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1. RESUMEN



Las infecciones respiratorias agudas del tracto respiratorio bajo representan un
problema significativo de salud a nivel mundial, constituyendo la principal causa de
consulta e internacién durante los meses de invierno. El virus respiratorio sincitial
(VRS) es el principal agente de infecciones respiratorias agudas en lactantes y nifos
pequenos, desencadenando bronquiolitis 0 neumonia. Debido a la ausencia de una
vacuna efectiva para VRS el tratamiento de estas infecciones se basa en el suministro
de Palivizumab. El Palivizumab (PZ) es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido
contra la proteina F de VRS. Existen actualmente escasos trabajos de vigilancia en la
aparicion de virus resistentes a PZ. Dada la importante tasa mutacional de este virus
es altamente esperable la generacién de resistencia.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el gen de la proteina F de cepas de VRS de
una colecciéon de cepas uruguayas correspondientes a afos previos al uso de PZ y
establecer una comparacion con muestras clinicas extraidas de nifios tratados con PZ
como profilaxis para infecciones con VRS en busca de posibles mutaciones
responsables de la resistencia a PZ.

En algunos trabajos se han aislado mutantes de escape resistente a PZ, en la mayoria
de los casos estos mutantes fueron aislados in vitro, sin embargo recientemente se

han aislado mutantes resistentes a PZ a partir de muestras clinicas.

Las cepa pre-PZ correspondiente al afio 1996, reveld una mutacién en la posicion 814
del gen de la proteina F, estd mutacién fue reportada como mutacién de resistencia al
PZ y se aislo a partir de una muestra clinica. En cuanto a las demas posiciones del
gen en las cuales se reportaron mutaciones de resistencia, no se encontraron cambios
en las cepas estudiadas.

Las cepas post-PZ mostraron ser negativas para VRS asimismo una de estas
muestras mostro ser positiva para Adenovirus (AdV).



2. INTRODUCCION



Las infecciones respiratorias agudas del tracto respiratorio bajo representan un
problema significativo de salud a nivel mundial, constituyendo la principal causa de
consulta e internacion. En ocasiones pueden tener evoluciones graves provocando la
muerte o severas lesiones broncopulmonares ¥

Los nifos menores de 5 afnos son la poblacion mayoritariamente afectada por estas
infecciones, segun la OMS aproximadamente el 20% de las muertes en nifios menores
de 5 afos es debida a infecciones agudas del tracto respiratorio bajo.

Dentro de la poblacién pediatrica existen grupos de mayor riesgo como los lactantes
pequenos menores de seis semanas, prematuros, nifos con enfermedades
pulmonares crénicas, trastornos cardiovasculares o inmunosupresion #2.

Las causas etiolégicas de estas infecciones son tanto bacterianas (Streptococcus
pneumoniae o Haemophilus influenzae) como virales, sin embargo las infecciones

respiratorias de causa viral representan el 70-90% .

El VRS es el principal agente de infecciones respiratorias agudas en lactantes y nifios
pequenos, desencadenando bronquiolitis 0 neumonia. En el 30% de los casos del 1 al
3% de los nifios requiere internacion y aproximadamente el 0.3% fallece. Se estima
que el 95% de los nifios ha sido infectado por VRS a la edad de dos anos ¥.

Uruguay no escapa a estas estadisticas, en 1999 la tasa de mortalidad en Uruguay por
infeccion respiratoria constituyé un 0.5 de cada mil nacidos vivos, representando la
séptima causa de mortalidad infantil y la primera causa excluyendo a los menores de
28 dias de vida ®".

Las reinfecciones por VRS son comunes en nifios mayores, adultos o ancianos,
debido a que a diferencia de otras infecciones virales, la infeccién con VRS no confiere
inmunidad protectiva duradera .

La ausencia de una vacuna efectiva contra VRS hace del control de estas infecciones
un desafio importante. Se cuenta con tratamientos de inmunizacién pasiva mediante
preparaciones de anticuerpos, de los cuales el mas conocido es PZ.

El PZ es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra la proteina F, una de

las proteinas transmembrana de VRS ¥,

El uso de PZ como profilaxis para infecciones del tracto respiratorio bajo data ya de
varios anos, en Uruguay el Ministerio de Salud Publica (ordenanza ministerial N° 775
del 31 de octubre de 2007) aprob6 modificaciones al “Formulario Terapeutico de
Medicamentos” con el PZ incluido en la lista de estos farmacos. En esta ordenanza se
definié un protocolo de uso de PZ para la prevenciéon de infecciones respiratorias bajas

causadas por VRS en nifos con alto riesgo de vida.
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Hasta el momento no existian estudios basados en el aislamiento in vivo de mutantes
resistentes a PZ. Recientemente se ha publicado un trabajo en el cual se aisla in vivo
VRS con mutaciones en la proteina F que conllevan a la resistencia al PZ .
Considerando la alta tasa mutacional de VRS, es de esperarse la existencia de estos
mutantes. Existen también trabajos basados en la seleccién in vitro de VRS resistentes
a PZ, o ensayos in vivo en ratones 4,

Aislamientos in vivo de estos mutantes de escape y de su circulaciéon en la poblacién

infectada son de gran importancia.

2.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS INFECCIONES POR VRS

El VRS se multiplica en las membranas mucosas de la nariz y garganta, en los grupos
de riesgo (ninos menores de 18 meses, adultos inmunocomprometidos o ancianos)
puede involucrar la traquea, los bronquios y bronquiolos asi como los alvéolos. El
periodo de incubacién es de 4 a 5 dias, es un virus contagioso transmitido

principalmente a través de fomites .

Las infecciones respiratorias severas por VRS son comunes en pacientes menores de
9 meses. La bronquiolitis puede darse en nifios mayores, pero mas alla de los 18 meses
se da usualmente en nifios con enfermedades respiratorias de base como asma.

Las vias aéreas de los niflos pequefios son muy angostas y se obstruyen con facilidad
tras la inflamacion, edema y la acumulacion de células necréticas, todos eventos que se
dan durante la infeccién por VRS, de ahi su gravedad en nifios. Asimismo existe una
base inmunoldgica para explicar la vulnerabilidad de esta poblacion que cuenta con un

sistema inmune inmaduro 7.

Los nifios inmunocompetentes que se enfrentan al VRS por primera vez entre la edad
de 6 a 9 meses sufren generalmente sintomas en el tracto respiratorio alto. En algunos
casos (25% al 40% de estas infecciones) también se ve involucrado el tracto respiratorio
por debajo de la laringe.

Bronquiolitis y neumonia son las manifestaciones principales de infecciones en el tracto
respiratorio bajo.

Los examenes médicos muestran usualmente taquipnea moderada, ronquidos,
estertores, y dificultades en general para respirar. Si la infeccibn no es severa los
sintomas generalmente no progresan mas alla de los mencionados y la recuperacion se

da luego de una infeccion de 7 a 12 dias .
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En caso de infecciones mas agudas, progresa la tos y los ronquidos, el nifio resulta
disneico con taquipnea severa inclusive en ausencia de cianosis visible, si la

enfermedad avanza la hipoxia se extrema llevando a la falla respiratoria .

En el caso de adultos mayores con enfermedades de base las infecciones por VRS
pueden desencadenar neumonia severa necesitando de internacion hospitalaria ™.

En personas inmunocomprometidas la infeccion comienza usualmente en el tracto
respiratorio alto, desarrollandose por 5 o 6 dias con sintomas similares a los de los
huéspedes normales, existe una importante incidencia de infeccion en el tracto
respiratorio bajo, y la infeccién progresa a neumonia en el 50% de los casos.

La tasa de mortalidad en adultos inmunosuprimidos debido a leucemia o transplante de
médula ésea llega a valores tan altos como el 80 % al 100% ™.

El VRS es un virus neumotrépico, no obstante no se limita Gnicamente a este sitio. En
casos fatales de infecciones severas en inmunocomprometidos el virus puede

esparcirse a otros érganos incluyendo rifiones, higado y miocardio ™.

2.2 VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL

El VRS pertenece a la familia Paramyxoviridae dentro del orden Mononegavirales. Esta
familia incluye algunos de los virus mas comunes y ubicuos causantes de
enfermedades animales (Newcastle y Rinderpest) y humanas (virus causantes de

paperas, sarampion y parainfluenza) .

Los virus pertenecientes a esta familia son virus envueltos, con un genoma de ARN
simple hebra y polaridad negativa.

La familia Paramyxoviridae ha sido dividida en base a criterios morfoldgicos, de
organizacion del genoma, actividad biolégica de proteinas y relacion de secuencias de
las proteinas codificadas en dos subfamilias: Paramyxovirinae y Pneumovirinae.
Paramyxovirinae incluye tres géneros, Respirovirus, Rubulavirus y Morbillivirus mientras

que Pneumovirinae contiene a los géneros Pneumovirus y Metapneumovirus.

El VRS fue primeramente aislado en 1956 de un chimpancé de laboratorio durante el
desarrollo de una enfermedad similar a un resfriado tipico. Poco después el mismo
virus fue recuperado de nifios con enfermedades respiratorias, estudios serolégicos

posteriores demostraron que esta infeccién era comin entre los nifos .



Las sucesivas detecciones de VRS como causa etioldgica de enfermedades
respiratorias convirtié rdpidamente a VRS en el agente viral mas importante causante
de infecciones del tracto respiratorio en la poblacién pediatrica mundial. Posteriormente
fue también asociado a infecciones en ancianos, pacientes con transplantes de médula

Osea o adultos inmunocomprometidos

Proteina G de unidn al receptor
. Proteina F de fusitn
Pequeiia proteina

gﬁ?,ﬂ;ﬁ/ T

Figura 1: Esquema de la estructura del Virus Respiratorio Sincitial indicando las proteinas

virales. Tomado de Hall et al. ®®

El VRS posee un genoma de ARN monohebra polaridad negativa, no segmentado que
es el molde para la transcripcion de 11 ARNm poliadenilados asi como también para la
replicacion del genoma viral.

En general el genoma de los Paramyxovirus tiene un tamafno de 15 a 19 kb y consta de

seis a diez genes en tandem de acuerdo a los diferentes miembros de la familia &*.

En el caso de VRS, existen proteinas fundamentales como es el caso de la proteina N
de nucleocépside, la fosfoproteina P, la proteina L, la proteina M de matriz, la pequena
proteina hidrofébica y la glicoproteina de fusion F, las cuales también estan presentes
en otros miembros de la familia. A su vez el genoma de RSV presenta genes exclusivos
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codificantes de proteinas accesorias como las proteinas no estructurales 1C (NS1) y
1B (NS2) ©.

El genoma se encuentra asociado a proteinas formando una nucleocapside helicoidal
proteica resistente a la accion de ARNasas. El virion esta recubierto por una envuelta
lipidica de origen celular adquirida al emerger de la célula infectada.

Entre la envoltura lipidica y la nucleocapside proteica se encuentra la proteina viral M,
proteina de matriz, fundamental para el ensamblaje y la arquitectura del virién.

Anclado a esta envoltura lipidica se encuentran tres glicoproteinas de superficie, la
proteina de unién al receptor G, la proteina de fusion F y la pequefa proteina
hidrofébica SH. Estas glicoproteinas se organizan sobre la superficie viral en forma de

espiculas. (Figura 1)

El VRS tiene cuatro proteinas de nucleocapside empaquetadas en el virién. La
proteina mayor de nucleocapside N, la fosfoproteina P, el factor de antiterminacion M2-
1y la subunidad mayor de la polimerasa L ™.

2.2.1 GENOMA VIRAL Y TRANSCRIPCION

En el genoma de VRS los genes tienen un orden establecido:

3NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5"

El ARN gendmico contiene en 3’una region extracistronica de 44 nucledtidos conocida
como lider y una region 5’extracistronica conocida como trailer que flanquean la serie
de genes que componen al genoma. Estas regiones son esenciales para el control de
la transcripcion y replicacion ™. (Figura 2)

Las denominadas regiones intergénicas que flanquean los distintos genes varian desde
1-56 nucledtidos. Estas regiones carecen de motivos consenso o estructura secundaria
y no estan conservadas entre cepas .

En cuanto a los dos ultimos genes M2 y L, estos estan solapados en 68 nucleotidos, de
modo que la sefal de inicio del gen L esta localizada dentro del gen M2, esto hace que

durante la transcripcion la regién solapada se transcriba dos veces 2.

Debido a la naturaleza del genoma viral, la replicacion intracelular de los Paramyxovirus

requiere de una polimerasa particular, esta es una ARN polimerasa dependiente de
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ARN. La polimerasa esta formada por un homotetramero de proteina P y un mondémero
de la proteina L.

Esta polimerasa se encarga de la transcripcion del genoma encapsidado para generar
ARNmM con un residuo de 7 metil guanina (CAP) en 5" y con colas poliadeniladas en 3.
La polimerasa viral comienza la sintesis de los mensajeros en el extremo 3" del
genoma Y transcribe los genes de manera secuencial por la terminacién y reinicio de
cada uno de estos genes en las regiones intergénicas. Estas regiones contienen una
secuencia de terminacién del gen en la cual ocurre la poliadenilacién del ARNm
sintetizado y su posterior liberacion, asi como también una corta regién no transcripta y
la secuencia de inicio del siguiente gen que especifica la sintesis de un nuevo

mensajero.
NS1 NS2 N P M SH G F M2 L
502 503 1203 914 958 410 923 1903 961 6578
) —— L L ] T i X 7/ a5
leader (4) | ) i | trailer (155)
ccccatfluunu T . ucmu.Muuuuu
| gene-end  intergenic gene-start -
NS1 gene-start L gene-end

AynAAU u
(UCAS UNS S L UUUU———CCCCRUUUAY...

NS1NS2 GAAUUGUCUUCUGUUUUUA (18)

NS2N  AAUUCCUCUCUAUAUUCUAUCUUCUA (26)
NP A1)

PM CCUUUCCCA (9)

WSH  AUAUGUGUA (9)

SHIG AUCAGUAUUGUUACUUGAUCCUAUAGU-
UCUGAUUGUUAUUGUAA (44)

G/F GUAUAAUAGUGUUUUUCGGUACUGGUU-
GAAUUUGUCUUAGUUUUAUUUGAGA (52)

Fnaz GUGUUAACUUACGGUCUAAUUGAAUGG-
UAGACAUUULUUACUUUUGA (46)

Figura 2: Esquema del genoma de VRS, con la ubicacién de cada uno de los genes en
tandem. Se indican las regiones intergénicas asi como las regiones leader y trailer y el
solapamiento en los genes M2 Y L. Tomado de: Fields Virology. 4 Ed. 2001.

