
agregd medio con 0.7% de agar (Difco), las placas se obtuvieron a las 72 h después de la
infeccion.
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Titulacién de virus. La titulacién de las suspensiones virales o de los sobrenadantes
recuperados se realizé mediante un ensayo de TCID;, (50% tissue culture infectious dose:
dosis que infecta el 50% de un cultivo de tejido) o por ensayo en placa. Para el TCIDy, se
hicieron diluciones seriadas 1:3 de los sobrenadantes y se agregaron a placas de 96 pozos
(Costar Co., Cambridge MA.), que contenian monocapas de células Vero. Después de 1h de
adsorcion a 37°C/5% de CO,, se retir6 el inoculo y se agregdé medio sin suero. Las placas se
incubaron por 3 dias y se fijaron con formaldehido al 10% en PBS y se tifieron con cristal
violeta al 0.1% en metanol al 20%. El titulo viral se calculé por el método de Reed y
Muench (59) y se expres6 como TCID,,/ml.

El ensayo en placa se llevo a cabo sobre monocapas de células Vero en placas de 6 pozos
(Costar Co., Cambridge MA.), se hicieron diluciones seriadas 1:5 o 1:10 de las
suspensiones virales y se agregaron 200ul de cada dilucién en los pozos, se dejaron
adsorber por 1h, después de este tiempo cual se retird el inoculo y se agregd medio con
0.7% de agar. A los cinco dias de incubacion se agregd una solucién fresca de MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio bromuro: Azul Tiazolil) (Sigma Chemical Co.)
3mg/ml y se contaron las placas. El titulo viral se expres6 como ufp/ml.

Clonacion de células. Las células P388D1 persistenternente infectadas se clonaron
utilizando el método de dilucidn limite. Diluciones seriadas 1:3 de las células se agregaron
a placas de 96 pozos hasta que se tuvieron de 2-10 células por pozo. Después de tres
semanas se tenia un cultivo confluente de aproximadamente 10° células.

ELISA. El ensayo inmunoadsorbente ligado a enzima (ELISA), se ilevé a cabo en placas
de 96 pozos donde se agregaron 10° células P388D1 persistentemente infectadas por pozo y
se incubaron por 24h en medio con suero. Posteriormente se lavaron con PBS y se fijaron
por 15 min con formaldehido al 3%, para inactivar la peroxidasa endogena se agregé H,0,
al 0.5% en metanol por 15min. Los pozos se lavaron y saturaron con albumina sérica
bovina (ASB) al 1% o suero de cabra sin diluir, durante 2h a 37°C o toda la noche a 4°C. A
continuacion se agregaron 200u! de una diluciéon 1:100 de los anticuerpos policlonales de
conejo anti-HSV-1 producidos en el laboratorio y se incubo por 1h a 37°C, después de lo
cual se adicionaron 100ul de una dilucién 1:1000 de anticuerpos anti-IgG de conejo
conjugados con peroxidasa (Amersham Life Sciences, Buckinghamshire, UK.) y se incubd
por lh a temperatura ambiente. Cuando el ensayo se midié espectrofotométricamente, se
adicioné como sustrato 100ul de o-fenilendiamina al 0.04% con H,0O, al 0.05% en
amortiguador de fosfato-citrato 0.15 M, pH 5.5, la mezcla de reaccién se incubé de 5 a 10
min a temperatura ambiente y se detuvo la con 50pl de H,SO, 3 M. La absorbancia a
490nm se determiné en un espectrofotémetro de Bio-Tek Instruments (California, EUA), se
calcul6 la absorbancia neta restando la densidad dptica (D.Q.) de las células no infectadas a
la D.O. de las células persistentemente infectadas. Los valores obtenidos son un promedio
de tres determinaciones.

La visualizacién del antigeno viral se realizé agregando como sustrato 100ul de 3-3
diaminobenzidina al 0.05% con H,0, al 0.02% en Tris-HCl 0.2 M pH 7.6, la mezcla de
reaccion se incubo de 5 a 10 min a temperatura ambiente y se par6 lavando con PBS,
posteriormente se observo al microscopio.

Inmunofluorescencia (IF). Se examinaron las células persistentemente infectadas para
detectar antigenos mediante IF indirecta y directa. Para la IF indirecta 10° células se
crecieron en portaobjetos de 8 pozos para cultivos de tejidos (Costar Co., Cambridge MA.),
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por 24h. Los cultivos se lavaron de manera extensa con PBS y se fijaron por 5 min con
metanol frio seguido por 30 seg con acetona fria, después de secarse las células se
incubaron con ASB al 1% en PBS por 1h a 4°C o suero de caballo sin diluir por toda la
noche. Las preparaciones se incubaron con anticuerpos policlonales anti-HSV-1 de conejo
diluidos 1:10 con ASB al 2.5% por 1h a temperatura ambiente. A continuacion se agregaron
anticuerpos anti-Ig de conejo conjugados con fluoresceina (Amersham Life Sciences,
Buckinghamshire, UK.), por 30 min a temperatura ambiente, finalmente se lavaron con
PBS y agua y se examinaron en un microscopic Nikon equipado con luz UV.

Para la IF directa se utilizo el kit "Syva Microtrak HSVI/HSV2 Culture
Identification/Typing Test" de Syva Company, Palo Alto, CA., y se utiliz6 bajo las
condiciones recomendadas por el fabricante. La prueba contiene anticuerpos monoclonales
que reaccionan especificamente contra el HSV-1 y que estdn marcados con isotiocianato de
fluoresceina (FITC). El anticuerpo que se utilizé contra el HSV-1 es un anticuerpo
monoclonal (Acm) obtenido a partir de la cepa F humana y que es especifico contra el
complejo de la glicoproteina gC. El porcentaje de células fluorescentes se determiné en tres
preparaciones diferentes del mismo pase y se obtuvo un promedio.

Ensayo de centros de infeccion. En este ensayo las células persistentemente infectadas
se resiembran sobre monocapas de células permisivas para detectar si estin produciendo
virus infectivo. El ensayo se realizd sobre monocapas de células Vero crecidas en placas de
24 pozos. Las células persistentemente infectadas se lavaron 40 veces con PBS para
eliminar el virus extracelular. Después del lavado las células se desprendieron de la caja de
petri con una pipeta y se realizaron diluctones seriadas 1:3 en medio RPMI 1640 con 1% de
SFB. A cada pozo se le agregaron 100ul de una dilucién determinada. La mezcla se incubo
por th y se cubrié con 200ul de medio MEM con 1% de SFB y 0.7% de agar, se dejé
incubar por 5 dias. Los cultivos se tifieron con MTT o se fijaron con formaldehido y se
tifieron con cristal violeta. El porcentaje de células que [iberan virus infeccioso se calculo
haciendo un promedio de tres determinaciones del mismo pase.

Reinfeecion de cultivos persistentes. Cultivos persistentes se reinfectaron con el virus
original a una MOI de 40, después de 1h de adsorcion el inoculo se retird y se agregd medio
nuevo sin suero. Los cultivos se siguieron subcultivando por varios pases.

Determinacién del tamaifio de placa. Placas de 6 pozos (Costar Co., Cambridge MA.)
con monocapas de células Vero se infectaron con diluciones seriadas 1:10 del virus original
o virus aislados de la infeccidn persistente, se dejaron adsorber por 1h y después de retirar
el inoculo se cubrieron con medio con 0.7% de agar y se incubaron por 5 dias. Se determino
el tamaiio de 30 placas tefiidas con MTT.

Estudio del efecto citopatico. El efecto citopatico (ECP), originado por el HSV-1 o los
virus recuperados de la infeccion persistente se examinaron sobre monocapas de células
Vero o P338D1 después de 48h de infeccidn con una MOI de 1.0.

