EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA IN VITRO DE UN
AISLADO CLINICO DE CITOMEGALOVIRUS HUMANO.

. ANTECEDENTES
1. LA VIROLOGIA Y LA ENFERMEDAD POR EL CITOMEGALOVIRUS
HUMANO (HCMV)

Las primeras resefias en relacion con este virus miembro de la familia Herpesviridae
provienen del afio 1881 cuando el patélogo aleman Ribbert describiéo células
aumentadas de tamafio o citomegalia con inclusiones intranucleares, en cortes de
rinon y de glandulas salivares de un mortinato con sintomas compatibles con sifilis
congénita y nefritis intersticial. En ese momento no se conocia el agente etiol6gico
de esta patologia y durante mucho tiempo se consider6 que se trataba de un
parasito. (1,2)

Lipschuetz describi6 las células agrandadas, con un nucleo excéntrico y un cuerpo
nuclear rodeado de un halo claro, en las lesiones de un paciente con herpes zoster
y herpes genital. Hacia 1925 von Glahn y Pappenheimer fueron los primeros en
proponer la etiologia viral para las inclusiones intranucleares a partir de los
hallazgos de Lipschuetz (1,2). En 1950 Wyatt acuii6 el término Enfermedad por
Inclusién Citomegalica (EIC), para los casos en los que este tipo de dafio celular se
habia descrito junto con la afectacion renal y de otros 6rganos y tejidos. (1,2)

La etiologia viral fue confirmada en 1953 por Minder; mediante microscopia
electronica observaron particulas de 200 nandmetros en células pancreaticas con
citomegalia. Entre 1954 y 1957 se logré el aislamiento viral y en este punto se debe
mencionar a Margaret Gladys Smith quien en 1954 aisl6 el Citomegalovirus murino
a partir de glandulas salivares de ratones y lo propag6 en un cultivo de células
murinas, dando origen a la cepa Smith. (3)

En 1955, ella misma consiguio aislar el Citomegalovirus humano a partir de glandula
submandibular, logrando su crecimiento en cultivo de células humanas; sin
embargo, en ese momento su trabajo fue invalidado con la presuncion de una
contaminacion desde el cultivo del virus animal. (1) Al afio siguiente repitid su
aislamiento a partir de células renales de un nifio de un mes de nacido, que murioé
por EIC. (4) Aunque en su momento no fueron reconocidas, se deben resaltar las
contribuciones de la doctora Margaret Smith demostrando que se trataba de un virus
de origen -y especifico de- humanos, al evidenciar en cultivo de fibroblastos la
citomegalia y las inclusiones intranucleares reportadas previamente en biopsias de
pacientes. Con estos trabajos la Doctora Smith logré el aislamiento de dos cepas
del virus denominado hasta ese momento SGV (Salivary Gland Virus). (4) En ese
mismo afo, Rowe y colaboradores -mientras estudiaban los adenovirus- lograron el
aislamiento del Citomegalovirus humano a partir de tejido de adenoides de



pacientes pediatricos. (5) Finalmente Thomas Weller, quien recibié en 1954 el
premio Nobel de Fisiologia o Medicina por el desarrollo de las técnicas de cultivo de
células embrionarias humanas para aislar el virus de la poliomielitis, aisl6 el
Citomegalovirus humano a partir de los tejidos de pacientes con enfermedad
congénita inicialmente atribuida a parasitos. (2) En 1960 Weller acufio el término
Citomegalovirus y en una publicacion de 1970 reconoce que el virus fue aislado de
manera independiente por otros dos grupos en cabeza de Smith y Rowe, aparte de
Su propio grupo. (6)

1.1. EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR HCMV

Se define seropositividad como la presencia y deteccion de anticuerpos de tipo 1gG
-especificos contra el Citomegalovirus u otros virus-, en suero; y su presencia indica
gue un individuo ha tenido contacto -reciente o pasado- con el virus. Considerando
que tanto en nifios como en adultos la infeccibn por HCMV es generalmente
asintomatica, los datos epidemiolégicos provienen sobre todo de la evaluaciéon de
la seroprevalencia (prevalencia de la positividad para anticuerpos en una poblacion
dada). (7,8)

Actualmente, se considera que la seroprevalencia para HCMV es alta en todo el
mundo. En paises desarrollados, en la poblacion general se ha reportado entre 50
a 70% y de hasta 100% en paises subdesarrollados. (7,8,9,10) Las diferencias en
la frecuencia pueden deberse a varios factores: i) Variaciones geogréficas, la
seroprevalencia reportada es mas alta en América del Sur, Africa y Asia, regiones
en las que puede llegar a ser hasta del 100%; mientras que en Europa Occidental y
Estados Unidos se encuentra entre el 50 y el 70%. ii) Origen étnico, siendo mayor
en afrodescendientes, hispanos y asiaticos al compararlos con individuos
caucasicos. iii) Género, donde se observa que la prevalencia es levemente mas alta
en mujeres que en hombres. (7,8,9,10)

En particular se ha evaluado la poblaciéon de mujeres en edad reproductiva, dado
que, si son seronegativas y adquieren la infeccion primaria por HCMV durante el
embarazo, el virus puede atravesar la placenta y causar hipoacusia neurosensorial
y dafio neuroldgico congénito, entre otros. (7,8,9) Cannon M.J. y cols. reportaron
gue la seroprevalencia en las gestantes oscila entre el 45 al 100% (8), y reportes de
la seroprevalencia materna en paises como Brasil, Chile, Suréfrica e India muestran
prevalencias entre el 80 y el 100%; sin embargo, estos mismos valores se reportan
en mujeres en embarazo de paises como ltalia y Suecia. En Estados Unidos y
Canada se encuentra entre 60 y 80% y un poco por debajo en Europa occidental y
Australia. (8) En China se encontré una seroprevalencia del 96.4% cuando se
evaluaron 112 mujeres gestantes. (11) El rango amplio de seroprevalencia en las
mujeres embarazadas se explica por factores anteriormente mencionados.

Otro factor determinante en la seroprevalencia es el nivel socioeconémico ya que
las personas de estratos econdémicos bajos, con pobres niveles educativos, sin
acceso a servicios de salud y malas condiciones de higiene y salubridad tienen un
mayor riesgo de infeccién. Todos estos aspectos confluyen en los paises en vias de
desarrollo con mas pluralidad étnica, con un mayor numero de embarazos y la
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mayor seroprevalencia para HCMV. También influyen la duracion de la lactancia
luego del nacimiento, ya que si es por periodos cortos se disminuye la probabilidad
de transferencia de inmunoglobulinas contra el virus, o si la lactancia es prolongada,
aumenta el riesgo de infeccion por contacto estrecho con la madre infectada a través
de la leche o saliva. Otro factor es el rdpido ingreso de los menores a instituciones
para su cuidado, que aumenta el riesgo de infeccion o transmision por contacto
proximo con otros menores y adultos. (7,8,10)

Por otro lado, la seroprevalencia de la infeccion congénita o adquirida al momento
del nacimiento se comporta de igual forma como en la poblacion general y se explica
por los factores econdmicos y geogréficos que ya se describieron; en estos casos -
como en otros - se considera que la saliva o la orina pueden ser la principal fuente
de transmision del virus. (12,13) Se ha reportado que la prevalencia de infeccion
congénita es cercana al 1% en paises desarrollados (13) y entre el 0.6 al 6.1% para
los paises en desarrollo. (14) Las consecuencias de esta infeccién van desde la
muerte fetal o luego del nacimiento, a defectos congénitos como la sordera
neurosensorial y el retardo del neurodesarrollo, entre otras. (7) En los primeros
meses de vida también hay un alto riesgo de adquirir la infeccién, hecho evidenciado
por la deteccién de anticuerpos de tipo IgM en neonatos y lactantes. (11)

Los datos sobre seroprevalencia de HCMV en Colombia son escasos y la poblacién
principalmente estudiada ha sido la de receptores de trasplante renal y los donantes.
Una evaluacién llevada a cabo entre 1986 y 1989 en receptores, donantes e
individuos sanos mostré que de 598 candidatos a trasplante el 92% tuvo una
serologia positiva para HCMV, para los 225 donantes intrafamiliares se determiné
una seroprevalencia del 87%, entre los 63 donantes cadavéricos la seroprevalencia
fue del 73% y de los 105 individuos sanos el 74% tenian anticuerpos IgG contra
HCMV. (15,16) En otro reporte, se encontré una seroprevalencia semejante para un
grupo de 208 receptores de trasplante renal evaluados entre 2007 y 2012,
encontrando que 189 pacientes (91.3%) tenian infeccion previa con HCMV
determinada por la serologia positiva. (17) El estudio colombiano con el mayor
namero de pacientes reportd que de 1813 donantes, el 86.2% eran IgG positivos y
de 3313 receptores el 91% eran seropositivos. (18)

En cuanto a la infecciébn materna y congénita en Colombia, entre 2017 y 2018 se
evaluaron 1501 mujeres con embarazo entre las semanas 8 y 12, viviendo en 7
ciudades colombianas; se obtuvieron muestras de suero para detectar anticuerpos
IgG anti HCMV, encontrando una prevalencia del 98.1%. Se observo que, en
comparacion con las mujeres seronegativas, las mujeres con resultado positivo
tenian uno o mas hijos que aun permanecian en el hogar y el nivel educativo era
inferior. En este mismo trabajo se evalué la infeccion congénita por HCMV,
obteniendo muestras de orina de 1023 nifios, de los cuales en 711 las muestras se
tomaron en los primeros 21 dias de vida; el resultado fue positivo para ADN (Acido
Desoxirribonucleico) de Citomegalovirus en 6 (0.8%) nifios. Se tuvo acceso a la
informacion clinica de 5 de estos 6 nifios, 2 de los cuales presentaron
anormalidades neuroldgicas. (19) Luego de los 21 dias y hasta los 6 meses, se
consider6 infeccion posnatal y en este caso de 472 nifios con prueba de orina



negativa para HCMV antes de los 21 dias de nacidos, 258 (54.7%) fueron
diagnosticados con la infeccion posnatal. (19)

En un grupo de 154 mujeres en edad reproductiva (entre 16 y 40 afios) se determiné
seropositividad para HCMV en 140 (90.9%), lo que equivale a un riesgo de infeccidon
primaria durante el embarazo de 9.1%. Estos resultados sobre la seroprevalencia
de HCMV en Colombia se corresponden con la prevalencia reportada a nivel
mundial para los paises subdesarrollados, en los que se encuentra por encima del
70% y se alcanzan porcentajes cercanos al 100%, siendo llamativa la prevalencia
en mujeres embarazadas con el consiguiente riesgo de infeccién congénita. (20)

1.2. TRANSMISIQN, PAPEL DE LA SALIVA EN LA PROPAGACION
Y DETECCION VIRAL

El Citomegalovirus puede transmitirse por distintas vias: durante el embarazo por
infeccion transplacentaria, por infeccion congénita, por descargas virales
asintomaticas en saliva, orina, durante la lactancia y por transfusiones y trasplantes.
La via transplacentaria se da si la madre cursa con una primoinfeccion
(Citomegalovirus se adquiere por primera vez) o reactivaciéon (la infeccion ha
ocurrido previamente y el virus inicia un ciclo replicativo), o si no tiene anticuerpos
protectores lo que permite la transmisién del virus al feto. (11,21,22) Al respecto, se
sugiere que aproximadamente el 35% de los embarazos de madres con infeccién
primaria, pueden transmitir el virus al feto en cualquier trimestre del embarazo. (19)
De igual forma, el neonato se puede infectar durante su paso por el canal de parto
o por la alimentacién con leche materna que contiene particulas virales. (21,23)

Actualmente se reconoce que la transmision del virus ocurre principalmente por un
mecanismo denominado descarga viral asintoméatica, hacia y a través de fluidos
corporales como la saliva, orina, leche materna, lagrimas y semen. (24,25,26) Este
mecanismo implica la presencia temporal de particulas virales en las secreciones
de individuos infectados que no manifiestan signos ni sintomas de la infeccion o
reactivacion de HCMV. (24,25,26) Los nifios en quienes se ha comprobado infeccion
perinatal pueden presentar descargas en saliva y orina durante varios meses luego
del nacimiento. (13) Algo similar ocurre en los nifios en edad preescolar y escolar.
En ambos casos, estas descargas en fluidos corporales aumentan la posibilidad de
infeccion o reinfeccion (Un individuo previamente infectado adquiere nuevamente el
virus) para otros nifios, adultos o madres gestantes, lo que explica -parcialmente-,
las altas tasas de infeccién en nifios en condiciones socioecondémicas bajas ya que
estos son llevados mas temprano a guarderias, jardines o escuelas para su cuidado.
(7,21) También hay reportes de transmision por contacto sexual en jovenes y
adultos. (24) La trasmision por transfusiones o por trasplante de 6rganos y de
precursores hematopoyéticos se considera iatrogénica. En este ultimo grupo de
pacientes se viene utilizando la leucorreduccion en las transfusiones (eliminacién
de los leucocitos de la sangre o de los productos sanguineos) buscando disminuir
la probabilidad de transmisién de HCMV. (25)

La presencia de particulas virales en saliva se puede explicar por la persistencia de
HCMV en las células acinares de glandulas salivares, como lo evidencio Margaret
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Smith en 1955, al aislar el virus a partir de glandula submandibular humana (1) y
por la observacion de inclusiones del virus en glandula parétida de 4 menores entre
los 2 y los 6 meses de edad. (25) Estos trabajos aportan evidencia de la replicacion
viral en las glandulas salivares, como mecanismo para la transmision a partir de la
saliva. La deteccion de HCMV en saliva también se puede explicar por la replicacion
viral en las células epiteliales de la mucosa oral, que son permisivas a la infeccion
y descargan particulas virales en este fluido. (28) Estos trabajos demuestran que la
saliva es un vehiculo crucial para la trasmision horizontal del virus y que la cavidad
oral tiene un papel importante en la transmision puesto que, a partir de individuos
asintomaticos, el virus puede dispersarse en goticulas de saliva al hablar,
estornudar, toser o escupir (descarga viral asintoméatica). Ademas, la descarga viral
a la saliva puede resultar también en reinfeccion de tejidos y érganos puesto que
las particulas virales pasan al tracto gastrointestinal o pueden terminar siendo
transportadas por las vias aéreas hasta el pulmon. (28)

La descarga de HCMV en saliva ha venido siendo estudiada en distintos grupos de
individuos y de pacientes. Al respecto, do Canto y cols. (29) en el afio 2000
evaluaron la transmision y descarga viral asintomatica en saliva y orina en 120 nifios
de 1 a 15 afios, con sindrome de Down que asistian a guarderias. La seropositividad
para IgG fue del 76% y en tres evaluaciones sucesivas se detecté HCMV en orina
y/o saliva en 43, 46 y 39% de los nifios seropositivos, respectivamente. Ademas, se
determind una seroconversion en 10 (38.5%) de 26 nifios inicialmente
seronegativos. (29) De esta forma se concluyé la alta y frecuente presencia del virus
en saliva y orina, la alta seropositividad de los nifios desde el inicio del estudio, y la
alta frecuencia de descargas virales y el riesgo de infeccion por HCMV en individuos
sanos. (29)

En grupos de interés como los Receptores de Trasplante de Precursores
Hematopoyéticos (RTPH), también se ha evaluado la descarga asintoméatica en
saliva y se compar6 con la deteccion del virus en plasma, que es la muestra que
usualmente se emplea para el diagndstico. Correia-Silva y cols. (30) evaluaron la
descarga oral en 30 individuos entre 11 y 54 afios receptores de trasplante
alogénico de los que se obtuvieron muestras de saliva y sangre semanalmente
hasta el dia 100 postrasplante, y fueron procesadas por pruebas moleculares
Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (rt PCR). Al menos una
muestra de saliva y sangre fue positiva para HCMV en todos los pacientes durante
los 100 dias evaluados. Se obtuvieron en total 331 muestras de saliva y 353 de
sangre, de las cuales 140 y 192 fueron positivas para HCMV (43% y 54.4%),
respectivamente. Al comparar los resultados de las muestras de saliva y sangre
tomadas simultaneamente, se determiné una alta correlacion de hallazgos positivos
(R = 0.858; p< 0.0001), aunque se obtuvo una carga viral mas baja en la saliva. De
este modo, se sugiere que la saliva puede ser utilizada para el diagndstico temprano
de la infeccion o la reactivacion del HCMV en este grupo de pacientes. (30)

En otro estudio, nuestro grupo evalu6é la descarga asintomatica en saliva de
pacientes pediatricos receptores de Trasplante de Precursores Hematopoyéticos;
se incluyeron 17 pacientes con edades entre 3y 17 afios, de quienes se obtuvo una
muestra de saliva semanalmente durante el periodo de hospitalizacion. De este
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modo, se recolectaron 105 muestras de saliva las cuales se procesaron por PCR
cualitativa; se evalué el comportamiento de la descarga viral de 4 miembros de la
familia Herpesviridae: Virus Herpes Simplex 1y 2 (VHS-1 y VHS-2), Virus Epstein
Barr (VEB) y Citomegalovirus (HCMV). Se establecié la descarga viral en 10 (58.9%)
de los 17 pacientes; en 4 casos se detectd VHS-2, en otros 4 pacientes se detectd
HCMV, en 9 casos se detecté VEB y en ninguna de las muestras se establecio la
presencia de VHS-1. Uno de los principales hallazgos fue la deteccién simultanea
de HCMV junto con VEB en tres casos y en otros tres pacientes descarga
simultdnea de VHS-2 y VEB; ademas, se determin6 una relacion positiva entre la
deteccidn del virus en saliva y un recuento bajo de leucocitos. Estos resultados
permiten concluir que las descargas virales asintométicas en saliva tienen un
comportamiento dindmico y que la deteccion de HCMV en este fluido es
independiente de la deteccidn en sangre periférica, sugiriendo que la reactivacion
ocurre en compartimientos anatémicos distintos. (31)

Algo similar se ha reportado en adultos; en un grupo de 53 pacientes RTPH se
evaluo la descarga de HCMV en saliva, hasta el dia 100 postrasplante. Se comparé
la carga viral en plasma (ADNemia) y en saliva (sin estimular la secrecién). Por rt
PCR se encontré que 44 pacientes (83%) tenian ADN de HCMV cuantificable en
saliva (n=1) o plasma (n=12), o en ambos tipos de muestra (n=31). Al evaluar
cronolégicamente, se encontré que en 8 pacientes la deteccion en saliva antecedié
la deteccion de la ADNemia, pero en 21 casos se detectd primero la ADNemia que
la descarga viral en saliva y la deteccion simultdnea de ADN de HCMV ocurrié en 2
pacientes. La cuantificacion de las cargas virales en saliva y plasma tuvieron baja
correlacion, pero sin mayores diferencias en la magnitud, lo que sugiere que la
saliva no parece ser un buen predictor de la deteccion viral en sangre. (32) Se puede
ver que las descargas virales en saliva tienen un comportamiento variable y
dindmico y que es posible la deteccién en saliva con resultados negativos en
plasma.

Aunque no hay uniformidad en los resultados, es evidente que la saliva puede
facilitar el diagnéstico de la infeccién/reactivacion de HCMV y permite hacer
seguimiento en los pacientes trasplantados. La toma de muestras de saliva tiene
ventajas sobre otros tipos de muestras por la facilidad para su obtencion, tanto en
pacientes ambulatorios como hospitalizados, la seguridad para el paciente y para el
operador, asi como un procesamiento de baja complejidad en el laboratorio; lo cual
redunda en menor estrés para el paciente y en la disminucién de los costos tanto
para la toma como el procesamiento de la muestra.

1.3. BIOLOGIA DEL VIRUS

Ya en 1970 Weller anotaba la pertenencia de Citomegalovirus a la familia
Herpesviridae; actualmente se ha clasificado mas exactamente en la subfamilia
Betaherpesvirinae, género Citomegalovirus o Virus Herpes Humano 5 (VHH-5).(6,
33)

La inclusion de HCMV en la subfamilia Betaherpesvirinae se debe a sus
caracteristicas bioldgicas, teniendo en cuenta en primer lugar que in vivo el rango
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de hospederos es estrecho y restringido a seres humanos, producto de una co-
evolucion de millones de afos. (34) En cultivo celular, se replica mejor en
fibroblastos (Fb), su ciclo replicativo es largo y el efecto citopatico se observa como
focos que progresan lentamente; la citomegalia puede observarse tanto in vitro
como in vivo y las inclusiones de material genético viral aparecen en el nucleo vy el
citoplasma. (34)

El HCMV posee un material genético ADN de doble cadena y tiene uno de los
genomas mas grandes y complejos descritos entre los virus que infectan seres
humanos, constituido aproximadamente por 235 kpb. ElI genoma tiene
aproximadamente 250 marcos abiertos de lectura (ORFs), de los cuales se han
definido 41 como esenciales para la replicacion del ADN y el ensamblaje de viriones,
88 como no esenciales y 27 con una funcién de potenciar la replicaciéon en Fb. Debe
anotarse gue en algunos trabajos se han identificado hasta 751 ORFs, cuando se
hace una evaluacion temporal de la transcripcién génica. Se ha observado que, a
partir de un mismo locus gendmico, con una transcripcion regulada y alternando el
sitio de inicio, se produce una gran variedad de ARNs y polipéptidos de diferentes
tamanos y funciones. (35)

Algunos de los ORFs considerados no esenciales no se han identificado en otros
miembros de la familia Herpesviridae por lo que se asume que participan en eventos
anicos al HCMV como son la evasion y modulacién de la respuesta inmune. (36) La
funcion génica se ha establecido en cultivos de HCMV en lineas celulares
fibroblasticas; es posible que estos genes denominados no esenciales cumplan un
papel en la infeccion y replicacion en otros tipos celulares. (36) El genoma de HCMV
se ha definido utilizando cepas como la AD169, aislada de tejido adenoide de un
nifio de 7 afos. Se ha establecido que esta constituido por dos segmentos lineales
de ADN, unidos covalentemente y denominados Long (L) y Short (S). Cada uno de
estos segmentos tiene una region Unica Unique Long (UL) y otra Unique Short (Us)
y a su vez se encuentran flanqueadas por segmentos invertidos - repetidos (TRL,
IRL, TRs, IRs). Asi, la secuencia completa seria TRL—UL—IRL—IRs—Us-TRs. (37)

El genoma viral est4 encerrado por una capside icosaédrica con 162 capsémeros,
150 hexaméricos y 12 pentaméricos, y con un diametro de entre 100 y 110 nm.
(Figura 1.1.) Enseguida, se encuentra una capa proteica conocida como tegumento,
sin estructura definida, de aspecto globular, con distribucion asimétrica, en la que
destaca la fosfoproteina pp65, cuya deteccién fue utilizada durante mucho tiempo
para las pruebas de antigenemia, para confirmar infeccion activa. (Figura 1.1)
Algunas de las proteinas presentes en el tegumento son codificadas por 17 genes,
por ejemplo, UL35 y UL24 que activan la expresion de genes virales, UL36 que
inhibe la apoptosis, UL47 que libera el ADN viral de la capside, UL69 que detiene el
ciclo celular en G1 y UL97 que estimula la replicaciéon del ADN, el ensamblaje de
los viriones y su liberacion, entre otros genes. (38) UL97 codifica para la quinasa
que fosforila el ganciclovir, farmaco antiviral analogo sintético de nucleésido que
inhibe la replicacion del virus. (39) Las proteinas del tegumento se unen a la capside
e interactian con el citoesqueleto de microtibulos de la célula infectada para
transportar la capside hasta el nucleo. (38)



Citomegalovirus tiene una envoltura externa lipidica, derivada de las membranas de
las células que infecta y en la que se insertan por lo menos 8 glicoproteinas virales
(gB, gH, gL, gO, UL128, UL130 y UL131A). La particula viral madura o viridn tiene
un didmetro aproximado de 150 a 200 nm.(33,34) Figura 1.1.