En general la transcripcién da lugar a ARNm monocistrénicos, con un Gnico marco

abierto de lectura codificando para una Unica proteina excepto el ARNm transcripto a
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partir del gen M2 conteniendo dos marcos abiertos de lectura solapados para las
proteinas M2-1y M2-2 .

La transcripcion también genera ARNm en los cuales se da la ineficiente terminacién
en las regiones intergénicas representando aproximadamente el 10% del ARNm total y
funcionando como un mecanismo de regulacion génica.

En este proceso de sintesis de ARNm de manera secuencial, la ARN polimerasa
ocasionalmente falla en el reinicio de la sintesis de mensajeros corriente abajo,
generando una disminucion en la tasa de transcripcién de genes que se ubican hacia el
extremo 5°del genoma viral. De este modo se genera un gradiente en la sintesis de
ARNm y por tanto de proteinas virales, siendo este el principal mecanismo de control

génico para la sintesis proteica .

2.2.2 PROTEINAS VIRALES

Se han identificado 10 genes y 11 proteinas codificadas para todos los marcos abiertos

de lectura significativos ™.

Proteinas no estructurales NS1y NS2

Las proteinas NS1 y NS2 son detectadas en bajas cantidades en precipitaciones de
viriones purificados y son por lo tanto consideradas no estructurales.

Estudios con virus recombinantes con deleciones en las proteinas NS1 y/o NS2
generaron una disminucién en la infectividad con efectos aditivos, evidenciando el rol
de estas proteinas en promover el crecimiento sin ser esenciales para el mismo ™.

Virus con deleciones en los genes de NS1 o NS2 demostraron un retraso en la
acumulacién de ARN vy proteinas virales, pero su rol como parte del ciclo replicativo no
esta definido.

Las proteinas accesorias de algunos paramyxovirus demostraron ser factores de
virulencia in vivo y funcionar como antagonistas para el sistema de interferén. Del
mismo modo NS1 y NS2 podrian cumplir un rol similar interactuando con la inmunidad
del huésped de algun modo. Existen de hecho trabajos demostrando un rol de NS1 y
NS2 suprimiendo la sintesis de IFN asi como también sus funciones sin conocer aun

sus blancos exactos en esta via ©.

Proteina de matriz M

-13-



La proteina M de VRS es una proteina no glicosilada interna al virion, es mas pequena
que en otros paramyxovirus con un total de 256 aminoacidos y carece de regiones
similares a otras proteinas de matriz dentro de la familia viral. Comparte con otras
proteinas de matriz la presencia de un dominio hidrofébico en la mitad C- terminal de la

molécula, el cual se cree media la interaccion con la envoltura viral.

La proteina M dentro del orden mononegavirales tiene dos funciones, mantener la
nucleocapside transcripcionalmente inactiva previo a que se ensamblen nuevos viriones
asi como mediar la asociacién de la nucleocapside con la envoltura viral naciente.
Estudios demostraron que la no expresién de la proteina M no inhibe la replicacién o
transcripcion del ARN, sin embargo si es fundamental para la formacién de particulas

virales 1,

Estudios sobre la estructura de la proteina M demostraron la presencia de dos dominios
compactos, conectados por una regién de unién no estructurada. Se encontrd también
una extensa region que genera una superficie con carga positiva que potencialmente
puede interactuar con componentes virales de carga negativa como la nucleocapside.
Esta region se complementa por regiones de alta hidrofobicidad que pueden interactuar

con la envoltura viral #".

Factor regulador M2-2

El ARNm del gen M2 contiene dos marcos abiertos de lectura, el M2-1 5 proximal y el
M2-2 corriente abajo que se solapa levemente con el primero. Estos dos marcos
abiertos de lectura codifican dos proteinas diferentes, la proteina M2-1 (factor de
antiterminacién) y la proteina M2-2. La traduccidn a partir del segundo marco abierto de
lectura se da a través de un mecanismo de terminacién y reinicio, aquellos ribosomas
que completan la traduccién de M2-1 pueden reiniciar la sintesis de M2-2 en uno de los
tres codones AUG localizados corriente arriba del codén stop de M2-1.

La abundancia de la proteina M2-2 en células infectadas es baja pero aumenta durante
la infeccion.

Debido a que estudios preliminares con virus en los cuales se deleta el gen M2-2
demostraron no generar variaciones en el ciclo replicativo viral se creia que este es un
gen no esencial ™.

Trabajos mas recientes en los cuales de deleta el marco abierto de lectura para M2-2
demuestran que la tasa de sintesis de ARN gendmico o antigenémico se reduce.
También se ha visto que si es deletada la proteina M2-2 la acumulacién intracelular de
ARN se reduce 3 a 4 veces o inclusive mas en el caso de ARN gendémico y aumenta 2 a
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4 veces para ARNm. Estos resultados sugieren que M2-2 funciona como un “switch”
que permite el pasaje de la transcripcion a la replicacion del ARN permitiendo un nivel
alto de ARNm seguido por un cambio a la sintesis de ARN gendmico para el

ensamblaje viral " &,

Proteinas de nucleocapside y polimerasa viral: N, P, M2-1y L

Las proteinas N, P y L son copurificadas con las nucleocapsides y se encuentran
presentes en inclusiones citoplasmaticas densas dentro de las células infectadas " #2.

La proteina N es mas pequeia que sus contrapartes en otros Paramyxovirus, con un
total de 391 aminoacidos. Tiene como funcién fundamental unirse estrechamente al
ARN gendmico o antigenémico viral para formar una nucleocapside resistente a la
degradacion por ARNasas.

Ademas de proteger el genoma viral, la proteina N tiene el rol fundamental de mediar la
interaccion entre el ARN genémico y la ARN polimerasa viral compuesta por la
fosfoproteina P, la proteina L y la proteina M2-1. El extremo N- terminal es altamente
responsable del ensamblaje de la nucleocapside mientras que el extremo C- terminal
contiene elementos necesarios para la interaccion con la polimerasa y la proteina de
matriz.

Se tienen datos sobre la estructura de la proteina N de VRS, en los cuales se identificd
la presencia de estructuras de anillos N —ARN caracteristicos de la estructura de

proteinas N de otros Paramyxovirus .

La proteina P esta altamente fosforilada, es mas pequefa que en otros Paramyxovirus
pero comparte la funcion de chaperonina para la proteina N soluble. Se ha demostrado
que la sola expresién de la proteina N en ausencia de proteina P da lugar a la formacion
de agregados de proteina N y se inactiva la encapsidacion, mientras que la coexpresion
de Ny P si da lugar a una correcta encapsidacion .

La proteina P expresada en bacterias demostré ser inactiva para la transcripcion en un
sistema in vitro, a menos que sea fosforilada, esto evidencia un rol de cofactor de la
polimerasa por parte de la proteina P que requiere de su previa fosforilacién.

La remocién enzimatica de el grupo fosfato en la proteina P mostré la produccién de
una serie de pequefios oligdmeros transcriptos a partir del extremo 3" del genoma,
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sugiriendo que una de las funciones de la proteina P fosforilada es convertir a la
polimerasa que inicia la transcripcién de un nuevo gen en un complejo polimerasa ARN

estable ",

La proteina L es muy similar en tamafio a sus contrapartes en Rhabdovirus y
paramyxovirus, contiene seis segmentos discretos con residuos altamente conservados

que representan la actividad polimerasa ™.

La proteina M2-1 es codificada por el marco abierto de lectura 5° proximal del ARNm
de M2. Inicialmente se creia que M2-1 funcionaba como una segunda proteina de
matriz, sin embargo hoy se conoce su rol fundamental como factor de antiterminacién
de la transcripcion esencial para la viabilidad del virus. Las proteinas N, L y P son
suficientes para dirigir la transcripcion pero la procesividad completa de la polimerasa
requiere la proteina M2-1. ® En ausencia de M2-1 solo se da la transcripcion de los
genes NS1 y NS2, cuando se da la coexpresion de M2-1, la expresion de NS1 y NS2
aumenta y se logra la transcripcion de genes corriente abajo, demostrando que M2-1
permite la continuidad de la polimerasa a través de las regiones intergénicas.

La proteina M2-1 puede unirse a N y se colocaliza intracelularmente en las inclusiones
citoplasmaticas antes mencionadas con las proteinas Ny P.

En cuanto a la estructura de M2-1 se sabe que contiene un dedo de zinc cisteina-
histidina cercano al extremo N- terminal esencial para la funcion de antiterminacion.
Estudios de mutaciones en distintas regiones de la estructura de dedo de zinc revelaron
la importancia de este motivo de union a acidos nucleicos para el rol de antiterminador
de M2-1

Pequena proteina hidrofébica SH

SH es una proteina integral de membrana, con la regién C- terminal expuesta
extracelularmente.

La funcion de la proteina SH permanece desconocida. Trabajos demuestran que VRS
recombinantes donde el gen de la proteina SH fue deletado retienen viabilidad en
cultivos celulares, con la formacién de placas de lisis mas grandes y una sutil ventaja de
crecimiento en algunas lineas celulares, debidas tanto al menor tamafo del genoma

como al menor nimero de genes a transcribir.
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La delecion de la proteina SH no genera dificultades para la formacion de sincicios in
vitro, mientras que in vivo se observa una atenuacién en el tracto respiratorio bajo de
ratones ®.

Asimismo trabajos con cultivos celulares con particulas similares a virus y plasmidos
expresando las proteinas virales demostraron que plasmidos expresando las proteinas
G, F y SH generaban la mayor eficiencia en la formacién de sincicios, sugiriendo que
SH potencia la funcién de una o ambas glicoproteinas "

La expresion de SH en bacterias demostré6 un aumento a la permeabilidad para
moléculas de bajo peso molecular, esto sugiere que la proteina SH podria cumplir un rol
analogo al de la proteina M2 de influenza, formando un canal iénico. De todos modos
no se conoce el rol que podria jugar este posible canal iénico en el ciclo replicativo del
VRS &

Proteina de union al receptor G

La glicoproteina G fue identificada como la proteina mayor de unién a receptores
celulares debido a que anticuerpos especificos contra esta proteina bloqueaban la unién
de los viriones a células HelLa, mientras que anticuerpos dirigidos contra F bloqueaban
la fusion pero no la unién al receptor &7,

La proteina G de VRS tiene 289 o 299 aminoacidos de longitud, dependiendo de la
cepa, es una proteina altamente glicosilada no globular con ectodominios similares a
mucinas. Es una proteina transmembrana tipo Il con una Unica region hidrofobica
cercana al extremo N- terminal que sirve como péptido sefial de anclaje a la
membrana, dejando los dos tercios del extremo C- terminal orientados externamente. ™
Existen diferencias en el grado de glicosilacion de la proteina G, asociadas a diferencias
en la antigenicidad, permitiendo el enmascaramiento del virus de la respuesta inmune.
La proteina G presenta una altisima variabilidad antigénica y secuencial entre cepas,
que radica fundamentalmente en el ectodominio. Existe sin embargo una region
altamente conservada, localizada en la region central del ectodominio, regién rica en
Cisteina y se cree candidato para la actividad de unién a receptores celulares.

Se tienen datos de esta estructura de la region central conservada de la proteina G de
VRS. En este trabajo se estudi6 la estructura de la regién central rica en Cys de la
proteina G para estudiar la antigenicidad de esta proteina con el fin de desarrollar una
vacuna contra VRS .

La proteina G también es sintetizada en su forma secretada que surge del inicio de la
traduccién en el segundo codon AUG en el mismo marco abierto de lectura. Esto

genera una proteina aparentemente truncada que es degradada proteoliticamente. La
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proteina G secretada compone el 80% de la proteina G liberada por células infectadas
24 horas post infeccion.

La utilidad de esta forma secretada de proteina G no es del todo clara, aunque se cree
que funcione como un mecanismo de defensa viral con respecto al sistema inmune del
huésped, atrapando los anticuerpos neutralizantes producidos contra esta proteina, sin

impedimentos para el virién y su diseminacion 7.

Proteina de fusion F

La proteina F dirige la penetracién viral mediante la fusién entre la envoltura viral y la
membrana plasmatica celular. Permite también la liberaciéon de la nucleocapside en el
citoplasma para que luego se inicie el ciclo replicativo del virus.

Mas tardiamente en la infeccién la proteina se expresa en la superficie celular mediando
la unién entre células vecinas, generando sincicios. La formacion de sincicios es de
hecho el efecto citopatico caracteristico asociado a las infecciones por VRS y es
probablemente un mecanismo de diseminacién viral .

La proteina de fusiébn fue identificada mediante la utilizacion de anticuerpos
monoclonales especificos. La presencia de estos anticuerpos neutralizaba el virus
impidiendo la fusion y formacién de sincicios en cultivos celulares. La utilizacién de
anticuerpos monoclonales permiti6 también conocer la localizaciéon de la proteina en

cultivos celulares, mediante el uso de inmunofluorescencia indirecta 2.

Esta proteina es sintetizada como un precursor Fy, que es procesado proteoliticamente
por proteasas celulares a nivel del trans- Golgi para dar lugar a un heterodimero unido
por puentes disulfuro F1 — F2. El sitio de corte del precursor fusogénicamente inactivo
FO consiste de seis residuos de Arg y Lys en tandem conteniendo el motivo de corte
para la proteasa celular furina. Este procesamiento proteolitico permite la liberacion del
péptido de fusiéon hidrofébico en el extremo N- terminal de la subunidad F1. La
secuencia del péptido de fusién no es muy conservada, sugiriendo que su funcién no
depende de la secuencia. Si bien la proteina F por si sola puede mediar no solamente el
ingreso del virus a la célula, sino también la formacion de sincicios, se ha demostrado

que la coexpresion de la proteina F, G y SH aumentan la formacién de sincicios ¥,
No se ha obtenido la estructura completa de la proteina F aun, si estan disponibles

estructuras de parte esta proteina asociada a distintas moléculas, por ejemplo a
Motavizumab (anticuerpo monoclonal dirigido contra proteina F) #°.
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Otros estudios de estructura de la proteina F de VRS se realizaron trabajando con
moléculas inhibidoras de la fusién ©9.