Infectividad de las cepas virales. Las cepas virales se propagaron en monocapas de las
lineas celulares Vero y P388D1 a una MOI de 1.0. Las infecciones se siguieron hasta 96
horas post-infeccion y se titulé el virus extracelular mediante el ensayo de placa. La
reduccion en el titulo se calculé restando el logaritmo del titulo del virus original menos el
logaritmo del titulo de las otras cepas virales. Los resultados obtenidos son un promedio de
tres experimentos.
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Preparacion de extractos celulares. Monocapas de células Vero o P388DI1 se
infectaron con el HSV-1 o virus aislados de la infeccion persistente con una MOI de 1.0,
48h después de la infeccidén las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en
amortiguador de lisis (Tris-HCI 10mM pH 7.5; NaCl 140mM; EDTA 5mM,; Tritén X-100
al 1% y deoxicolato de sodio al 1%), después de agitar en vortex se centrifugaron a
12,000xg por Smin, se separaron los sobrenadantes y se almacenaron a -20°C hasta su uso.
El contenido proteico se calculd por el método de Lowry (44).

Western blot. 40mg de extractos proteicos de células infectadas de forma litica o
persistente se separaron en un gel de poliacrilamida-duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
al 10% a 100V. Las proteinas se transfirieron a una membrana Inmobilon (Millipore Co.,
Bedford, MA.} en un Trans-Blot Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc.) a 4°C/300mA durante
toda la noche (69). La membrana se satur6 con leche en polvo sin grasa al 5% en PBS por
lh a temperatura ambiente, después de lo cual se agregaron los anticuerpos policlonales
anti-HSV-1 de Chemicon International y se incubaron por lh a temperatura ambiente. El
complejo antigeno-anticuerpo se desarrollo utilizando anticuerpos anti-Ig de conejo
biotilinados, estreptavidina-peroxidasa y 4 cloro-naftol (Amersham Life Sciences,
Buckinghamshire, UK.) (69).

Electroforesis de extractos celulares radioactivamente marcados. Monocapas de
células P388D1 sin infectar, P388D1 infectadas liticamente (MOI 1.0/24h post-infeccidn) y
persistentemente infectadas se incubaron con medio MEM libre de metionina (Gibco BRL)
por 2h, posteriormente se agregé medio sin metionina con 100uCi/ml de Tran**SLabel
(ICN Cat. 5100605) y se incubaron por 4h. Las células se lavaron con PBS y se obtuvo el
paquete de células a partir del cual se obtuvieron extractos celulares. Los extractos celulares
se separaron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%/150V, se pusieron 500,000
cpm de cada extracto. Después de teiiir (azul Coomassie 0.05%; metanol 45%,; &cido
acético 7%) y destefiir (metanol 25%; acido acético 7%) los geles, se incubaron 30 min en
solucion amplificadora Amplify (Amersham Life Sciences, Buckinghamshire, UK.), se
secaron y finalmente se dejaron exponiendo en placas para rayos X (Kodak Co.) para
obtener una autorradiografia.

Determinacién de pesos moleculares (PM). Para la determinacion de los PM aparentes
de las proteinas detectadas por Western blot y por las autorradiografias, estas se escanearon
en un densitémetro Bio-Rad Mod. GS-670. Los datos se analizaron con ayuda del programa
para computadora “Molecular Analyst” (Bio-Rad Laboratories).
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RESULTADOS
I. Establecimiento y caracterizacion de los cultivos persistentes.
1. Susceptibilidad de Ia linea celular P388D1 a la infeccién por HSV-1.

Cultivos semiconfluentes de células P388D1 y células Vero se infectaron con HSV-1 a una
MOI de 1.0 y se determino el titulo del virus extracelular. En la Figura 3 se muestra la cinética
de replicacion del HSV-1 en las células P388D1 y Vero. Se encontré que el HSV-1 replica en
la linea P388D1 y se obtuvo un titulo méaximo de produccién de virus extracelular de 10**
TCIDsy/ml a las 48h post-infeccidn (p.i.). Sin embargo, este titulo es limitado si se compara
con el que se produce en las células Vero, donde se llegd a tener un titulo maximo de 10*°
TCID,¢/ml en el mismo tiempo. En ambos casos los cultivos sobrevivieron a la infeccion solo
por tres dias.
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Figura 3. Cinética de replicacion del HSV-1 en células P388D1 y Vero. Células

P388D1 (O) y Vero([J) se infectaron con la cepa MP del HSV-1 con una MOI de
1.0. Se determiné el titulo viral cada 24 horas por TCID,/ml.

La mayor produccion viral en las dos lineas celulares se obtuvo a las 48 horas después de la
infeccion, en este tiempo el virus causé un extenso efecto citopdtico, acompafiado de
destruccion celular.
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Figura 4. Efecto citopatico del HSV-1 en células P388D1 y Vero.(A) Células
P388D1 sin infectar; (B) células P388D1+HSV-1, 48h p.i.; (C) células
Vero+HSV-1, 48h p.i. (Aumento 40X). El efecto citopatico observade en las

células P388D1 y Vero es la formacion de sincitios.
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El ECP que se observo fue la formacion de sincitios (Figura 4), este efecto es caracteristico
de la cepa MP del HSV-1. La fusion celular se noté claramente en las céiulas Vero (Figura
4C), mientras que en las células P388D1 (cuya morfologia normal se observa en la Figura
4A), aparte de la fusion también se observé el redondeamiento de las células (Figura 4B).

La susceptibilidad de los macréfagos a la infeccion por el HSV-1 se estudio de una manera
mas amplia al infectar las células con varias MOI, de 0.001 a 0.1 (Tabla 2). Conforme
disminuyé la MOI, el titulo de virus extracelular también disminuyo, pero el porcentaje de
células viables aumentd. Con una MOI de 0.1 el titulo maximo alcanzado fue de 10**
TCID,/ml al tercer dia después de la infeccién (Tabla 2), ademas el cultivo sélo sobrevivio
por cuatro dias.

Al utilizar una MOI de 0.01 se observé al cuarto dia un titulo maximo de 10*° TCID,/ml y
el cultivo sobrevivié por ocho dias.

Con una MOI de 0.001 el virus extracelular se empez6 a detectar hasta las 72 horas post-
infeccién, el titulo méaximo que se obtuvo hasta el sexto dia fue de 10*° TCID,/ml. El
porcentaje de células viables permanecié elevado durante todo el tiempo, llegdndose a tener
un 89% de células viables al sexto dia después de la infeccion. Los cultivos infectados con
esta MOI sobrevivieron por largo tiempo.

También se observé que al disminuir la MOI utilizado, el ECP se fue haciendo menos
evidente.

Tabla 2. Replicacién del HSV-1 en células P388D1 a diferentes MOI

MOI | Dias post- Titulo viral Células Viables
infeccion | log (TCIDy/ml) %
1 4.6 62
1.0 2 5.6 34
3 42 0.25
1 2.6 90
0.1 2 4.0 73
3 4.5 27
4 3.7 0.04
1 1.5 96
2 3.0 74
0.01 3 35 56
4 4.0 65
5 3.8 56
1 - 99
2 - 85
3 2.6 63
0.001 4 2.7 79
5 3.0 80
6 3.0 89
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2. Establecimiento de una infeccion persistente del HSV-1 en la linea celular P388D1.

Una vez que se determind que el HSV-1 se replicaba en la linea P388D!, se procedié a
establecer una infeccion persistente. La obtencién de la infeccion persistente se estudié a
MOIs de 0.001 y 0.01, ya que a una MOI mas elevado los cultivos no sobreviven la infeccién.