Figura 1.1. Estructura basica de Citomegalovirus Humano
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En la Figura 1.1. se observan los componentes morfolégicos de la particula viral madura. gB: Glicoproteina B.
gO: Glicoproteina O. gH: Glicoproteina H. gL: Glicoproteina L. Elaborada con Biorender.

1.4. EXPRESION GENICA DE HCMV

Los Herpesviridae comparten un patrén temporal de expresion génica; luego de
algunas horas de la infeccion de células que permiten la replicacion viral, ocurre la
expresion de los genes denominados Inmediatamente Tempranos (IE) de gran
importancia en la infeccién litica. Las proteinas codificadas por los genes IE,
estimulan la expresiéon de los genes Tempranos (E) cuya funcién es la replicacion
del ADN viral y que a su vez son necesarios para la fase Tardia del ciclo replicativo
(L), en la que se expresan los genes estructurales, seguida de ensamblaje y
liberacion de los viriones. (35,40)

Es de resaltar que, como en muchos procesos bioldgicos, no se puede establecer
una clara delimitacion temporal o de funciones entre los productos de los genes
incluidos en cada fase; por el contrario, los resultados de los estudios in vitro
muestran que la participacion de un gen en una de las fases ya mencionadas puede
depender de la cantidad de virus inoculado o multiplicidad de infeccién (MOI), la
cepa viral y las células empleadas. (41)

Los genes IE1 y 2 son los mas reconocidos y estudiados dentro del grupo de los
genes inmediatamente tempranos, pero se pueden citar otros genes clasificados
como IE: UL36, UL37, UL37.1, UL37.3, UL38, UL61, UL123, UL138, UL148, US1,
US2, US3, TRS1 y IRS; que también cumplen funciones en la replicacion del ADN.
(42) Ademas, UL36 — UL38 ejercen actividad antiapoptética. (43) Los genes IE



codifican para las fosfoproteinas IE1 e IE2; la proteina IE1 p72 es codificada en el
ORF UL123 e IE2 p86 por el ORF UL122; estos marcos abiertos de lectura se
localizan en la region MIE (Major Immediate Early). El mARN de IE1 se trascribe a
partir de los exones 1-4 y para IE2 son los exones 1-3 y 5. (44,45) El splicing
preferencial lleva a que inicialmente sea mas abundante IE1 y luego IE2. (46)

La transcripcion de los genes IE1 e IE2 es controlada por una proteina que no
requiere sintesis de novo luego de la entrada del virus a la célula y que es codificada
en la region MIEP (Major Immediate Early Promoter). (47,48)

Desde hace varios afios se ha reconocido la importancia de las proteinas
inmediatamente tempranas en el inicio del ciclo viral replicativo o litico y como su
deficiencia interrumpe o altera la continuidad de la infeccién litica. Por ejemplo, se
ha observado que en cultivos celulares de Fb infectados con bajos MOls de la cepa
Towne CR 208, mutante para el exdén 4 de la regién MIE, hay defectos en la
formacion de los compartimientos de replicacion, a pesar de la deteccion de la
proteina IE2. (48,49) Ademas, la infeccién de estos Fb con la cepa mutante produjo
un defecto en la expresion de los genes UL44, UL57, UL69 y UL98, relacionados
con las siguientes fases del ciclo viral. (50)

Inmediatamente luego de la infeccion y transporte de la capside viral hasta el nacleo,
los genes de HCMV se acumulan en los dominios nucleares 10 (ND10) conocidos
también como cuerpos nucleares, alterando su estructura. En Fb infectados a MOI
< 0.1 con la cepa Towne y utilizando Inmunofluorescencia, se ha demostrado que
IE1 se encuentra en el nacleo desde las 2 horas post-infeccién (hpi.), con un patron
mixto, difuso y punteado, pero siempre en asociacion con las principales proteinas
gue constituyen los cuerpos nucleares a saber, PML (Proteina de la Leucemia
Promielocitica), fosfoproteina que actia como factor de transcripcion y supresor
tumoral) y SP100 (con funciones similares a las de la proteina PML). A las 4 — 6 hpi.
predomina un patréon difuso, debido a la relocalizacion en el nucleo, tanto de las
proteinas celulares como de IE1, al parecer debido a disrupcién de los cuerpos
nucleares. En cuanto a IE2, a las 4 hpi. se observo la colocalizacién de esta proteina
viral con PML y parte de IE2 permanecio asi hasta las 12 hpi., aunque PML hubiese
sido desplazada por IE1. A las 6 hpi. la deteccion de IE2 fue visible en pocas células,
pero a las 24 hpi. se observd una marcacién positiva con el patron punteado en casi
todas las células infectadas. (51) Al parecer la disrupcion y reorganizacion de los
cuerpos nucleares o ND pueden ser un evento indispensable en las etapas
tempranas del ciclo litico de HCMV. (51)

Se considera que la funcion de IE2 es activar la expresion de los genes tempranos,
como fue demostrado al infectar fibroblastos con una cepa mutante para UL122 que
luego de cuatro semanas de infeccion, no produjo lisis celular en los ensayos de
formacion de placas (un método que permite evaluar la capacidad infecciosa del
virus y su cuantificacion). Esta evidencia corrobora la importancia de esta proteina
en la continuidad del ciclo replicativo. (52) Los genes tempranos (E) tienen como
funcién la replicacion del ADN viral, el clivaje y el empaguetamiento del genoma y
ensamblaje de las particulas virales. Por definicion requieren la sintesis de novo de
proteinas IE, pero también de productos celulares para su transcripcion. (53) Los
genes E también ejercen funciones reguladoras dentro de las células infectadas,
generando un ambiente propicio para la replicacion viral al controlar la sintesis de
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ADN celular e inhibir el reconocimiento de la célula infectada por el sistema
inmunologico. (53) La transcripcion de los genes E es previa a la replicacion del
ADN viral y dentro de estos genes se encuentra UL54 que codifica para la DNA
polimerasa viral, también el gen UL97 y UL44. Este ultimo codifica para una
subunidad de la ADN polimerasa viral con funcién en la procesividad de la enzima
al estabilizar la unién de la subunidad catalitica a la plantilla de ADN. (54) Otros
genes tempranos son UL57 que codifica para una proteina de union a ADN
monocatenario; UL70, UL102 y UL105 que codifican para un complejo
heterotrimérico con funcién de helicasa — primasa. (55) UL 70 tiene actividad
primasa, UL105 es la helicasa y UL102 es la subunidad de union, luego de la accién
del complejo helicasa — primasa la proteina UL57 se une a la hebra de ADN y puede
encontrarse hasta las 48 hpi. (55,56,57) UL84 se encuentra en los compartimientos
de replicacién en el nacleo de las células infectadas, muestra una distribucién con
un patron punteado y colocaliza con UL34, IE4 y UL44; al parecer, participando en
la formacion de los centros de replicacion, en la sintesis de ADN viral y en la
regulacion de la proteina IE2. (58,59)

Luego de la replicacion del material genético viral, ocurre una intensa transcripcion
de los genes tardios (L), que son basicamente los que codifican para las proteinas
estructurales y proteinas que participan en el ensamblaje y salida de las particulas
virales recién formadas; en esta expresion génica participan proteinas tanto
celulares, por ejemplo, el Factor Nuclear Kappa B (NF-xB) como virales (IE2). (60)
A continuacién, se citan algunos de los genes tardios y las respectivas proteinas:
UL86 - MCP (Major Capsid Protein), UL48A — SCP (Small Capsid Protein), UL85 —
MnCP (Minor Capsid Protein), UL80.5 - Proteina de ensamblaje, UL80a — Precursor
de la proteina de ensamblaje. Estas proteinas son translocadas al nucleo para la
formacion de la capside y el empaquetamiento del ADN viral, evento en el cual
participan las proteinas codificadas por los genes UL89 y UL56 que forman un
complejo con funcion de nucleasa - terminasa y UL104, esta Ultima proteina actla
como un portal en la capside para el ingreso del ADN. (61)

Las proteinas del tegumento también hacen parte de los productos de los genes L
y pueden ser trasportadas al nucleo donde se incorporan a la particula viral en
formacion, otras lo hacen en el citoplasma. Anteriormente se habian mencionado
algunas proteinas tegumentarias; otros ejemplos de estos genes y las respectivas
proteinas son: UL26 — ppUL26, UL48 — pp200, UL50 — pp35, UL53 — pp38, UL82 —
pp71y UL83 — pp65, que se localizan en el nucleo. UL25 — ppUL25, UL32 — pp150
y UL99 — pp28, que se han localizado en el citoplasma. Las funciones son variadas
y no se limitan a la composicion estructural del virién, pueden tener actividad de
regulacion del ciclo viral como pp71 o de interferencia con la respuesta inmune del
hospedero como pp65. (60,62,63) Luego debe ocurrir el trasporte viral al citoplasma
atravesando la membrana nuclear, evento en el que participan las proteinas UL150
y UL53. Fuera del nucleo y en estrecha proximidad aparece el complejo de
ensamblaje en el que se pueden identificar proteinas tegumentarias y proteinas de
la envoltura viral como UL55 — gB, por lo que se propone que en este
compartimiento termina de ensamblarse el virion y adquiere la envoltura. (60,64)
Ademas de UL55, otros genes L codifican para las proteinas de envoltura como
UL75 — gH, UL115 — gL, UL74 — gO, UL100 — gM, UL73 — gN, UL128, UL130y
UL131A. (60)
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1.5. GLICOPROTEINAS DE ENVOLTURA Y VARIABILIDAD
GENETICA

De particular interés para esta revision resultan los genes asociados a las proteinas
de envoltura o glicoproteinas. El HCMV codifica para una gran variedad de estas
glicoproteinas de envoltura (g) mencionadas en el apartado previo y siete de ellas:
gB, gH, gL, gO, UL128, UL130 y UL131A, participan en la entrada del virus a las
células. (65)

Las glicoproteinas virales de envoltura son cruciales para la infeccion; ya que se
unen o entran en contacto con la membrana plasmatica gracias al reconocimiento
de receptores lo que inicia la entrada viral a la célula. Para el caso del HCMV dos
complejos distintos intervienen en este proceso: Uno trimérico conformado por gO,
gH-gL y/o el complejo pentamérico UL128L (UL128, UL130, UL131A) con gH-gL;
(Figura 1.1.) Por medio de estudios de cristalografia se ha establecido que el
complejo pentamérico tiene una estructura flexible y que puede ocurrir un
reposicionamiento dinamico de sus componentes ULs, sugiriendo un mecanismo de
cambios conformacionales inducidos por union al ligando, durante la entrada a las
células, seguidos de la interaccion con gB para activar la fusion a la membrana
celular. (66,67) Como lo muestra la Figura 1.2., se requiere la participacion de gH-
gL haciendo parte del complejo pentamérico o del complejo trimérico y se ha
establecido que el primero participa en el tropismo por células epiteliales,
endoteliales y mieloides por medio del receptor celular Neurofilina 2 (Nrp2); el
complejo trimérico se une al Receptor del Factor de Crecimiento Derivado de
Plaquetas para infectar células epiteliales, endoteliales y mieloides. (67,68,69)
HCMV también utiliza proteoglicanos de heparan sulfato presentes en las
membranas celulares para iniciar la unién a las células por medio de gB (70), y otras
moléculas como el Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (RFCE) y se ha
reportado que varias de las vias de sefalizacion activadas por HCMV son similares
a las activadas por el Factor de Crecimiento Epidérmico (FCE). (71) Es de anotar
que este mecanismo de entrada en el que participan gH-gL y gB es compartido por
los principales miembros de la familia Herpesviridae como VHS-1. VHS-2 y VEB.
(67)

Luego del reconocimiento, la envoltura viral se fusiona con las membranas celulares
(plasmatica o endosomal) para favorecer su entrada; en el caso de HCMV, la
glicoproteina gB codificada por el gen UL55 participa en la unién inicial a las
membranas de todos los tipos celulares y tiene actividad fusogénica, (68)
comportandose como un fuségeno de membrana de Clase Ill, compartiendo
caracteristicas con las proteinas de Clase | y de Clase Il ya que tiene el nucleo
helicoidal del primer tipo y las horquillas internas de fusién de la Clase Il. (72)
Luego de la activacion de los complejos pentamérico o trimérico por unién al
receptor y/o exposicion a un pH acido, ocurre el cambio conformacional de gB
(Figura 1.2.), lo que permite la insercion de residuos hidrofobicos en la membrana,
seguido de un plegamiento de la molécula sobre si misma, (Figura 1.2., flechas
discontinuas) que permite la fusion de la envoltura del virus y la membrana
plasmatica; esta secuencia de eventos también participa en la diseminacion del
virus célula a célula. (67,70)
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Figura 1.2. Localizacién y participacion de los complejos pentamérico (UL128, UL130,
UL131A, gH-gL), trimérico (gO, gH-gL) y de la glicoproteina gB en la unién de
Citomegalovirus a las células.
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En la Figura 1.2. se puede observar la localizaciéon y cambios conformacionales de los complejos pentamérico
(UL128, UL130, UL131A, gH-gL), trimérico (gO, gH-gL) y de la glicoproteina gB para permitir la entrada de
HCMV a las células, mediada por los receptores membranales Neurofilina 2 (Nrp2) y Receptor del Factor de
Crecimiento Derivado de Plaquetas (RFCDP). (67,68) Elaborada con Biorender.

Hasta el momento se sabe que la entrada de HCMV a los fibroblastos depende de
la presencia del complejo trimérico gH-gL-gO, pero este proceso en las células
epiteliales y endoteliales depende principalmente del complejo pentamérico UL128L
(UL128, UL130, UL131A)-gH-gL, aunque también puede participar el complejo
trimérico; por lo tanto, el pasaje repetido en cultivo en fibroblastos podria llevar a
disminuir o afectar el tropismo por otros tipos celulares. (65,72)

La diversidad de receptores celulares que utiliza HCMV se refleja en el amplio
tropismo del virus, ya que es capaz de infectar células tanto epiteliales como
mesenquimales. In vitro el virus infecta una gran variedad de lineas celulares como:
fibroblastos -Human Foreskin Fibroblast (HFF)-; epitelio -Kidney epithelial cells of
African green monkey (VERO) y Human Epidermoid cancer cells (HEp-2)-; Endotelio
-Human Umbilical Vein Endotelial Cells (HUVEC)-; y monocitos/macréfagos como
las Human histiocytic cell line (U937) y Human monocytic cell line (THP-1), entre
otras. (73) In vivo, HCMV infecta células epiteliales de revestimiento de la mucosa
oral y las células de glandulas salivares. Ilgualmente, células mesenquimales como
los fibroblastos, musculares lisas y endoteliales; ademas de células especializadas
como los hepatocitos, neumocitos, neuronas de la retina y leucocitos. (69,74) Una
de las principales consecuencias de ese amplio tropismo es la posibilidad de
generar enfermedad en 6rganos y tejidos muy distintos.

La gran variabilidad genética de HCMV se debe y afecta principalmente los genes
gue codifican para proteinas que regulan la unién a las células, entrada, fusién de
células infectadas, replicacion y diseminacion del virus de célula a célula. En lo
referente al comportamiento viral en cultivos celulares, deben distinguirse las cepas
de HCMV que se han obtenido a partir de muestras de pacientes y han sido
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pasajeadas en cultivo celular muchas veces y que se denominan cepas de
laboratorio o cepas de referencia. Otras cepas han sido poco pasajeadas (5 o
menos pasajes en cultivo) por lo que se denominan cepas con bajo nimero de
pasajes.

En la Tabla 1.1. se presenta una sinopsis de las principales cepas de laboratorio,
su origen, el nimero de pasajes en cultivo celular y algunos de los cambios
genéticos descritos. Al parecer ninguna cepa de laboratorio mantiene su genoma
intacto, incluyendo las denominadas de bajo numero de pasajes en cultivo celular
como Toledo. (35) Por ejemplo, la cepa Merlin que fue obtenida de la orina de un
nifio con infeccion congénita y que se describe como de bajo niUmero de pasajes en
cultivo celular, refleja en gran medida el genoma salvaje de Citomegalovirus; sin
embargo, se ha descrito una sustitucién en un Unico nucleétido que trunca el gen
UL128. (75,76)

El cultivo de HCMV a partir de cepas o aislados clinicos se lleva a cabo usualmente
en Fb, para luego infectar otros tipos celulares; de esta forma se ha evaluado la
dindmica mutacional de HCMV obtenido de muestras clinicas. Los Fb son altamente
permisivos al virus y permiten su crecimiento; uno de los trabajos en los que se
evaluaron las alteraciones genéticas se basé en la infeccion inicial de Fb, con
posterior recoleccion de los sobrenadantes con los que se infectaron endoteliocitos
y células epiteliales, empleando el método de pasajeo colateral (infecciones
simultaneas en distintos tipos celulares utilizando un virus ampliado pocas veces).
De esta forma y luego de un analisis de secuencias de ADN se reportaron
mutaciones inicialmente en el gen RL13 (entre los pasajes 8 a 16) tanto en Fb como
en células endoteliales y epiteliales; mas tarde aparecieron mutaciones en el locus
UL128L (genes UL128, UL130 y UL131A) (pasajes 15 a 20) que se limitaron a los
FbyenelgenUL/b'enlos pasajes 32 a 63. Fue evidente la inestabilidad del genoma
de HCMV durante la adaptacion al cultivo, sin importar el tipo celular o la cepa viral.
(77)

En otras regiones gendmicas se detectaron mutaciones esporadicas y también se
identifico la pérdida del tropismo por células endoteliales y leucocitos, lo que se ha
explicado por el hecho de cultivar el virus en Fb, seleccionando genes que favorecen
el tropismo por estas células.(77)

Esto mismo sucede en las cepas de laboratorio como AD169 y Towne, que han sido
ampliadas numerosas veces en un tipo particular de células (Fb), en las que se
reportan diferencias en las secuencias respecto a los aislamientos clinicos o cepas
poco pasajeadas.

Por ejemplo, se describe una gran variabilidad en la region UL/b" (IRL), entre
aislados clinicos y las cepas Toledo, Towne, y AD169 (78).
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Tabla 1.1. Relacién de cepas de Citomegalovirus humano m&s comidnmente
empleadas en laboratorio.