Se cuenta sin embargo de la estructura del core proteico obtenido por la técnica de
cristalografia de rayos X (Figura 3) Este trabajo demostré la presencia de una estructura
de horquilla que permite que la envoltura viral y la membrana celular se encuentren en
aposicion lo suficientemente cercana para facilitar la fusién y posterior liberacion del
virion. Se encontr6 ademas una similitud estructural importante entre el core de la
proteina F de VRS con otras proteinas de fusion virales como lo es la proteina gp41 de
HIV bl

La funcion vital de la proteina F para la infeccién y replicacion viral, el hecho de que sea
una proteina muy conservada asi como su exposicién en la estructura del virion hace
de esta una de las glicoproteinas mas inmunégenicas, sobre la cual se dirige gran parte

de la inmunidad del huésped **.

Figura 3: Estructura tridimensional del core proteico de la proteina F de VRS obtenida mediante
cristalografia de rayos X. Obtenida de: Zhao et al.(2000)

2.2.3 CICLO REPLICATIVO

El ciclo replicativo se inicia con la union de la proteina G a receptores celulares, esta
proteina puede unirse a los denominados glucosaminoglicanos (GAGs), polisacaridos
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largos no ramificados componentes de la matriz extracelular y ampliamente
representados en las células del epitelio respiratorio .

El VRS ingresa a la célula por la fusion de la membrana plasmatica celular y la
envoltura viral, fusién mediada por la proteina de superficie viral F ¥,

Recientemente se demostro la capacidad de la proteina F de unirse a la proteina celular
RhoA. Esta proteina puede asociarse a la cara interna de la membrana celular, de modo
que se cree que la interaccién con la proteina F puede formar parte de la penetracion
viral ™,

Todos los eventos del ciclo replicativo posterior a la unién del virus en la superficie

celular se dan a nivel de citoplasma, sin involucrar el nicleo celular.

La fusién de la envoltura viral con la membrana celular tiene como resultado la
liberacién de la nucleocapside en el citoplasma celular. A continuaciéon se comienza a
dar la sintesis de proteinas virales. Tras la sintesis y acumulacion de cantidades
suficientes de proteinas virales como para asegurar la correcta formacién de nuevos
viriones comienza la replicacion del genoma viral. En este caso la polimerasa viral
genera un ARNm completo de polaridad positiva que se denomina antigenoma, que
sera utilizado como molde para la sintesis del genoma viral completo de polaridad
negativa. Como se mencion6 anteriormente el factor regulatorio M2-2 cumple un rol
fundamental como interruptor que permite que se de el cambio en la sintesis de
mensajeros para que se lleve a cabo la replicacion del genoma ¥,

Posteriormente comienzan a ensamblarse los nuevos viriones, durante el ensamblaje
del viribn quedan contenidas en la nucleocapside naciente las proteinas de
nucleocapside antes mencionadas (N, P y L).

La proteina de matriz se asocia a través de su region basica a la nucleocapside y
mediante la region hidrofébica a la region de la membrana celular que conformara la
envoltura viral.

Las glicoproteinas de superficie tras su sintesis son dirigidas hacia la regién de la
membrana celular que formara la envoltura viral, para lograr el correcto destinto de
estas proteinas se hace uso del mismo sistema de transporte celular que localiza las
proteinas celulares de membrana .

Resultados obtenidos por microscopia revelaron que la maduracién de los viriones de
VRS se da en regiones circunscriptas en la superficie celular, los cuales reflejan
agrupamientos de componentes virales o la dependencia de estructuras subcelulares
localizadas para el posterior brotamiento ¥,

La salida del virus para su diseminacién se da por brotamiento. La disrupcién de los
filamentos de actina reduce drasticamente la produccion de viriones evidenciando un

rol del citoesqueleto para el ensamblaje y brotamiento .
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2.3 SUBGRUPOS ANTIGENICOS Y DIVERSIDAD

El VRS esta representado por dos subgrupos antigénicos A y B. El dimorfismo
antigénico entre las cepas de VRS fue reconocido inicialmente por una diferencia de
tres a cuatro veces en la neutralizacién de las cepas A2 y 18537 respectivamente ™.
Andlisis subsecuentes de reactividad en cepas en los pasados treinta afos usando
anticuerpos monoclonales murinos producidos contra las diferentes proteinas de VRS
indicaron que los aislamientos se asemejan ya sea a la cepa A2 o a la 18537 las cuales
han sido tomadas como referencia de los subgrupos antigénicos.

Ambos subgrupos se relacionan antigénicamente en un 25% en general, la proteina F
tiene un 50% de similitud y la proteina G un 1% a 7%. La heterogeneidad antigénica es
seguramente una de las causas que explican la habilidad de VRS para las
reinfecciones.

Las cepas pertenecientes al subgrupo A estan generalmente relacionadas con
enfermedades mas severas pero en algunos estudios las cepas del grupo B resultan

mas virulentas .

Las secuencias completas de los ARN gendémicos de las cepas A2 y B1 de los
subgrupos A y B tienen un 81% de identidad nucleotidica. Las senales de regulacién
como las senales de inicio y de finalizacién tienden a estar altamente conservadas con
un 90-100% de identidad nucleotidica, mientras que las regiones intergénicas y las
regiones de los genes que son no codificantes son relativamente mas divergentes con
un 32-50% de identidad nucleotidica.

Las proteinas virales varian considerablemente en cuanto a divergencia secuencial
entre los subgrupos. La divergencia es mayor en los ectodominios de las proteinas SH y
G, las cuales retienen solamente el 50% y 44% de identidad entre los subgrupos .

La naturaleza de las diferencias en secuencias indica que los dos subgrupos
representan dos lineas de evolucion divergentes, no son variantes que difieren
solamente en algunos sitios antigénicos.

Dentro del mismo subgrupo, el porcentaje de identidad de aminoacidos y nucleétidos es
considerable, igualmente se sigue el mismo patrén de diversidad en regiones dadas de
las proteinas. Dentro del mismo subgrupo por ejemplo la secuencia aminoacidica para
la proteina G puede diferir en un 20% entre cepas. Estos distintos linajes dentro de cada

subgrupo han sido identificados y se mostr6é que co circulan durante las epidemias ™.
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En cuanto a la variabilidad de la proteina F, un analisis de 18 cepas del subgrupo Ay 5
cepas del subgrupo B tomadas de diversas regiones geograficas analizadas con
anticuerpos dirigidos contra la proteina F permiti6 definir 4 sitios antigénicos con un total
de 16 epitopes de neutralizacion. Siete de estas epitopes demostraron estar
conservadas en todas menos una de estas cepas.

Los estudios demostraron que la divergencia antigénica en las regiones antigénicas de
la proteina F no ha sido extensiva o rapida. No se han acumulado mutaciones que
permitan el escape de la respuesta inmune. De modo que si la proteina F sufre deriva
antigénica lo hace en una escala de tiempo mucho menor que por ejemplo para el caso

de influenza A ™.

Se han realizado estudios similares para el gen de la proteina G. El ectodominio de la
proteina G es inusual porque un alto porcentaje (51-58%) de las diferencias en la
secuencia codificante en cepas del mismo o diferente subgrupo resulta en cambios
aminoacidicos comparado con valores del 10-20% para otras proteinas virales.

Las mutaciones no silenciosas se agrupan en las regiones variables del ectodominio de
la proteina G.

La proteina G es uno de los mayores antigenos protectivos, su diversidad aminoacidica
va de la mano con diversidad antigénica y la diversidad genética se da
fundamentalmente en el ectodominio, lo que demuestra que la presién selectiva inmune

opera para generar estos cambios .

Seria esperable que esta misma presion selectiva se generara para con la proteina F, el
otro antigeno protectivo primordial. No obstante la comparacién de la proteina F entre
cepas pertenecientes a los dos subgrupos demostré un 91% de similitud antigénica.

Esto evidencia que el proceso de plegamiento de la proteina F y su funcion compleja
de fusion de membranas es muy sensible a las sustituciones aminoacidicas, explicando

porque esta proteina es tan altamente conservada

En los dltimos afos los dos subgrupos se han mantenido antigénicamente estables y

han co circulado en las epidemias anuales, con un predominio general del subgrupo A 7.

2.4 EVOLUCION VIRAL: CUASIESPECIES

Pese al pequefio de nimero de genes con los que constan los distintos virus, las

poblaciones virales demuestran una gran diversidad. Es esta diversidad manifestada en
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la gran coleccion de permutaciones gendémicas que esta presente en cualquier
poblacién viral provee al virus de oportunidades constantes para la supervivencia.

Estas fuentes de diversidad son los mecanismos de: mutacién, recombinacién,

reordenamiento y seleccion.

En la mayoria de las infecciones miles de viriones se producen como resultado de un
Unico ciclo replicativo, debido a errores que se acumulan tras la replicaciéon del genoma,
cada nuevo genoma puede diferir con el genoma de los demas viriones.

En el caso de virus con genomas de ARN como lo es VRS, la sintesis de ARN se da
con una fidelidad considerablemente menor que en caso de genomas ADN. El promedio
de errores generados durante la replicacién de un genoma ARN es de un error cada 10*
o 10° nucleétidos adicionados, mas de un millén de veces mas grande que la tasa de
error para la sintesis de ADN. Esto significa que para un genoma de 10Kb se cometeria

al menos una mutacion en cada genoma replicado 49,

De este modo nace la definicion de cuasiespecies, donde el genoma viral no es Unico y
se define como un equilibrio dindmico de mutantes con una alta tasa de emergencia
sujetos a una fuerte presion de seleccién. El genoma viral no puede describirse como
una Unica estructura definida sino como un promedio de un vasto numero de
secuencias individuales.

La existencia de cuasiespecies ha sido ampliamente validada para el caso de muchas
poblaciones virales. Sabemos que dentro de una poblaciéon viral como es el caso de
VRS existen distribuciones dinamicas de replicones no idénticos pero relacionados.

De este modo para una poblaciéon dada de un virus con genoma ARN, las secuencias
gendmicas que componen la cuasiespecie se agrupan alrededor de una secuencia
consenso promedio, pero virtualmente cada genoma es diferente de los demas.

Una de las variantes de la cuasiespecie puede tener una mutacién que lo beneficie en
un evento de seleccién y se convertira en la variante preponderante. Las mutaciones
que se acumulan tras cada ronda de replicacién pueden conferir beneficios y aumentar
el fitness de esa cuasiespecie, haciendo que la mutacion se fije y que cambie la

dinamica de la poblacién viral convirtiéndose en la nueva cuasiespecie dominante .

La existencia de cuasiespecies es fundamental para el desarrollo de terapias antivirales.
El conocer la existencia de estas distintas variables genémicas en constante dinamismo
permite entender que la presién selectiva generada por un tratamiento antiviral puede
repercutir sobre alguna de las variantes, pero a la vez puede seleccionar una variante

que contenga una mutacion de resistencia.
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De esta manera se genera el denominado cuello de botella, que tiene como resultado
modificar la dinamica de la poblacién y generar una nueva cuasiespecie dominante que
debera ser atacada con un nuevo método antiviral.

En los ultimos afos se han desarrollado terapias antivirales combinadas, para poder
abarcar un amplio nimero de variantes gendmicas, intentando que las nuevas
mutaciones generadas por la presién selectiva induzcan a la poblacion viral a la
denominada “catastrofe de error”.

Dada las altas tasas de mutacion de los virus ARN, es importante considerar la relacion
que existe entre la diversidad genética y la adaptabilidad. Es claro que los virus con
genomas ARN tienen la capacidad de explorar rapidamente grandes variantes en sus
secuencias gendémicas, sin embargo es también cierto que el tamafio gendémico y la
presién selectiva implican limitaciones importantes en la diversidad que realmente
puede expresarse.

La mayoria de los virus ARN tienen un genoma pequefo, y hacen uso de estrategias
para amplificar la capacidad de codificacion como marcos abiertos de lectura solapados,
secuencias ambisentido etc. Mutaciones que alteren estas capacidades serian fatales
para la supervivencia del virus.

La teoria de cuasisespecies acepta entonces un umbral maximo de variacion en el
genoma viral, mas alla de este las mutaciones acumuladas serian deletéreas, esta cota
superior se conoce como catastrofe de error. Las terapias virales combinadas apelan a
inducir un gran numero de mutaciones que lleven a la poblacion viral a la catastrofe de

error ®.,

Si bien en el caso de VRS no se hace uso de terapias antivirales combinadas, es
importante conocer la existencia de una cuasiespecie viral, ya que de esta depende el

tratamiento a seguir para controlar el virus.

2.5 INMUNIDAD VIRAL

La respuesta inmune inmediata y encargada de la contencion inicial de la infeccion es la
respuesta inmune innata, con participacién de diversos mecanismos y células inmunes,
sin embargo el sistema inmune adaptativo tiene el rol principal en la recuperacion de
infecciones por VRS y en la resistencia a la reinfeccion 4,

Dentro de la inmunidad adaptativa se sabe que tanto la respuesta celular como la
humoral juegan roles importantes. Estudios con ratones atimicos demostraron

dificultades para la eliminacion del virus que se solucionaba con el suministro de células
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T dirigidas contra VRS. Por otro lado ratones con depleciones de linfocitos B mostraron
que los anticuerpos especificos contra VRS no se requieren para la eliminacién del virus
durante la infeccién primaria pero son importantes para la resistencia a la replicacion y a
la reinfeccién.

Estudios han demostrado que las proteinas G y F son las Unicas proteinas virales
capaces de inducir la produccién de anticuerpos neutralizantes de vida media larga
capaces de desafiar la replicacién de VRS.

Estudios de inmunizacién con VRS que estimulan células T CD8* confirieron resistencia
a la infeccion pero esta respuesta fue de vida corta demostrando la necesidad de
generar anticuerpos para mediar la resistencia a largo plazo para las infecciones con
VRS.

Los recién nacidos a término tipicamente poseen  anticuerpos  séricos IgG
transplacentarios maternos. Estos suministran proteccion en la severidad de las
infecciones por VRS durante las primeras 5 a 6 semanas de vida. La lactancia es
también un modo de proteccién pasiva contra las infecciones con VRS.

Anticuerpos séricos y secretorios son producidos contra ambas glicoproteinas Gy F en
altos titulos en respuesta a infecciones con VRS en el caso de nifios mayores en los
cuales los anticuerpos maternos decaen a bajos niveles.