No se utilizaron factores externos para establecer la infeccién persistente, es decir no se
recurrio a sustancias o condiciones que alteraran el curso de la infeccion. Por lo que una vez
infectados los cultivos semiconfluentes solo se subcultivaron cada 2 o 3 dias dependiendo de
la confluencia del cultivo y en una relacion de duplicacién de 1:2. En cada pase se
recolectaron los sobrenadantes para determinar la produccion de virus extracelular infectivo
mediante TCID,, El medio de cultivo se cambié todos los dias desde el principio de Ia
infeccion.
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Figura 5. Produccion extracelular de HSV-1 en un cultivo de células P388D1
persistentemente infectadas. Las células se infectaron con un MOI de 0.001 y se
subcultivaron cada 2 o 3 dias en una relacion de 1:2. En cada pase se determiné el
titulo viral de los sobrenadantes celulares.

En la Figura 5 se muestran los resultados obtenidos cuando la infeccion se realizd con una
MOI de 0.001, la linea celular se subcultivo por mas de 75 pases (160 dias después de la
infeccion), con una produccion constante de virus extracelular infectivo.

La infeccion se caracterizo por una fluctuacion ciclica del titulo de virus extracelular (0 a
10° TCID,/ml), acompafiado de la destruccién y reconstitucién de la monocapa celular. Esto
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es, se presentaron periodos de ‘“‘crisis”, los cuales se caracterizaron por una produccion
elevada de virus extracelular, de 10* a 10° o0 mas TCID,y/ml, con la subsecuente destruccion de
casi toda la monocapa celular, como se observa en la Figura 6A, quedando al final de la crisis
sOlo unas pocas células aisladas (Figura 6B), en este momento el titulo de virus extracelular
llegd a reducirse hasta niveles no detectables o valores bajos. Al pasar los dias las células se
duplicaron (Figura 6C), hasta que finalmente se volvio a tener un cultivo semiconfluente
como se muestra en la Figura 6D, con el consiguiente aumento del titulo viral.
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Figura 6. Aspecto del cultivo P388DIper durante un periodo de crisis.
Aspecto que presentaba el cultivo P388D1per durante una crisis. (A) Cultivo en
crisis; (B) dos dias después de la crisis; (C) cuatro dias después de la crisis; (D)
siete dias post-crisis. (Aumento 10X).

Durante los primeros 20 pases se observaron crisis muy severas, después de 60 dias de
persistencia las crisis se hicieron menos evidentes, sin embargo a los 160 dias todavia se
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observd otra crisis severa. Ocasionalmente, en los casos mas severos el cultivo no lograba
sobrevivir el periodo de crisis, lo que ocasionaba la perdida del cultivo. En otras ocasiones
una vez que se habia recuperado el cultivo, se perdia de manera espontanea la produccién de
virus extracelular.

La apariencia morfoldgica de las células cambid conforme se fueron produciendo los pases,
en ¢l inicio de la infeccidn las células eran visualmente indistinguibles de las cé€lulas sin
infectar, como se observa en la Figura 7A y B, conforme avanzaron los pases la proporcidon de
células redondas fue mayor (Figura 7C y D). Sin embargo la velocidad de crecimiento no se
modificd ya que el tiempo para duplicar fos cultivos fue el mismo.

Figura 7. Aspecto morfol()gico de las células P388D1per después de
varios pases. Las células P388D1per presentaron cambios en la morfologia
celular conforme avanzaron los pases. (A) Células P388D1; (B) pase 17; (C)
pase 27; (D) pase 60. (Aumento 40X)
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Este patrén ciclico no se vio modificado por la congelacion y descongelacion de las
células, ya que si las células se congelaban a -80°C en un momento en el cual se
encontraban produciendo virus extracelular y posteriormente se descongelaban, las células
volvian a ser viables formando monocapas que continuaban liberando virus extracelular
con los consiguientes periodos de crisis, como se observa en la Figura 8.

Todas las caracteristicas mostradas por los cultivos persistentes se reprodujeron en varias
infecciones independientes a bajas MOL.

Con estos experimentos se cumplié €l primer requisito para la obtencién de un cultivo
persistente que es la produccion de virus infectivo por largos periodos y miltiples pases. Las
células que cumplieron este requisito se denominaron P388D1per.
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Figura 8. Produccion de virus extracelular en células P388D1per sometidas a
un proceso de congelacion y descongelacién. Células P388D1per se sometieron
a un proceso de congelacion a -80°C y posterior descongelacion para ver si suftia
alteracién la infeccién persistente, encontrindose el mismo patrén ciclico de
produccidn extracelular de virus.

3. Deteccion de antigenos virales en las células P388D1per.

Otra de las caracteristicas que se espera tener en una infeccion persistente es la presencia de
antigenos virales en las células infectadas. Para comprobar esto se procedié a detectar los
antigenos virales por dos métodos, ELISA e inmunofluorescencia (IF).

Como se muestra en la Tabla 3, en el ELISA se determind la absorbancia neta de varios de
los pases del 1 al 44. En todos los casos se determind una sefial que mostré la presencia de
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antigenos virales en las células P388Dlper. En algunos pases como en el 11 y 13 no se
detectd virus extracelular cuando se realizo el ensayo y sin embargo se tenia una clara sefial de
la presencia de antigenos virales, en estos casos la presencia de virus extracelular se detect6 al
siguiente pase.

Cuando el antigeno viral se visualizd mediante ELISA con peroxidasa y por IF indirecta, en
los pases del 34 al 44, en todos ellos se observaron células que presentaban una sefial positiva
(Tabla 3). Las células control no infectadas fueron negativas a las determinaciones. En la
Figura 9B se observa una tipica sefial de fluorescencia indirecta, en comparacién con la falta
de sefial que se tenia en células sin infectar (Figura 9A).

La presencia de antigenos virales también se detecté por IF directa, en la Figura 9D se
observa un campo caracteristico de la fluorescencia que presentaron las células P388D1per
por IF directa. Las células control no muestran sefial (Figura 9C).

Tabla 3. Expresion de antigeno viral en las células P388D1per

Pase Titulo de virus Deteccién por | Deteccion por IF
extracelular ELISA® indirecta
log (TCID,y/ml)
1 3.2 0.147+0.024 ND®
3 3.5 0.490+0.032 ND
4 4.4 0.516+0.025 ND
6 3.2 0.118+0.028 ND
11 - 0.044+0.020 ND
13 - 0.119+£0.022 ND
34 3.7 0.238+0.033 +
36 2.3 0.080+0.025 +
38 2.7 0.150+0.020 +
42 2.3 0.067+0.031 +
44 6.1 0.830+0.037 +

* Determinacién espectrofotométrica, se indica la absorbancia neta (D.O. células
P388DIper - D.O. células sin infectar),

® No determinado.

¢ No detectado

4 Reaccién positiva, por IF indirecta sélo se determiné la presencia de células con
fluorescencia.

4. Determinacion del nitmero de células P388DI1per que producen virus infectivo y
que expresan antigeno viral,

Para determinar el porcentaje de células del cultivo persistente que producen virus
infectivo, se procedié a realizar ensayos de centros de infeccion. Este ensayo consiste en



determinar el numero de células que liberan virus infectivo al resembrar las células
P388D1per sobre una monocapa de células susceptibles.

El ensayo se practico a varios pases del 63 al 75, los cuales mostraron diferentes titulos de
virus extracelular como se muestra en la Tabla 4, se puede apreciar que el porcentaje de
células que producian virus infectivo fue del 0.008 al 12.5%.

La cuantificacién de c¢lulas que presentaban antigenos virales se realizo mediante una iF
directa. En la Figura 9D se muestra un campo tipico de la IF directa que presentaron las
células P388D1per. en comparacion con las células P388D1 (Figura 9C). El porcentaje de
células P388D1per que presentaron antigeno viral fue del 1.0 al 15%, como se muestra en
la Tabla 4.