Nombre Origen Afio N° Pasajes en | Modificaciones
cultivo celular genéticas
AD169 Tejido adenoide de un | 1956 Alto UL/b" (IRL)
nifio
Towne Orina de un nifio con | 1975 Alto UL/b" (IRL)
infeccion congénita
TB40/E Hisopado de gargantade | 1999 Alto UL26, UL69,
un receptor de trasplante USs28, UL122
de médula 6sea
Merlin Orina de un nifio con | 2000 Bajo (5 pasajes | UL128
infeccion congénita en cultivo
celular)
Toledo Orina de un nifio con | 1984 Bajo (3 pasajes | UL/b" (IRL)
infeccion congénita en cultivo
celular)
Fix Secreciones de cuello | 2001 Bajo No reportados
(VR1814) | uterino de gestante con
infeccion primaria

La cepa Toledo se considera de bajo numero de pasajes en cultivo celular y en
analisis de su genoma se han encontrado segmentos de ADN de entre 13 a 15 kpb,
que no han sido encontrados en las cepas Towne y AD169; también se ha
observado que la cepa Towne contiene un segmento de ADN de 4.7 kpb que no se
detect6 en la cepa AD169. El estudio de aislados clinicos muestra que el virus
salvaje tiene aproximadamente 220 genes que podrian perderse o sufrir re-arreglos
en la region UL/b" durante el pasaje en cultivo celular, posiblemente afectando
funciones en la replicacion, latencia y patogenicidad en el hospedero humano. (78)
Se sabe que la propagacion de Citomegalovirus en fibroblastos lleva a la pérdida de
tropismo por células endoteliales en las cepas con alto nimero de pasajes; por lo
tanto, la recomendacion en los laboratorios es usar un aislamiento con pocos
pasajes en fibroblastos y luego cocultivar estas células infectadas, con células
endoteliales. Esta modificacion técnica demuestra que se puede mantener el
tropismo no sélo por las células endoteliales sino también por los fibroblastos y otros
tipos celulares. Asi aparece la cepa TB40/E, adaptada al cultivo en células
endoteliales desde los pasajes iniciales; sin embargo, la subsecuente propagacion
en otros tipos celulares ha generado variabilidad genética en derivados de la cepa
original. (79,80,81)
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1.6. GENOTIPOS DE HCMV Y RELACION CON EL CURSO CLINICO

La variabilidad genética que involucra los genes que codifican para las
glicoproteinas de envoltura, ha llevado al reconocimiento de genotipos de HCMV.
La genotipificacion se basa en el estudio de genes con alta variabilidad entre los
aislados (polimorfismos), pero que entre si se pueden agrupar permitiendo la
identificacion de cepas o genotipos. Para el HCMV un método comun de
genaotipificacion es el estudio del gen UL55 que codifica la glicoproteina B (gB) de
la envoltura viral.(82)

Chow y Dennison (83) evaluaron 12 cepas distintas aisladas de casos clinicos y las
cepas de laboratorio Towne y AD169; la regién examinada mediante PCR, digestion
con enzimas de restriccion y secuenciacion correspondio a las bases 1150-2151,
codones 384-717 dentro de los que se encuentra el codén 460 que es una de las
regiones mas variables y es donde ocurre el clivaje proteolitico de gB. (83)

La comparacién entre las cepas revel6 homologia en la secuencia de nucleétidos
entre el 87.9% y 99.8%, pero la variabilidad genética no se distribuy6 al azar y se
concentré en algunas regiones por lo que establecié que las cepas clinicas y de
laboratorio podrian dividirse en 4 grupos de secuencias con una similitud de 98.6%
a 99.9% de nucledtidos entre las cepas clinicas dentro de cada grupo; pero al hacer
comparaciones entre cepas de diferentes grupos la homologia fue de 88% a 95%.
También encontraron que la region amino terminal de la proteina codificada por gB
se encuentra como una de 4 variantes discretas, con secuencias peptidicas
caracteristicas. A partir de ese trabajo se reconocio la existencia de 4 genotipos de
HCMV, gB1, gB2, gB3y gB4. (83)

Posteriormente fue descrito el genotipo gB5; la secuenciacion del ADN de ocho
aislados provenientes de 5 pacientes mostrd sustituciones en 7 aminoacidos dentro
de la region de la proteina gB. Las regiones variables estudiadas fueron el extremo
5" de gB y la region que flanquea el sitio de clivaje de gB, la divergencia de este
nuevo genotipo respecto a sus homélogos mas cercanos fue mucho mayor que la
divergencia encontrada entre cepas de los otros 4 genotipos. (84)

En relacién con el curso clinico, HCMV es el principal patdgeno viral en individuos
con supresion inmunolégica, como los pacientes con Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), oncoldgicos en quimioterapia y los receptores
de trasplante de 6rgano solido y de precursores hematopoyéticos, entre otros. (7,85)
Se hace relevante estudiar la infeccién y reactivacion del HCMV y su asociacion con
las complicaciones y en algunos casos el fracaso de los trasplantes, que se
presentan en estos pacientes.

Aunque la genotipificacion no es un procedimiento de rutina al evaluar la
infeccion/reactivacion de HCMV, es posible pensar que el(los) genotipo(s) que
infecta(n) o se reactiva(n) en los pacientes receptores de trasplante de érgano sélido
o de precursores hematopoyéticos puede(n) ser un factor clave en las
manifestaciones de la enfermedad por HCMV y se asocia(n) con las complicaciones
o el desenlace, por lo que se debe considerar la posibilidad de diferencias en la
patogenicidad entre los genotipos reconocidos. Esta relaciéon podria explicarse por
el tropismo amplio conferido por la diversidad genética, la evasion de la respuesta
inmune humoral, puesto que gB es un blanco principal de los anticuerpos
neutralizantes y evasion de la respuesta inmune celular.
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En la tabla 1.2. - se resumen algunos estudios en los que se ha evaluado esta
posible relacién, teniendo en cuenta variables como tipo de trasplante, edad de los
pacientes, afio y pais donde se llevd a cabo la evaluacién, tipo de muestra a partir
de la que se hizo la genotipificacidn, técnica empleada, genotipo(s) encontrado(s),
complicaciones, desenlace y respuesta a la terapia antiviral.

Segun estos reportes, el genotipo mas frecuente es gB1, representando desde el
26 hasta el 53% de los genotipos identificados en los pacientes incluidos en los
diferentes estudios. (86,87,88,89,90,91,92,93,94,95,96) Le siguen en frecuencia
gB2 y gB3; en algunos reportes el genotipo gB2 fue el mas frecuente, (97,98,99) y
en otro grupo de pacientes el genotipo mas frecuente fue gB3. (100) El genotipo
gB4 se detectd en general con la frecuencia mas baja y gB5 no fue identificado en
ningun estudio.

Se ha sugerido que la variabilidad genética de HCMV esta asociada con el resultado
clinico de la infeccion y se muestra una relacion entre los genotipos, principalmente
gB3, con el desarrollo de complicaciones como mielosupresion, enfermedad
gastrointestinal, Enfermedad Injerto contra Hospedero (EICH) o con el fallecimiento
del paciente. (91,93,94,95) En relacién con las manifestaciones de la infeccién por
HCMYV en los receptores de trasplante se tienen en cuenta dos grupos principales:
los asintomaticos (viremia sin sintomas) y los sintomaticos con sindrome asociado
a HCMV, enfermedad de 6rgano especifico o enfermedad invasiva; aunque algunos
trabajos encuentran relacion con algun genotipo o con las infecciones mixtas, en
otros no se encuentra esa relacion entre algin genotipo, las coinfecciones y el curso
de la infecciéon por HCMV en el paciente trasplantado. (86,87,88,89,92,97,100)
Excepto en el trabajo de Carraro y Granato (97) que no reporté coinfecciones o
infecciones mixtas, las infecciones simultaneas con méas de un genotipo o
coinfecciones se identificaron con frecuencias variables; en estos casos es posible
encontrar cargas virales significativamente mas altas que en pacientes en los que
se detecta un solo genotipo y se encuentra el retraso en el control de la viremia,
asociado a una disminucion de la efectividad en el tratamiento antiviral.
(7,89,90,94,99,100,101)

Parece claro que HCMV sufre variaciones genéticas intra e inter-hospedero; luego
de la infeccién primaria el virus se compartimentaliza y las condiciones propias de
cada localizacién pueden ejercer presion llevando a la ocurrencia de modificaciones
en la composicién gendmica. Esas condiciones dependen del tipo de célula(s) que
debe infectar y en la(s) que debe replicarse en cada compartimiento y de la
posibilidad de pasar a distintos compartimientos como el plasma, la saliva, la orina;
la respuesta inmune también puede incidir en la ocurrencia de estos cambios. (102)
Se ha reconocido una gran variabilidad en los genes que codifican para las
glicoproteinas de envoltura pero no son las Unicas regiones afectadas, se ha
identificado diversidad hasta en 34 marcos abiertos de lectura en muestras
recolectadas en neonatos y luego de dos semanas del nacimiento, con niveles
similares a los observados en virus ARN como el VIH (Virus de Inmunodeficiencia
Humana), Dengue y West Nile y una tasa de mutaciones nuevas de 2.0x10°7 por par
de bases por generacion, que es 10 veces mas alta que la estimada para VHS-1.
(103)
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También hay evidencia suficiente que demuestra la produccién de cuasiespecies
para HCMV (poblaciones viricas fenotipica y genotipicamente diferentes) que
surgen en un individuo durante el transcurso de la infeccién de por vida y como ya
se dijo en compartimientos anatémicos o histologicos diferentes. (102,104) La
aparicion de las cuasiespecies de HCMV puede responder a presiones positivas de
selecciéon cuando la poblacion viral esta bien estructurada, tiene un tamafo
suficiente y pasa por los ciclos de reactivacion; contribuye igualmente el hecho de
gue un individuo puede reinfectarse, por ejemplo, un recién nacido que se infecto in
utero y luego vuelve a infectarse a través de la leche materna o la saliva. (102,104)
Las presiones negativas ocurren por los denominados cuellos de botella, por
ejemplo, el representado por el paso del virus desde una madre infectada a través
de la placenta, luego el paso a la circulacién sanguinea del feto y el que puede
representar el nacimiento; estos cuellos de botella son eventos en los que puede
disminuir considerablemente la poblacion viral. (102,104)

Las variaciones inter-hospedero se reflejan en la deteccién de los genotipos en los
distintos grupos de pacientes y poblaciones evaluadas. Al parecer en todo el mundo
el genotipo mas comun es gB1, pero en Latinoamérica, Asia y Europa, gB2 se
encuentra en una proporcidn semejante a gB1; esto permite proponer una
distribucion de los genotipos determinada por factores demograficos ademas de las
presiones debidas a las condiciones propias de cada grupo de pacientes evaluado,
como la inmunosupresion o la infeccién congénita. (102,105)

1.7. CONCLUSION

Citomegalovirus es un virus altamente prevalente en la poblacién en general, se
reconoce el papel de la saliva como una importante via de transmision horizontal;
ademas, la saliva también puede ser empleada para hacer diagnéstico y
seguimiento de la infeccién o reactivacion viral.

Citomegalovirus tiene uno de los genomas virales mas complejos y a pesar de tener
una enzima ADN polimerasa con capacidad de correccion de errores, se reconoce
una alta variabilidad genética intra e inter-hospedero y también en las cepas de
laboratorio comunmente empleadas. La diversidad genética contribuye con la
patogenicidad en relacién con el amplio tropismo celular y con la evasion de la
respuesta inmune.

La variabilidad genética afecta principalmente las glicoproteinas de envoltura como
gB; esta glicoproteina esta codificada por el gen UL55 y participa en la fusion de la
envoltura viral a la membrana celular posterior al reconocimiento y unién a
receptores celulares. Se ha determinado la existencia de 5 variantes de gB o
genotipos, siendo gB1 el que mas frecuentemente se identifica. Es posible que los
genotipos tengan relacion con la patogenicidad viral sobre todo en pacientes
inmunosuprimidos y hay evidencia que favorece esta hip6tesis como también
estudios donde no se ha podido demostrar esa relacion. El desarrollo de técnicas
de biologia molecular ha facilitado la deteccion, cuantificacién y genotipificacién de
Citomegalovirus a partir de distintos tipos de muestras entre esos la saliva 'y a pesar
de la facilidad y seguridad en la obtencion y procesamiento de este fluido, la saliva
no se ha empleado consistentemente con este fin.
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2. ESTABLECIMIENTO DE LATENCIA DE CITOMEGALOVIRUS
EN CELULAS DE LA LINEA MIELOIDE: INTERACCIONES
VIRALES Y CELULARES

Desde que se comenzd el estudio de las infecciones por virus de la familia
Herpesviridae se ha reconocido un atributo relevante y es el establecimiento de
latencia; esta situacion implica que luego de la infeccidn inicial estos virus van a
persistir de por vida en el individuo infectado y van a producirse reactivaciones que
pueden facilitar la transmision a otros hospederos y la diseminacion intra-
hospedero. El establecimiento de latencia y la reactivacion dependen de la
interaccion entre factores virales y celulares que determinan el curso de la infeccién.

La infeccion primaria con HCMV en células epiteliales y fibroblastos, entre otras,
sucede luego de la interaccion de la glicoproteina B con los receptores celulares.
Posteriormente, durante la replicacion viral se afecta la arquitectura y fisiologia
celulares, lo cual, junto con la respuesta inmune innata desencadena la muerte de
las células infectadas. Sin embargo, en algunos tipos celulares en nichos
especificos, como la médula ésea hematopoyética, el ciclo replicativo no llega a
completarse y ocurre apagamiento de la transcripcion de los genes virales
relacionados con el ciclo replicativo, en su orden Inmediatamente tempranos (IE),
Tempranos (E) y Tardios (L). EI genoma persiste en el nucleo celular como un
episoma (elemento genético replicante extracromosomico), estableciendo de esta
forma una infeccién latente de por vida. (1,2)

El estado de latencia se puede definir como la persistencia del material genético
viral con expresion de algunos genes, pero sin que ocurra la replicacion, es decir
que no hay ciclo litico y no se producen nuevas particulas virales infecciosas. (1,2)
Las células que soportan la infeccion latente de Citomegalovirus son principalmente
las células madre, progenitoras hematopoyéticas, pluripotenciales, CD34+
residentes en la médula 6sea, que dan origen al linaje mieloide culminando con la
diferenciacion de monocitos CD14+ de sangre periférica a macrofagos o células
dendriticas. (3,4)

Las células madre y precursoras hematopoyéticas (CMPH) expresan en su
membrana el marcador de superficie celular Cluster Differentiation 34 (CD34); este
marcador es una fosfoglicoproteina transmembrana, identificada inicialmente en
CMPH, que también se encuentra en células progenitoras fuera de la médula 6sea
y en células endoteliales maduras. En la clinica de los trasplantes de precursores
hematopoyéticos, el marcador CD34 tiene gran importancia porque se ha utilizado
para identificar y aislar CMPH del donante, previo al trasplante. (5,6)

Se ha evidenciado experimentalmente y en el trasplante de precursores
hematopoyéticos que la proteina CD34 participa en la proliferacion de CMPH para
mantener la poblacién y funciona en la diferenciacion y proliferacién de las lineas
mieloide y eritroide; ademas, puede inhibir o promover la migracion de CMPH por
interacciones directas con selectinas endoteliales. (5,7)

Para gue se pueda establecer la infeccidn latente luego de la infeccidon de las células
CD34+ por HCMV, estos precursores hematopoyéticos deben ser infectados en las
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etapas mas tempranas cuando se expresa mayoritariamente el marcador CD34,
antes de que se inicie la diferenciacion celular. (8) En estudios in vitro se ha
establecido que la entrada de HCMV a las células CD34+ y a las células de la linea
THP-1 ocurre por macropinocitosis, aunque el mecanismo de ingreso a las células
no determina por si mismo el establecimiento de latencia. Luego del ingreso de
HCMV, proteinas del tegumento como ppl150 salen de los endosomas y el genoma
viral asociado a ppl150 debe transportarse hasta el nicleo para iniciar el programa
de latencia en esas células. (9,10)

Otras proteinas tegumentarias como pp28, pp65 y pp71 persisten en el citoplasma
asociadas a los endosomas, pero en células como los fibroblastos en los que ocurre
el ciclo litico, la proteina pp71 se localiza en el nucleo aproximadamente a las 4
horas de la infeccion. (9)

Ya en el ndcleo, el establecimiento de latencia en las células CD34+ depende en
gran medida del silenciamiento de MIEP (Major Immediate Early Promoter), el
promotor que inicia el ciclo replicativo activando la transcripcién de los genes
inmediatamente tempranos IE 1/2. Hay varios factores tanto virales como celulares
gue pueden regular el silenciamiento de MIEP; dentro de los mas estudiados esta
la interaccion entre la proteina pp71 del tegumento viral y la proteina Daxx, un
correpresor transcripcional celular que hace parte del cuerpo nuclear junto con PML
(Proteina de la Leucemia Promielocitca), y considerado como componente de la
respuesta inmune intracelular. La proteina pp71 es uno de los transactivadores
conocidos de MIEP y debe llegar hasta el nucleo para que pueda iniciar la activacion
del promotor de IE1/2. Se sabe que si pp71 ingresa al nacleo se asocia con Daxx,
induciendo su degradacion por proteasoma y desencadenando la transcripcion de
IE1; en células con infeccidn latente los niveles intranucleares de Daxx se
mantienen elevados y se reprime la transcripcion de IE1. (11) Las células
diferenciadas como los fibroblastos expresan uno o mas factores que facilitan la
importacion de pp71 al nucleo, activando el ciclo litico de HCMV, contrario a lo que
sucede con CMPH en las que pp71 permanece en el citoplasmay en las que no se
detectan los factores asociados con la importacién de esta proteina tegumentaria.
(12)

La infeccion in vitro de células CD34+ primarias y células THP-1 no diferenciadas,
con la cepa AD169 de Citomegalovirus, permite observar la proteina pp71 en el
citoplasma asociada a los endosomas, compatible con el establecimiento de
latencia (Figura 2.1.); la deteccién citoplasmética de pp71 se observo en el 99% de
las células CD34+ y en el 96% de las células THP-1. (10) Al mismo tiempo, factores
celulares reprimen la transcripcion de MIEP al mantener un fenotipo represivo de la
cromatina; el resultado es el silenciamiento del principal promotor del ciclo litico de
Citomegalovirus. (13) Las modificaciones postraduccionales de las histonas son
cruciales en el control de la transcripcién génica y en particular en lo referente a la
infeccion por HCMV. En CMPH las proteinas histonas son reclutadas a la region del
genoma donde se encuentra MIEP y son metiladas para reprimir su transcripcion,
al tiempo que las enzimas deacetilasas de histonas (HDAC) también se encargan
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de mantener el estado deacetilado, contribuyendo a la ausencia de transcripcion de
MIEP y con evidencia de heterocromatinizacion del ADN viral. (14,15)

Figura 2.1. Localizacién de la proteina pp71 en células CD34+ y células THP-1

CD34+ THP1

Células CD34+ y células THP-1 no diferenciadas, infectadas con la cepa AD169 de Citomegalovirus
humano con una MOI de 3. Las células fueron procesadas para inmunofluorescencia; la proteina
pp71 aparece en rojo y el nacleo en azul. (10)

Se ha demostrado que esta region del genoma de HCMV tiene sitios de unién para
activadores celulares de la transcripcion como el Factor Nuclear kappa B (NF-kB) y
también para represores de la transcripcion como Ying-Yang 1 (YY1) y el Factor de
crecimiento independiente 1 (Gfi-1); estos hallazgos pueden explicar el control de la
transcripcion de MIEP dependiente del fenotipo celular, seguramente en las células
no permisivas para el ciclo replicativo predomina el efecto de factores represores.
(14)

Otro mecanismo por el cual se controla la replicacion viral y se mantiene el estado
de infeccion latente en las células CD34+ es a través de la secrecion de Factor de
Crecimiento Transformador Beta (FCTp); en las células infectadas la secrecion de
FCTP inhibe de manera autocrina la accion del mismo por inhibir la diferenciacion
celular, mientras que en las células no infectadas el efecto paracrino de FCTf
reprime la mielopoyesis, contribuyendo con la mielosupresién asociada a las
infecciones por HCMV in vivo. (16)

En cuanto al perfil de expresion génica viral durante la latencia, no hay una region
especifica del genoma viral dedicada a mantener ese estado; por el contrario, ocurre
transcripcion de genes a partir de regiones independientes probablemente regulada
por promotores diferentes. (17) Es claro que los genes expresados durante la
latencia difieren en su mayor parte de los que se expresan durante las fases del
ciclo litico; aparte del establecimiento de latencia, este hecho puede influir en la
supresion de la respuesta inmune hacia las células que soportan la infeccion latente,
porque las proteinas del ciclo replicativo son las que mas se asocian con la
induccion de respuesta inmune. (17)

Se define como una marca del estado de infeccion latente la ausencia de la
transcripcion de los genes IE1/2 y, por otro lado, la transcripcion de los genes
UL138, UL111A (gen que codifica para la Interleucina 10 viral, (vIL-10) LUNA
(Latency Unigue Natural Antigen) codificada en el gen UL81-82ast (Transcrito
antisentido), US28, UL144 y ARNs no codificantes 2.7 y 4.9. Sin embargo, en
distintos trabajos se ha podido evidenciar que por ejemplo en fibroblastos (Fb)
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ocurre la expresién de algunos de los genes relacionados con la latencia durante el
ciclo litico y que en monocitos puede ocurrir transcripcion de genes Inmediatamente
tempranos (IE), Tempranos (E) y Tardios (L) lo que sugiere que el establecimiento
y mantenimiento de latencia requiere la interaccion de los factores celulares y virales
y depende del tipo celular, para determinar si en las células infectadas persiste ese
estado o, por el contrario, ocurre la reactivacion viral. (3,4,18,19,20)

Respecto a los genes de HCMV asociados a latencia destaca el gen UL138, este
gen se encuentra en la region UL/b” que codifica desde UL133 hasta UL151, region
gue se ha asociado especificamente con la latencia. El locus UL133 — UL138
(UL133, UL135, UL136 y UL138), se describe como policistronico y se reconocen al
menos 8 trascritos diferentes. (21) Cabe recordar que gran parte de la regién UL/b”
en las cepas AD169 y Towne se ha perdido, durante el alto nimero de pasajes en
cultivo de Fb, lo que explica, al menos parcialmente, la permisividad de estas células
para la replicacion viral y la ausencia de infeccion latente. (22)

Algunas proteinas codificadas en este locus parecen relacionarse con la
reactivacion y la evidencia sugiere una funcion antagonica entre UL135y UL138, ya
gue el primer gen promueve la replicacién viral y el segundo se asocia con el
establecimiento de latencia. (21) Debe notarse que la funcion ejercida por estos
genes puede depender o ser regulada por el tipo especifico de célula, con claras
diferencias entre los precursores hematopoyéticos CD34+, Fb y las células
endoteliales (CE), principalmente en la regulacion de la expresion de genes virales.
(21) Asi, analisis in vitro han mostrado que en Fb el locus UL133 — UL138 no se
requiere para que ocurra el ciclo replicativo, pero tampoco lleva al establecimiento
de latencia; por el contrario, en células precursoras hematopoyéticas CD34+ inhibe
la replicacion viral y favorece el establecimiento de latencia y en CE también parece
promover la replicacion viral; sugiriendo que este locus modula la progresion de la
infecciébn por HCMV segun el tipo celular, grado de diferenciacion y el contexto
biolégico. (21,23)