Los anticuerpos secretorios juegan un rol fundamental en la resistencia a las
reinfecciones, aunque el efecto no es duradero luego de la infeccion primaria. Los
anticuerpos secretorios producidos por nifios en respuesta al VRS a menudo fallan en la
neutralizaciéon del virus in vitro, esto es en parte debido a la incompetencia de la
inmunidad natural en el caso de recién nacidos o nifios pequefios. En individuos
mayores las multiples reinfecciones inducen altos niveles de IgA y por lo tanto una
respuesta inmune secretoria mas contenida.

Los anticuerpos contra VRS séricos persisten en altos titulos por mucho mas tiempo
que los secretorios aunque tienen dificultad para ganar acceso al tracto respiratorio. De
modo que ambos, los anticuerpos séricos como los secretorios tienen roles importantes
con una mayor eficiencia por parte de los secretorios pero una mayor duraciéon en
cuanto a los séricos.

En el caso de nifios prematuros con un sistema inmune inmaduro y con desventajas en
cuanto a la transferencia de anticuerpos séricos maternos o a través de la lactancia la
inmunidad contra infecciones con VRS esta comprometida, configurando a esta
poblacién pediatrica como una poblacién con mayor riesgo de infecciones severas.

No obstante como se menciond anteriormente no es solo la poblacion pediatrica la
afectada por infecciones con VRS, las reinfecciones con VRS son comunes y no solo en

las poblaciones mas vulnerables ™.
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2.6 DESARROLLO DE VACUNAS Y TERAPIAS PARA LAS INFECCIONES CON
VRS

Mas alla de los esfuerzos continuos para el desarrollo de una vacuna efectiva y segura
contra VRS, y con 40 afos de investigacién en este campo no se han obtenido
resultados hasta el momento.

Las dificultades basicas para el desarrollo de una vacuna incluyen el hecho de que la
infeccion natural con VRS confiere solamente inmunidad parcial y transiente a la
reinfeccion del tracto respiratorio alto.

Muchas de las vacunas estudiadas son inefectivas en los primeros 6 meses de vida, y
es en este momento cuando la mayoria de los nifios sufren bronquiolitis causada por
VRS.

Las vacunas estudiadas hasta el momento se basan en el pasaje de virus vivo,
proteinas purificadas, y vacunas ADN convencionales .

En la década del 60 nifios tratados con una vacuna contra VRS inactivada con formalina
manifestaron una potenciacion en los mecanismos patogénicos de VRS potenciando las
complicaciones respiratorias, se ha demostrado que la falla de esta vacuna se debi6 a
la pobre maduracién de afinidad por parte de los anticuerpos anti- VRS generados "
Las dificultades fundamentales para el desarrollo de una vacuna segura son
principalmente las que siguen: el curso de la infeccion es relativamente rapido,
sobrepasando la respuesta inmune secundaria explicando las fallas en la proteccion
contra la reinfeccion. El tropismo de VRS hace que replique en células del epitelio
respiratorio en el cual el mayor mediador de resistencia a la infeccion es la IgA, la cual
tiene una vida media corta. Por otra parte la proteccién por IgG sérico es inefectiva.
Asimismo VRS esta representado por dos subgrupos antigénicos con diversidad
antigénica considerable inclusive dentro del mismo subgrupo especialmente a nivel de
la proteina G. La diversidad antigénica es importante particularmente en el caso de
ninos pequefnos que responden mejor a la proteina G. Ademas la proteina G tiene un
patron de glicosilacién inusual que induce anticuerpos levemente neutralizantes.
Finalmente, la infeccién con VRS interfiere con mecanismos inmunoldgicos pudiendo

hacer uso del propio sistema inmune del hospedador para promover su patogénesis .

De este modo el desarrollo de una vacuna efectiva y segura es un desafio importante
que impuso la necesidad de nuevas estrategias para el tratamiento de estas
infecciones. Entre estos se encuentra la inmunizacién pasiva, que ha dado resultados

auspiciosos.
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La profilaxis efectiva de las infecciones con VRS esta dada por el uso de un anticuerpo
monoclonal humanizado, dirigido contra la proteina F, PZ, el cual es administrado
mensualmente de manera intramuscular y ha demostrado ser efectivo para prevenir
infecciones severas.

Existen pocos estudios de evaluacién de efectividad de PZ, teniendo en cuenta la alta
tasa mutacional de VRS, podria esperarse la emergencia de mutantes resistentes a

esta droga.

2.7 INMUNOPRFILAXIS CON PALIVIZUMAB

El Palivizumab (PZ) es un anticuerpo monoclonal genéticamente modificado en las
porciones Fc del anticuerpo para su humanizacion, dirigido contra la proteina de fusién
de VRS. El uso de PZ demostré una disminucién en las hospitalizaciones por causa de
infecciones con VRS. Fue aprobado para su uso en pacientes considerados de alto
riesgo de infecciones severas en Estados Unidos en 1999, hoy en dia esta aprobado
para su uso en mas de 45 paises %,

Debido a los problemas en el desarrollo de vacunas efectivas contra VRS durante la
década de los 80 la inmunoprofilaxis pasiva fue estudiada como una alternativa para
estas infecciones. Las preparaciones estandar de inmunoglobulinas no protegian
adecuadamente el tracto respiratorio bajo fundamentalmente debido a los bajos titulos
alcanzados.

Se desarrollaron a continuaciéon preparaciones con concentraciones mayores de
anticuerpos neutralizantes. Estudios prospectivos, multicéntricos durante 1989 y 1992
demostraron que los nifios tratados con estas preparaciones manifestaban una
reduccion en el desarrollo de infecciones del tracto respiratorio bajo por VRS.

Un estudio de mayores dimensiones denominado PREVENT demostré que las
hospitalizaciones se redujeron en un 41% y que estas preparaciones mostraron ser
seguras y bien toleradas .

Unos afos después surgieron problemas con estas preparaciones de anticuerpos,
revelando que no son efectivos en nifos con enfermedades cardiacas congénitas
debido a su hiperviscosidad. Ademas el suministro de estas preparaciones mostro
consumir demasiado tiempo involucrando 3 a 4 horas de infusiones intravenosas.

Se desarrollaron luego anticuerpos monoclonales para solucionar los problemas con
las preparaciones anteriores. Las primeras preparaciones de anticuerpos monoclonales
se suministraban de manera intranasal. Las pruebas con anticuerpos monoclonales del

subtipo IgA mostraron buenos resultados a priori, pero posteriormente la vida media
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corta de este isotipo de inmunoglobulinas gener6 dificultades. Las pruebas con
anticuerpos IgG  suministrados de manera intramuscular no arrojo resultados
favorables.

No fue hasta el desarrollo de un anticuerpo monoclonal humanizado que los resultados
obtenidos fueron promisorios.

Como se mencion6é anteriormente PZ (Synagis ®) es un anticuerpo monoclonal
humanizado del subtipo IgG1 dirigido contra una epitope de la glicoproteina de fusién
de VRS. Su mecanismo de accion se basa en la neutralizaciéon e inhibicion de la
actividad de fusion en ambos subtipos de VRS, A y B. PZ no deriva de sangre humana y
por tanto no requiere de un suministro intravenoso, esto resulta mucho mas seguro y
conveniente con respecto a las preparaciones de Ig antes usadas. Se suministra previo
a las epidemias anuales como profilactico para individuos de alto riesgo de desarrollo de
infecciones severas de manera mensual intramuscular #.

En Uruguay el 11 de Julio de 2008 el Ministerio de Salud Publica emiti6 la resolucion del
protocolo 061 que incluye al PZ dentro del “Formulario Terapéutico de medicamentos” y
establece un protocolo de uso de PZ para la prevencién e infecciones respiratorias
bajas causadas por el VRS en nifios con alto riesgo, definiendo a esta poblacién de alto
riesgo como sigue: nifos con enfermedad pulmonar crénica dependientes de oxigeno
que tengan menos de 24 meses al inicio de la epidemia. Nifios nacidos con menos de
32 semanas de edad gestacional y menores de 6 meses al inicio de la epidemia. Nifios
nacidos con menos de 28 semanas de edad gestacional, menores de 12 meses al inicio
de la epidemia. Finalmente nifios con cardiopatia congénita no solucionada
quirdrgicamente y que requieren medicacion crénica, que tengan menos de 24 meses al
inicio de la epidemia. En Uruguay se considera el 1 de mayo como inicio de la epidemia

y el 31 de octubre como la finalizacion.

2.8 DETECCION DE MUTANTES DE ESCAPE RESISTENTES AL PZ

Como se menciond anteriormente la naturaleza del genoma viral y la existencia de
cuasiespecies permiten la emergencia rapida de virus con ventajas selectivas que lo
hacen resistentes al tratamiento con PZ. El amplio uso de PZ y particularmente su uso
en pacientes inmunosuprimidos componen oportunidades de generacién de mutantes
de resistencia.

En algunos trabajos se han aislado mutantes de escape resistentes a PZ, en uno de
estos casos un virus resistente a PZ fue seleccionado por pasaje en cultivos celulares

en presencia de PZ, el virus seleccionado mostré ser completamente resistente a esta
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droga en ratas que fueron tratadas con PZ como profilactico. Los analisis de secuencias
de este mutante de escape revelaron un cambio de nucleétido en el gen de la proteina
F en la posicion 828, este cambio fue de una A por una T comparado con una cepa
referencia del subtipo A2. Este cambio nucleotidico implicé un cambio en la secuencia
proteica en la posicion 272 de Lys a Met. Asimismo en la posicién 1591 del gen de F
existe una ambigledad entre las bases G/T para la cepa referencia mientras que en el
caso del mutante se encontré una T, si la base en el caso de la secuencia patron fuera
una T, no habrian cambios mientras que en el caso de una G, se daria un cambio
aminoacidico en la posicion 526 de Met a lle. Sin embargo la cepa de referencia mostré
ser sensible al PZ, sugiriendo que el nucleétido en la posicién 1591 no es determinante
para la resistencia.

El crecimiento del mutante resistente en células HEp-2 fue normal, asi como la
formacion de sincicios mostrando que la actividad de fusién estaba operante. Ensayos
de reactividad mostraron la pérdida de reactividad antigénica de PZ para el caso del
mutante ¥,

Estudios posteriores con aislamientos de mas mutantes demostraron que la resistencia
al PZ es en realidad variable y que la aparicién de mutaciones no avala un Unico patrén
de resistencia.

Se encontraron nuevos mutantes dos de los cuales poseen el mismo cambio
nucleotidico en la posicién 828 del gen de la proteina F, un tercer mutante mostré una
sustitucién A por C en la posicion 827 del gen F resultando en un cambio de
aminoacidos en la posicion 272 de la proteina de Lys a GiIn. Un cuarto mutante mostré
un cambio A por T en la posicion 816 del gen generando un cambio de Asn por lle en la
posicién 268 de la proteina.

La resistencia al PZ evaluada para estos mutantes evidencié que en algunos casos
existia resistencia inclusive a muy altas concentraciones de PZ, mientras que para el
ultimo mutante descripto la resistencia fue parcial, los ensayos in vitro en ratas llevaron
al mismo resultado, con una resistencia parcial al PZ en el caso de este mutante. *!
Existen también estudios de seleccion in vivo de VRS resistentes a PZ. En estos casos
se trabajé con ratas inmunosuprimidas a las cuales se les administré PZ y se inocularon
intranasalmente con VRS, posteriormente se recuperan muestras extraidas de los
pulmones de las ratas para buscar la presencia de VRS mutantes resistentes a PZ. Las
ratas del ensayo mostraron poblaciones mixtas de VRS, con mas del 50% de los VRS
recuperados conteniendo mutaciones en el gen de la proteina F. Se aislé6 ademas un
virus completamente resistente a la neutralizacion por PZ, implicando entonces un

aislamiento in vivo de un virus mutante resistente a PZ que fue seleccionado in vitro **.
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Si bien existen diversos estudios que relacionan mutaciones en el gen de la proteina F
con la resistencia de PZ, hasta el momento no existian estudios en los cuales VRS
resistentes a PZ se aislaban in vivo directamente de muestras clinicas. Recientemente
se ha publicado un trabajo en el cual se aislan VRS resistentes a PZ a partir de nifios
tratados con esta droga que revelan mutaciones en las posiciones 827 y 814 del gen
generando una pérdida en la unién de la proteina F a PZ ™.

El estudio y aislamiento de mutantes de escape y su circulacion en la poblacion es de
vital importancia debido a las implicancias que puede tener sobre la efectividad de PZ
como estrategia para el tratamiento de las infecciones respiratorias por VRS.
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3. OBJETIVOS
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Objetivo general:

Estudiar el gen de la proteina F de cepas de VRS de una coleccion de cepas
uruguayas almacenadas correspondientes a afos previos al uso de Palivizumab vy
establecer una comparacion con el gen de la proteina F de virus aislados a partir de
muestras clinicas extraidas de nifios tratados con Palivizumab como profilaxis para

infecciones con VRS.

Objetivos especificos:

e Propagacioén en cultivos celulares de cepas de VRS pre- PZ (afios previos al uso de
PZ).

e Extraccion de ARN total correspondientes a las cepas pre-PZ amplificadas en cultivo
celular.

e Extraccion de ARN total a partir de aspirados nasofaringeos de nifios tratados con PZ
como profilactico (muestras post-PZ).

e Amplificacion por RT-PCR del gen de la proteina F de VRS para cepas pre y post PZ.

e Secuenciacion del gen de la proteina F de VRS y analisis informatico de secuencias
para la busqueda de mutaciones de posible relevancia para la resistencia a PZ.
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4. DISENO EXPERIMENTAL
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Para cumplir con los objetivos planteados se programé seguir una estrategia
experimental que involucrd el uso de distintas técnicas para arribar a los resultados

esperados.

En primer lugar cepas pre-PZ almacenadas en el laboratorio se propagaron en
cultivos celulares de células susceptibles y permisivas para infecciones con VRS. Una
vez llevadas a cabo las distintas infecciones se obtuvo el material necesario para

proseguir con las extracciones de ARN total. (Ver materiales y métodos)

Ademas para aumentar el nUmero de muestras se propuso trabajar con extractos de
ARN correspondientes a cepas pre — PZ almacenados a -80°C. Se evalud previo a la
amplificacion del gen de la proteina F la amplificacion del gen de la proteina més

abundante de VRS, la proteina N.