Figura 9. Expresion del antigeno viral en las células P388D1per, detectado
por inmunofluorescencia. [F indirecta de células P388DI1 (A) y células
P388D1Iper (B). IF directa de células P388D1 (C) y células P388D1per (D).
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Tabla 4. Porcentaje de células que liberan virus infectivo y que expresan
antigeno viral, en diferentes pases de las células P388D1per.

Pase Titulo de virus  |Células que liberan ° Células que ®
extracelular virus infectivo expresan antigeno
log (TCID,,/ml}) % viral
%
63 4.2 2.6£0.40 ND*
64 1.8 0.008+0.002 ND
66 47 ND 15.0+0.80
68 27 0.05+0.03 1.040.42
70 5.5 11.0+£0.50 10.0£0.62
71 4.8 5.6+0.45 ND
72 4.7 9.0+£0.30 7.8+0.38
73 4.6 4.1+0.60 ND
74 4.6 7.9+0.72 4.5+0.30
75 3.7 12.5+0.64 ND

* Determinado por el ensayo de centros de infeccién.
® Determinado por IF directa, se indica el nimero de células fluorescentes por cada cien.
“No determinado.

5. Reinfeccidn de las células P388D1per con el HSV-1.

Para tratar de obtener un cultivo mas homogéneo, sin la produccién de crisis, ni
fluctuaciones en el titulo de virus extracelular, se procedié6 a reinfectar los cultivos persistentes
con el virus original a una MOI de 40.

Se reinfectaron cultivos persistentes del pase 20 que estaban produciendo virus extracelular
asi como aquellos que después de una crisis habian dejado de producir virus extracelular.

Después de la reinfeccion los cultivos sobrevivieron por varias semanas y pases (Figura 10),
mientras que células normales, bajo las mismas condiciones sélo sobrevivieron tres dias.

Esta observacién muestra que el establecimiento del cultivo persistente va ligado al
desarrollo de resistencia a la reinfeccion con el virus original.

Los cultivos reinfectados mantuvieron el mismo patron ciclico del titulo viral extracelular,
sin embargo las fluctuaciones fueron menores (de 10'# a 10%° TCID,/ml), como se observa en
la Figura 10, donde un cultivo reinfectado se siguié por mds de 190 dias y 70 pases, una de las
cosas importantes es que las crisis fueron menos severas ya que nunca se llegd a tener una
destruccion masiva de las células como en los primeros pases de los cultivos persistentes y
tampoco se llegaron a presentar valores de cero en el titulo de virus extracelular.

La formacién de sincitios sélo se observé de tres a cinco dias después de la infeccion, en los
dias sucesivos Unicamente se observé el redondeamiento de las células.
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Después de la reinfeccion las células continuaron expresando antigenos virales en todos los
pases analizados por ELISA e inmunofluorescencia indirecta.
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Figura 10. Produccién de virus extracelular después de una reinfeccion de
las células P388D1per. Después de una reinfeccion con el virus original a una
MOI de 40, se titularon los sobrenadantes de los cultivos persistentes por mas
de 190 dias después de la reinfeccion.

6. Propiedades de células P388D1per clonadas.

Otro proceso que se utilizd para tratar de obtener cultivos persistentes homogéneos fue la
clonaciéon de células. La clonacion a partir de una célula no fue posible, sin embargo se
obtuvieron cultivos a partir de 2 a 10 células.

Después de la clonacion las células necesitaron aproximadamente de tres semanas para
alcanzar un cultivo confluente. Estos cultivos se caracterizaron por no producir virus
extracelular y tampoco fue posible detectar la presencia de antigenos virales por ELISA ni por
IF, como se muestra en la Tabla 5, donde al analizar los pases 8 y 11 de un cultivo de células
obtenidas por clonacion, no se detect6 la presencia de antigenos ni titulo viral.

Cuando estas clonas se reinfectaron con una MOI de 40, mostraron ser resistentes al virus
original y sobre todo las células no presentaron la formacion de sincitios, s6lo se observo el
redondeamiento de las células. Después de la reinfeccién las células producen virus
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extracelular con el mismo patrdn ciclico, sin embargo los periodos de crists fueron menos
SEVeros.

En los pases siguientes a la reinfeccion, fue posible detectar la presencia de antigenos virales
por ELISA y por IF como se observa en la Tabla 5, en algunos casos en €l momento de
realizar el ensayo de ELISA e inmunofluorescencia no se detectaba virus infectivo en el
sobrenadante celular, pero si se observaba la presencia de antigenos. Sin embargo un pase
posterior el virus extracelular ya se podia detectar, como es el caso del pase 4.

Tabla 5. Expresion de antigenos virales en cultivos obtenidos
a partir de la clonacion de células P388D1per.

Titulo de virus Deteccion de Deteccion de
Pase® extracelular antigenos por antigenos por

log (TCID,y/ml) ELISA® IF indirecta

8 < 0 -

11 - 0 -

2r 5.1 0.900+0.035 ND?

3r 4.6 0.230+0.025 ND

4r - 0.100+0.020 +

St 3.7 0.165+0.026 +

6r 2.7 0.068+0.020 +

7r 4.2 0.273+0.023 +

* Los pases 8 y 11 son de cultivos obtenidos a partir de la clonacion de células
P388Dlper antes de la reinfeccion. Los pases 2r a 7r son de cultivos obtenidos
después de la reinfeccion del pase 11 con una MOI de 40.

® Determinacion espectrofotométrica, se indica la absorbancia neta.

 No detectado.

4 No determinado.

* Reaccién positiva.

7. Deteccién de las proteinas virales que se producen en las células P388D1per.

Se detectaron las proteinas de células infectadas (ICP) que se produjeron en el cultivo
persistentemente infectado, mediante Western blot y por autorradiografia de células marcadas
con metionina-[*S].

Los resultados obtenidos en el Western blot se muestran en la Figura 11. Se encontraron
diferencias en el nimero de las proteinas presentes en las células P388Dlper y las células
P388DI infectadas con HSV-1. En las células P388D1per se observaron cuatro proteinas con
pesos moleculares aparentes (PM) de entre 53 y 103 kDa (Figura 11A, linea 3; Tabla 6). En
contraste en los extractos obtenidos en las células P388D1 infectadas con HSV-1 se
encontraron ocho proteinas con pesos moleculares de entre 48 y 103 kDa. (Figura 11A, linea
2; Tabla 6).




Figura 11. Andlisis por Western blot y por Autorradiografia del patrén
electroforético de las ICP que se generaron durante la infeccion persistente y
la infecciébn de las células P388D1 con HSV-1. A, Western blot. B.
Autorradiografia. Lineas 1: Células P388D1 no infectadas. Lineas 2: Células
P388D1 infectadas con HSV-1 a una MOI de 1.0. Lineas 3: Células P388D1per
La posicion y los pesos moleculares (kDa} de las proteinas estindar se muestran a
la izquierda.
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Tabla 6. Pesos moleculares aparentes de las ICP detectadas en las células P388D1pery
P388D1 infectadas con HSV-1, mediante autorradiografia y Western Blot.