Retomando el silenciamiento de MIEP, se ha atribuido a UL138 un papel principal,
actuando como un freno de la replicacion viral; la proteina UL138 (pUL138)
promueve la metilacion H3K9 de la Histona 3, que lleva a la formacién y
mantenimiento de la heterocromatina asociada a MIEP. Otro efecto de pUL138 en
las células mieloides indiferenciadas tiene que ver con las enzimas demetilasas, ya
que impide la asociacién de estas a MIEP; las enzimas demetilasas especificas de
lisina eliminan las modificaciones epigenéticas represivas de las histonas,
favoreciendo la transcripcion de los genes IE. (24) Las proteinas de la fase litica
viral inducen inmunidad innata y adquirida, por consiguiente, el apagamiento de la
expresion de las proteinas del ciclo replicativo es una via para inhibir el
reconocimiento de las células con infeccion latente por el sistema inmunoldgico,
preservando las células que portan el genoma viral. (24)

El gen US28 de HCMV codifica una proteina que actia como receptor acoplado a
proteina G, e interactia con quimiocinas como RANTES, MCP-1, MCP-3, MIP-1a y
MIP-1B. (25,26) En las células THP-1 infectadas con la cepa Toledo se ha
demostrado la transcripcion de US28, al 8 dpi., sin produccion de particulas virales
infecciosas y sin transcripcion de genes asociados al ciclo replicativo como UL54.
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Al parecer, este perfil de expresion génica tiene relacion con el grado de
diferenciacion celular, ya que en lineas celulares como la K562 (células precursoras
hematopoyéticas, pluripotentes), la KGla (células semejantes a las CD34+ de
meédula 0sea), HL-60 (células progenitoras de granulocitos y monocitos) y la U937
(linea promonocitica) no se detecta la transcripcion de US28. (27) Se propone
entonces que la funcion de US28 es promover la adhesiéon de los monocitos CD14+
circulantes al endotelio, faciltando el paso de las células infectadas a
compartimientos anatdomicos o celulares en los que puede ocurrir la diferenciacion
celular a macréfagos o células dendriticas, la reactivacion del ciclo litico y la
replicacion viral. (27)

En el mismo sentido, se ha podido determinar que las mutaciones en los genes
UL138 y US28 no afectan la expresion génica de HCMV o la replicacion viral en Fb,
pero en células progenitoras hematopoyéticas la expresion de genesy la replicacion
viral se incrementan, dando a entender que UL138 y US28 tienen un papel de
regulacion negativa sobre la replicacién en CMPH, el principal sitio de latencia de
HCMV. (2)

Similarmente, se han observado diferencias al comparar el efecto producido por
cepas con bajo numero de pasajes en cultivo como Toledo y Fix que conservan la
region UL/b", donde se encuentra UL138, respecto a cepas como Towne y AD169,
altamente pasajeadas. Al infectar células CD34+, se encontré que en las células
infectadas con las cepas Toledo y Fix se establecié un estado consistente con la
latencia, con apagamiento de la expresion de los genes caracteristicos del ciclo
replicativo - IE1/2 - hacia el 8 dpi., que se mantuvo hasta el dia 20. Por el contrario,
en las células infectadas con cepas de laboratorio altamente pasajeadas se
evidencié expresion génica al 20 dpi., compatible con el ciclo litico y asociada con
la carga viral detectada. (28) Mientras que los monocitos CD14+ de donantes sanos,
infectados con la cepa FIX, mostraron un comportamiento similar con deteccién de
trascritos asociados a latencia hasta por 25 dpi. (29)

La IL-10 celular (clL-10) es reconocida por su funcion en el control de las respuestas
inflamatorias e inmunoldgicas a través de la supresion de citocinas secretadas por
los linfocitos T helper 1 (Th1) como Interferon gamma (IFNy) e interleucina 2 (IL-2)
y la inhibicion de la presentacidén de antigenos por macrofagos y células dendriticas.
Las principales fuentes celulares de cIL-10 son los linfocitos T helper 2 (Th2), células
T reguladoras Th17, monocitos, macréfagos y linfocitos B. (30)

El gen UL111A de HCMV codifica dos homélogos virales de la citocina IL-10, el
primero es una proteina de 175 aminoacidos la IL-10 viral (vIL-10), que se sabe
aparece durante el ciclo litico. (31) La proteina vIL-10 ha sido identificada en el
plasma de donantes sanos seropositivos para HCMV, en concentraciones mas altas
que la cIL-10, lo mismo que anticuerpos anti viL-10, con capacidad neutralizante.
(32)

Durante los estados de latencia viral en progenitores de granulocitos y macréfagos,
aparece el segundo homélogo por splicing alternativo a partir de la regién
denominada UL111.5A, la proteina de 139 aminoacidos IL-10 viral asociada a la
latencia (LAVIL-10); el trascrito ha sido detectado no sélo in vitro en precursores
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hematopoyéticos infectados con cepas virales de bajo y alto nimero de pasajes,
sino también en células precursoras hematopoyéticas y mononucleares de sangre
periférica de donantes sanos y durante el ciclo litico. (32,33) La proteina LAvIL-10
puede contribuir en la inhibicion del reconocimiento y subsecuente eliminacion de
las células que soportan la infeccién latente por el sistema inmunoldgico, moldeando
el microambiente para favorecer la latencia, persistencia y/o reactivacion viral,
segun el contexto celular y tisular; por ejemplo, aunque los antigenos virales
producidos durante la infeccion litica y en latencia pueden estimular a los linfocitos
TCD4+, las subpoblaciones estimuladas durante la latencia ejercen un efecto
inmunosupresor porque secretan la clL-10. (33,33,34)

LUNA (Latency Unique Natural Antigen), es una proteina de 133 aminoacidos
producida por una transcripcion antisentido (ast) del segmento génico UL81-82. El
trascrito fue identificado a partir de monocitos de sangre periférica de un donante
sano y de 5 donantes de médula 6sea, seropositivos para HCMV. En las células de
estos individuos se pudo comprobar que no habia transcripcion de genes
estructurales o inmediatamente tempranos, asociados a la infeccion productiva. (18)
También se han detectado anticuerpos anti-LUNA en donantes sanos,
seropositivos, dando a entender que hay sintesis de esta proteina in vivo. (35) Es
de resaltar que el gen UL82 codifica para la proteina pp71 que, como ya se
menciono, es un transactivador de la expresion de MIEP. Es posible que LUNA esté
involucrada en el control postrascripcional de UL82, afectando la estabilidad del
MARN o0 su traduccion, por lo tanto, ejerciendo regulacion sobre la reactivacion
desde la latencia y la ocurrencia del ciclo litico. (18) El trascrito antisentido de UL81-
82 y la proteina también han sido detectados in vitro en Fb, durante las primeras
horas posinfeccion, pero al parecer sin un efecto sobre la continuidad del ciclo litico.
(18)

La evaluacion in vitro de las células CD34+ infectadas con HCMV mostro positividad
para el trascrito de UL81-82ast a las 24 hpi.; estas células fueron estimuladas para
diferenciarse a células dendriticas, que aun inmaduras, seguian siendo positivas
para LUNA. Luego, al estimular las células dendriticas con LPS (Lipopolisacarido,
componente de la pared de bacterias Gram negativas) y lograr su diferenciacion
final, el trascrito UL81-82ast disminuyd y al dia 9 posinfeccidn ya no se detecto. (19)

En células CD34+ y células mononucleares CD14+ de sangre periférica de
donantes sanos seropositivos se ha detectado el ARN del gen UL138, sin detectar
ARN de IE1, corroborando el estado de infeccion latente y apagamiento de la
expresion de genes asociados a la replicacion viral. (28)

Desde hace varios afios se sabe que los monocitos CD14+ constituyen un nicho
celular de latencia o persistencia para HCMV; la infeccidén in vitro de monocitos
CD14+ obtenidos de donantes sanos muestra que en estas células el virus entra en
el estado de latencia a las 24 hpi. con rapida expresion de los genes asociados
como UL138, US28, LUNA, vIL-10 y RNA 2.7 entre otros, y ausencia de la
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transcripcion de genes asociados al ciclo replicativo como IE1, IE2 y pp65, entre el
dia 1y el dia 3 pi. (20,29)

En estas mismas células, se ha logrado la reactivacion del ciclo litico luego de
estimulacién en cultivo, por ejemplo, con células de otros donantes (estimulacion
alogénica); este tipo de estudios hizo evidente que la reactivacién ocurre luego de
la diferenciacion de los monocitos a macréfagos. Por tanto, los monocitos CD14+
que circulan en sangre periférica portan el genoma viral, no permiten el ciclo litico,
pero al ser estimulados ocurre la diferenciacion a macréfagos, siendo estas células
permisivas para la replicacién viral. (36,37) Segun los estimulos a los que son
sometidas las células CD14+ infectadas, también es posible la diferenciacion a
células dendriticas y al igual de lo que ocurre con los macrofagos, estas células
muestran los cambios fenotipicos caracteristicos y permiten la replicacion de HCMV.
(29)

De lo que se ha descrito hasta aqui sobre la latencia de HCMV en células del linaje
mieloide, es claro que el destino de la infeccion depende de varios factores, que
pueden mantener el estado de infeccion latente o promover la reactivacion del ciclo
litico. Factores celulares y virales como el estado de diferenciaciébn, mecanismos
intracelulares de defensa, control de la actividad represora de la cromatina,
proteinas tegumentarias de HCMV, entre otros, que regulan la transcripcion de
genes virales como UL138, US28, vIL-10, ULB2ast y apagan la expresion de los
genes relacionados con el ciclo litico. Evolutivamente, HCMV ha “seleccionado” las
células CD34+ de la médula 6sea, capaces de autorenovarse y diferenciarse, lo que
para este virus facilita la persistencia en el individuo infectado y cuando ocurre la
diferenciacion la posibilidad de reactivarse, diseminarse y transmitirse. Ademas, el
estado de infeccidn latente parece ir de la mano con la disminucién de la respuesta
inmunoldgica contra estas células.

2.1. REACTIVACION DE LA INFECCION LATENTE DE HCMV
EN CELULAS DEL LINAJE MIELOIDE

El balance que se habia establecido en las células con infeccion latente entre los
factores celulares y virales para silenciar el promotor principal de los genes
relacionados con la replicacién de Citomegalovirus debe alterarse a favor del inicio
de la transcripcion de los genes inmediatamente tempranos. Esta reactivacion de la
infeccion latente usualmente pasa desapercibida en los individuos
inmunocompetentes, como un proceso asintomatico que puede acompafarse de
descargas virales en fluidos corporales. Sin embargo, la reactivacion tiene
importantes implicaciones para los individuos con supresién inmunoldgica,
principalmente los receptores de trasplantes, por lo que ha sido objeto de estudio
en los ultimos afos.

La reactivacion desde la latencia implica iniciar la replicacion génica para llegar a la
produccion de particulas virales. MIEP dirige la expresion de transactivadores del
ciclo litico, pero es silenciado durante la latencia en células precursoras
hematopoyéticas de la médula 6sea. No es claro cdmo se pueden llegar a producir
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los transactivadores virales en la reactivacion y presumiblemente debe ocurrir una
desrepresion de MIEP o puede tratarse de transactivadores alternativos de los
genes UL122 - UL123, denominados iP1 e iP2 y que son distintos a MIEP, pero
igualmente localizados en el locus MIE. (38)

Los distintos modelos con los que se ha evaluado la reactivacion desde la latencia
en células CD34+ o monocitos CD14+, muestran que este proceso puede comenzar
cuando las células son expuestas a estimulos inflamatorios, ocurre dafio celular,
estrés oxidativo o incluso isquemia y reperfusion. (2)

Los estimulos que producen inflamacion llevan a la activaciéon de vias de
sefalizacion, por ejemplo, del NF-kB; este factor puede unirse a MIEP y activar su
transcripcion. Cuando las células CD14+ son expuestas a LPS, se activa la via del
NF-kB, luego viene la sintesis de citocinas proinflamatorias como IL-6, que a su vez
activa la via ERK/MSK/CREB y modifica la unién de las histonas a MIEP. (2)

El proceso de reactivacion desde la latencia ha sido descrito en un modelo de las
células de la linea monocitica THP-1 infectadas con la cepa TB40/E vy
posteriormente tratadas con PMA para estimular la diferenciacion celular: A las 24
hpi. se detectan los trascritos y las proteinas IE1 y 2 llegando a ser indetectables
entre los dias 2 y 5 p.i.; puede resultar paradoéjico que, aunque se encuentran los
trascritos y las proteinas de los genes inmediatamente tempranos, el ciclo replicativo
no se completa, no hay produccién de particulas virales y el virus entra en latencia,
reforzando la idea que la infeccidn viral sigue distintas vias segun el tipo celular.
Luego del tratamiento de las células THP-1 con PMA, de nuevo hay deteccion de
IE1 y 2, compatible con la reactivacion del ciclo litico. En este modelo, la proteina
UL135 tiene un comportamiento similar a IE, indicando su participacion en la
activacion del ciclo replicativo, pero sin produccion de particulas virales. Ademas, la
proteina UL138 se detecta en todos los periodos de tiempo. (38)

La diferenciacion celular en el linaje mieloide activa la acetilacion de histonas unidas
a MIEP, seguida por la expresion de los genes IE y entrada de la célula en el ciclo
litico. (14)

2.2. ESTUDIOS IN VITRO CON HCMV Y OBTENCION DE
AISLADOS CLINICOS

El cultivo para estudiar las diferentes fases del ciclo viral, asi como el
establecimiento de latencia y la reactivacion de HCMV se realiza en su mayor parte
con cepas de laboratorio que han sido propagadas regularmente in vitro en Fb. Las
cepas mas empleadas son Towne, AD169 y TB40/E (Tabla 1.1.), que se
caracterizan por el alto nimero de pasajes en cultivo celular y las cepas Toledo,
Merlin y Fix, (Tabla 1.1.), que se consideran de bajo numero de pasajes. (39,40)

Es posible utilizar aislados clinicos de HCMV con un nimero muy bajo de pasajes
en cultivo celular. Se considera aislado clinico cuando se ha podido recuperar virus
de una muestra 0 espécimen de un paciente, ha sido pasajeado en cultivo y se logra
la produccion de particulas virales libres en el sobrenadante, lo que implica que se
ha producido una modificacién fenotipica y este es un virus adaptado al cultivo. (41)
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Estas cepas de HCMV retienen el tropismo por células endoteliales y epiteliales,
gue se reduce en las cepas de laboratorio. (22)

El estudio de la interaccion hospedero humano - HCMV no ha sido facil dada la alta
especificidad viral para infectar Unicamente células humanas y la dificultad para
contar con modelos animales, y aunque ya se dispone de modelos de ratones
humanizados para el estudio de la latencia/reactivacion, se sigue recurriendo al
cultivo celular. Los estudios in vitro se han llevado a cabo usualmente en cultivos de
células diploides en lineas ya establecidas, las células mas empleadas son los
fibroblastos por su alta permisividad a la infeccion y por facilitar la obtencién de
cosechas virales con titulos altos, a pesar de que no se trata del tipo de célula
involucrada en los principales procesos patogénicos en el ser humano. (42)

Hacia los anos 80’s se comenzo0 a usar la linea de fibroblastos MRC-5 (Cepa celular
5 del Consejo de Investigacion Médica de Reino Unido) derivada de pulmén
embrionario humano, en la que se logra hacer aislamiento viral mas eficiente a partir
de diferentes especimenes clinicos como la orina, secreciones orofaringeas, lavado
broncoalveolar, entre otros, aproximadamente en dos semanas. (43) En décadas
pasadas, cuando comenz6 el estudio in vitro de la infecciébn por HCMV, se
encontraron varias dificultades ademas de la especificidad por células humanas,
como la progresion lenta de la infeccion que implicaba un tiempo de espera de 14 a
21 dias para observar el efecto citopatico, cuando se hacian aislamientos primarios.
(43)

En 1984 se reporté una deteccidon rapida de HCMV con la técnica de Shell-vial
(técnica de cultivo celular en la que luego de la inoculaciébn se hace una
centrifugacion a baja velocidad para mejorar la adsorcion viral); en este trabajo
utilizaron fibroblastos MRC-5 y se centrifugé a 700 gravedades por una hora,
llevando a la deteccién de antigenos virales por inmunofluorescencia a las 36 hpi.,
en comparacion con el tiempo que tomaba la aparicion de efecto citopatico que
requeria en promedio 9 dias. (44) La técnica de Shell-vial ha demostrado desde ese
entonces una sensibilidad mayor que el cultivo convencional para la infeccion por
HCMV en el cultivo celular a partir de fluidos corporales. (45)

Las cepas virales mas reconocidas han sufrido numerosos pasajes y se han
adaptado al cultivo celular en Fb, sobre todo en la linea MRC-5 y los fibroblastos
primarios de prepucio humano (HFF-Human Foreskin Fibroblast), aunque se han
empleado exitosamente fibroblastos primarios de distintas localizaciones como
labio, rifidn y pulmoén. (42,46) No se conoce un acuerdo o norma sobre el nUmero
de pasajes en cultivo que determinen que una cepa de HCMV es de alto nimero de
pasajes, se ha propuesto que, por encima de 5 0 10, la cepa pasa a ser considerada
como de alto nimero de pasajes. Dos de las cepas de HCMV mas empleadas en
todo el mundo son AD169y Towne; la primera esta circulando en laboratorios desde
el afio 1956, la cepa Towne fue aislada en 1975 (Tabla 1.1., numeral 1.3. Biologia
del virus) y son consideradas como cepas de alto niumero de pasajes en cultivo. (22)
Durante los pasajes en Fb se producen modificaciones genéticas como la pérdida
del segmento UL/b" (UL133 - UL151); al parecer este segmento no es necesario
para la infeccion y replicaciéon en los Fb, pero como ya se ha revisado, si tiene gran
importancia en el establecimiento de latencia. (21,22,47) También es posible que
los genes necesarios para la interaccién con el sistema inmunolégico, tropismo —
UL128, UL130, UL131A - y capacidad de replicarse - RL13 — sobre todo en tipos
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celulares especializados se pierdan cuando HCMV es propagado en Fb. Una vez
que el aislado clinico se ha adaptado completamente al cultivo, desaparece la
presion selectiva sobre los genes virales y el genoma permanecera relativamente
estable en los subsecuentes pasajes celulares. (22,41)

La infeccion de Fb con cepas de alto nUmero de pasajes se caracteriza por ser
productiva y se denomina “cell free”, que significa que hay replicacion viral intensa
llevando a la produccion de particulas virales libres, extracelulares; esto obviamente
facilita la obtencion de adecuados titulos virales en una cosecha. (42)

Ha quedado claro que el HCMV sufre modificaciones en su genoma durante el
cultivo celular, aun con un bajo nimero de pasajes (10), sobre todo si este cultivo
se ha hecho en Fb. (42) Para superar este problema actualmente se estan utilizando
Cromosomas Bacterianos Artificiales (BACs); para esto se dispone de los genomas
de cepas de laboratorio de HCMV clonadas en vectores de plasmidos que permiten
la manipulacién genética del DNA viral como BACs en las células bacterianas, para
luego transfectarlos en células eucariotas, usualmente fibroblastos, a partir de los
cuales se reconstituye el virus clonado en BACs. (39,41)

La obtencion de aislados clinicos no siempre se logra a pesar de que las muestras
clinicas sean positivas para el virus, puede depender de la concentracion viral en la
muestra, de la composicion de esta y la alta probabilidad de encontrar otros virus
gue podrian catalogarse como contaminantes o adventicios. Sobre la composicién
de la muestra, la presencia de proteinas, carbohidratos, células, bacterias y otros
microorganismos, pueden dificultar la obtencion del aislado. Por ejemplo, en la
saliva hay células epiteliales en descamacion, proteinas de alto peso molecular
como la mucina en la que pueden quedar atrapadas particulas virales, proteinas
ricas en prolina, Inmunoglobulina A que puede neutralizar las particulas virales y
amilasa salivar, entre otras y normalmente se encuentran bacterias y levaduras
(Streptococcus spp, Actynomices spp, Fusobacterium spp, Prevotella spp, Candida
spp, entre otros). (48,49) También es muy probable que se encuentren particulas
virales de Virus Herpes Simplex 1y 2, por las descargas virales asintomaticas, lo
gue ha dificultado la posibilidad de aislar un solo virus. (50)

Otra dificultad importante es el comportamiento viral durante el aislamiento, porque
las particulas virales producidas pueden permanecer dentro o asociadas a las
células, comportamiento que se observa sobre todo en las infecciones con muestras
clinicas o virus poco pasajeados, en los que la relacién entre células infectadas y
virus liberados en el sobrenadante es inferior a 1, lo que hace que la concentracion
viral en el sobrenadante del cultivo sea baja en los pasajes mas tempranos, hasta
10 inclusive; como ya se dijo previamente, la adaptacion al cultivo implica que se
pueden obtener particulas virales libres a partir del sobrenadante. (41,51)

Estos problemas pueden ser superados con técnicas en las que se diluye el in6culo
1/1 con medio de cultivo DMEM (Dubelccos’s Modified Ealgle Medium) y/o con PBS
(Phosphate-Buffered Saline), obteniendo una baja Multiplicidad de Infeccién (MOI);
esto permite que el virus se replique y extienda de célula a célula y la infeccion
transcurra lentamente al mismo tiempo que se mantiene una monocapa saludable
y sin sobrecrecimiento celular disminuyendo la concentracion del Suero Feral
Bovino al 2%. EIl proceso de infeccion debe seguirse de cerca por observacion
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microscopica del efecto citopatico y de su extension; al encontrar este efecto en un
80 a 100%, las células deben desprenderse mecanicamente y se recolectan junto
con el sobrenadante. Luego, las ceélulas deben romperse por sonicacién o
congelamiento — descongelamiento, para liberar particulas virales, garantizando la
integridad de esas particulas. Con estas modificaciones técnicas se pueden mejorar
los titulos en pasajes muy tempranos de cultivo celular en fibroblastos, sin perder la
integridad genética. (52)

De esta forma, se podré trabajar con virus que mantienen un genotipo y un fenotipo
homologables al de los virus que estan infectando al individuo del que se obtuvo la
muestra; en el aislado se mantiene el tropismo celular de la cepa salvaje, los
aislados clinicos son utiles para el estudio de la relacion entre los polimorfismos
genéticos virales y cuadro clinico, se pueden hacer comparaciones para determinar
los cambios genéticos que se han producido en las cepas de laboratorio con alto
namero de pasajes en cultivo y establecer la variabilidad genética natural de HCMV,
pero esto tiene una desventaja inherente y es que el aislado no es genéticamente
puro.(41)

2.3. MODELO DE LINEA CELULAR MONOCiTICA PARA EL
ESTUDIO IN VITRO DE LA INFECCION / REACTIVACION
DE HCMV

Como se dijo previamente, la infeccion de las células progenitoras hematopoyéticas
con Citomegalovirus lleva al establecimiento de latencia y el genoma viral pasa a
las células que se diferencian en la linea mieloide; en los monocitos CD14+ de
sangre periférica la infeccibn se ha definido como un estado quiescente o
persistente porque no hay replicacion viral pero la diferenciacion a macréfagos o
células dendriticas puede activar el ciclo replicativo. Dada la importancia de la
diferenciacion in vivo de los monocitos a macrofagos, para la replicacion de
Citomegalovirus y la diseminacién a distintos 6érganos y tejidos, ha sido primordial
poder reproducir in vitro este proceso. (21,36,37,53,54)

No siempre puede contarse con células CD34+ para infecciones in vitro, por lo que
se ha aceptado que la infeccién de los monocitos CD14+ puede tomarse como el
estado de latencia, con la posibilidad de inducir diferenciacién y permisividad para
la replicacion viral. (21)

Para emplear células CD14+ de sangre periférica en estudios in vitro de la infeccion
por HCMV se requieren donantes sanos, seronegativos; aun asi, es posible que las
células porten el ADN de Citomegalovirus, lo que deberia descartarse mediante
PCR. Usualmente se requieren lotes de células de distintos donantes por lo que las
respuestas celulares pueden estar sujetas a factores adicionales, como la
variabilidad genética o la posible exposicion previa de estas células a otros agentes
infecciosos.
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También deberian descartarse otras infecciones virales en el donante que pueden
alterar la respuesta de los monocitos CD14 a la infeccion in vitro por HCMV, por
ejemplo, Arbovirus. La diseminacion amplia de la infeccion por HCMV en paises
subdesarrollados como Colombia, hace dificil encontrar los donantes apropiados,
incrementando también los costos para la obtencién de las células CD14, negativas
para HCMV.