Para el caso de las muestras post- PZ, se ided llevar a cabo una extraccion de ARN
total utilizando una columna de extraccién comercial que permitiria una mayor tasa de
recuperacion de ARN ya que en el caso de estas muestras contabamos con
voliumenes muy escasos (200 pL aproximadamente). Se evalud la positividad de las
muestras con la amplificacion del gen de la proteina N, que como se menciond
anteriormente es la mas abundantemente transcripta del virus y por ende la de mas
facil amplificacion.

Para evaluar la calidad de las extracciones de ARN realizadas se llevé a cabo la
amplificacion del gen celular de la B- globina.

Posteriormente se amplificé el gen de la proteina F de las cepas pre y post PZ, se
obtuvieron secuencias y se analizaron las mismas.

Las muestras post-PZ fueron inoculadas en cultivos celulares y se realiz6 una
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos dirigidos contra la proteina F de VRS.

Finalmente dado los resultados negativos obtenidos para las muestras post-PZ y para
intentar definir el agente etiolégico de estas muestras se amplific6 el gen de la
proteina N de Metapneumovirus y la proteina del hexén de Adenovirus, virus

respiratorios abundantes en las infecciones respiratorias invernales.
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5. MATERIALES Y METODOS
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Propagacion de cepas de VRS en cultivos celulares

Se trabajé con cultivos celulares de células HEp-2 las cuales fueron crecidas en un
medio de cultivo D-Mem (Gibco®) suplementado con 10% de suero fetal bovino estéril
(SFB) (Gibco®) y un antibiético.antimicético compuesto por penicilina 10 U/mL,
estreptomicina 10ug/mL y anfotericina 0.25 pg/mL (Gibco ®).

Se prepararon placas p60 y de 12 wells para las cepas pre — PZ, mientras que las
cepas post-PZ fueron propagadas en placas de 48 wells.

Se incubaron las células en estufa a 37 °C con 5% de CO..

Se dejo6 crecer hasta alcanzar un 80% de confluencia para la posterior infeccion de los

cultivos celulares.

Infeccion de cultivos celulares de HEp-2

Se inocularon 19 cepas pre-PZ correspondientes a los afios 1993 hasta 1999, asi
como 3 muestras correspondientes a las cepas post-PZ.

Se procedié a infectar los cultivos celulares para lo cual se descartd el medio de
cultivo de crecimiento (D-Mem ®10% SFB).

Se realizaron tres lavados con 1 mL de medio de cultivo sin SFB.

Posteriormente se inocularon los cultivos celulares con distintas cepas pre- PZ
almacenadas en N, El volumen del inéculo fue de 500 uL en el caso de las placas de
p60, 200 uL para las placas de 12 wells y 20 pL para el caso de las cepas post-PZ en
las placas de 48 wells.

Se agregdé 0.5 mL, 200uL y 20 uL para las placas p60 de 12 wells y de 48 wells
respectivamente de medio de cultivo 2% para prevenir el secado de la monocapa y
se incubo en estufa durante 2 horas con agitacion.

Pasadas las dos horas se agreg6 el volumen correspondiente de medio de cultivo 2%
SFB para completar los 5 mL en el caso de las p60 los 2 mL en el caso de las placas
de 12 wells y los 400 uL para las placas de 48 wells.

Se incub6 nuevamente en estufa a 37°C en una atmoésfera de 5% de CO..
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Periédicamente se observaron los cultivos celulares mediante microscopia Optica en
busqueda de la formacion de sincicios (efecto citopatico caracteristico de las

infecciones por VRS).

Recuperacion de material a partir de los cultivos celulares infectados

Tras la generacion de efecto citopatico caracteristico y considerable se procedié a
recuperar el material para proseguir a partir de los cultivos celulares.

Para la recuperacion a partir de los cultivos celulares se procedid a raspar la
monocapa con la ayuda de un raspador de plastico estéril o un tip estéril en el caso de
las placas de 48 wells, se traspaso6 el contenido de la placa a un tubo falcon o
eppendorf, y en el caso de las placas p 60 se guardo 1 mL de su contenido en un
criotubo para almacenar en N..

Se centrifugé a 1200 rpm durante 5 minutos.

Se descart6 el sobrenadante y se lavé el pellet con buffer PBS estéril.

Se volvio a centrifugar y se guardaron los pellet a -80 ° C para utilizarlos
posteriormente en la extraccion de ARN y en el caso de las cepas post-PZ para el

montaje de la lamina de inmunofluorescencia.

Extraccion de ARN total correspondientes a las cepas pre-PZ amplificadas en
cultivo celular

La extraccion del ARN total a partir de las cepas propagadas en cultivo celular se
realiz6 mediante el método de Trizol Gibco® siguiendo las especificaciones del
fabricante.

Se agreg6 a cada pellet 500 uL de Trizol, se resuspendio el pellet mediante pipeteo y
vortex, se transfirid6 a tubos eppendorf de 1.5 mL y se dejé 5 minutos en reposo a
temperatura ambiente (TA).

Se anadio 0.2 mL de cloroformo y se dio vortex durante 15 segundos. Se dejo reposar
3 minutos a TA.

Se centrifugd a 14.000 revoluciones por minuto (RPM) y 4°C durante 15 minutos y se
recuperd la fase superior sin recoger la interfase.

Se anadié 0.5 mL de isopropanol se mezclé y se dejé 10 minutos a TA.

Se centrifugd nuevamente a 14.000 RPM durante 10 minutos y 4°C. Se retird el

sobrenadante y se agregd 1 mL de etanol 75% a cada pellet.
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Se centrifugd a 14.000 RPM y 4 °C durante 2 minutos.

Se retird el sobrenadante y se secé el pellet aproximadamente 30 minutos en estufa.
Se resuspendio el pellet en 50 uL de H,O estéril mediante pipeteo y vortex y se
calent6 a 60 °C no mas de 15 minutos.

Para preservar la integridad del ARN se almacené a -80°C.

Amplificacion por RT-PCR del gen de la proteina N de VRS de extractos de ARN
almacenados a -80°C, de cepas Pre-PZ propagadas en cultivo celular y de
muestras post-PZ

En el caso de los extractos almacenados a -80°C la RT se realiz6 para un volumen
final de 20 pL utilizando el primer N2: 5°- CTT CTG CTG TCA AGT CTA GTA CAC
TGT AGT — 3" en una concentracion de 500 ng/uL. Partiendo de una alicuota de 3 puL
del extracto de ARN total se adiciond una primera mezcla de reaccién conteniendo 1
uL de un mix de desoxirribonucleétidos (ANTPs) 10 mM (Fermentas ®), 5uL del primer
especificado y 4 uL de agua estéril ultrapura Gibco ®.

Se incub6 a 65 °C durante 5 minutos y luego se mantuvo en hielo por 2 minutos.

Una segunda mezcla de reaccion compuesta por 4 uL de buffer 5X first strand
(Invitrogen ®) y 2ul de DTT 0.1M (Invitrogen ®) fue adicionada e incubada durante 2
minutos a 42°C. Finalmente se agregd 1 uL de enzima RT Superscript Il (Invitrogen ®)
en una concentracién de 200 U/uL y se incubé por 50 minutos a 42 °C seguido de una

etapa de 15 minutos de inactivacion a 70 °C.

La PCR fue realizada en un volumen final de 50 pL utilizando los primers N1: 5°-
GGA ACA AGT TGT TGA GGT TTA TGA ATATGC- 3" y N2:5- CTT CTG CTG
TCA AGT CTA GTA CAC TGT AGT - 3° en concentraciones de 10 uM ambos.
Partiendo de una alicuota de 2 uL de ADNc se adicion6 una mezcla de reaccién
conteniendo 5 pL de buffer 10X (Invitrogen ®); 1.5 uL de MgCl, 50mM (Invitrogen ®);
1 uL de dNTPs 10mM (Fermentas ®) 1 uL de cada uno de los primers especificados y
0.4 pL de enzima Recombinant Taq Polimerasa (Invitrogen ®) 5U/uL. Para completar
el volumen de reaccion se agregaron 37.9 ulL de agua ultrapura estéril (Gibco ®).

Se incubd durante 2 minutos a 94°C, seguido de 25 ciclos de 45 segundos a 94°C
(desnaturalizacion), 45 segundos a 54°C (annealing), y 45 segundos a 72°C
(extension). La extension final se llevo a cabo durante 5 minutos a 72°C.
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Para el caso de las cepas pre-PZ propagadas en cultivo celular, la amplificacién del
gen de la proteina N de VRS se llevdo a cabo siguiendo el mismo protocolo
anteriormente especificado.

En el caso de las cepas post-PZ la RT se realizo siguiendo el mismo protocolo con la
salvedad que el volumen final en este caso fue de 10 uL, de modo que los volumenes
de cada reactivo utilizado se redujeron a la mitad y por otra parte se partié de 4 uL de
extracto de ARN debido a la menor concentracion de ARN viral esperada en una
muestra clinica.

En cuanto a la PCR, se realiz6 en un volumen final de 50 uL utilizando los mismos
primers y en las conecntraciones especificados para la amplificacion de la proteina N
de extractos almacenados. Se partié de una alicuota de 2 uL de ADNc y se adicion6
una mezcla de reaccion conteniendo 5 uL de buffer PCR 10X (SBS Genetech ®), 1 uL
de mix de dNTPs (Fermentas ®) 10 mM, 1.5 uL de cada uno de los primers en las
concentraciones especificadas, 0.3 pL de enzima Tag polimerasa en una
concentracién de 5U/uL (SBS Genetech ®). Para completar el volumen final se
adicioné 38.7 uL de agua ultrapura estéril (Gibco ®). Se mantuvo el mismo ciclado
anteriormente mencionado para la amplificacion de la proteina N de VRS de extractos

de ARN almacenados.

Amplificacion por RT-PCR del gen de la proteina F de VRS para cepas pre y post
Pz

Para la RT - PCR de la proteina F fueron probadas diferentes enzimas
correspondientes a distintas firmas comerciales, obteniendo buenos resultados con
algunas de las enzimas testeadas.

En algunos casos la RT se llevd a cabo en un volumen final de 20 uL se utilizd el
primer ECORI 1899  5°- CGG AAT TCG ATA TAA CTA TAA ACT AGG- 3" en
concentracion de 10 uM. Partiendo de 1 uL de la extraccion de ARN total se adiciond
una primera muestra de reaccion compuesta por 2 uL del primer en la concentracion
especificada, y 9 uL de agua ultrapura estéril (Gibco ®). Se incub6 a 70 °C durante 5
minutos y luego se mantiene en hielo durante 2 minutos.

Una segunda mezcla de reaccion compuesta por 4 pL de buffer 5X, 1 uL de agua
ultrapura estéril (Gibco ®) y 2 uL del mix de dNTPs 10 mM (Fermentas ®) fue

adicionada e incubada a 37°C durante 5 minutos. Finalmente se adicioné 1 uL de
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enzima H- Minus 200U/uL (Fermentas ®). Se incub6 a 42°C durante 60 minutos con
una etapa final de inactivacién de 70°C durante 10 minutos.

En el caso de otras cepas la RT se realizd en un volumen final de 9.5 uL. Partiendo de
1 uL de los extractos de ARN total se agregd una mezcla de reaccién compuesta por
0.5 uL de mix de dNTPs (Fermentas ®) 10 mM, 0.5 uL del primer ECO 1899 en una
concentracion de 500 ng/uL y 5 uL de agua ultrapura estéril (Gibco ®). Se incubd por
5 minutos a 65°C y luego se mantuvo en hielo por 2 minutos. Se agregd una segunda
mezcla de reaccién conteniendo 2 uL de buffer 5X (Invitrogen ®), 1 uL de DTT 0.1 M
(Invitrogen ®) y se incubd a 42°C durante 2 minutos. Finalmente se adicion6 0.5 pL de
enzima RT Superscript Il (Invitrogen ®) en una concentracién de 200 U/uL y se incubo
a 42°C durante 50 minutos seguido de una etapa de inactivacion de 15 minutos a
70°C.

La PCR se llevd a cabo en un volumen final de 50 uL utilizando los primers ECORI
1899 5- CGG AAT TCG ATA TAA CTA TAA ACT AGG- 3"y F1BamHI 5°- CGG GAT
CCC GGG GCA AAT AAC AAT GG-3" en concentraciones de 10 uM. Partiendo de
una alicuota de 2 uL de ADNc se adicion6 una mezcla de reaccién compuesta por 5
uL de buffer 10X PCR (Invitrogen ®), 1.5 uL de MgCl, 50 mM (Invitrogen ®), 1 uL de
mix de dNTPs, 1 uL de cada uno de los primers en las concentraciones especificadas
y 0.4 uL de enzima Recombinant Tag DNA polimerasa (Invitrogen ®) 5 U/uL. Para
completar el volumen de reaccién se adicionaron 38.1 puL de agua ultrapura estéril
(Gibco ®). Se incubd durante 5 minutos a 94°C seguido de 25 ciclos de 1 minuto y
medio a 94°C (desnaturalizacion), 1 minuto y medio a 65°C (annealing) y 1 minuto y
medio a 72°C (extension) seguido de una etapa de extensién final de 7 minutos a
72°C.

La PCR en otros casos se llevoé a cabo en un volumen final de 50 pL utilizando los
mismos primers antes mencionados en concentraciones de 10 mM. A partir de 2 puL
de ADNCc se agregd una mezcla de reaccién compuesta por 10 uL de 5 X HF buffer
(Finnzymes ®), 1ul de mix de dNTPs 10mM (Fermentas ®), 2.5 ul de cada uno de los
primers 31.5 uL de agua ultrapura estéril (Gibco ®) y 0.5 uL de la enzima de alta
procesividad Phusion Hot Start 2U/uL (Finnzymes ®). El ciclado fue igual al utilizado
en el caso anterior.

Para el caso de las cepas post-PZ la RT se llevé a cabo utilizando la enzima
Superscript Il (Invitrogen ®) tal cual fue descripto anteriormente y la PCR se realizd

utilizando la enzima Taq polimerasa en una concentracion de 5U/uL (SBS Genetech
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®) utilizando los mismos primers anteriormente mencionados y siguiendo las
especificaciones del fabricante que fueron indicadas para el caso de la amplificacion
del gen de la proteina N.