Autorradiografia Western blot Posible Funcion
P388D1+ | P388Dlper P388D1+ | P388DlIper proteina
HSV-1 HSV-1
151 151 ICP5,VP5 Principal proteina de la
capside.
119 119 gB,VP8.5 Glicoproteina entrada y
fusion.
114 114 Urs2 Componente del complejo
helicasa- primasa.
110 110 ICPO Transactivador de genes.
103 103 103 103 gB/gH Posible precursor de gB ¢
gH
96
95 ICP18.5 Requerido para
rompimiento o
empaquetamiento del
DNA.
89 89
87 87 gE, VPI123 Forma complejo con g,
(VP12) involucrada en la
diseminacion del virus.
85 85 85 85 ULt2 DNAsa alcalina.
78 78
65 65 a-TIF Transactivador de la
transcripcion.
53 53 53 53 VPI19C Proteina de ensamble de
céapside.
48
44 ICP36 Timidina cinasa.
37 37 VP22a Proteina de capside
28 28
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La sintesis de proteinas en las células P388D1 infectadas con HSV-1 y en las células
P388DIper se determiné por marcaje con metionina-[’S]. En este ensayo se encontré un
mayor nimero de ICPs con un rango mdas amplio de PM (entre 28 y 151 kDa), en
comparacion con el Western Blot. En las células P388D1per se observaron 12 ICP (Figura
11B, linea 3; Tabla 6) y 14 en las células infectadas con HSV-1 (Figura 11B, linea 2; Tabla
6). De manera general se puede observar que la concentracion de las proteinas virales fue
menor en las células P388D1per.

Ademés se observd una mayor intensidad en las bandas de las proteinas celulares de las
células P388D 1 per en comparacion con las células P388D1 infectadas en forma aguda con el
HSV-1 (Figura 11B, lineas 2 y 3).

II. Estudio de las propiedades de los virus aislados durante la infeccién
persistente.

8. Determinacion del tamaiio de las placas originadas por el HSV-1 y los virus aislados
de las células P388D1per.

Se estudiaron dos cepas virales obtenidas a partir de las células P388D1per. Una se aisio
del pase 47 (HSV,) vy la otra del pase 60 (HSV}). Los virus aislados se clonaron sobre células
Vero.

La primera caracteristica que se estudio fue el tamafio de las placas originadas por estos
Virus,

En la Figura 12 se observa un ensayo caracteristico, donde se muestran las placas originadas
por las diferentes cepas virales, a simple vista se puede observar que el tamafio de las placas
del virus original (HSV-1) fue mayor que las originadas por la cepa HSV, y mucho mayor
que el de las formadas por la cepa HSV,.

Figura 12. Placas originadas por los virus obtenidos a partir de las células
P388D1per. Monocapas de células Vero se infectaron con las diferentes cepas
virales: (A) HSV-1; (B) HSV,; (C) HSV,.
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Los diferentes tamarios de las placas se muestran en la Tabla 7, el HSV-1 produjo placas
que iban de los 2.0 a los 5.0 mm, éstas ultimas estaban en mayor proporcion, en promedio
tenian un tamafio de 3.83+0.89 mm. En el caso del HSV, las placas mas grandes llegaron a
medir 2.5 mm mientras que las mas pequefias median 1.0 mm, en promedio 1.75+0.45 mm.
Las placas originadas por el HSV, resultaron ser las mas pequefias con un promedio de
0.8+0.34 mm, con un tamaifio entre 0.5 y 1.0 mm, estas placas son aproximadamente 5 veces
mas pequeiias que las placas que formé el virus original.

Tabla 7. Tamaifio de las placas producidas por los virus aislados
de las células P388D1per

Virus Tamaiio de placa
(mm)
HSV-1 3.83+0.89
HSV, 1.75+£0.45
HSV, 0.80+0.34

9. Estudiv del efecto citopitico producido por las cepas HSV, y HSV,,

Otra de las caracteristicas que se estudié del HSV, y el HSV, fue determinar si habia
cambios en el efecto citopatico producido por estos virus. Para estudiar esto se infectaron
monocapas de células Vero o P388D1 con las diferentes cepas virales a una MOI de 1.0.

En la Figura 13 se puede ver el efecto citopético que se produjo sobre monocapas de células
Vero a las 48 horas post-infeccién. En la Figura 13A se tiene la tipica formacion de sincitios
de la cepa MP del HSV-1, que fue el virus con el cual se estableci6 la infeccién persistente.

La cepa HSV, desarroll6 un efecto citopatico diferente al del virus original, los sincitios son
mas pequeiios, ademas se observo el redondeamiento de células (Figura 13B).

Por su parte la cepa HSV, no produjo sincitios, unicamente causé el agrupamiento y
redondeamiento de las células como se puede ver en la Figura 13C.

Cuando se infectaron las células P388D1 con las diferentes cepas virales, el efecto
citopatico mostrado por el virus original fue la formacion de sincitios y redondeamiento de las
células como se ve en la Figura 13D. Con la cepa HSV, sélo se observé el redondeamiento de
las células, no se apreci6 la formacion de sincitios, Figura 13E. Este mismo efecto se encontrd
cuando la infeccién se llevé a cabo con HSV, como se aprecia en la Figura 13F.

Estos resultados muestran que el fenotipo Syn se perdié en forma gradual durante el
desarrollo de la persistencia



37

L S PA AR At A i Sty LR Y b TV 2 A
Figura 13. Efecto citopatico produ ‘por el HSV-1 ngls cepas HSV, y HSV,,
Monocapas de células Vero se infectaron con el HSV-1 (A); con HSV, (B); y con HSV,
(C). Células P388D1 se infectaron con el HSV-1 (D); con HSV, (E) y con HSV, (F).
Las infecciones se realizaron con una MOI de 1.0 y se observaron a las 48 horas post-
infeccién. (Aumento 40X).

10. Comparacion de la infectividad entre el HSV-1y las cepas HSV, y HSV,.

Se realiz6 un estudio comparativo de la infectividad entre la cepa original y las cepas

aisladas de las células P388D1per.
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Los resultados s¢ observan en la Tabla 8, donde se muestra una comparacion de los titulos
maximos obtenidos cuando las cepas se propagaron a una MOI de 1.0 en las diferentes lineas
celulares.

Cuando las cepas virales se propagaron sobre células Vero (Tabla 8), se encontré que tanto
HSV, y HSVj se propagaron en menor proporcion con respecto al virus original, esto es los
titulos maximos que se alcanzaron con los virus aislados durante la persistencia tuvieron una
reduccidn de 143 y 105 veces respectivamente con respecto al virus original. Las cepas HSV-
1 y HSV, tardaron 48 horas en destruir la monocapa de células Vero, mientras que HSV,
tardd 24 horas mas para destruir la monocapa.

Cuando las cepas virales infectaron a las células P388D1, los titulos maximos alcanzados
por las tres cepas fueron similares, esto es, no se tiene una gran diferencia en la reduccion del
titulo viral. Ademas en este caso las células sobrevivieron por mas tiempo.

Tabla 8. Infectividad de las cepas aisladas del cultivo persistente.

Células Virus Titulo extracelular® | Reduccion del
infectadas ufp/ml titulo viral
(veces)®
HSV-1 2.0X1¢°
Vero HSV, 1.4X107 143
HSV, 1.9X107 105
HSV-1 4.5X10°
P388D1 HSV, 9.0X10°
HSV, 7.6X10° 6

4 Titulo maximo obtenido.

b Se calculé el numero de veces que se redujo el titulo viral dividiendo el
titulo obtenido con el HSV-1 entre el titulo de las cepas HSV A y
HSVE.

11. Deteccién de las ICP que se expresan durante una infeccion con HSV-1, HSV, y
HSV,.

Se estudi6 el patron de las ICP en una infeccion producida por HSV-1 y las cepas virales
aisladas durante la persistencia, mediante ensayos de Western Blot. Se infectaron células
P388D1 y Vero, con el virus original y las cepas HSV, y HSV, (Figura 14). Se observaron
diferencias en el nimero y concentracion de las ICP producidas por las diferentes cepas
virales.