Por otra parte, el uso de lineas celulares monociticas ha demostrado
suficientemente la reproducibilidad y facilidad para el estudio de HCMV. (20,55)
Se han empleado, entre otras, las lineas: HL-60 (Human myeloid cell line), U-937
(Human histiocytic cell line) y THP-1 (Human monocytic cell line); se trata de lineas
derivadas de neoplasias mieloides o linfoides que lograron ser mantenidas en cultivo
celular y que retienen el potencial para diferenciarse en varios tipos celulares
mieloides. La linea HL-60 se deriva de una paciente con leucemia promielocitica
aguda, y se caracteriz6 desde el comienzo por un tipo celular predominante
neutrofilico/promielocitico con prominente asincronia nuclear/citoplasmatica. Estas
células expresan receptores de superficie para la porcién Fc de los Anticuerpos y
para C3 (Componente 3 activado del sistema complemento) pero no se identifican
marcadores especificos linfoides. Tienen capacidad para diferenciarse en células
de la linea granulocitica, monocitica y células semejantes a macréfagos y
eosinofilos, segun el estimulo empleado. (56,57)

La linea celular HL-60 se ha utilizado en el estudio de las vias de transduccion de
sefales involucradas en la diferenciacion celular de granulocitos y en las respuestas
celulares a patégenos y a farmacos; en cuanto a estudios in vitro con HCMV,
aungue se ha utilizado, en algunos trabajos no se ha evidenciado la replicacion viral
luego de inducir diferenciacién, lo que se ha atribuido a que es una linea menos
diferenciada que otras como la THP-1. (58) La linea U-937, se obtuvo a partir de
células de un linfoma histiocitico, demostrando positividad para receptores Fc y de
C3 en aproximadamente 30% de las células, sin marcacion para Inmunoglobulinas
en la superficie; se detectdé produccion de lisozima y actividad de esterasa. (59)

U-937 se describe como una linea monocitica y se ha utilizado en experimentos
para inducir diferenciacién a macréfagos. No obstante, también hay limitaciones en
cuanto al empleo de esta linea para evaluar la infeccion por HCMV dado que no se
detecta la expresién de MIEP (Major Immediate Early Promoter) aun luego del
tratamiento con PMA (forbol 12-miristato 13-acetato), con un resultado semejante
para las células de la linea HL-60; este resultado se atribuye a que se trata de
células menos diferenciadas que las THP-1, en las que luego del estimulo con PMA
se detectaron las proteinas IE1 y 2 con niveles similares a los observados en
fibroblastos, por lo que se concluyé que el grado relativo de diferenciacion de las
células monociticas puede ser un factor importante en la regulacion génica de
HCMV. (60)

La linea THP-1 fue establecida en 1980, a partir de células de un paciente con
Leucemia Monocitica Aguda. La naturaleza monocitica se definid por la deteccion
de la actividad de la alfa naftil butirato esterasa, la produccién de lisozima y la
fagocitosis de particulas de latex y de eritrocitos de carnero sensibilizados; estas
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caracteristicas se mantuvieron durante 14 meses de cultivo en suspension. (61) Mas
adelante, en 1982, se describié que el tratamiento de las células THP-1 con PMA,
indujo la diferenciacion hacia un fenotipo de macrofago. Se observaron los
siguientes cambios: Las células aumentaron de diametro, formaron agregados y
tenian aspecto ameboide, la membrana plasmética se tornd lisa, disminuyeron las
microvellosidades de la superficie, el nucleo se observoé lobulado y con nucléolos
evidentes, aparato de Golgi bien desarrollado y abundantes ribosomas libres.
Igualmente se detecto la persistencia del marcador CD16 y aumento de la actividad
de fagocitosis. (62)

El PMA es un éster de forbol con actividades bioldgicas reconocidas en la
transcripcion génica y a nivel celular en la diferenciacion, crecimiento y muerte
programada; también en la activacion de vias de respuesta inmunoldgica y
desensibilizacién de receptores y se le atribuye actividad como promotor tumoral.
Ejerce su efecto a través de la Proteina Quinasa C (PKC) y sus respectivas vias de
sefializacion.

Una de las caracteristicas importantes de estas células THP-1, como modelo para
el estudio de los monocitos — macrofagos en la interaccion del patégeno con el
hospedero es su semejanza con las células CD14+ de donantes. Se ha comparado
la respuesta de los macréfagos inducidos por diferenciacién a partir de la linea THP-
1 con los macrofagos derivados de monocitos de sangre periférica, demostrando
que las células THP-1, luego del tratamiento con PMA presentan un fenotipo que se
asemeja estrechamente al de los macréfagos derivados de monocitos, con
incremento del volumen citoplasmatico, se observa adherencia al sustrato, y
aumenta la granularidad.

En cuanto a los marcadores de superficie, se han observado los cambios en la
expresion de CD14, CD11by TLR-2 entre otros, dependiendo del estimulo, tanto en
los macréfagos derivados de monocitos como en los diferenciados a partir de
células THP-1. (63,64) Dada la similitud en el comportamiento de las células THP-
1 respecto a las células CD14+, se ha propuesto la utilizacion de la linea THP-1
como modelo experimental de la infeccion, latencia y reactivacion del HCMV. El
tratamiento con PMA se ha empleado para inducir la diferenciacion celular,
observando que luego de tratar las células con PMA se desarrolla el ciclo litico del
virus. (58,64,65)

Las condiciones del cultivo de las células THP-1 también determinan el resultado
de los experimentos, con distintos tiempos, concentraciones de PMA y también el
tiempo postratamiento. Las concentraciones de PMA que han sido utilizadas van de
10 a 400 ng/mL, el tiempo de tratamiento ente 1y 5 dias y el periodo postratamiento
también entre 1y 5 dias. (55,63,64) Las concentraciones mas altas de PMA, de 200
ng/mL, pueden inducir muerte, con mas células positivas para marcadores de
muerte celular entre las que recibieron tratamiento por 4 dias y luego fueron
expuestas a un patégeno. (64)

En el estudio de la infeccion por HCMV empleando las células THP-1 existen dos
modelos con los que se intenta reproducir in vitro la infeccién, latencia y
reactivacion; en el primero la inoculacion viral se hace después de inducir la
diferenciacion con PMA. (66) Con este modelo se puede evaluar el efecto de la
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infeccion en células que ya han adquirido el fenotipo de macréfago. El segundo
modelo se denomina latencia/reactivacion; las células son infectadas en suspension
y luego son sembradas, lo que permite el establecimiento de latencia viral sin que
ocurra el ciclo litico en la mayor parte de las células; el tratamiento posterior con
PMA induce la diferenciacion de las células monociticas a macréfagos que llegan a
ser permisivos al ciclo viral replicativo. (55,65) De esta forma es posible observar el
efecto de la infeccion en células no diferenciadas, la capacidad de HCMV para
establecer latencia y el efecto de doble via de la diferenciacion celular y la
reactivacion viral.

2.4, CONCLUSION

Luego de la infeccion primaria el HCMV establece latencia en las células
progenitoras hematopoyéticas, persistiendo en las células del linaje mieloide y por
esta via los monocitos CD14+ mantienen el genoma viral, que, aunque no se replica
esta ejerciendo influencia, promoviendo la activacion, migracion y diferenciacion a
macrofagos, células permisivas para la replicacion viral. De esta forma, HCMV logra
diseminarse, replicarse e infectar nuevos nichos tisulares o celulares al tiempo que
modula la respuesta inmunolégica antiviral. Claramente, la persistencia de HCMV
en los monocitos de sangre periférica es un evento importante en la patogenia de la
infeccion viral por lo que el estudio de la infeccidn en este tipo celular es fundamental
para comprender la actividad inmunomoduladora de HCMV.

Los modelos que emplean lineas celulares monociticas son ampliamente
aceptados, en particular con células THP-1, derivadas de un paciente con Leucemia
monocitica y que son tratadas con un inductor de activacion y diferenciacibn como
el PMA. El modelo latencia — reactivacion ofrece una alternativa para trabajo in vitro
con HCMV muy aproximada a los eventos in vivo en los monocitos de sangre
periférica, por lo que se considera apropiado para evaluar la actividad
inmunomoduladora de HCMV.
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3. ESTRATEGIAS DE REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE
INDUCIDAS POR EL CITOMEGALOVIRUS HUMANO

El Citomegalovirus humano (HCMV) infecta entre el 50 y 100% de la poblacion en
todo el mundo, con diferencias claras entre los paises desarrollados y
subdesarrollados en los que se encuentra la prevalencia mas alta. La mayoria de
los individuos adquiere la infeccion desde el nacimiento o en los primeros afios y se
establece latencia de por vida. (1,2)

Es bien conocido que en los individuos inmunocompetentes o con un sistema
inmunoldgico sano la infeccién es por lo general asintomatica, pero en los que
padecen alguna forma de inmunosupresion, se observa la mayor morbilidad y
mortalidad asociada con este virus. Una respuesta inmunoldgica robusta mantiene
el control sobre la replicacion viral y por lo tanto sobre la carga viral, controlando asi
la posibilidad de que HCMV produzca la enfermedad de 6rganos terminales. (3)

La respuesta inmune antiviral comprende mecanismos de la respuesta innata como
la inhibicion de la infeccién por los Interferones de tipo | y la actividad de las células
citocidas naturales o natural killer (NK) para eliminar las células infectadas, también
se implican mecanismos de la respuesta adaptativa con los anticuerpos que
bloquean la unién y entrada de los virus a las células y los linfocitos T citotdxicos
que eliminan las células infectadas. (4)

La coevolucion del ser humano y los patdgenos virales ha llevado a que estos
tltimos desarrollen mecanismos de evasion de la respuesta inmune y de
inmunomodulacién; como es el caso del HCMV, que ha desarrollado una notable
capacidad de modular la actividad del sistema inmunolégico a su favor, con el fin de
lograr un ambiente celular propicio para el establecimiento de la infeccion, la
replicacion viral, la latencia, reactivacién, diseminacion dentro del individuo
infectado y transmision a otros hospederos.

Esta capacidad se hace patente entre otros aspectos, en el genoma del HCMV que
es de los mas grandes conocidos entre los virus y buena parte de sus genes se
relacionan con la capacidad de evasion que interfiere con la funcion de la respuesta
inmune tanto innata como adaptativa de las células y del hospedero. (5)

Por citar algunos efectos de la infeccién viral en la respuesta inmune se puede
mencionar la alteracion en la produccion de Interferones (IFN), especialmente del
IFNB, ademéas, HCMV inhibe la activacion de los linfocitos NK y afecta la
presentacion de antigenos a los linfocitos T. Adicionalmente, el virus puede interferir
con las funciones efectoras del sistema inmunolégico por expresion de una citocina
inmunomoduladora conocida como la interleucina viral 10 (vIL-10). (6)

A continuacion, se revisan algunas de las evidencias sobre las vias por las que
HCMV logra modular y/o evadir la respuesta inmune.

3.1. RESPUESTA INMUNE INNATA ANTI HCMV:
INTERFERONES

La infeccion por HCMV inicia rapidamente la respuesta inmune innata por la
activacion de los Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs) que pueden
localizarse en las membranas plasmaticas y endosomales, como es el caso de los
Receptores de Tipo Toll (TLRs) que son fundamentales en la funcion de las células
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presentadoras de antigenos como los macréfagos y células dendriticas. Otros PPRs
tienen ubicacion intracitoplasmatica y estan en casi todos los tipos celulares; entre
los cuales se encuentran los Receptores de tipo NOD (NLRs), el Gen | inducible por
acido retinoico (RIG-I), la sintasa de GMP/AMP ciclico (cGAS) y el Activador
dependiente de ADN de factores reguladores de Interferon (DAI), entre otros. (7,8)
En particular, el TLR2 junto con CD14, puede activarse por el reconocimiento de las
glicoproteinas de envoltura del HCMV gB y gH, seguido de la activacion de la
respuesta inmune innata por la via del NF-kB en las células infectadas — como las
epiteliales en la mucosa oral — generando el estado antiviral, con secrecion de
citocinas que ejercen un efecto paracrino en células no inmunitarias y activando a
las células del sistema inmunolégico (Tabla 3.1. y Figura 3.1.) (9,10,11)

Luego del ingreso del virus, durante la replicacion, se generan ARNs o ADNs virales
de doble cadena que desencadenan la produccion de IFN, que son las principales
citocinas con capacidad antiviral, y se clasifican en IFN tipo I, tipo 1l y tipo Il segun
sus receptores, vias de sefalizacion y efectos. En el tipo | se ubican el IFNa (13
isoformas), IFNB, IFNxk, IFNg, IFNw, el IFN de tipo Il es el IFNy y de tipo Il es el
IFNA. (11) Los Interferones tipo | ejercen sus efectos al unirse a los receptores
IFNAR 1 y 2, presentes en muchos tipos celulares, provocando la activacion de
tirosinaquinasas TYK2 y JAK1, la fosforilacion y activacion de STAT1y 2, que junto
con IRF3 forman el complejo ISGF3 el cual migra al nacleo para promover la
transcripcion de los genes estimulados por IFN (ISGs). El IFNy interactia en la
membrana celular con su receptor IFNGR 1y 2, seguido de la activacion de JAK 1
y 2, que se encuentran unidos al receptor y que a su vez fosforilan a STAT 1,
proteina que se transloca al citoplasma para formar el homodimero GAF, que luego
se desplaza al nucleo y promueve la transcripcion de ISGs. (12)

Los IFN inhiben la traduccion del genoma viral por activacion de la proteina quinasa
R (PKR), inducen la enzima 25 Oligoadenilato sintasa (2°5°OAS) para catalizar la
sintesis de oligobmeros de adenosina a partir de ATP, que se unen y activan la
enzima RNAasa-L llevando a la degradacion de transcritos celulares y virales.
También inducen produccion de éxido nitrico por la enzima éxido nitrico sintasa
inducible (INOS) y la sobreregulacion de la expresion del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad de clase Il (CMH-II). El efecto antiviral también es indirecto, a
través de la activacion y maduracion de células dendriticas, activacién de células
NK, activacién, proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T y B. (Figura 3.1.)
(11,13)

3.2. ACTIVIDAD ANTI-INTERFERON DE
CITOMEGALOVIRUS

Por diversos mecanismos, HCMV puede contrarrestar la activacion de la respuesta
inmune innata; por ejemplo, se ha demostrado que pp65 inhibe la fosforilacion y
localizacion nuclear de IRF-3, un factor de transcripcion activado por IFNB. En
detalle, el cGAS es un sensor citosolico de ADN de doble cadena y sintetiza un
segundo mensajero - cGAMP - luego de la infeccion viral; la proteina pp65 se une
a cGAS inhibiendo su actividad enzimatica, afectando el eje cGAS-STING y llevando
aregulacion a la baja de la produccion de IFN. (14,15) Sin embargo, esta inhibicion
no es suficiente para apagar completamente la respuesta de IFNs porque la via del
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NF-xB continla activa. Los resultados en diferentes modelos pueden parecer
contradictorios, pero esto puede explicarse por el tipo celular empleado, grado de
diferenciacion celular y la MOI con la que se realiza la infeccion. (14)

Tabla 3.1. Receptores de Reconocimiento de Patrones, localizacion y vias de
sefalizacion activadas en respuesta a la infeccion por HCMV. Adaptada de Biolatti
cols. (7

PPR Localizacion Via de respuesta activada

TLR2 Membrana celular IFN B via MYD@88; IL-6, IL-8, IL-12 via NF- kB
SR-Al IFN B via TRIF

TLR3 Endosomas IFN B via TRIF; IL-6, IL-8, IL-12 via NF-xB
TLR9 IFN B via MYD88; IL-6, IL-8, IL-12 via NF-xB
NOD1 IFN B

DAI Citoplasma IFN B via DDX3
NOD2 IFN B via IRF3, IL-8 via NF-xB
cGAS Nucleo y IFN a, IFN B via STING

citoplasma

IFN: Interferén; NFKB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas; TRIF:
Adaptador con dominio TIR, jnductor de IFNB; IRF3: Factor Regulador de Interferon 3; STING: Estimulador de
genes de Interferon; DDX3: Acido Ribonucleico (RNA) helicasa dependiente de ATP.

En los modelos de infeccién de células THP-1 con la cepa Toledo de HCMV, se
encontré que la interaccion de las vias activadas por receptores SR-A1 con las vias
activadas por TLR3y 9, provocan la sobreregulacion de la via de IRF-3 y de algunas
citocinas mediadas por la via NF-kB. A los 10 minutos posinfeccion (mpi.) se
observé un aumento de la expresion de FNTa y de IL-12p35 y una hora después,
de IFNB. (16) Mientras que la infeccidn de las mismas células con la cepa TB40/E
aumento la expresion de cGAS e indujo la sintesis de IFNs via STING. (17) Estos
resultados sugieren que las cepas virales altamente pasajeadas pueden modular
diferencialmente la respuesta inmune antiviral. Es notable que, aunque se reconoce
la inhibicidn en la produccién de IFNB, en el caso de las células THP-1 infectadas
con TB40/E se estimulo la sintesis de Interferones.

La proteina tegumentaria UL31 ejerce un efecto semejante al de pp65 y tal vez
complementario; por ejemplo, se ha reportado que en lineas celulares fibroblasticas
la proteina UL31, puede interactuar directamente con cGAS separando el ADN de
doble cadena, lo que conlleva a la disminucion de la produccién de cGAMP y a la
regulacion a la baja de IFN tipo I. (18)

La proteina pp71, codificada por el gen UL82 también regula negativamente la via
de STING alterando la formacion del complejo de translocacion que lo trasporta del
reticulo endoplasmético (ER) a los microsomas perinucleares e inhibe el
reclutamiento de TBK1 (Proteina Quinasa Serina/Treonina 1) y de IRF-3 al complejo
STING. (19)
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Figura 3.1. Activacion de respuesta inmune innata y actividad anti-Interferon de
HCMV.
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Figura 3.1. Se muestra la activacién de los Receptores de Reconocimiento de Patrones extra e intracelulares
por componentes de la envoltura y material genético de HCMV, activacién de diversas vias de sefializacion de
la respuesta inmune antiviral y sintesis de citocinas proinflamatorias, como el IFN{3, FNTa, IL-6, IL-8. Se sefialan

(T) algunos de los puntos de estas vias de activacion que son interrumpidos por proteinas de HCMV. Elaborada
con Biorender.