Secuenciacion del gen de la proteina F de VRS y analisis informatico de
secuencias para la busqueda de mutaciones de posible relevancia para la
resistencia a PZ

Los fragmentos amplificados por RT-PCR para el gen de la proteina F de VRS fueron
secuenciados en un secuenciador automatico ABI 3730 XL o ABI 3700 (Macrogen,
Corea). Las reacciones de secuenciacién se realizaron utilizando los siguientes
primers: F597 5°- GGT CTA ACA CTT TGC TGG — 3"; F844 5°- TGT CTA ACT ATT
TGA ACA — 3’; F1306 5- GAT TCC ACG ATT TTT ATT GG — 3" y F1899 5’- CGG
AAT TCG ATA TAA CTA TAAACT AGG 3.

Previo a la secuenciacién se llevé a cabo un paso de purificacion utilizando el kit
comercial QlAquick extraction kit (Quiagem ®) siguiendo el protocolo especificado por
el fabricante.

Las secuencias obtenidas fueron corregidas y editadas mediante el uso del programa
informatico BioEdit 7.0.5.3. Las secuencias obtenidas fueron sometidas a un
alineamiento multiple utilizando el programa ClustalW del pack BioEdit 7.0.5.3.

Posteriormente se analizaron estos alineamientos en busca de posibles mutaciones.

Datos clinicos de las muestras post-PZ utilizadas

Los aspirados nasofaringeos utilizados para este trabajo fueron obtenidos con el aval
del comité de ética, con su correspondiente consentimiento informado en el Centro
Hospitalario Pereira Rosell. Dichos aspirados fueron procesados como positivos para
VRS mediante el uso de un kit rapido de diagnéstico (Check 1 Rapid
Immunocromatography tests ® Laboratorio Veda)

Muestra 12: Nifio de 73 dias de edad al cual se le suministré una dosis de PZ debido
a prematurez.
Ingreso al nosocomio debido a un motivo diferente de infeccion respiratoria, a los 11

dias de internacién desarrolla una infeccién respiratoria intrahospitalaria.
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La muestra tomada resulta positiva para VRS mediante la utilizacion de kit rapido

diagndstico.

Muestra 74: Nifio de 2 meses y 22 dias de edad al cual se le suministraron 2 dosis
de PZ debido a prematurez.

En el momento de ingreso contaba con 5 dias de enfermedad, requiri6 asistencia
ventilatoria mecanica.

La primera muestra tomada el dia de ingreso dio positiva para VRS mediante la

utilizacién de un kit rapido de diagnéstico.

Muestra 104: Nina de 1 mes y 25 dias de edad. Recibe una dosis de PZ debido a
prematurez.

Ingresa debido a una causa diferente a infeccion respiratoria con pase a CTI. La
muestra tomada el dia de ingresé es positiva para VRS y se toma una segunda
muestra 8 dias después que es negativa para VRS.

Extraccion de ARN total a partir de aspirados nasofaringeos de nifos tratados
con PZ utilizando un kit de extraccion comercial

En el caso de las muestras post Palivizumab las extracciones de ARN a partir de los
aspirados nasofaringeos se realizaron utilizando una columna de extraccién de ARN
comercial Qlamp Viral RNA Quiagem ® debido al escaso volumen de muestra asi
como al bajo porcentaje de recuperaciéon con el que cuenta el método de extraccion
Trizol- cloroformo para el caso de muestras clinicas en comparacién con columnas de
extraccién comerciales.

El procedimiento de extraccion de ARN se llevo a cabo siguiendo las especificaciones
del fabricante, para lo cual se partié de 140 uL de aspirado nasofaringeo al cual se le
adiciond 560 uL de buffer de lisis AVL mas carrier y se mezcld por vértex durante 15
segundos. Se incub6 a temperatura ambiente por 10 minutos. Se centrifugd
brevemente para remover gotas de la tapa y se agregd 560 uL de etanol, se mezclo
por vértex 15 segundos.

Se agreg6 630 uL de la solucién anterior en la columna Qlamp Viral RNA con tubo de
recoleccién de 2 mL. Se centrifugd a 8.000 RPM por un minuto. Se descarto el filtrado
y se centrifugd nuevamente a 8.000 RPM hasta que toda la solucién pasé por la

columna de extraccién.
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Se abrié la columna y se repitié la adiciéon de 630 uL de soluciéon y se centrifugo
nuevamente.

Se agregd 500 uL de buffer de lavado AW1 y se centrifugé a 8.000 RPM durante un
minuto y se descartdé el filtrado. Se transfirid la columna a un nuevo tubo de
recoleccién y se agreg6 500 puL de buffer de lavado AW2, se centrifugd a 14.000 RPM
durante 3 minutos. Se descart6 el filtrado y se centrifugé a maxima velocidad durante
1 minuto.

Se transfirié la columna a un tubo eppendorf y se descarto el filtrado. Se agregd 50 puL
de buffer de elucién AVE equilibrado a temperatura ambiente, se incub6 durante 1
minuto y se procedié a la elucion por centrifugacion a 8.000 RPM durante 1 minuto.

Amplificacion mediante RT-PCR del gen de la B-globina para testear la calidad de
las extracciones de ARN a partir de los aspirados nasofaringeos
correspondientes a las cepas post — PZ

La B-globina es una de las cadenas de la proteina globina, que conforma la parte
proteica de la hemoglobina. Es un gen celular que mediante su amplificacién permite
testear la calidad de una extraccién de ARN total.

Se llevo a cabo la amplificacion por RT-PCR de este gen celular con el fin de evaluar
la calidad de la extraccion de ARN total llevada a cabo con la columna comercial
antes mencionada.

La RT se llevé a cabo en un volumen final de 15 plL se utilizd el primer 25 5°-GGT
GAG GAT CTT CAT GAG GT-3"en concentracion de 100 uM. Partiendo de 5 uL de la
extraccion de ARN total se adiciond una primera mezcla de reaccion compuesta por 1
uL de primer B25 en la concentracion mencionada, y 5uL de agua estéril ultrapura
(Gibco ®). Se incub6 por 5 minutos a 70°C y se puso en hielo durante 2 minutos.

Una segunda mezcla de reaccion compuesta por 5 uL de buffer 5X (Fermentas ®), 2
uL de mix de dNTPs (Fermentas ®) 10mM, 2 uL de agua ultrapura estéril (Gibco ®) y
1 uL de la enzima RT MMLV 200 U/uL (Fermentas ®) fue adicionada. Se incubd

durante 1 hora a 42°C seguido de una etapa de inactivacién de 15 minutos a 70°C.

La PCR se realiz6 en un volumen final de 50 pL utilizando los primers 25 y 15 5'-
TCC TAC AAT GAG CTG CGT GTG-3" en concentraciones de 10 uM. Partiendo de
una alicuota de 5 uL de ADNc se adicioné una mezcla de reaccion conteniendo 15 pL
de buffer 10 X (SSB Genetech®), 1 uL de mix de dNTPs (Fermentas ®) 10mM, 3uL
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de cada uno de los primers en las concentraciones especificadas, 0.5 uL de Taqy se
completé el volumen final con la adicion de 27.5 uL de agua ultrapura estéril (Gibco
®).

Se incub6 durante 3 minutos a 94°C seguido de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C
(desnaturalizacion), 1 minuto a 55°C (annealing) y 1 minuto a 72°C (extensién).

Seguido de una etapa de extensién final de 5 minutos a 72°C.

Inmunofluorescencia a partir de aspirados nasofaringeos de nifios tratados con
PZ como profilactico para verificar la negatividad para VRS de las muestras
clinicas

Cultivos celulares de HEp-2 en placas de 48 wells fueron infectados con 20 uL de los
aspirados nasofaringeos correspondientes a los pacientes tratados con Palivizumab.
Luego de 36 horas de incubacién se transfirieron 20 uL de cada infecciéon a un pocillo
en la ldmina de inmunofluorescencia.

Luego del secado se procedio a fijar las muestras. Una de las laminas fue fijada con
metanol y acetona, sumergiendo la lamina en metanol preenfriado a -20°C durante 5
minutos y a continuacién 30 segundos en acetona preenfriada a -20 °C.

El duplicado se fij6 con paraformaldehido, se sumergi6 la lamina en formaldehido y
se incubd durante 30 minutos a 37 °C. Ambas laminas se dejaron secar.

A continuacién se bloquearon las laminas con buffer PBS seroalbimina bovina 1%
durante 10 minutos a TA.

Se incubé durante 30 minutos a TA con un anticuerpo monoclonal (2F) dirigido contra
la proteina F cedido por el Dr. Melero del Instituto de Salud Carlos Il de Madrid, se
agregaron 50 pL por pocillo del anticuerpo sin diluir por ser sobrenadante de
hibridomas. Se lavé 3 veces durante 5 minutos con PBS sumergiendo el porta con
agitacion.

Se incub6 30 minutos a TA con el anticuerpo conjugado diluido 1% en seroalbimina
bovina — PBS, el anticuerpo conjugado Alexa Fluor anti-mouse IgG (Molecular Proben
®) en una concentracion de 2 mg/mL es dirigido contra la porcién Fc de los
anticuerpos de raton y esta conjugado a un fluorocromo. Se utilizd6 en una dilucion
1:10.

Se lavé 3 veces durante 5 minutos sumergiendo el porta en PBS con agitacion.

Se agreg6 a cada pocillo el colorante de nicleos Azul de Evans 1:30000 durante 5

minutos, se enjuag6é con agua destilada y se dej6 secar. Se monté con anti-fade
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Dabco y se observd en un microscopio de fluorescencia utilizando los filtros
caracteristicos para la emision de cada fluoréforo.

Amplificacion por pcr anidada de la proteina del hexén de Adenovirus

Para la amplificacion del gen de la proteina del hexén se llevd a cabo una PCR
anidada. El primer round se realizé en un volumen final de 50 pL. Se partié de 5 pL de
extraccion de ADN y se adicioné una mezcla de reaccién compuesta por 5 uL de
buffer 10X PCR, 1 uL de mix de dNTPs 10 mM (Fermentas ®), 1 uL de los primers
AD1F y AD1R en concentraciones de 20 pmol, 0.3 puL de enzima Taq y 36.7 uL de
agua ultrapura estéril (Gibco ®). Se incubd durante 2 minutos a 94°C, seguido de 45
ciclos de 30 segundos a 94°C (desnaturalizacion), 2 minutos a 50 °C (annealing), 1
minuto a 68 °C (extensién).

El segundo round se llevd a cabo en un volumen final de 50 pL. Partiendo de 2 uL del
producto del primer round se adicion6 una mezcla de reaccion formada por 5 pL de
buffer 10X PCR, 1 uL de mix de dNTPs 10mM (Fermentas ®), 1 uL de los primers
AD2F y AD2R en una concentracion de 20 pmol, 0.3 uL de enzima Taq y 39.7 uL de
agua ultrapura estéril (Gibco ®). Se incubd durante 5 minutos a 95°C, seguido de 35
ciclos de 30 segundos a 94°C (desnaturalizacion), 1 minuto a 55°C (annealing), y 30
segundos a 72°C (extensién).

Electroforesis en gel de agarosa al 1%

En todos los casos los productos de amplificacién fueron corridos en un gel de
agarosa en una concentracién al 1%. Se corri6 a 125V en buffer TBE 1X
aproximadamente por 40 minutos. Una vez que el frente de corrida avanzé la
distancia suficiente como para resolver las bandas del tamafo esperado se terminé la
corrida.
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6. RESULTADOS
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Propagacion de cepas de VRS pre- PZ en cultivos celulares

Se propagaron en cultivo de células HEp-2 19 cepas de VRS pre-PZ. La apariencia de
las células HEp-2 sin infectar es similar a la de otras lineas celulares epiteliales
(Figura 4A). Las células infectadas por VRS desarrollaron un efecto citopatico (ECP)
caracteristico de formacion de sincicios como se puede ver en las figuras 4B y 4C.

La aparicion de este efecto citopatico fue variable en el tiempo para el caso de las
distintas cepas pre-PZ propagadas debido a que se desconocia la carga viral de cada
una de las muestras.

En algunos casos el ECP aparecié tras 48 horas de infeccién, en otros casos se
requirié de mas tiempo de incubacion asi como pasajes en ciego para intentar lograr
la amplificacion. (Tabla 1)

Figura 4: A) Fotografia que muestra la morfologia epitelial tipica de las células HEp-2

disponible desde: [ http://www.atcc.org/] B y C) Fotografias tomada a partir de las infecciones
de células HEp-2 con cepas de VRS pre-PZ en las cuales se puede ver claramente la
aparicion de los caracteristicos sincicios, efecto citopatico particular de VRS.

Estrategia del pasaje en cultivo celular de las cepas pre-PZ

La propagacion en cultivo celular de las cepas pre-PZ se representa en la tabla 1, se
indica el ano correspondiente a cada muestra, el tipo de placa utilizada, el tiempo de
incubacion, si hubo una segunda infeccion y pasaje en ciego y la aparicién de ECP.
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Los pasajes en ciego se realizan para intentar propagar el virus inclusive aunque en la
primera infeccion el titulo viral no haya sido suficiente para generar ECP o cuando la
generacion del ECP no mostr6 ser demasiado clara.

Como resultado de la propagacion en cultivo celular de las cepas pre-PZ se obtuvo
material para la extraccion de ARN total de las muestras indicadas con una flecha en

la tabla 1.
Cepas pre- | Afio de la| Tipo de | Tiempo de | ECP | Segunda ECP
PZ muesira placa incubacion infeccion
Long P60 48 hrs. vV
—»03N/638 1993 P60 48 hrs. v
1 94N/230 1994 P60 48 hrs. i I
95N/506 1895 12 wells | 5 dias X | Pasajeciego | X
__£.9506241 1995 P&0 48 hrs. i
96B/461 1996 12 wells | 48 hrs. v Pasaje ciego | ¥
__ L 96N/408 1996 12 wells | 48 hrs. v Pasaje ciego | ¥
—»06MN/B55 1996 12wells | 48 hrs. v
96B/445 1996 12wells | 5dias X
97N/B25 1997 12wells | 5dias X
—rarai2 1997 12 wells | 48 hrs. i
97B/148 1997 12wells [ 5dias X | Pasajeciego [ X
—Fa7N/B33 1997 P&0 48 hrs. i
— . 97N/B25 1997 12 wells | 48 hrs. v 7
—»88B/701 1998 P&0 48 hrs. v
898B/752 1998 12 wells | 48 hrs. v
—»98B/700 1998 12wells | 5dias X | Pasajeciego | X
_ L98B/702 1998 12wells | 48 hrs. v Pasaje ciego | X
99M/733 1999 12 wells | 5dias X Pasaje ciego | X

Tabla 1: Cepas pre-PZ propagadas en cultivo celular. Los simbolos v yX representan la
generacién y no generacién de ECP respectivamente, mientras que los doble v indican que el
ECP generado fue caracteristico y prominente.