En la infeccion de las células P388D1 con las diferentes cepas, se detecté que el HSV-1
produce 8 proteinas (Figura 14, linea 2; Tabla 9), mientras que con HSV, y HSV, se
detectaron 7 y 6 proteinas respectivamente (Figura 14, lineas 3 y 4; Tabla 9), con pesos
moleculares que varian entre 48 y 106 kDa.
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La proteina que mas cambios presentd con respecto a la concentracion fue una de 53 kDa ya
que se encontré en menor cantidad con el HSV, pero en mayor cantidad con el HSV,.

Cuando se infectaron las células Vero, se detecté un mayor niimero y concentracion de las
proteinas con respecto a la infeccién de las células P388D1. Las células Vero infectadas con
HSV-1, HSV, y HSV, muestran 19, 14 y 14 ICP respectivamente, con un peso molecular
entre 42 y 106 kDa (Figura 15, lineas 6,7 y 8; Tabla 9).

Las unicas proteinas que se encontraron de manera constante en todas las infecciones fueron
las de 53 y 103 kDa.

106 -

8O-

32.5-

Figura 14. Anailisis por Western blot de las ICP que se producen durante
Ia infeccién de células Vero y P388D1 con HSV-1, HSV, y HSV,. Células
P388D1 infectadas con: (1) no infectadas; (2) HSV-1; (3) HSV,; (4) HSV,.
Células Vero infectadas con: (5) no infectadas; (6) HSV-1; (7) HSV,; (8)
HSV,;. Las células se infectaron a una MOI de 1.0 y se cosecharon a las 48
horas. La posicion y los pesos moleculares (kDa) de las proteinas estandar se
muestran a la izquierda.
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Tabla 9. Pesos moleculares aparentes de las ICP detectadas en las células P388D1 y Vero infectadas con
HSV-1, HSV, y HSV, mediante Western Blot.

P388D1 | P388D1 | P388D1 | Vero+ | Vero+ | Verot | Posible Funcién
+HSV-1 | +HSV, | +HSVy | HSV-1 [ HSV, | HSV, Proteina
106 106
103 103 103 103 103 103 gB/gH Posible precursor de gB 6 gH
99 99 99 99 U5 Componente del complejo
helicasa- primasa.
96
95 95 ICP18.5 Requerido para rompimiento o
empaquetamiento del DNA.
94 U9 Proteina de union al DNA.
89 89 8K 89
87 87 87 87 87 EE, Forma complejo con gi,
YPi23 involucrada en la diseminacion
(VP12) del virus.
85 854 U.12 DNAsa alcalina.
78 784 784
76 764 764
72 721 724
69 ICP22 Proteina reguladora.
66 66 66
65 65 654 gl Forma complejos con gE para el
transporte a la membrana.
63 63 63
59 59 59 gD, VP17- | Glicoproteina para entrada del
18 virus en la célula.
53 534 531 53 53 53 VP19C Proteina de ensamble de Ia
capside.
50
49
48 48 48 48
46
44 44 44l ICP36 Timidin cinasa.
42 424 42! VP21 Prote(na de capside.

4 Menor cantidad; T Mayor cantidad.
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Discusion.

Los macrofagos juegan un papel importante en el control de las infecciones herpéticas y
posiblemente pueden servir de reservorios para la persistencia del HSV-1 en humanos, por lo
tanto, resulta importante el estudio de la interaccion macréfago-HSV-1. Las lineas
inmortalizadas de células parecidas a macréfagos son un sistema apropiado para estudiar in
vitro las interacciones entre el HSV-1 y los macréfagos; en este caso para estudiar la
persistencia viral.

De manera general se ha observado que los macréfagos son menos permisivos a la infeccion
det HSV-1 en comparacion con muchas otras células como los fibroblastos de embriéon de
raton o las células Vero (51,52). Sin embargo, se ha reportado que los macréfagos aumentan
su permisividad al HSV-1 cuando se cuitivan in vitro por lo menos tres dias antes de la
infeccion (2,74,86).

En este trabajo se investigd la permisividad de una linea de células parecidas a macrofagos
de origen murino a la infeccién del HSV-1. Las células P388D1 mostraron un titulo maximo
de aproximadamente 1000 veces menor al titulo méximo alcanzado en las células permisivas
(Vero). Resultados similares obtuvieron Morahan y col. (51}, cuando compararon la infeccion
del HSV-1 en células Vero, M¢ derivados de médula 6sea y M¢ peritoneales, encontraron que
el HSV-1 se replicé en las células Vero 10° y 10° veces mads que en estos Mos
respectivamente. De igual manera Tenney y Morahan (79), encontraron que en células
similares a macréfagos humanos (U937), el HSV-1 replica 100 veces menos que en las
células Vero. Por lo que la linea celular P388DD1 es permisiva a la infeccion por el HSV-1,
pero la permisividad de estas células es baja como se ha reportado para otro tipo de
macrofagos (2,43,70).

El efecto citopatico producido en los macréfagos fue similar al que se presenté en las
células Vero, es decir hubo formaciéon de sincitios (fenotipo Syn), ademés en las células
P388D1 también se observo el redondeamiento de las mismas.

La infeccién persistente sélo pudo establecerse a una baja MOI (0.001), ya que a MOIs mas
elevadas las células no sobreviven a la infeccion.

Para el establecimiento de la persistencia del HSV-1 en las células P388D1 aparte de la
infeccién con el virus, no se utilizaron otro tipo de sustancias o condiciones especiales. Del
mismo modo se han obtenido infecciones persistentes en células de hamster chino (24),
células L (55), BHK21 (16), MDBK (48) vy células neuronales (13). Por el contrario en otras
células se utilizaron anticuerpos (84), hidrocortisona (57) o interferén o y P (15), para
establecer o mantener una infeccion persistente. Por lo que el establecimiento de la
persistencia del HSV-1 es un proceso que puede o no requerir la ayuda de factores externos,
en el caso de las células P388D1 no fue necesaria la presencia de otros factores.

La infeccion persistente se caracterizd por fluctuaciones ciclicas del titulo de virus
extracelular, ademas un aumento maximo en el titulo estaba acompafiado de crisis en el
cultivo celular con una subsecuente disminucién en ¢l nimero de células viables. Este patron
ciclico con produccion de crisis se observa frecuentemente en cultivos celulares infectados
persistentemente con el HSV-1 como células linfoblastoides humanas, de linfoma y MDBK.
(10,24,26,48). Sin embargo, también se han observado infecciones persistentes del HSV-1
donde no se presentan crisis ni fluctuaciones tan marcadas en el titulo viral extracelular como
en células de glia de raton y linfocitos B y T (12,61,68). Todo esto parece indicar que el
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desarrollo o no de crisis en el cultivo puede deberse al tipo de células en donde se Ileva a cabo
la infeccion. '

Al principio se presentaron crisis muy severas, sin embargo conforme fue pasando el tiempo
estas se hicieron menos evidentes, esto podria deberse a la presencia y aumento de células
mas resistentes a la infeccién o a una disminucidn en la infectividad del virus o a ambas cosas.

En algunos experimentos después de las crisis las células que sobrevivieron dejaron de
producir virus extracelular, ademas de que no se les detectd la presencia de antigenos virales,
esto podria indicar la finalizacién de la infeccién persistente, aunque cabe la posibilidad de
que el virus entré en una fase de latencia o que el cultivo dejé de producir virus infectivo
como se demostrd en un trabajo de nuestro laboratorio (81).