En una via semejante, la proteina US9 de HCMV disminuye la afinidad de la unién
entre STING y TBK1 a través de una interaccién competitiva con ambas moléculas,
bloqueando la dimerizacion de STING y finalmente inhibiendo la expresion de IFN;
a medida que se incrementa en el tiempo la concentracion de US9 disminuye la
expresion de IFN. (20)

3.3. INFLAMASOMAS EN LA INFECCION POR
CITOMEGALOVIRUS

Luego de la infecciébn por HCMV, en respuesta a la activacién de los PPRs, se
activan y conforman los inflamasomas, que son complejos proteicos ubicados en el
citosol y que luego de la infeccion viral inducen la activacion de caspasas y la
maduracién de citocinas proinflamatorias como IL-1p3 e IL-18, efecto demostrado
luego de la infeccion con HCMV en células como los fibroblastos gingivales
humanos. (Figura 3.1.) (21,22) Algunos de estos complejos proteicos estan
conformados por NLRP1, AIM2 y RIG-1; el primero es activado por ARN viral y la
proteina viroporina, los otros dos son activados por ADN y ARN de doble cadena,
respectivamente. (22)

En células THP-1 infectadas con la cepa AD169 de HCMV se activa el inflamasoma
AIM2, con una elevacion significativa de los niveles de IL-18 y de IL-18, la cual se
sostuvo invariable hasta las 96 horas posinfeccion (hpi). Ademas, se determiné la
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acumulacion de Lactato deshidrogenasa en el sobrenadante de las células
infectadas, efecto asociado a la muerte celular; sin embargo, en este modelo se
logré establecer que AIM2 tuvo un efecto negativo sobre el ciclo celular inducido por
la transcripcion de genes virales tempranos (UL54) y tardios (UL83). (23)
Continuando con esta linea, también se pudo corroborar que en las células THP-1,
la proteina UL83 (pUL83 o pp65) interactta con la proteina AIM2 del inflamasoma,
degradandola y disminuyendo sus niveles a las 24 hpi.; como consecuencia, no hay
activacion de caspasas, el precursor de la IL-18 no se activa, y no se produce la IL-
1B, como tampoco la IL-18, probablemente facilitando el establecimiento de
latencia. (Figura 3.1.) (23,24,25)

3.4. LINFOCITOS CITOCIDAS NATURALES (NK) EN LA
INFECCION POR CITOMEGALOVIRUS

Los linfocitos NK hacen parte de la primera linea de defensa ante las infecciones
virales al inducir la muerte de las células infectadas por diferentes mecanismos
como la Citotoxicidad Dependiente de Anticuerpos (CDA), la activacion de los
receptores extracelulares de muerte y la exocitosis de granulos que contienen
granzimas y perforinas. (26) La infeccion con HCMV induce la muerte celular por la
expresion de receptores de muerte en la membrana de los linfocitos NK, los cuales
interactian con Fas Ligando (Fas-L) y TRAIL (Ligando Inductor de Apoptosis
relacionado con el Factor de Necrosis Tumoral), entre otros, provocando la
apoptosis de las células infectadas.

Por su parte, la CDA es otro mecanismo por el cual las células NK pueden controlar
la infeccion por HCMV, a través del CD16 un receptor del fragmento Fc de las
inmunoglobulinas antivirales. Finalmente, debe recordarse que las células NK
pueden producir IFNy, dirigiendo la respuesta inmune adaptativa hacia un perfil de
linfocitos T helper 1 (Thl). (27,28)

De otra parte, péptidos derivados de la proteina UL40 del HCMV inducen la
expansion, activacion y diferenciacion de la subpoblacion de células citocidas
naturales positivas para NKG2C, en el contexto de moléculas HLA-E del CMH-I,
como parte de la respuesta antiviral; esta subpoblacion persiste luego del control de
la infeccion por lo que se considera que son células con memoria inmunoldégica. (29)
Los mecanismos por los que HCMV puede evadir la accion de los linfocitos NK son
basicamente para suprimir las sefiales de activacion de los receptores de estas
células o para desencadenar la sefializacién inhibitoria. (27)

El receptor NKG2D de los linfocitos NK se une a receptores expresados en las
membranas de las células infectadas, como la proteina A relacionada con la cadena
del CMH-I (MICA), MICB, proteina 1 de union a UL16 (ULBP1- una proteina de
HCMV) y proteinas ULBP2 a 6. Cuando esto sucede, -en particular cuando se une
UL16 a las proteinas ULBP-, se produce una retencion intracelular de dichas
proteinas y de MICB, lo que disminuye la actividad citotdxica de los linfocitos sobre
las células infectadas, por la disminucion en la activacion de NKG2D. (30,31) Algo
similar se ha reportado para los genes UL142, US12-2-1 sobre los ligandos de
NKG2D: MICA, MICB y ULBP2 y 3, los cuales son inhibidos por mecanismos
similares de retencién en el aparato de Golgi, en el citoplasma o por su degradaciéon
en lisosomas. (27,32,33)
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DNAM-1 es otro receptor de los linfocitos NK que funciona como molécula de
adhesion que también activa la citotoxicidad y la produccion de IFNy. Los ligandos
de DNAM-1 son CD112 y CD155 que se expresan en las membranas celulares bajo
condiciones de estrés. En el contexto de la infeccion por HCMV, la proteina UL141
induce la degradacion proteasomal de CD155, disminuyendo asi su expresion
superficial. (34) Se resalta que las cepas de laboratorio de HCMV altamente
pasajeadas, como Towne y AD169, se caracterizan por la delecion del segmento
genomico UL/b” que va desde UL133 hasta UL151 -en el cual se ubica UL141-; por
lo tanto, en modelos de infeccion in vitro con estas cepas, se observo la sobre
regulacion de CD155. (35)

El HCMV también interfiere con la activacion del CD16 o receptor de
Inmunoglobulinas (FcyR) en la membrana de las células NK, que induce CDA. En
este caso, son las glicoproteinas gp34 y gp68 del virus que se unen a los FcyR |, Il
y lll, antagonizando su efecto en la respuesta inmunoldgica antiviral;
simultaneamente se unen a la molécula de la IgG y con una accién sinérgica, llevan
a la internalizacion de los complejos inmunes. (36,37)

En el otro extremo de la capacidad de evasion inmune de HCMV sobre las células
NK, se encuentra la persistencia o el incremento de las respuestas inhibitorias que
en condiciones de no infeccion impiden el reconocimiento y eliminacién de células
sanas. Uno de estos mecanismos es la expresion del CMH-I en la membrana de las
células no infectadas; la cual actia como una sefial inhibitoria para los linfocitos NK.
Se sabe que HCMV inhibe la expresion de esta molécula en la membrana de las
células infectadas, asi que a través de proteinas como UL18 (un homélogo del
CMH-I), simula la sefal en las células NK e impide el reconocimiento de las células
infectadas. (27,38) La proteina viral UL18 también se une con alta afinidad a LIR-1
(Receptor 1 de Leucocitos semejante a Inmunoglobulina) expresado en las células
NK el cual es un receptor del CMH-I. En este caso, cuando UL18 se une a LIR-1 no
es posible el reconocimiento de las células infectadas y por esta via HCMV también
afecta la activacion de las células NK LIR-1+. (39)

3.5. ALTERACION EN LA PRESENTACION DE ANTIGENOS
EN LA INFECCION POR CITOMEGALOVIRUS

Un evento muy importante en el reconocimiento del antigeno y activacion de la
inmunidad adaptativa es la presentacién antigénica, y como se dijo previamente,
HCMYV tiene un impacto sobre esta actividad del sistema inmunoldgico. Este virus
codifica algunas glicoproteinas que inhiben la sintesis y expresion de moléculas del
CMH-I; por ejemplo, US6 evita la translocacién de péptidos procesados en el
proteasoma via TAP (Transportador de Antigeno Procesado), hacia el ER donde
son cargados en las moléculas del CMH. Por otra parte, US3 retiene las moléculas
del CMH en el ER y US2 junto con US11 inducen una retro translocacion hacia el
citoplasma a través del canal Sec6l, llevando a degradacion del CMH en el
proteasoma. Finalmente, UL82, retiene la salida del CMH-I desde el ER hacia el
Golgi. (5,40,41,42)
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3.6. EFECTO DE LA INFEQCION POR CITOMEGALOVIRUS
EN CELULAS MONOCITICAS

Teniendo presente que HCMV establece latencia en las células CD34+ de la médula
0seay su genoma persiste en las células del linaje mieloide hasta los monocitos de
sangre periférica, es necesario revisar qué ocurre con los monocitos al respecto de
la influencia de este virus sobre la respuesta inmune, puesto que los monocitos
tienen un papel muy importante en la infeccion y transmisién viral, ya que facilitan
la diseminacion a distintos 6rganos y tejidos durante la infeccién primaria y la
reactivacion.

La figura 3.2. resume el trascurso de la infeccidon primaria, a través de células
epiteliales, infeccion de monocitos, trasporte en la circulacidbn sanguinea,
diferenciacion a macréfagos tisulares, que pueden trasportar el virus a la médula
Osea, propiciando la infeccion de células CD34+, y el paso del genoma viral en las
células del linaje mieloide para llegar a los monocitos de sangre periférica. (43)

Se ha demostrado la modulacion de la respuesta inmune innata en monocitos de
sangre periférica infectados con la cepa de HCMV TB40/E, en un modelo de
infeccion, latencia y reactivacion a corto plazo (hasta 6 dpi). Con este modelo se
observo el rapido establecimiento de latencia (transcripcidon de ARNs mensajeros
asociados a latencia como UL138) desde las 24 hpi.; también se observé que las
células con infeccion latente se diferenciaron a macréfagos M1, con un aumento en
la expresion de CD14, CD163 y CD169 y de las moléculas del CMH-II. (44)

Figura 3.2. Infeccion primaria y diseminaciéon de HCMV en monocitos y macrofagos.
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Se muestra el curso de HCMV desde la infeccién primaria a través de fluidos corporales, con infeccion
productiva en células epiteliales, pasando a los monocitos de sangre periférica y llegando a los tejidos a través
de los macrofagos derivados de los monacitos infectados y que llevan el virus a la médula ésea, para infectar
las células CD34+ y establecer latencia; la diferenciacion en el linaje mieloide lleva células que portan el genoma
viral a la circulacion periférica. (43) Elaborada con Biorender.

La infeccion por HCMV prolonga la
sobrevida y promueve la migracion
y diferenciacion

Llama la atencion la sobre-regulaciéon de CD163 y CD169 en las células tratadas
con virus inactivado con U.V (incapaz de replicarse), efecto que podria atribuirse a
la unién de las moléculas de la envoltura o del tegumento viral a receptores en la
superficie celular, evento que segun los autores podria contribuir en el
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establecimiento de latencia. Igualmente, se evidencid que la infeccion de los
monocitos de sangre periférica indujo la diferenciacion preferencialmente a
macréfagos y limito la diferenciacion hacia células dendriticas, debido a la expresion
disminuida o ausente de CD1a, probablemente con el fin de inhibir el reconocimiento
de las células infectadas por el sistema inmunolégico y de promover el fenotipo de
las células que pueden facilitar la diseminacion de la infeccion viral. (44)

En este mismo modelo, el secretoma de las células infectadas -frente a las no
infectadas-, demostroé una produccion selectiva de citocinas proinflamatorias como
CXCL-10, FNT-q, IL-6 e IFNa y quimiocinas como CCL2, CCL7 y CCLS8; y una
disminucién en la secrecion de CCL13 y CCL24. Este perfil proinflamatorio o M1 se
evidencio a las pocas horas luego de la infeccién y se mantuvo hasta el dia seis. En
células expuesta al virus TB40/E inactivadas con luz U.V., el secretoma presento
diferencias respecto a las células infectadas, con una disminucion significativa de
CXCL-10, FNT-a, CCL13 y CCL8, sugiriendo que el genoma viral o el transcriptoma
asociado a la latencia, podrian inducir el perfil proinflamatorio del secretoma. (44)
La infeccibn de monocitos CD14+ de donantes sanos con la cepa Towne/E de
HCMV, evaluados hasta dos semanas posinfeccion, también mostré la
diferenciacion a macréfagos, con aumento del tamafo, de la granularidad, de la
movilidad y de la actividad fagocitica, respecto a células no infectadas.

En cuanto a los marcadores de superficie, se detecto la expresion de HLA-DR a las
96 hpi con increment6 hasta el final del periodo de observacion, mientras que en
células no infectadas no se detecto este marcador. Por otra parte, el marcador CD68
se expreso tanto en las células infectadas como no infectadas, sin embargo, la
expresion fue mas temprana y de mayor magnitud en los monocitos infectados con
HCMV. (45)

Como se ha mencionado antes, la infeccién de los monocitos de sangre periférica
por HCMV induce la diferenciacion a macréfagos, células que parecen ser
permisivas a la replicacién viral o por lo menos al inicio del ciclo replicativo, lo que
se puede demostrar por la deteccién de la proteina Inmediatamente temprana IE,
pero también la deteccion de gH, una proteina tardia. En monocitos de sangre
periférica infectados con la cepa Towne/E, se buscé detectar estas proteinas por
inmunofluorescencia. A las 2 semanas posinfeccion, entre el 10 y el 15% de las
células fueron positivas y a las 4 semanas entre el 20 y el 25% de las células fueron
positivas para las proteinas IE y gH y también para el marcador celular CD68;
ademas, las células diferenciadas presentaron la morfologia anteriormente descrita,
que correspondié al fenotipo de los macrofagos. Segun estos hallazgos, la
diferenciacion de los monocitos a macrofagos, con un perfil inflamatorio, parece
desbloguear la expresion de los genes virales asociados al ciclo replicativo, lo que
se demostr6 titulando por plaqueo a las 4 semanas con un titulo de 103 UFP/mL.
(45)

En el trabajo en que se evalud la expresion de proteinas, también se estudio la
diseminacién in vitro de HCMV en células monociticas activadas por la infeccién,
con ensayos de migracion transendotelial de monocitos de sangre periférica CD14+
y utilizando la linea celular HMEC (human dermal microvascular endothelial cells).
De esta forma se pudo determinar que las células infectadas, expuestas al virus
inactivado con U.V., o las células tratadas con PMA (forbol 12-miristato 13-acetato),
— un inductor de diferenciacion-, migran 4 veces mas que las células no tratadas y
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no infectadas, lo que indica que la activacion o el incremento de la motilidad celular
es consecuencia de la infeccion por este virus. (45)
La evaluacion del perfil de expresion de todo el genoma de los monocitos de sangre
periférica infectados con la cepa TB40/E -utilizando un microarreglo con
aproximadamente 47.000 sondas-, evidencio la sobre-regulacion de 348 genes
asociados a la respuesta inflamatoria — inmunologica y antiviral. Por citar algunos
ejemplos, hubo una sobre regulacién de los genes OAS, ISG, STAT1, MX1
(Proteina de unién a GTP inducida por Interferdn), IFIT-1 (Proteina inducida por
interferdn con repeticiones de tetratricopéptido 1), CCL8, CXCL10, CCL7, CCL13.
Mientras que los genes con regulacion a la baja estaban implicados principalmente
en procesos metabolicos, biosintesis lipidica y sintesis proteica. (44)
En un modelo de latencia a largo plazo de células CD14+ infectadas con la cepa Fix
y con la cepa AD169 derivada de un BAC, las células fueron mantenidas en
suspension durante 10 y 14 dias, sin observar diferenciacion hasta que las células
fueron tratadas con estimulos especificos (Factor Estimulador de Colonias de
Monocitos / Macrofagos e IL-3) para inducir la diferenciacion a macréfagos. Al
infectar las células a las 24 h de cultivo, con la cepa Fix a una MOI de 1, el 35% de
las células fueron positivas para la proteina fluorescente verde, mientras que la
infeccion con la cepa AD169 a una MOI de 20, solo alcanz6 a ser positiva en el 14%
de las células. (46)
Los monocitos infectados con la cepa Fix mostraron expresion transitoria hasta 3
dpi., de los genes UL122 y UL123 (codifican las proteinas inmediatamente
tempranas), mientras que las células infectadas con la cepa AD169 mostraron
expresion de estos genes desde el dia 1 hasta 10 dpi. Se observo también
disminucién de la expresion de HLA-DR en los monocitos infectados con Fix,
respecto a monocitos que no fueron infectados, tanto a los 2 dpi., como a los 20 dpi.
(46)

3.7. PAPEL DE LA IL-10 VIRAL (vIL-10)

Las células infectadas con HCMV pueden secretar una citoquina semejante a la IL-
10, denominada vIL-10, que contribuye en la modulacién de la respuesta
inmunologica en el microambiente inflamatorio generado por la infeccién. (47) La
vIL-10 se produce por splicing alternativo, es codificada por el gen UL111A y tiene
una homologia de aproximadamente el 25% con la secuencia de aminodacidos de la
IL-10 humana. Esta citoquina inhibe la proliferacién y la sintesis de citoquinas en
linfocitos de sangre periférica, con la misma capacidad que tiene la IL-10 humana,
y reduce la expresion de moléculas del CMH-1 y Il. También induce la sintesis de la
IL-10 humana por monocitos de sangre periférica, macrofagos y células dendriticas
inmaduras, potenciando los efectos inmunomoduladores y disminuye la activacion
de células dendriticas, la produccion de citoquinas proinflamatorias y la expresiéon
de CMH-II, en estas células. (48,49)

En modelos in vitro con monocitos de sangre periférica, el tratamiento con la viL-10
recombinante indujo una polarizacion celular a macrofagos tipo M2c; este es un
subtipo de macréfago del fenotipo M2, que ademas de ser estimulado por la cmvIL-
10, expresa CD206, produce IL-10 y su funcién fisiologica es la fagocitosis de
células apoptéticas. También se observé en estas células un aumento en la
expresion de CD163 y CD14, disminucion simultanea de la expresion del CMH-II,
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inhibicién indirecta de la actividad proinflamatoria por la sobrerregulacion de la
enzima HO-1 (Hemo-oxigenasa 1) que inhibe la sintesis de citocinas
proinflamatorias como el FNTa y la IL-13; ademas de la disminucion de la actividad
de estos macréfagos M2c para estimular a los Linfocitos TCD4+. (50)

Lo anteriormente expuesto sugiere que la funcion de la viL-10 de HCMV es limitar
o inhibir la respuesta inmunoldgica para eliminar las células infectadas, permitir la
replicacion y la diseminacion viral y facilitar el establecimiento de una infeccion
cronica o latente.

Con esta evidencia, ha sido propuesta una secuencia temporal de eventos en la
infeccion primaria de los monocitos por HCMV, la diferenciacion a macrofagos y la
modulacion de la respuesta inflamatoria — inmunoldgica. En las primeras 72 hpi.
ocurre el reconocimiento de las glicoproteinas de la envoltura viral por los PPRs, la
entrada del virus y su traslocacion al nicleo, donde se evidencia activacion de las
vias de sefializacién asociadas a Interferones. (51)

Luego de las 72 hpi. y hasta las dos semanas pos-infeccién, ocurre la expresion de
marcadores como HLA-DR, CD68, CD163, CD14, con diferenciacion a un fenotipo
M1, proinflamatorio que luego da paso a un fenotipo M2 con sintesis de la vIL-10 y
la IL-10 humana, con inhibicién de la respuesta inmune antiviral. Finalmente se
evidencia la replicacion viral por la expresion de las proteinas IE1/2 y la produccién
de particulas virales. Recordando ademas que el splicing alternativo del gen UL111A
induce -también-, la sintesis de la IL-10 asociada a latencia. (51)

3.8. ACTIVIDAD ANTI APOPTOTICA DE
CITOMEGALOVIRUS EN MONOCITOS INFECTADOS

La induccién de muerte celular es un mecanismo antiviral reconocido, que favorece
la pérdida o reduccion de las células infectadas. A continuacién, se describiran
algunos de los mecanismos y vias por los que HCMV puede prevenir la muerte
celular de los monocitos infectados.

La vida media de los monocitos de sangre periférica es de aproximadamente 1 a 3
dias; si estas células son infectadas con HCMV, su corto periodo de vida es
incompatible con el lento ciclo replicativo del virus. Para el HCMV, la solucién —
aparente-, es inducir la diferenciacién de estas células a macrofagos, las cuales le
permiten al virus completar su ciclo replicativo y tienen una sobrevida de varios
meses, favoreciendo de ese modo no solo la replicacion sino también la
diseminacioén viral. Adicionalmente HCMV también puede afectar la sobrevivencia
de los monocitos, con una actividad anti apoptética.

El reconocimiento de los patrones moleculares de HCMV por los respectivos
receptores, ademas de iniciar vias de sefalizacion anteriormente mencionadas,
también activa la via extrinseca de la apoptosis. (52) La cual se activa naturalmente
por la union de los ligandos Fas-L o FNTa a sus respectivos receptores Fas Ry
RFNT1 o RFNT2 (Receptor del Factor de Necrosis Tumoral tipo 1 y tipo 2),
presentes en la membrana celular. La activacion de los receptores de muerte celular
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conlleva a su vez a la activacion de la caspasa 8 (iniciadora) y por lo tanto de la via
extrinseca de la apoptosis. (52)

En el caso del HCMV el gen UL36, codifica una proteina que hace parte del
tegumento viral, y tiene la capacidad de inhibir la apoptosis, ya que este producto
del gen UL36 denominado VICA, inhibe la activacion de la caspasa 8. Las células
THP-1 fueron tratadas con PMA e infectadas con una cepa mutante de HCMV
AUL36-Towne-BAC, con la cepa RC2940 (preparada a partir de un derivado
purificado en placa de la cepa Towne variante RIT3), o las cepas RC2792 y
RQ2792;y se observo la inhibicidn de las vias apoptoticas dependientes de caspasa
8, y la inhibicion de las vias independientes de caspasa 8, que incluyen una via de
la serina proteasa controlada por la proteasa mitocondrial HtrA2/Omiy de la proteina
de interaccién con el receptor (RIP), dependiente de cinasa. Adicionalmente, se
establecio que en las células tratadas con virus mutantes para vICA/pUL36, se inicid
el programa de muerte dependiente de caspasa 8 en las etapas tempranas de la
diferenciacion a macrofagos, mientras que las vias independientes de caspasa 8
actian en etapas tardias de la diferenciacion. (53)

Otro de los mecanismos empleados por el HCMV para inhibir la apoptosis de los
monocitos con infeccidn persistente es a través del ARN no codificante largo $2.7,
un reconocido trascrito asociado a latencia, el cual previene la muerte celular al
disminuir la concentracion intracelular de Especies Reactivas del Oxigeno (ROS),
por la sobreregulacién de las enzimas superéxido dismutasa (SOD) y Glutation
peroxidasa (GPX-1). (54)

En modelos de infeccién de monocitos de sangre periférica con la cepa Towne/E de
HCMV, se observé la modulacién de vias las de sefializacién proapoptésicas que
se activan, para prolongar la sobrevivencia de los monocitos. De esta forma, se
observd como HCMV toma el control de la via de sefializacién que se activa luego
de la unién de gB o de otras glicoproteinas de la envoltura viral al Receptor del
Factor de Crecimiento Epidérmico (RFCE), sobreregulando la fosfatidilinositol-3—
cinasa (PI3K), lo cual provoca un bloqueo temprano (0 a 48 hpi) de la apoptosis. La
sobre-regulacion de PI3K también induce la produccién transitoria de la proteina
anti apoptotica Mcl-1 (Proteina de diferenciacion de la Leucemia Mieloide inducida),
promoviendo un fenotipo de monocitos con una sobrevivencia prolongada, (55) al
prevenir el clivaje y la activacion de la caspasa 3 (efectora). Luego de las 48 hpi, -al
parecer- esta funcién es asumida por Bcl-2, otra proteina anti apoptética, que es
sobre regulada por la union de los receptores celulares a integrinas en la membrana
celular, por un mecanismo de accion similar al de Mcl-1. (56) Estos resultados
resaltan la capacidad de HCMV para inhibir la apoptosis que deberia ocurrir
naturalmente o en respuesta a la infeccion viral, en los monocitos de sangre
periférica; y esta sobrevida prolongada, permite el inicio de la diferenciacion celular
y del ciclo replicativo viral.
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3.9. CONCLUSION

La actividad inmunomoduladora de HCMV es compleja y afecta tanto a la inmunidad
innata como adquirida. Varios genes y proteinas virales inducen la regulacion a la
baja de los interferones, especialmente IFNB, alteran la funciébn de los
inflamasomas, la actividad citocida de los linfocitos NK y la presentacion de
antigenos.