Las flechas a la izquierda indican aquellos casos en los cuales fue posible proseguir con la
extraccion de ARN total para la posterior amplificacién del gen de la proteina F.

Amplificacion del gen de la proteina N de VRS de extractos de ARN almacenados
a -80°C de cepas pre-PZ

Los extractos de ARN testeados mediante la amplificacion del gen de la proteina N y
los resultados de la amplificacion se representan en la tabla 2.
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Muestra | Producto de amplificacion
93/161 v
94N/018 | v
94N/246 | v
95B/304 | X
95N/638 | v
96N/451 | v
96N/506 | v
97B/650 | v
97N/613 | ¥
99B/806 | X
99B/780 | X

Tabla 2: Se representan los resultados obtenidos para la amplificacion del gen de la proteina
N de VRS en el caso de los extractos de ARN almacenados a -80°C para el caso de cepas
pre-PZ. El simbolo v indica que se obtuvo producto de amplificacion mientras que el signo
Xindica lo contrario.

La figura 5 muestra una electroforesis en gel de agarosa al 1% realizado para
observar los productos de amplificacién de las distintas RT- PCR del gen de la
proteina N de los extractos de ARN almacenados. Se cargaron 8 uL de muestra y 2
uL de buffer de carga en cada caso. El marcador de peso molecular es de 100 pb
(Fermentas ®), El tamafo del producto de amplificacién del gen de la proteina N de
VRS es de 280 pb.
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500 pb

4umm 280 pb

Figura 5: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de amplificacion de la RT-
PCR para el gen de la proteina N correspondientes a cepas pre-PZ. Carriles: 1) Marcador de
peso molecular; 2) muestra 99B/806; 3) muestra 99B/780; 4) muestra 97B/650; 5) muestra
96N/506; 6) muestra 94N/018; 7) Control positivo cepa de referencia Long; 8) Control negativo
sin ARN. El producto de amplificacion de la proteina N de VRS es de 280 pb.

Amplificacion del gen de la proteina N de las cepas pre-PZ propagadas en
cultivo celular

Las extracciones realizadas a partir de las cepas propagadas en cultivo celular fueron
utilizadas para realizar la RT-PCR de la proteina N obteniéndose producto de
amplificacion en todos los casos testeados. La figura 6 muestra una de las
electroforesis en gel de agarosa al 1% para visualizar los productos de amplificacion
para el gen de la proteina N de VRS en el caso de cepas pre-PZ propagadas en
cultivo celular. Se cargaron 8 uL de muestra y 2 uL de buffer de carga en cada caso.
El marcador de peso molecular es de 100 pb (Fermentas ®). El tamafo del producto
de amplificacion del gen de la proteina N de VRS es de 280 pb
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500 pb

280 pb

Figura 6: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de amplificacion de la RT-
PCR para el gen de la proteina N de cepas pre-PZ propagados en cultivo celular. Carriles: 1)
Marcador de peso molecular; 2) muestra 94N/230 (partiendo de menos cantidad de ARN); 3)
muestra 94N/230; 4) muestra 93N/638; 5) muestra 96B/451; 6) Control positivo, cepa de
referencia Long; 7) Control negativo sin ARN. El producto de amplificacion de la proteina N de
VRS es de 280 pb.

Amplificacion del gen de la proteina N de VRS de cepas post —PZ para verificar
la positividad para VRS de las muestras

Las extracciones de ARN de muestras post-PZ fueron utilizadas para llevar a cabo
una RT-PCR y amplificar el gen de la proteina N de VRS de modo de verificar la
positividad de las muestras. La figura 7 muestra la electroforesis en gel de agarosa
para visualizar los productos de amplificacion. Los volumenes de muestra cargados
asi como los de buffer de carga y marcador de peso molecular fueron analogos a los
utilizados anteriormente.

No se observa producto de amplificacién en ninguna de las muestras post-PZ
evaluadas, excepto en el caso del control positivo.
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500 pb

4mmm 280 pb

Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de amplificacion de la RT-
PCR para el gen de la proteina N a partir de las muestras clinicas post-PZ. Carriles: 1)
Marcador de peso molecular; 2) muestra N°12; 3) muestra N°12 (menor volumen de ARN); 4)
muestra N°72; 5) muestra N°72 (menor volumen de ARN); 6) muestra N°104; 7) muestra
N°104 (menor volumen de ARN); 8) control positivo producto de PCR de cepa de referencia
Long; 9) Control negativo sin ARN. El producto de amplificacion de la proteina N de VRS es de
280 pb.

Amplificacion del gen de la B-globina para testear la calidad de las extracciones
de ARN a partir de los aspirados nasofaringeos correspondientes a las cepas
post — PZ

Las extracciones de ARN de las cepas post-PZ fueron testeadas mediante la
amplificacion del gen de la B-globina el cual fue positivo en todos los casos avalando
la calidad de las extracciones de ARN. (Figura 8).

Se cargaron 8 uL de muestra y 2 uL de buffer de carga en cada caso. El marcador de
peso molecular es de 100 pb (Fermentas ®). El tamano del producto de amplificacion

del gen de la B-globina es de 314 pb.
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Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de amplificacion de la RT-
PCR para el gen de la B-globina a partir de las extracciones de ARN de las muestras post-PZ.
Carriles: 1) Marcador de peso molecular; 2) muestra N° 12; 3) muestra N° 74; 4) muestra N°
104; 5) Control positivo, producto de amplificacién de extraccion de ARN positiva para la
amplificacién de B-globina; 6) Control negativo sin ARN. El producto de amplificacién del gen
de la B-globina es de 314 pb.

Amplificacion por RT-PCR del gen de la proteina F de VRS para cepas pre y post
Pz

La amplificacion del gen de la proteina F permitié6 obtener producto de amplificacion
para la posterior secuenciacién en el caso de las cepas pre-PZ propagadas en cultivo
celular que mostraron ECP marcado. En el caso de los extractos de ARN
almacenados a -80°C se logro amplificar el gen de la proteina F en un solo caso.

La figura 8 A muestra una electroforesis en gel de agarosa al 1% para los productos
de amplificacién del gen de la proteina F en el caso de cepas pre-PZ. Se cargaron 5
uL de cada una de las muestras mas 1 uL de buffer de carga. El marcador de peso
molecular es de 1 kb (Fermentas ®), El tamafo del producto de amplificacién del gen
de la proteina F de VRS es de 1800 pb.

En el caso de las cepas post-PZ, luego de haber testeado la calidad de las
extracciones de ARN mediante la amplificacién del gen de la B-globina se intento
amplificar el gen de la proteina F sin obtenerse resultado positivo. (Figura 8B) Se
cargo en cada carril volimenes analogos a los utilizados en el caso de las muestras
pre-PZ.
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1800 pb
A

Figura 8: A) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de amplificacién de la
RT- PCR para el gen de la proteina F a partir de las muestras pre-PZ. Carriles: 1) Marcador de
peso molecular; 2) muestra 96N/451; 3) muestra 94N/018; 4) muestra 94N/246; 5) muestra
95N/638; 6) muestra 96B/461; 7) muestra 94N/230; 8)control positivo, cepa de referencia Long;
7) Control negativo sin ARN.

B) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de amplificacion de la RT- PCR
para el gen de la proteina F a partir de las muestras post-PZ. Carriles: 1) Marcador de peso
molecular; 2) muestra N° 12; 3) muestra N°74; 4) muestra N° 104; 5) control positivo cepa de
referencia Long; 6) Control negativo sin ARN.

El producto de amplificacién de la proteina F de VRS es de 1800 pb.

Secuenciacion del gen de la proteina F de cepas de VRS pre-PZ y analisis
informatico de secuencias para la busqueda de mutaciones de posible
relevancia para la resistencia a PZ

Para establecer la existencia de cambios nucleotidicos y eventualmente
aminoacidicos presentes en la secuencia del gen de la proteina F de las cepas de
VRS pre-PZ que pudieran coincidir con las anteriormente reportadas como
mutaciones generadoras de resistencia al PZ se obtuvo la secuencia completa del gen
de la proteina F. Se realizé un alineamiento multiple mediante la utilizacién de
programas informaticos (ver materiales y métodos).

Los resultados obtenidos evidencian que en las regiones 816,827 y 828 del gen de la
proteina F, donde habian sido reportados cambios responsables de la resistencia al
PZ no se encontraron cambios para el caso de las muestras pre-PZ. Sin embargo en
la posicion 814 del gen, fue previamente descripto un cambio nucleotidico A>G
responsable en parte de la resistencia al PZ. El resultado obtenido muestra que dicha
mutacion esta presente en una cepa pre-PZ correspondiente al afio 1996. (Figura 9)
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Asimismo se puede observar en las secuencias una region de variabilidad que

flanquea los sitios de mutaciones reportados.

814 l - “l 828

814 A>G 272 Lys=>Glu
816 AST 268 Asn>Ile
827 A>C 272 Lys=>Gln
827 A>G 272 Asn>8er
828 AT 272 Lys>Met

Figura 9: Alineamiento de secuencias del gen de la proteina F de cepas pre-PZ. Las
secuencias alineadas corresponden a una secuencia de referencia obtenida a partir del banco
de datos del GenBank, la secuencia M11486, ademas se secuencio la cepa de referencia Long
con la que se trabajé y las cepas correspondientes a los afios indicados. Se indican las
regiones en las cuales han sido reportadas mutaciones de relevancia en la resistencia al PZ y
dichos cambios nucleotidicos y aminoacidicos. Se indica ademas con un recuadro el caso de
la cepa correspondiente al afio 1996 que muestra un cambio nucleotidico en la posicién 814
como el que fue reportado.

Inmunofluorescencia a partir de aspirados nasofaringeos de nifios tratados con
PZ como profilactico para verificar la negatividad para VRS de las muestras
clinicas
La inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo contra la proteina F de VRS (2F) no
mostré senal en el caso de ninguna de las muestras post-PZ indicando la negatividad
de las muestras para VRS. En la figura 13 se puede observar la clara fluorescencia en
el caso del control positivo y la ausencia de la misma en el control negativo y las

diferentes muestras.
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Figura 13: Inmunofluorescencia (IF) de muestras post-PZ utilizando un anticuerpo monoclonal
2F (izquierda) y el fluord foro que tife los nucleos celulares DAPI ®(derecha) .

a) Control positivo cepa de referencia Long - 2F b) cepa Long - DAPI c¢) Control negativo
células HEp-2 sin infectar — 2F d) células HEp-2 sin infectar - DAPI e) muestra N°12 - 2F f)
muestra N°12 - DAPI g) muestra N°74 - 2F h) muestra N°74 - DAPI de i) muestra N° 104 — 2F
j) muestra N° 104 - DAPI

Amplificacion de la proteina del hexéon de Adenovirus para testear una posible
coinfeccion VRS- Adenovirus

Se amplifico la proteina del hexén de Adenovirus mediante una PCR anidada
obteniéndose producto de amplificacién en los casos de las muestras N° 12 y N°104.
La figura 15 muestra la electoforesis en gel de agarosa al 1% realizada para visualizar
dichos productos de amplificacién. Se cargaron 8 uL de muestra y 2 uL de buffer de
carga en cada caso El marcador de peso molecular es de 100 pb (Fermentas ®). El
tamano del producto de amplificacién del gen de la proteina del hexdén de Adenovirus
es de 168 pb.

500 p

168 pb

Figura 15: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de amplificacién de la PCR
anidada para el gen del hexdn de Adenovirus a partir de las muestras post-PZ. Carriles: 1)
Marcador de peso molecular; 2) muestra N°12; 3) muestra N°74; 4) muestra N°104; 5) control

positivo muestra positiva para Adenovirus; 6) Control negativo sin ADN.
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El producto de amplificacién de la proteina del hex6n de Adenovirus es de 168 pb.

Los productos de amplificacion obtenidos fueron secuenciados y a dichas secuencias
se le realiz6 un andlisis de homologia utilizando la herramienta BLAST del sitio NCBI
en la base de datos del Genbank obteniéndose como resultado que la muestra post-
PZ N°104 resulté ser positiva para Adenovirus B. El resultado obtenido en el BLAST
de la secuencia correspondiente a la muestra N°12 no evidenci6 positividad para

Adenovirus.
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7. DISCUSION
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Los niflos menores de 18 meses, niflos prematuros con enfermedades pulmonares
cronicas y/o enfermedades cardiacas asi como los adultos inmunocomprometidos o
ancianos constituyen los grupos de alto riesgo para infecciones con VRS, las cuales
representan cada afo una de las mayores causas de hospitalizacién durante los
meses de invierno .

Debido a la ausencia de una vacuna efectiva contra VRS, una de las Unicas
posibilidades de tratamiento de estas infecciones es mediante el uso de PZ.

En Uruguay el Ministerio de Salud Publica en una ordenanza ministerial del afio 2007
estipuld el uso de PZ para un grupo de riesgo definido. El PZ ha sido usado durante
unos anos sin vigilancia de la aparicion de mutantes resistentes al mismo. El estudio
y aislamiento de mutantes de escape y su circulacién en la poblacion es de vital
importancia debido a las implicancias que puede tener sobre la efectividad de PZ
como estrategia para el tratamiento de las infecciones respiratorias por VRS.

Este trabajo propuso comparar secuencias del gen de la proteina F de cepas pre y
post PZ. Buscando posibles mutaciones naturales en cepas de afos previos al uso
de PZ comparandolas con las mutaciones generadas por el uso de esta droga a partir
de muestras clinicas de pacientes tratados con PZ.

La propagacion en cultivo celular de las cepas Pre-PZ permitié la amplificacién de
dichas cepas y la disposicién del material necesario para la posterior extraccion de
ARN. El tiempo de incubacién fue variable debido a que la generacion de ECP en
algunos casos tardé mas, los inéculos utilizados no habian sido titulados de modo que
no se conocia el titulo viral en cada caso explicando las diferencias en los tiempos
necesarios para la generaciéon de ECP.

En los casos en los cuales la formacién del ECP no fue clara o requeria demasiados
dias de incubacion se realizaron pasajes en ciego para intentar propagar la cepa en
un cultivo celular fresco.