El comportamiento ciclico de la produccion viral se ha explicado en otras infecciones del
HSV-1 por la produccién de particulas defectivas (19). Otra posible explicacion de la
naturaleza ciclica de la produccion viral es la coexistencia de dos poblaciones celulares en el
cultivo, una persistentemente infectada y otra no infectada pero susceptible de ser infectada y
que al lisarse produce un elevado titulo de virus infectivo. La mayoria de las células que
sobreviven a una crisis pueden estar persistentemente infectadas y por lo tanto ser resistentes a
la reinfeccién como se ha demostrado en células T persistentemente infectadas con HSV-1
(10); sin embargo, algunas células no estarian infectadas, consecuentemente se requiere de
algunos pases para alcanzar la relacion células no infectadas y persistentemente infectadas
para originar una crisis. Otra posibilidad es que los M¢s se diferencian espontineamente y por
lo tanto aumenta el nimero de c€lulas susceptibles a la infeccion por el HSV-1, como han
reportado Bruun y col. (6).

Para tratar de evitar las fluctuaciones del titulo viral y la produccion de crisis en el cultivo
persistente se siguieron dos estrategias: la reinfeccion de los cultivos y la clonacion de células.

Las células P388D1per resistieron a reinfecciones del virus original con una MOI elevada
(de 40) y esto fue independiente de que las células estuvieran o no produciendo virus
extracelular, con la reinfeccidn Uinicamente se logré una disminucidn en la severidad de las
crisis, sin embargo se siguieron presentando, ademas el titulo de virus extracelular nunca fue
menor a 10'* TCID,,/ml.

Con respecto a la clonacién, no se pudo obtener una clona que produjera virus extracelular
ni que presentara antigenos virales, esto es similar a lo encontrado por Holland y col. (32),
donde al clonar células de un cultivo persistentemente infectado con virus de la estomatitis
vesicular s6lo lograron aislar células que no producen virus . Una explicacion para esto es que
el porcentaje de células productoras de virus es bajo (un maximo del 12.5%) y que las células
no infectadas estan en mayor cantidad y pueden sobrevivir el proceso de clonacion. Otra
posibilidad es que en el cultivo exista la necesidad de cooperacion entre mas de una célula
para poder mantener la persistencia.

La nocién de que dos diferentes tipos de macréfagos estaban presentes en los cultivos
P388D1per es apoyado por los ensayos de inmunofluorescencia y de centros de infeccion. En
ambos casos los valores obtenidos implican que una baja proporcién de macréfagos estaban
infectados, las células que presentaban antigeno variaban de 1-15% y las que producian virus
infectivo de 0.008% a 12.5%. Resultados similares se han encontrado en estudios realizados
en macrofagos de bazo (15) y en cultivos de promonocitos persistentemente infectados, donde
el porcentaje de células que producen virus infectivo varia de 0.04 al 3% (76). Estos
resultados nos indican que la infeccién persistente de nuestro modelo queda dentro de la
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categoria de cultivo acarreador (46), esto es, s0lo un pequefio porcentaje de las células se
mantienen infectadas por el virus, liberandolo al medio y propiciando su persistencia
conforme el cultivo es propagado.

Una comprobacién mas de que las células estaban persistentemente infectadas fue la
deteccion de varias ICPs por Western blot y marcaje con *°S (Tabla 6). Con el ensayo de
inmunoblot se observd que las células P388D1per sélo presentaban la mitad de las proteinas
virales encontradas durante la infeccion litica de las células P388D1 (4 contra 8). Al estudiar
la sintesis de proteinas mediante marcaje con *S se encontré una diferencia de sélo dos
proteinas entre las células P388Dlper y las P388D1 infectadas liticamente (12 contra 14).
Independientemente del ensayo utilizado las células P388D1per presentan un menor numero
de proteinas con respecto a la infeccién litica. Una de las proteinas que no se detectd en las
células P388D 1 per pero si se encontrd en las células infectadas en forma aguda con el HSV-1,
con cualquiera de los dos ensayos realizados, fue una proteina de 87 kDa, que posiblemente se
traté de la glicoproteina gE que esta involucrada junto con gl en la diseminacion del virus
(11). La ausencia de algunas proteinas en el patron electroforético de las células P388D1per
podria deberse a una diferencia en la expresion de las proteinas virales y esto tal vez formar
parte del mecanismo para el establecimiento de la persistencia. Sin embargo, estos resultados
difieren de las observaciones de Roumillat y col. (68); quienes encontraron el mismo niimero
y patron de proteinas entre una linea de células linfoblastoides persistentemente infectadas
con HSV-1 y células Vero infectadas con el virus utilizado para establecer la persistencia. Lo
cual podria indicar que estos cambios también dependen de la cepa viral y la linea celular
estudiada.

La diferencia en el nimero de proteinas entre los dos ensayos (Western blot y marcaje con
8), a pesar de que en éstos se estudian eventos diferentes, sugiere que la sensibilidad limite
del ensayo radioactivo fue mayor que el inmunoblot, ademas el suero anti-HSV-1 utilizado no
tenia anticuerpos contra todas las proteinas virales, ya que fue producido por Chemicon
International contra proteinas tardias e ICPs no especificadas.

Un hecho que llamé la atencién durante el estudio de la sintesis de proteinas con metionina-
[°S], fue la diferencia en la intensidad de las bandas de proteinas celulares entre el cultivo
P388Dlper y las células P388D1 infectadas en forma aguda con HSV-1, se observé una
mayor intensidad en las bandas celulares de las células P388D1per (Figura 11B), lo cual
podria sugerir que no se presenta de manera normal la caracteristica inhibicién (shut off) de la
sintesis de proteinas celulares que regularmente realiza el HSV-1 al infectar células
permisivas (39). Este proceso lo realiza normalmente la proteina VHS durante una infeccién
litica (77), sin embargo, se ha visto que las neuronas presentan resistencia a la accién de
esta proteina lo cual puede ser importante en el establecimiento de la latencia (54), en el
caso de los macréfagos si se presentara un efecto similar, también podria ayudar al
establecimiento y mantenimiento de la persistencia del HSV-1.

Muchos investigadores han reportado que virus aislados a partir de cultivos persistentes
difieren en algunas propiedades bioldgicas con respecto al virus original utilizado para
establecer la persistencia, la evolucion de la poblacion viral durante la persistencia es un
fenémeno ampliamente documentado (1,87).

En el presente trabajo encontramos cambios en algunas de las propiedades de los virus
aislados durante la infeccién persistente, una de ellas fue el tamaiio de la placa. Se encontr6
que el tamaiio de las placas originadas por los virus aislados fue menor al que produce el virus
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original, este cambio también se ha encontrado en lineas de linfoblastos humanos (10,35,68),
sin embargo, también se ha encontrado lo contrario, es decir un aumento en el tamafio de las
placas originadas por los virus aislados durante la persistencia, como en las células de hamster
chino y Raji (25,35). Lancz (40), ha relacionado los cambios en el tamafio de la placa con la
aparicion de mutantes sensibles a temperatura (ts), en nuestro caso este hecho no se estudio,
por lo que no se descarta la posibilidad de que se tengan este tipo de mutantes.

También se encontraron cambios en el efecto citopatico producido por los virus, el virus
original presenta un fenotipo Syn, mientras que el HSV, a pesar de que sigue presentando el
mismo fenotipo tiene una variaciéon ya que los sincitios que produce son mas pequefios en
comparacién de los sincitios del virus original, algo similar ocurre en una infeccion
persistente del HSV-1 en células MDBK (48). Por el contrario la cepa HSVy si tiene un
cambio en el fenotipo ya que presenta el fenotipo Syn’, es decir no se observoé la formacion de
sincitios sino el redondeamiento y agrupamiento de las células. Cambios en el efecto
citopatico del HSV-1 también se han observado en una infeccion persistente de células Raji
(35), sin embargo en este caso el cambio es de un fenotipo Syn™ a Syn, la explicacion a esta
modificacion ofrectda por los autores es que se produjo una seleccién progresiva del fenotipo
Syn durante la infeccion persistente. En las células P388D1per pudo haberse presentado el
mismo fenémeno. Esto es, los cambios fenotipicos de Syn a Syn’ son probablemente el
resultado de la acumulacién progresiva de varias mutaciones en el virus HSV,,.