Adicionalmente, en los monocitos de sangre periférica -que tienen un papel
importante en la infeccidn primaria, en la reactivacion y en la diseminacion de la
infeccion viral-, el virus induce un estado proinflamatorio inicial, cuyo efecto parece
ser la activacion de los monocitos para incrementar la movilidad, atraer nuevas
células, al tiempo que inhibe la apoptosis e induce la diferenciacion a macréfagos,
con un incremento del homologo viral de la IL-10 humana que ejerce un efecto
inmunosupresor de la respuesta antiviral.

Este virus consigue que los monocitos trasporten el genoma o particulas virales en
la circulacién sanguinea, se activen, emigren atravesando las paredes vasculares y
se diferencien a macrofagos en distintos compartimientos tisulares, con ocurrencia
de la replicacién viral.

Finalmente, estos aspectos resultan importantes para reconocer la capacidad
moduladora del HCMV en estas células y entender la patogenia de la infeccion viral
principalmente en pacientes con supresion inmunoldgica. En estos individuos la
infeccién primaria o la reactivacion puede tener efectos directos debidos a la
replicacion viral, provocando lo que se conoce como enfermedad de o6rgano
terminal, con manifestaciones como la gastroenteritis, hepatitis y otras. De otra
parte, esta infeccion podria tener efectos indirectos, debidos a la participacion viral
en procesos inflamatorios, ejerciendo una fuerte actividad inmunomoduladora,
como se resume en la figura 3.3. (3,57)

Figura 3.3. Participacion directa e indirecta de HCMV en la patogenia de las
complicaciones en los pacientes inmunosuprimidos.

Infeccién
primaria, Latencia en Persistencia en
Receptor células CD34+ células CD14+

seronegativo

Reactivacion /
Reinfeccion

- Receptores de trasplantes
- Quimioterapia
- Individuos VIH+

Efecto directo de la invasion tisular Efecto indirecto de la reactivacion viral,
y replicacion viral ilnmunomodulacién?

Enfermedad de Grgano terminal: Susceptibilidad a infecciones micéticas
Gastroenteritis, neumonia, hepatitis, y bacterianas, E.I.C.H., fracaso del

Retinitis en individuos VIH+. trasplante, fallecimiento.

Figura A través de la infeccion primaria o por la reactivacion o reinfeccién (adquisicion de un genotipo distinto
por una infeccidon nueva), HCMV puede replicarse en los macréfagos tisulares y este proceso junto con la
induccion de un estado proinflamatorio, ejerce efectos directos con la Enfermedad de 6rgano terminal o efectos
indirectos causados por la induccion proinflamatoria e inmunomoduladora diferencial, con las consecuencias
mencionadas.
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II. JUSTIFICACION

El Citomegalovirus humano (HCMV) es un virus perteneciente a la familia
Herpesviridae, que infecta al 90 -100% de la poblacion en paises subdesarrollados.
En la mayoria de los individuos seropositivos la infeccidn es asintomatica; sin
embargo, desde hace tiempo se reconoce la importancia de la infeccion/reactivacion
por HCMV en individuos con supresion inmunoldgica, afectando de manera
significativa a los pacientes receptores de trasplante de precursores
hematopoyéticos (RTPH). En estos pacientes el riesgo de complicaciones
asociadas a HCMV conlleva -ademas del riesgo de fallecimiento-, a sobrecostos por
dias de hospitalizacion, medicamentos y tratamientos requeridos por el paciente con
la probabilidad de fracaso del trasplante.

Algunos estudios han encontrado diferencias en el curso clinico y desenlace en los
pacientes receptores de trasplante, relacionados con el(los) genotipo(s) de
Citomegalovirus infectante(s); en particular la presencia de mas de un genotipo de
HCMV se relaciona con una viremia mas alta y mayor dificultad para controlar la
infeccion. A pesar de estos resultados la genotipificacion no hace parte de los
procedimientos diagndsticos de rutina en los pacientes receptores de trasplante.

De otra parte, HCMV puede ser detectado a partir de la saliva, un fluido que se
obtiene de forma facil y segura tanto para el paciente como para el operador;
ademas de la deteccién es posible llevar a cabo la genotipificacion mediante
técnicas disponibles hoy en dia como la PCR anidada y la secuenciacion.

En Colombia, hasta la fecha no hay estudios en los que se intente establecer el
genotipo de HCMV en RTPH y menos aun utilizando la saliva como muestra para el
diagnéstico y genotipificacion del virus, por lo que este estudio busco la deteccion
de HCMV y la determinacion del(los) genotipo(s) a partir de saliva para contribuir en
la comprensién del comportamiento de la infeccién y de los genotipos de este virus,
en nuestro medio. Ademas, se busco evaluar la posible relacion entre los genotipos
de HCMV infectantes y el desenlace clinico en una cohorte de pacientes receptores
de trasplante de precursores hematopoyéticos.

Por otra parte, para estudiar los mecanismos patogénicos de HCMV sigue siendo
fundamental el trabajo en laboratorio utilizando cultivos celulares. Las células que
mayormente se emplean en el cultivo celular de HCMV son fibroblastos humanos
de prepucio y piel y la linea celular de fibroblastos humanos de pulmén embrionario
(MRC-5); las cuales son muy permisivas para la infeccion, por lo que se facilita la
obtencion de resultados, sin embargo, se ha observado que las cepas que han sido
sometidas a varios pasajes en cultivos celulares presentan cambios genéticos que
las diferencian de los aislados clinicos y de las cepas con bajo nUmero de pasajes
en laboratorio, hecho que puede afectar los resultados de los estudios que quieren
evaluar la patogenicidad de HCMV, en especial los efectos sobre la respuesta
inflamatoria — inmunoldgica.

Esta situacion puede ser superada con la obtencion de aislados clinicos de HCMV.
La consecucion de estos aislados es dificil por caracteristicas propias del virus,
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como su ciclo replicativo lento, el hecho de que las particulas virales permanecen
mayormente dentro de las células luego del ciclo replicativo y la presencia de virus
contaminantes o adventicios en las muestras. Es por ello por lo que era importante
establecer un protocolo de obtencion de un aislado clinico, alcanzando un titulo viral
adecuado, y permitiendo llevar a cabo los estudios in vitro con resultados mucho
mas aproximados al comportamiento viral in vivo. Inicialmente se propuso la
obtencién del aislado a partir de las muestras de saliva que se recolectaron para el
cumplimiento del primer objetivo y posteriormente empleando otros fluidos
corporales.

Finalmente, una de las principales caracteristicas de HCMV -que puede explicar las
complicaciones que se diagnostican en pacientes RTPH-, es su capacidad de
modular las respuestas inflamatorias / inmunoldgicas; por lo que se considerd
importante evaluar las diferencias en la actividad inmunomoduladora in vitro entre
dos cepas laboratorio con alto y bajo nUmero de pasajes y el aislado clinico, con el
fin de aportar elementos que permitan entender la capacidad de HCMV para
modular las respuestas del sistema inmunolégico a su favor y las posibles
diferencias entre el aislado clinico y las cepas de laboratorio o de referencia.

[ll. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL.:
Evaluar y comparar la actividad inmunomoduladora in vitro de un aislado clinico de
HCMYV con cepas de laboratorio, en una linea celular de monocitos humanos.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Evaluar la posible relacion entre los genotipos de HCMV con las complicaciones y
el desenlace, en pacientes receptores de trasplante de precursores
hematopoyéticos.

Establecer las condiciones metodolégicas para aislar y cosechar HCMV de
muestras clinicas.

Evaluar y comparar in vitro la activacion y expresion de mediadores inflamatorios en
monocitos/macréfagos infectados con un aislado clinico y dos cepas de laboratorio
de HCMV.

IV. DISENO EXPERIMENTAL

Para alcanzar cada uno de los objetivos planteados, se desarrollaron tres
estrategias experimentales diferentes.

Para el primer objetivo especifico: Evaluar la posible relacion entre los genotipos de
HCMYV con las complicaciones y el desenlace, en pacientes receptores de trasplante
de precursores hematopoyéticos, se obtuvieron entre abril y diciembre de 2016
muestras de saliva de pacientes RTPH de la Unidad de Trasplante de la Fundacion
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Hospital Pediéatrico la Misericordia (UT-HOMI), previa aprobacion del Comité de
Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional (Act No. 15 of 2015),
y firma de consentimiento y el asentimiento informado de los pacientes y sus
acudientes.

Las muestras de saliva estimulada se obtuvieron una vez por semana durante el
periodo de hospitalizaciéon de los pacientes. Luego, se extrajo el ADN de las
muestras y posteriormente se llevo a cabo una PCR cualitativa para detectar el gen
UL83 del HCMV. Las muestras positivas para el virus se procesaron de nuevo por
una PCR anidada, para obtener inicialmente un producto de 751 pb, el cual fue re-
amplificado en una segunda ronda, donde se utilizaron primers especificos para
cada de uno de los 5 principales genotipos de HCMV. Adicionalmente, los productos
de la segunda ronda de amplificacion fueron sometidos a un procedimiento estandar
de secuenciacion con el equipo ABI 3730XL (Macrogen Company, Seoul, Korea).
El andlisis de similitud de secuencias de ADN se realizo mediante BLAST en la base
de datos de NCBI, luego un alineamiento con el software MEGA X usando Clustal
W, utilizando secuencias representativas de los genotipos y se construyé un arbol
filogenético, comparando las muestras de saliva positivas con las secuencias
reportadas, que incluian las cepas de laboratorio mas frecuentemente utilizadas
como Merlin y Towne.

Adicionalmente se recolecto informacion de las historias clinicas sistematizadas
como datos sociodemograficos, clinicay el HLA de los donantes y receptores, segun
el caso y se utilizo el software STATA 13.0 (College Station, Texas, USA) para un
andlisis univariado y bivariado de las caracteristicas clinicas y la relacion entre la
deteccion de HCMV en saliva, el genotipo, el HLA y las complicaciones que el
paciente desarrollé durante el periodo de hospitalizacion. La prueba exacta de
Fisher y la prueba de correlacién de Spearman se aplicaron para establecer las
diferencias entre las variables y se obtuvo el valor de p.

Para el desarrollo del segundo objetivo especifico: Establecer las condiciones
metodoldgicas para aislar y cosechar HCMV de muestras clinicas, se consideré
necesario establecer un protocolo para el aislamiento de este virus, ya que se ha
reportado con frecuencia la variabilidad genética de las cepas de laboratorio de
HCMV respecto a los aislados clinicos, principalmente en genes con funciones en
el tropismo y también en la evasion inmunoldgica.

Teniendo en cuenta los resultados del primer objetivo, que en 29 de las 105
muestras de saliva se habia detectado HCMV, se decidid partir de estas muestras
de saliva para lograr el aislamiento. Posteriormente se emplearon otros fluidos
corporales en donde también se producen las descargas virales asintomaticas como
orina, sangre o en el lavado broncoalveolar (LBA) durante la infeccién/reactivaciéon
de HCMV. Se tomaron muestras de estos fluidos de pacientes de la Fundacion
Hospital Pediatrico la Misericordia (HOMI), previa aprobacion del Comité de Etica,
y firma del consentimiento y el asentimiento informado y firmado de los pacientes y
sus acudientes.

Inicialmente se recolectaron 105 muestras de saliva de 20 pacientes y en una
segunda fase, se incluyeron 61 nifios, recolectando seis muestras de orina, 27 de
LBA y 37 plasmas.

Todas las muestras se diluyeron en PBS, se inocularon sobre células MRC-5 y
centrifugaron (Shell-vial); se observaron diariamente hasta detectar efecto citopatico

67



(ECP), momento en el cual se recolecto el sobrenadante y se confirmd la presencia
de HCMV por PCR. Se observé ECP en 61 muestras de saliva y 29 de estas fueron
positivas para el virus, y con estas muestras se continud con el aislamiento viral. De
la segunda fase de muestras, se encontro que siete de estas fueron positivas para
el virus y con estas se inici6 el aislamiento.

Para esto, el sobrenadante (previamente obtenido) fue inoculado en células MRC-
5 y cuando se observd ECP atribuible a HCMV, las células fueron desprendidas
mecénicamente, y se recolectd el sobrenadante junto con el lisado celular, se
sometid a sonicacion y se almacend a -80°C.

Segun el andlisis molecular se encontré que las muestras de saliva presentaron
virus adventicios o contaminantes como Herpes Simplex-1 (VHS-1). Algo similar se
encontrdé con las muestras tomadas en la segunda fase, sin embargo, solo una
muestra de LBA indujo ECP compatible con el descrito para HCMV la cual fue
positiva para el virus por PCR y negativa por esta misma prueba para virus
contaminantes como VHS-1 y 2, Adenovirus, Pan Enterovirus y Poliomavirus BK y
JC (BKV). Este aislamiento de HCMV denominado B52, fue compatible con el
genotipo gB1, fue pasajeado dos veces en células MRC-5 y alcanzo un titulo de
2,18 x108 UFP/mL. En cuanto al empleo del plasma, se observé que las células
inoculadas con los plasmas presentaron dafio celular temprano que impidié
continuar con el aislamiento.

De los resultados fue evidente que la saliva es una muestra compleja y que por la
presencia de virus adventicios el aislamiento no fue posible; por el contrario, el LBA
permitié el aislamiento viral, descartando la presencia de virus contaminantes y con
titulos adecuados para estudios in vitro.

Finalmente, para el desarrollo del tercer objetivo especifico: Evaluar y comparar in
vitro la activacibn 'y expresion de mediadores inflamatorios en
monocitos/macréfagos infectados con un aislado clinico y dos cepas de laboratorio
de HCMV, se tomé el aislado clinico B52 y utilizando un modelo de latencia —
reactivacion en células THP-1, se evalud la actividad inmunomoduladora de B52,
comparandola con la inducida por dos cepas de laboratorio de HCMV
frecuentemente utilizadas: la cepa Merlin con bajo nUmero de pasajes en cultivo
celular y la cepa Towne con alto nimero de pasajes. El modelo contempla el
tratamiento con un inductor de la activaciéon y diferenciacién celular, el forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA) y se evalud el efecto de la infeccion y del tratamiento
con PMA en tres periodos de tiempo, 48, 72 y 120 horas posinfeccion (hpi.).

La inoculacién a una MOI de 1 se hizo en suspensién, 1 x 10° células THP-1 se
sembraron en cajas de 12 pozos que se sometieron a centrifugacion lenta (Shell-
vial). A las 24 hpi, se aplicé el tratamiento con PMA en una concentracion de 200
ng/mL y durante 48 horas. Al final de cada periodo de tiempo, se recolecto el
sobrenadante y las células fueron tratadas con tripsina y EDTA para iniciar el
desprendimiento celular que finalizo con el rastrillo.

Se evalué la expresion de marcadores de diferenciacion CD14, CD64, CD11b,
CD68 y activacion celular CD206 y HLA-DR. Por RT-gPCR la expresion relativa de
los transcritos para las citocinas asociadas a la activacion, diferenciacion y
movilizacion de monocitos/macrofagos como IFNa e IFNB; TNFa, IL-18, CXCL-10,
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IL-8 e IL-10. Finalmente, en el sobrenadante se cuantificd la concentracion de
algunos de estos y otros mediadores como IFNy, IL-6, CCL-18, IL-12p70, CXCL-9,
IL-4, RANTES, MCP-1, CCL-22, MIP-13, FAS-L y los factores de crecimiento VEGF-
A, PDGF-AB.

Se observo un efecto diferencial y temprano del aislado B52, respecto a la infeccion
con las cepas de referencia Merlin y Towne, siendo notoria la regulaciéon a la baja
del IFN beta y la sobregulacion de la IL-10. El efecto del aislado clinico B52 sobre
la expresion de CD206 y HLA-DR fue dependiente de la estimulacion con PMA 'y se
incremento con el tiempo. Este efecto fue diferente del observado en la infeccion
con la cepa de laboratorio Merlin. El aislado B52 tiene un efecto proinflamatorio e
inmunomodulador; con regulacion diferencial y temprana de mediadores, no
dependiente del tratamiento con PMA ni de la replicacion viral. El efecto de las cepas
Merlin y Towne es tardio.

El aislado B52 infectd las células THP-1 y se replico con una eficiencia
aparentemente menor a la observada para las cepas Towne y Merlin;
aparentemente el efecto inmunomodulador no depende de esa capacidad
replicativa, pero debe tenerse en cuenta que el comportamiento normal del virus in
Vivo es que las particulas virales permanecen asociadas a las células luego de la
replicacion viral.

La infeccion de células monociticas por el aislado clinico B52 ejerce efectos que
contribuyen en la activacion y diferenciacibon a macréfagos, promoviendo la
replicacion en estas células e inhibiendo la respuesta antiviral. La infeccion con
HCMYV induce diferenciacion de las células THP-1 a un fenotipo de macréfago M1y
con una leve tendencia hacia un fenotipo M2.

Fueron evidentes las diferencias en el efecto proinflamatorio e inmunoregulador
entre el aislado B52 y las cepas de laboratorio Merlin y Towne de HCMV, que
deben tenerse en cuenta en la evaluacion experimental de la actividad
inmunomoduladora de este virus.

A continuaciéon, se presentan en formato articulo los resultados obtenidos en el
desarrollo de cada uno de objetivos especificos planteados, en su orden.

V. RESULTADOS

5.1. LA SALIVA COMO UN MEDIO PARA DETECTAR Y GENOTIPIFICAR
CITOMEGALOVIRUS

5.1.1. INTRODUCCION

Citomegalovirus humano (HCMV) es el patégeno viral mas importante en los
receptores de trasplantes, en los que puede causar complicaciones como la
neumonia, gastroenteritis y llevar al fracaso del trasplante, entre otras
complicaciones.

Este virus puede reconocer y unirse a una amplia variedad de receptores celulares,
utilizando las glicoproteinas de envoltura viral. Interesantemente se han descrito
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polimorfismos en genes que codifican para estas glicoproteinas de la envoltura
como gB, los cuales han llevado a la identificacion de genotipos, reconociéndose
actualmente 5 principales denominados gB1 hasta gB5.

En algunos grupos de pacientes se ha establecido una relacion entre el o los
genotipos infectantes con el desarrollo de complicaciones, el fallecimiento y la
viremia.

La determinacion del genotipo se realiza por distintas técnicas como PCR en tiempo
real, anidada, Digestibn y Analisis de Restriccibon de Fragmentos, analisis
filogenético de maxima verosimilitud y secuenciacion, entre otros.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la posible relacion entre los genotipos de
HCMV con las complicaciones y el desenlace, en pacientes receptores de trasplante
de precursores hematopoyéticos.

5.1.2. METODOLOGIA
- Pacientes y coleccién de muestras de saliva:

Se reclutaron pacientes de la Unidad de Trasplante de Precursores
Hematopoyéticos del HOMI (UT-HOMI), entre abril y diciembre de 2016. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia (Universidad
Nacional de Colombia-Bogota, Acta No. 15 de 2015) y fue clasificado de riesgo
menor del minimo segun las normas nacionales. (1)

Luego de una explicacién del estudio, los pacientes y familiares que ingresaron a la
UT-HOMI aceptaron participar y firmaron los formatos de asentimiento y
consentimiento informado. A partir de las historias clinicas de cada paciente, se
obtuvo la informacién sobre diagndstico, tipo de trasplante, HLA del donante y del
receptor (cuando se disponia de ellos), complicaciones y desenlace, entre otros.
Las muestras de saliva se colectaron semanalmente durante la hospitalizacion y
luego de 30 seg de estimulaciéon al masticar cera base de uso odontoldgico. Se
depositaron aproximadamente 2 mL de saliva en tubos estériles de 15 mL que
contenian 450 pyL de medio DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium Sigma
D1152) suplementado con 100 UlI/mL de penicilina y se refrigeraron hasta su
transporte al laboratorio. A continuacion, se afiadié un volumen similar de PBS y se
centrifugd durante 10 min a 4 °C (4000 x @), y el sobrenadante se recolecto y
almacen6 a -80 °C hasta su uso.