Para aumentar el nimero de cepas pre-PZ estudiado se utilizaron extractos de ARN
realizados previamente y almacenados a -80°C. El ARN es un &cido nucleico de alta
labilidad, lo que lo hace muy facilmente degradable. El éxito en la posterior
amplificacion de un gen de VRS es directamente dependiente de la calidad de estos
ARN almacenados. Por otro lado la amplificacion de la proteina estudiada en el
trabajo, la proteina F, tiene complicaciones debido a su baja tasa de transcripcién a
causa de su ubicacion en el genoma de VRS asi como a su gran tamano.

Por estas razones se realiz6 un testeo inicial de estos ARN almacenados con la

amplificacion del gen de la proteina N, esta proteina es la mas abundantemente
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transcripta y por lo tanto la de mayor facilidad para su amplificacion. En el caso de
que la amplificacién del gen de la proteina N a partir de estos extractos resultara
efectiva seria competente continuar con la amplificacion del gen de la proteina F.
Efectivamente en algunos casos se logré amplificar la proteina N a partir de estos
extractos, avalando la calidad del ARN para proseguir, mientras que en otros casos en
los que la proteina N no pudo ser amplificada, no se prosiguié con la amplificacion de
la proteina F.

En el caso de los extractos obtenidos a partir de las cepas propagadas en cultivo
celular, se realiz6 la amplificacién del gen de la proteina N para luego si proseguir con
la amplificacion del gen de la proteina F.

Para los extractos frescos obtenidos a partir de las cepas propagadas en cultivo
celular se logré amplificar el gen de la proteina F en todos los casos. Sin embargo en
los casos de los extractos almacenados que resultaron positivos para la amplificacion
del gen de la proteina N, la amplificacion del gen de la proteina F no se logré excepto
en un caso.

Como se menciond anteriormente la amplificacién de la proteina F es dificultosa
principalmente debido a que su tasa de transcripcion en comparacién con la tasa de
transcripcion de la proteina N es mucho menor. En el caso de un extracto de ARN
almacenado que pudo haber sufrido degradacién, el ARNm para el gen de la proteina
N se encuentra en concentraciones considerablemente mas altas que el ARNm del
gen de la proteina F explicando porque no se logré la amplificacién del gen de la
proteina F mientras que si el de la proteina N. De todos modos el testeo inicial tuvo
utilidad debido a que en el caso inverso de no amplificacion del gen de la proteina N
seria inutil intentar amplificar el gen de la proteina F.

Las secuencias obtenidas a partir de los productos de amplificacion del gen de la
proteina F fueron analizadas y alineadas en busca de mutaciones naturales en los
sitios donde se han encontrado las que se producen por el uso de PZ y que resultan
en resistencia al mismo segun lo que se menciona en la bibliografia. Los estudios
previos en el area de mutantes de escape a PZ evidencian un patron diferencial de
resistencia a esta droga generado por mutaciones en distintas regiones del gen de la
proteina F dentro del definido como sitio de contacto con PZ.

Estudios topologicos utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteina
F permitieron definir 5 sitios antigénicos no solapados "®. PZ interacciona con una
regidn de la proteina que se encuentra entre los aminoacidos 258 y 275 ubicada en el

sitio antigénico Il ¥ En algunos casos un cambio nucleotidico en la region se
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corresponde con un cambio aminoacidico que ademas implica una resistencia parcial
o total al PZ.

La bibliografia evidencia un cambio nucleotidico en la posicién 828 del gen de la
proteina F que no se encontr6 en ninguna de las cepas pre-PZ secuenciadas, lo
mismo ocurrié en el caso del cambio en la posicion 827%. Sin embargo en la region
814 el trabajo de Adams et al 2010 ™ muestra un cambio nucleotidico de una A por
una G, que se obtuvo en el caso de una de las cepas pre-PZ analizadas
correspondiente al afio 1996 .

Las cepas pre-PZ estudiadas corresponden a afos en los cuales PZ no era utilizado
como profilactico para las infecciones con VRS, por lo tanto virus circulantes durante
estos afios no habrian estado sometidos a la presion selectiva ejercida por el
tratamiento con PZ. En conclusién no seria esperable encontrar mutaciones de
relevancia en las regiones de contacto con el anticuerpo. No obstante la generacién
de esta mutacién en una posiciébn que hoy se reporta como responsable al menos
parcialmente de la resistencia a PZ en una cepa circulante afios previos al uso de esta
droga plantea una importante interrogante sobre la existencia de mutantes de escape
previo al desarrollo del tratamiento de estas infecciones. De este modo la efectividad
de PZ estaria desafiada inclusive antes de su empleo como Unica estrategia aprobada
para tratar infecciones con VRS.

Cabe destacar que los pacientes a partir de los cuales fueron aislados los virus son
diferentes y por tanto las presiones selectivas a la que los virus fueron sometidos
fueron diversas. Las mutaciones generadas eventualmente pueden haberse debido a
diferencias entre los organismos infectados como puede ser por ejemplo diferencias
en la respuesta inmune generada por cada individuo.

Asimismo, como se menciond anteriormente la naturaleza altamente mutacional del
genoma de VRS da lugar a la posibilidad de acumulaciéon de mutaciones al azar en la
regidon de contacto con el anticuerpo monoclonal que no sean debidas a la seleccion
con el uso de esta droga sino mutaciones naturales. La figura 9 muestra el
alineamiento de las secuencias obtenidas para la proteina F de las muestras pre-PZ,
en ésta se puede ver que existen regiones variables en la proteina F conocidas como
puntos calientes donde se acumulan mutaciones que no responden a la presion
ejercida por drogas, evidenciando la posibilidad de la mutacion en la cepa del ano
1996 como una mutaciéon natural. Esto sin embargo no quita trascendencia a la
mutacion encontrada en el trabajo ya que aunque sea una mutacién natural o no,
existe en una cepa previa al uso de esta droga y podria comprometer al menos
parcialmente su efectividad.
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El trabajo anteriormente citado ™ donde se describe un aislamiento in vivo de VRS
resistente a PZ a partir de una muestra clinica evidencia la suma de dos mutaciones
como responsables de resistencia a PZ, la encontrada en la posicion 828 del gen asi
como la encontrada en la posicion 814. Esto muestra el patron diferencial de
resistencia al PZ, que se explica mediante la suma de ciertas mutaciones en la regién
de contacto y el pasaje de una resistencia parcial a una resistencia total a la droga.

De este modo es delicado definir que una mutaciéon en el genoma de VRS es
directamente responsable de la resistencia a esta droga, en algunos casos las
responsables de resistencia pueden ser la acumulacibn de mutaciones.
Conjuntamente se necesitan otras evidencias como por ejemplo la pérdida de union al
anticuerpo.

Es igualmente importante considerar que existen trabajos que prueban las diferencias
existentes entre las secuencias del gen de la proteina F de estudios in vitro con
respecto a estudios in vivo, en muchos casos por ejemplo las secuencias de virus
resistentes a PZ aislados directamente de los pulmones de ratas infectadas no se
corresponden con las secuencias obtenidas a partir de estos mismos mutantes
propagados en cultivo celular, mostrando que existen factores que estan presentes en
las condiciones in vivo que no son reproducibles in vitro y que los resultados

obtenidos a partir de cultivo celular deben ser tomados con cautela®.

En cuanto a las muestras post-PZ, estas habian sido diagnosticadas como positivas
para VRS en el nosocomio donde fueron tomadas mediante el uso de un kit
diagndstico rapido (Check 1 Rapid Immunocromatography tests ® Laboratorio Veda).
Sin embargo tras varios intentos de amplificacion de los genes tanto de la proteina N
como la proteina F de VRS no se obtuvieron resultados positivos.

Las extracciones de ARN total a partir de estas muestras fueron realizadas utilizando
un kit comercial debido al mayor porcentaje de recuperacién en funcion del poco
volumen de muestra con el que se contaba. La calidad de dicha extraccion podria ser
la que estuviera afectando la amplificacion de ambos genes a partir de estas
muestras, por esta razén se evalud la calidad de estas extracciones mediante la
amplificacion del gen celular de la B-globina. La extraccion de ARN implica tanto la
extraccién de mensajeros celulares como virales con los primeros en concentraciones
mucho mayores que los segundos, de este modo si la extraccion fue realizada
correctamente podria obtenerse producto de amplificacion de un gen celular como lo
es el gen de la B-globina. Efectivamente la amplificacién de dicho gen resulté positiva

en todos los casos avalando la calidad de las extracciones.
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Las posibles causas de no amplificacién de los genes de las proteinas Ny F de VRS a
partir de estas muestras podrian ser varias. En primer lugar la posibilidad .de que la
carga viral de estas muestras fuera demasiado baja y que la sensibilidad de la RT-
PCR no hubiera sido suficiente como para lograr amplificar dichos genes. Por esta
razon se llevé a cabo un ensayo de Inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo
monoclonal dirigido contra la proteina F de VRS previo al pasaje de los aspirados
nasofaringeos en cultivo celular. La no obtencion de sefal de fluorescencia en el caso
de las muestras post-PZ indic6 negatividad para VRS contraponiéndose con los
resultados obtenidos con el kit utilizado. No obstante no se puede descartar la
posibilidad de una carga viral demasiado baja inclusive para lograr la correcta
infeccion y amplificacién viral en el cultivo celular posteriormente utilizado para la
inmunofluorescencia.

El kit diagnéstico utilizado tiene una base inmunolégica, fundada en la utilizacion de
anticuerpos mono y policlonales dirigidos contra distintos antigenos de VRS (Veda
Lab S.A http.//www.vedalab.com/) Dentro de las especificaciones de estos tipos de
kits con altos valores de sensibilidad y especificidad se considera igualmente la
posibilidad de reactividad cruzada con otros virus respiratorios asi como la necesidad
de confirmar el resultado obtenido en el test mediante otros métodos en el caso de

alguna ambigtiedad.

Para estudiar la posibilidad de que las muestras sean negativas para VRS y que haya
reactividad cruzada se intenté amplificar el gen de la proteina N de Metapneumovirus
asi como el gen de la proteina del hexdn de AdV.

En el caso de Metapneumovirus este es un virus perteneciente a la misma familia viral
que VRS y por tanto podria presentar similitud en los antigenos reconocidos por el kit
diagnostico. Si bien se realizé un primer ensayo (datos no mostrados) para la
amplificacion del gen N, la calidad del control positivo no permitié una repuesta
certera, por lo cual se planteé la necesidad de producir un nuevo control positivo para
volver a repetir el ensayo.

En el caso de AdV es un virus abundante durante las infecciones respiratorias
invernales y existe la posibilidad de infeccién con AdV y reactividad cruzada por parte
del kit. La amplificacion del gen de la proteina del hexén de AdV y la posterior
secuenciacion de los productos de amplificacién revel6 que la muestra N° 104 es en
realidad positiva para Adenovirus.

Para explicar los resultados obtenidos, podria sugerirse la posibilidad de coinfeccién
con AdV explicandolo en base a que el genoma de AdV es ADN y por lo tanto de
mayor resistencia a la degradacion. Una alternativa podria ser coinfeccion AdV-VRS

en el momento de toma de muestra, explicando el resultado positivo para VRS
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arrojado por el kit. El posterior almacenamiento y tratamiento de la muestra podria
haber sido el causante de degradacion del genoma de VRS y no el de AdV y de alli
se explicarian los resultados positivos y negativos obtenidos en las PCR de AdV y
VRS respectivamente.

Retomando los resultados obtenidos en el ensayo de inmunofluorescencia, la
negatividad para VRS es algo que no se puede descartar, y en este caso la necesidad

de evaluacion de la eficiencia del kit diagndstico utilizado deberia ser evaluada.
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e Se logré propagar en cultivos celulares las cepas pre-PZ almacenadas en el
laboratorio, visualizando efecto citopatico caracteristico y prominente que

permitio la obtencién de material para realizar la extraccién de ARN.

e Se logr6 obtener extractos de ARN de buena calidad a partir de las cepas pre-
PZ propagadas en cultivo celular asi como a partir de las muestras clinicas
post-PZ.

e La amplificacion del gen de la proteina F de las cepas pre y post PZ fue
realizada obteniéndose productos de amplificacién en el caso de las cepas pre-
PZ que fueron posteriormente secuenciados y analizados en busqueda de

mutaciones.

e El andlisis de secuencias correspondientes a las cepas pre-PZ reveld la
presencia de una mutacion reportada como participante en la resistencia a PZ
en la posicion 814 del gen de la proteina F en una muestra pre-PZ del afo
1996.

e Las cepas post-PZ mostraron ser negativas para VRS, y una de estas mostro
positividad para Adenovirus.

El estudio de generaciéon de mutantes resistentes a una droga es de vital importancia
permitiendo conocer la efectividad de los tratamientos utilizados. En este trabajo se
intentd establecer una comparacion del gen de la proteina F de VRS de cepas en
circulaciéon previa y posteriormente al uso de PZ para intentar establecer si las altas
tasas mutacionales de un virus de ARN pueden per sé explicar las mutaciones
acumuladas en su genoma pudiendo encontrarse inclusive en cepas previas al uso de
una droga o si es especificamente la presion selectiva ejercida por la droga la que
genera estas mutaciones. La mutacion encontrada en la posicion 814 del gen de la
proteina F de una cepa de VRS del afo 1996 mostr6 la posibilidad de mutaciones
naturales en el genoma viral que puedan repercutir sobre la efectividad de un
tratamiento, inclusive anteriormente a su utilizacion. Esto sugiere que las altas tasas

mutacionales de los virus ARN pueden comprometer la efectividad de las diferentes
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drogas utilizadas inclusive antes de que dichos virus sean seleccionados por la droga
utilizada.

No obstante el niumero de secuencias analizadas es bajo y estuvo limitado por las
dificultades para la amplificacion del gen de la proteina F. El estudio de un nimero
mayor de cepas pre-PZ y el andlisis de las secuencias del gen de la proteina F en

blusqueda de estas mutaciones serian necesarios.

Por otra parte en el caso de querer establecer una comparacién precisa de cepas pre
y post PZ requeriria trabajar con cepas aisladas a partir del mismo individuo, de modo
de descartar las diferencias en presiones selectivas generadas por ejemplo por

diferencias en las respuestas inmunes.

En cuanto a los resultados obtenidos para las cepas post-PZ, es patente la necesidad
de un estudio de efectividad de los kits diagndstico utilizados en los nosocomios. Si
bien su alta simplicidad y rapidos resultados los hacen ideales para la clinica el costo
que puede tener la obtencidn de resultados incorrectos puede ser significativo.
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