Los cambios en el fenotipo Syn estin relacionados principalmente con cambios en las
glicoproteinas involucradas en la formacion de sincitios: gD, gE, gl, gM y gHgL (11). Por lo
que al parecer los virus aislados durante la persistencia tendrian cambios en estas
glicoproteinas. En los ensayos por Western blot la tinica diferencia encontrada al respecto fue
cuando HSV, se propagé en las células P388D1 donde no se observa la banda de 87 kDa, que
es posiblemente gE, la cual si se observd en las infecciones de las otras cepas tanto en
P388D1 como en Vero (Tabla 9). Sin embargo, no se podria asegurar que el cambio en el
fenotipo Syn es una consecuencia de la persistencia, ya que virus aislados de personas
infectadas pueden presentar el fenotipo Syn (42,72). Ademas, virus Syn” pueden cambiar a
Syn, espontancamente (17) o bajo la presion de anticuerpos anti-HSV-1 (31).

El que no se haya observado una clara diferencia en el efecto citopatico que se presentan en
las células P388D1 cuando se infectaron con las cepas HSV, y HSV;, mientras que en las
células Vero si se observé, puede deberse al hecho de que el fenotipo Syn también depende
del tipo de célula que se infecta (4,73).

Otra de las propiedades estudiadas fue la infectividad que presentaban los virus que se
aislaron durante la persistencia, cuando estos virus se propagaron sobre las células Vero se
encontré una reduccién de mds de cien veces en los titulos maximos que se obtuvieron. Sin
embargo, cuando se infectaron las células P388D1 no se encontré una reduccion significativa
en los titulos méximos (Tabla 8). Este hecho podria explicarse por un cambio en las
propiedades de virulencia de los virus, aunque también podria deberse al hecho de que los
virus aislados durante la persistencia estaban adaptados a propagarse en los macrofagos y por
eso cuando se propagaron en las células Vero el titulo fue menor. En otras infecciones
persistentes del HSV-1 se ha encontrado un aumento (10,25}, una disminucién (24), o no se
han detectado cambios (68) en la infectividad de los virus aislados durante la persistencia, por
lo que no es algo que tenga un patron definido y que varia de acuerdo al tipo de células
utilizadas. Los macréfagos normalmente son menos permisivos a la infeccién por el HSV-1
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por lo que puede ser que cambios en la infectividad sean dificiles de detectar, en cambio en
células muy permisivas a la infeccion como son las células Vero los cambios en cuanto a la
infectividad del virus son mas evidentes.

También se encontraron cambios en el patrén de proteinas que se obtuvieron cuando se
infectaron de manera litica células P388D1 y Vero con las cepas HSV, y HSV,. Un mayor
nimero de proteinas virales fue detectado en la infeccién de células Vero en comparacién con
la infeccidn de las células P388D1, independientemente del virus utilizado. Ademads, las cepas
HSV, y HSV; producen menos ICP que el HSV-1, en cualquiera de las dos lineas celulares
utilizadas, lo cual habla de posibles cambios en ia expresion de las proteinas de los virus
aislados durante la persistencia en relacion al virus original,

El encontrar un menor nimero de ICPs en las células P388D1, podria estar relacionado con
el hecho de que los Mé son menos permisivos a la infeccion del HSV-1 que las células Vero y
debido a esto podrian expresarse un menor nimero de proteinas o expresarse en una cantidad
tan baja que no es posible detectarlas con las técnicas utilizadas.

Solo dos proteinas se encontraron de manera constante en todas las infecciones, una de 53 y
otra de 103 kDa. Se trato de identificar las proteinas por su movilidad electroforética. Sin
embargo esto es dificil ya que la migracién esta influenciada por varios factores como la cepa
viral, la historia de propagacion del virus (célula huésped y rondas de replicacién) y las
condiciones del ensayo. Ademas, 11 de las 49 proteinas que se expresan en cultivos celulares
estan glicosiladas, su peso molecular aparente varia de acuerdo con el niimero de residuos de
carbohidratos, lo cual difiere con la célula huésped utilizado para propagar el virus (33,82).
Por lo que los nombres de las proteinas que aparecen en las Tablas 6 y 9 s6lo son predicciones
en base a la bibliografia. Las proteinas virales se pueden identificar con anticuerpos
monoclonales. Sin embargo, hay que tener en mente que cambios en el epitope de los
antigenos podrian alteran €l reconocimiento por el monoclonal (22). Un siguiente paso en este
trabajo seria la identificacién de las ICP expresadas en las células P388D1per.

En este trabajo se establecid una infeccion persistente del HSV-1 en macréfagos, que es un
tipo de células que puede ser importante en diseminar la infeccion y servir de reservorio para
el virus. Por lo que los macrofagos podrian sumarse al grupo de células no neronales, como
las células de la cérnea (45,50,58) y los linfocitos (37), donde el HSV-1 puede persistir in
vivo. Ademds el hecho de tratarse de células murinas hace posible que se pueda utilizar una
gran numero de reactivos disponibles para el estudio de la persistencia viral. Entre estos
estudios estd la identificacion precisa de las proteinas que se expresan durante la persistencia o
las que dejan de hacerlo, estudiar los posibles cambios en la secuencia de bases o de
aminoacidos de las proteinas virales, identificar cambios en los procesos de regulacion
determinando la expresion de las proteinas reguladoras o la sintesis del RNAm, etc.
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CONCLUSIONES
1. Las células P388D1 son moderadamente permisivas a la infeccion por el HSV-1.

2. Se establecié una linea de células similares a macréfagos infectadas persistentemente con el
HSV-1, utilizando una baja MOI (0.001} y sin la ayuda de factores externos.

3. La infeccion persistente se caracterizo por:

a) Un patrén ciclico de fluctuaciones en la produccion de virus extracelular.

b) Produccion de crisis celular con un extenso efecto citopatico y muerte celular.

¢) Las células persistentes presentaron antigeno viral con un porcentaje maximo del 15%.

d) Dentro de la poblaciéon de células infectadas hay hasta un 12.5% de células que liberan
virus infectivo.

e) El cultivo persistente fue resistente a la reinfeccion con el virus original a una MOI de 40.

f) El patrdn electroforético de las proteinas presentes en las células persistentemente
infectadas demostré la presencia de proteinas que se observan durante una infeccion
litica, sin embargo hay un menor niimero de proteinas presentes.

g) En la infeccion persistente se observan con més intensidad las bandas de las proteinas
celulares en comparacidn con la infeccion aguda, lo que podria hablar de cambios en el
proceso de interferencia en la sintesis de las proteinas de la célula huésped, que
normalmente produce ¢l HSV-1.

4. Los virus aislados durante la infeccidn persistente presentaron los siguientes cambios con
respecto al virus original:

a) Disminucion en el tamaiio de las placas formadas.

b) Cambios en el efecto citopatico producido por las cepas virales, de un fenotipo Syn se
cambio a un fenotipo Syn”.

¢} Disminucidn en el titulo viral que se obtiene cuando infectan células permisivas (Vero).

d) El patrén electroforético de las proteinas que se producen cuando los virus infectan de
forma litica muestran diferencias en el nimero y en la intensidad de las bandas de las
proteinas virales observadas.

Con estos resultados se puede comprobar que el HSV-1 es capaz de producir una infeccién
persistente en macrofagos y que el virus sufre cambios durante la persistencia
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