- Extraccion de ADN:

Se tomo una alicuota de 50 pL de muestra'y se mezclo con 150 pL de resina Chelex
100® (Sigma-Aldrich C7901) preparada al 20% en Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), EDTA
0,1 mM y azida sodica 0,1%. A continuacion, la solucion se agit6 por 10 seg, se
incubd a 56 °C por 20 min., seguida de una segunda incubacion a 100 °C por 10
min. La suspension se dejo enfriar y la resina se sedimento para recolectar la fase
acuosa (eluido), la cual se utilizé para la amplificacion del ADN, siguiendo las
instrucciones del fabricante.
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- Deteccion y genotipificacion de HCMV:

El ADN viral se detectd6 mediante amplificaciéon por PCR utilizando los primers 5'-
GTCAGCGTTCGTTCCCA-3' y 5-GGGACACAACCGTAAAGC-3', que amplifican
un fragmento de 283 pb del gen de la proteina estructural UL83. (2)

El programa de amplificacion fue el siguiente: 94 °C - 2 min., 35 ciclos de 94 °C por
30 segq,, 60 °C por 1 min., 72 °C por 30 seg., seguidos de una extension final a 72
°C por 5 min. Los productos de amplificacion se visualizaron en geles de agarosa al
2% vy se tifieron con bromuro de etidio. Como control positivo se utilizo ADN de la
cepa Towne de HCMV cosechado de la linea celular MRC-5 (donada por la Dra.
Beatriz Parra del Departamento de Microbiologia de la Universidad del Valle,
Colombia).

Para iniciar la genotipificacion de HCMV en muestras de saliva, se adaptd el
protocolo de PCR mudltiplex anidada previamente descrito por Tarrago y cols. (3),
basado en la amplificacién del gen UL55. Los primers utilizados y los productos
esperados se enumeran en la Tabla 5.1.1.

Tabla 5.1.1. PCR anidada, primers y productos esperados.

Primera ronda

PCR Polaridad Posmm’gn. Secuencia5 a3 Producto
(Nucleotidos) en pb

CMVQ1+ HS5GLYBG+ 868-885 TTTGGAGAAAACGCCGAC

CMVQ1- HS5GLYBG- 1619-1597 CGCGCGGCAATCGGTTTGTTGTA 751

Segunda Ronda

PCR Polaridad (Pl\cl)lfclfé%rt]idos) Secuencia5 a3 pb

CMVGT1+ HS5GLYBG+ 1111-1130 ATGACCGCCACTTTCTTATC 420

CMVGT2+ HEHCMVGB+ | 1074- 1096 TTCCGACTTTGGAAGACCCAACG 613

CMVGT3+ HS5GLYBM+ | 1341-1359 TAGCTCCGGTGTGAACTCC 190

CMVGT4+ HS5GLYBD+ 1057-1082 ACCATTCGTTCCGAAGCCGAGGAGTCA | 465

CMVGT5+ AF043721+ 307-325 TACCCTATCGCTGGAGAAC 139

CMVQ2- HS5GLYBG- 1531-1513 GTTGATCCACRCACCAGGC

Para la primera ronda, se tomaron 100 pg/pL de ADN utilizando el siguiente
programa de amplificacién por PCR: 94 °C- 2 min., 35 ciclos de 94 °C - 30 seg., 60
°C -1 min., 72 °C - 30 seg. y 72 °C -5 min. Para la segunda ronda, se utilizaron 2 pl
del producto de la primera ronda y se utilizé el mismo programa de amplificacion.

Para la genotipificacion, los productos de amplificacion de la segunda ronda se
sometieron a secuenciacion estandar utilizando el secuenciador ABI 3730XL
(Macrogen Company, Seoul, Corea). El andlisis de similitud de secuencias de ADN
se realiz6 mediante BLAST en la base de datos NCBI. Para determinar y verificar
los genotipos de HCMV en las muestras de saliva, se realizé una alineacion multiple
de secuencias en MEGA X, (4) utilizando el software Clustal W y las secuencias de
nucledtidos representativas de los genotipos gB del HCMV. Los cédigos de acceso
para cada genotipo que se empled son los siguientes: Towne (M22343), C327A
(M60929), Merlin (NC 006273.2) para gB1; AD169 (X04606), C336A (M60931) para
gB2; CO76A (M85228), Toledo-p7 (MF783090) para gB3, finalmente para C128A
(M60924) y C194A (M60926) para gB4.(5)

Se construyé un arbol filogenético Neighbor-Joining (6) utilizando distancias
evolutivas calculadas mediante el método de probabilidad compuesta maxima. (7)
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Este analisis involucré 12 secuencias nucleotidicas y se encontraron 476 posiciones
en el conjunto final de datos, eliminando todas las posiciones ambiguas para cada
par de secuencias (opcion de eliminacion por pares).

- Analisis uni y bivariado:

Se empleé un método descriptivo para evaluar las caracteristicas generales de
todos los individuos que participaron en el estudio, incluyendo variables
demogréficas, la positividad para HCMV, el genotipo viral, el genotipo de HLA y
aspectos clinicos de la evolucion de cada paciente. El software empleado para el
andlisis estadistico fue STATA 13.0 (College Station, Texas, USA). Se hicieron
analisis uni y bivariados de las caracteristicas demograficas y clinicas y de la
relacion entre la presencia de HCMV en saliva, el genotipo viral, el HLA y las
complicaciones que el paciente desarroll6 durante su estancia hospitalaria y el
desenlace. Se utilizé la prueba exacta de Fisher y la prueba de correlacién de
Spearman para establecer las diferencias entre las variables, finalmente se obtuvo
el valor de p para cada analisis.

5.1.3. RESULTADOS

- Caracteristicas Sociodemogréficas, diagnésticos, tipo de trasplante y
complicaciones.

Se incluyeron 20 RTPH pediatricos, el 60% fueron nifios (12) con una edad media
de 10,3 afios (rango 4-16). Los diagndsticos previos al trasplante mas frecuentes
fueron Leucemia Linfoide Aguda (LLA) en ocho pacientes (40%), seguida de anemia
aplasica congénita o adquirida (AAC), linfoma de Hodgkin (LH) y anemia de Fanconi
(AF) (dos pacientes cada una). Ademas, se incluyé a un paciente con un diagnéstico
inicial de anemia de Fanconi que desarroll6 Leucemia Mieloide Aguda (LMA), un
paciente con anemia de células falciformes, un paciente con enfermedad
granulomatosa crénica y un paciente con linfohistiocitosis hemofagocitica.

Ocho pacientes (40%) recibieron un trasplante alogénico de sangre de corddn
umbilical (TCU), siete (35%) un trasplante de donante idéntico emparentado (DIE)
y dos (10%) trasplante autélogo. De los tres pacientes restantes, uno recibié un
trasplante singénico, otro un trasplante alogénico haplo-corddn, y el tercero recibio
inicialmente TCU y luego un trasplante de DIE.

Enla Tabla 5.1.2. se enlistan las complicaciones reportadas en las historias clinicas
de los pacientes. Diecinueve pacientes (95%) presentaron alguna complicacion;
cuatro pacientes tuvieron una complicacion, seis pacientes desarrollaron dos y
nueve pacientes presentaron de tres a seis complicaciones.

Tabla 5.1.2. Complicaciones reportadas en las historias clinicas de los 20 pacientes
RTPH incluidos en este estudio.
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Complicacién n (%)
Neutropenia febril 17 (85)
EICH piel 5 (25)
Cistitis hemorragica 5 (25)
Neumonia 3 (15)
Mucositis Oral 2 (10)
Bacteriemia 2 (10)
Sepsis 2 (10)
Sinusitis 2 (10)
EICH gastrointestinal 1(5)
Mucositis gastrointestinal 1(5)
Infecc!qn fungica no| 4 (5)
especificada

Ictericia 1(5)
Hipertension 1(5)
Falla primaria de injerto 1(5)
Falla multiorganica 1(5)
Colitis amebiana 1 (5)
Sindrome convulsivo 1(5)
Recaida de Leucemia 1(5)
Aspergilosis pulmonar 1(5)
Tuberculosis pulmonar 1(5)
Chogue séptico 1(5)

En la tabla 5.1.2. aparecen las complicaciones reportadas en el conjunto de pacientes incluidos en el estudio,
con el nUmero y porcentaje de pacientes en el que estas complicaciones se diagnosticaron.

De estas, la méas frecuente fue la neutropenia febril (17 nifios, 85%). De los tres
pacientes en los que no se reportaron complicaciones, uno recibié un trasplante
autologo y los otros dos un trasplante alogénico. La EICH cutanea y la cistitis
hemorragica se presentaron en cinco pacientes (25%), cada una. Se diagnostico
neumonia en el 15% (3 pacientes), dos de ellos con neumonia multilobar. Un
paciente fallecio durante la hospitalizacion.

- Genotipos de HLA:

En cuanto al HLA, debe anotarse que se logré recopilar la informacion de 16
pacientes; dos pacientes recibieron trasplante autélogo y uno recibid trasplante
singénico, casos en los cuales no se requiere el estudio pre-trasplante de HLA. De
un paciente no fue posible obtener la informacion.

Las combinaciones alélicas que se repitieron aparecen resaltadas; el alelo DQ03
fue el mas reportado, con una frecuencia de 11 en 50% de los casos (8 pacientes,
Tabla 5.1.3.). seguido de los alelos A24 y B35 identificados en el 43.8% (7
pacientes) cada alelo.

No se establecid ninguna relacién significativa entre la positividad para HCMV en
saliva, el genotipo gB1 y los alelos del HLA. Tampoco se encontraron asociaciones
en los tres pacientes con el alelo B44 y que fueron negativos por PCR.
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Tabla 5.1.3. Combinaciones alélicas para los 16 pacientes de los cuales se obtuvo
el HLA; las combinaciones alélicas que se repitieron se encuentran resaltadas. Los
pacientes 12,16,18 y 20 no fueron incluidos.

EEEEnE Alelos Positividad

Al A2 Bl B2 C1 C2 DR1 DR2 DQ1 DQ2 para HCMV
1 A02 A30 B0O7 B42 Cw17 Cw7 DR12 DR15 DQO5 DQO06 +
2 All A24 B44 B46 DRO1 DR04 DQO09 DQO08 -
3 A24 A03 B35 B51 Cwl Cwil DR4 DR09 DQO03 DQO3 -
4 All A24 B35 B44 Cw4 Cwil DR1 DR13 DQO5 DQO06 -
5 A02 A03 B40 B35 Cw3 Cw4 DR4 DR14 DQO3 DQO03 +
6 A32 A24 B14 B35 Cw4 Cw8 DR1 DR11 DQO5 DQO3 +
7 A31 A68 B15 B35 DRO04 DR08 +
8 A29 A33 BO7 B44 Cw7 Cwi15 DRO1 DR10 DQO05 DQO5 -
9 A29 AO1 B45 B57 Cwé cw7 DR13 DR15 DQO6 DQO6 +
10 A03 A24 B51 B35 Cwl Cw4 DR11 DR16 DQO3 DQO3 -
11 A30 A24 B13 B18 Cw6 Cwil2 DRO7 DR11 DQO02 DQO3 +
13 A30 A30 B13 B13 Cw6 Cw6 DRO7 DR11 DQO02 DQO3 +
14 A32 A03 BO7 BO7 Cw7 Cw7 DR15 DR14 DQO06 DQO5 +
15 AO01 A02 B08 B50 Cw7 Cw6 DRO3 DR04 DQO02 DQO4 -
17 A26 A66 B14 B58 Cw8 Cw6 DRO7 DR13 DQO02 DQO3 +
19 A02 A24 BO7 B35 Cwl Cw7 DRO04 DR13 DQO3 DQO6 +

En la tabla 5.1.3. aparecen los alelos del HLA que mas frecuentemente se identificaron en los 16 pacientes, a
la izquierda se encuentra el niUmero con el que se identific6 a cada paciente en el estudio.

- Deteccion de HCMV por PCR cualitativa:

Se encontr6 el ADN de HCMV en por lo menos una muestra de saliva de 12
pacientes (60%) y se recolectaron en total 105 muestras de las cuales 29 fueron
positivas (29.6%) para el virus. (Tabla 5.1.4.) El promedio de muestras de saliva por
paciente fue de 5, con algunas particularidades; por ejemplo, del paciente seis se
tomaron nueve muestras y en todas ellas se detecté el virus; en los pacientes 5y
13 se tomaron ocho muestras de saliva, en el paciente 5 Unicamente la muestra 1
fue positiva y en el paciente 13 las dos primeras lo fueron. En algunos casos, como
en el paciente 2, el bajo nimero de muestras se explicé por la condicion general del
paciente.
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Tabla 5.1.4. Deteccién y genotipo de HCMV en las muestras de saliva.

Paciente Nimero de mL.ulestras/ Genotipo
muestras positivas
1 5/0 -
2 2/0 -
3 4/0 -
4 6/0 -
5 8/1 gB1
6 9/9 gB1
7 6/4 gB1
8 4/0 -
9 5/3 gB1
10 4/0 -
11 6/3 gB1
12 5/0 -
13 8/2 gB1
14 711 gB1
15 5/0 -
16 6/1 gB1
17 6/2 gB1
18 211 gB1
19 41 gB1
20 31 gB1

Tabla 5.1.4. En la columna de la izquierda se encuentran los pacientes en el orden en que ingresaron al estudio.
En la columna central aparece el nimero de muestras de saliva que se recolectd de cada paciente, junto con el
namero de esas muestras que fue positivo por PCR para HCMV y en la columna de la derecha esté el genotipo
gue se identificé en cada caso positivo.

- Genotipos de HCMV identificados:

Utilizando la secuenciacion estandar, seguida de analisis de similitud de secuencias
y alineacién multiple, se identificé el genotipo de HCMV en las muestras de saliva
de los 12 pacientes positivos por PCR; encontrando unicamente el genotipo gB1 en
todos los pacientes positivos (Tabla 5.1.4).
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Figura 5.1.1. Arbol filogenético para el fragmento del gen UL55 de muestras

positivas y representativas de cada paciente.
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Figura 5.1.1. Estan subrayadas las secuencias de referencia de las cepas Merlin (purpura) y Towne (anaranjado)
y la relacion de las muestras de saliva identificadas con la letra S y el nUmero del paciente. Se observa barra

en nucleotidos.

Al analizar el fragmento del gen UL55 de HCMV, se encontré que todas las muestras
estuvieron principalmente relacionadas con gB1; pero al comparar las secuencias
de referencia reportadas para cepas de laboratorio, se observo que algunas de las
muestras, por ejemplo, las muestras de los pacientes 5, 6 y 11 estuvieron mas
relacionadas a la cepa Merlin, mientras que las muestras de los pacientes 9, 17, 18
y 20 estuvieron relacionadas con la cepa Towne (Figura 5.1.1). Las secuencias
fueron depositadas en la base de datos de GenBank del National Institute of Health,
con los nimeros de acceso OP781314 — OP781325.

- Analisis uni- y bivariado:

En los pacientes positivos para HCMV no se encontré asociacion entre el genotipo
y el sexo (p=0.16), edad (p=0.36) o el nimero de complicaciones (p=0.87). Tampoco
se encontraron diferencias significativas entre pacientes con al menos una muestra
de saliva positiva para HCMV y 3 0 mas complicaciones (7 pacientes) p=0.6, ni al
ser diagnosticados con neutropenia febril (p=0.242).

El paciente que tuvo falla primaria del injerto fue positivo para HCMV en saliva,
presento otras complicaciones y fallecio; en los otros dos casos fatales durante la
hospitalizacion, solo uno de ellos tuvo una muestra positiva por PCR sin ninguna
asociacion estadisticamente significativa.
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5.1.4. DISCUSION

- Uso de la saliva como muestra de interés para la deteccion y
genotipificacion de HCMV en pacientes pediatricos receptores de

trasplante de precursores hematopoyéticos.

Este es el primer estudio sobre la deteccion y genotipificacion de HCMV en saliva
en una cohorte pediatrica de RTPH, en Colombia. Como se sabe, la saliva es una
secrecion exocrina con funciones muy importantes en la cavidad oral, siendo
también un excelente vehiculo para la transmision de HCMV la cual puede ocurrir
por la dispersion de gotas y aerosoles en individuos asintomaticos. Este fluido es
facil de recolectar, con un riesgo minimo tanto para el operador como para el
paciente durante la toma; se puede trasportar de forma facil y segura y todo este
proceso no requiere de personal con entrenamiento especializado, lo que reduce
los costos, respecto a la toma y procesamiento de muestras de sangre. (8)

Es por estas razones, por lo que la saliva se emplea con frecuencia para
diagnosticar y monitorear virus de la familia Herpesviridae en pacientes receptores
de trasplante, ya que estos virus son una de las principales causas de
complicaciones en estos pacientes. (9,10,11)

En este trabajo, 29 de 105 (27.6%) muestras de saliva recolectadas fueron positivas
para HCMV; encontrando en algunos pacientes solo una muestra positiva y en otros
casos, algunas o todas las muestras positivas para el virus. De manera interesante,
en todos los pacientes positivos, las descargas virales en saliva fueron
asintomaticas (sin lesiones evidentes de etiologia viral en la mucosa oral), y los dos
pacientes diagnosticados con mucositis oral fueron negativos para HCMV en saliva.

Esta intermitencia en la deteccién del HCMV en saliva puede explicarse por el
estado de la respuesta inmune del paciente, y por la administracién de antivirales
como ganciclovir, como lo sugiere Sarmento y cols. (9) al detectar el virus en saliva
de cuatro de 20 pacientes receptores de trasplante renal. Adicionalmente, por la
replicacion viral que ocurre de forma independiente en los distintos compartimientos
anatomicos, es posible detectar el virus en un fluido como la saliva, mientras que
muestras como la sangre pueden ser negativas, en el mismo momento de la toma
de muestra de saliva. Esto fue demostrado previamente por Correa-Sierra y cols.
(10) quienes detectaron descargas virales asintomaticas en 27 pacientes
pediatricos receptores de trasplante de 6rgano solido, que fueron evaluados durante
32 semanas postrasplante. En estos pacientes se encontré que el 70.4% de estos
fueron positivos para HCMV en la saliva, mientras que el virus solamente se detectd
en 10 de las 27 muestras de sangre evaluadas. Por lo tanto, este estudio y otros
han mostrado que el comportamiento de las descargas virales en la saliva de RTPH
es variable, dinamica y puede depender del estado de supresion inmunolégica, de
la reconstitucion de la médula d6sea hematopoyética y por supuesto de la
administracion de terapia antiviral. (11,12)
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Por otro lado, este trabajo mostro la posibilidad de genotipificar el HCMV evaluando
la secuencia del gen UL55 que codifica para la glicoproteina gB, la cual es
importante para la fusion y entrada de HCMV a las células infectadas, e influencia
el tropismo viral por su interaccion con distintos receptores celulares. (13,14,15)
En nuestro caso, la genotipificacion se hizo de muestras directas de saliva,
encontrando el genotipo gB1 en los 12 pacientes que fueron positivos para el virus
por PCR. El gB1 es el genotipo mas frecuentemente reportado en estudios de
diversas regiones del mundo, sin embargo, en algunos de estos trabajos en
pacientes RTPH se han identificado otros genotipos como gB2, gB3 y gB4,
destacando coinfecciones o infecciones mixtas. (16,17,18)

La confirmacion del genotipo por secuenciacion permiti6 obtener datos mas
robustos, debido a que la deteccion del genotipo por tamafio del producto de
amplificacion puede ser imprecisa ya que algunos de estos productos son similares.
Adicionalmente, hoy en dia el coste de la secuenciacion ha disminuido haciendo
esta técnica mas accesible, por lo que se recomienda utilizar ambos métodos.

La secuenciacion de ADN es una técnica complementaria para la genotipificacion
de HCMV que se basa en el sitio de clivaje de gB (gBSCI), distinto para cada
genotipo (gBSCI 1 a 4); y se sugiere su aplicacién ya que la glicoproteina gB
presenta alta variabilidad en los extremos N-terminal (gBN 1 to 4) y C-terminal (gBC
1 to 2), que son a su vez altamente conservadas en cada genotipo. Aunque los
genotipos mas comunes de HCMV son gB1, seguido por gB2, gB3 y gB4, hay
evidencia de recombinacion homologa entre los gBSCls. De hecho, se han
reportado distintas secuencias gBN pero no asignadas a un sistema de numeracion
de genotipos (5); en estos casos el empleo de métodos convencionales como la
PCR multiplex o el andlisis de polimorfismos por restriccion de fragmentos, pueden
pasar por alto alguna de estas variantes, por lo que la secuenciacion es altamente
recomendada.

- Caracteristicas clinicas de los pacientes RTPH:

La LLA fue el diagnéstico pre-trasplante mas frecuente en nuestra cohorte,
coincidiendo con lo reportado por el Instituto Nacional de Cancerologia de Colombia,
datos segun los cuales esta condicion neoplasica es la que mas afecta a la
poblacion infantil en nuestro pais. (19)

El segundo diagndstico previo al trasplante fue la anemia aplasica (congénita o
adquirida), luego el Linfoma Hodgkin y s6lo un caso de LMA, al contrario de lo
publicado por la Sociedad Europea de Trasplante de Sangre y Médula Osea
(EBMT), en la que un tercio de los casos de trasplante fueron en pacientes con LMA.
(20) En este grupo también se encontraron pacientes con enfermedades no
neoplasicas ademas de la anemia aplasica, como la enfermedad granulomatosa
cronica y la linfohistiocitosis hemofagocitica, patologias en las que se recomienda
Trasplante de Precursores Hematopoyéticos (TPH), por entidades como la EBMT.
(21,22)

En esta cohorte, se registré neutropenia febril en 17 pacientes (85%), que es una
de las complicaciones mas frecuentes en los pacientes que reciben tratamiento
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mieloablativo. La terapia antimicrobiana empirica se inicia precozmente en los
pacientes, asumiendo que el agente causal es bacteriano o fungico. Sin embargo,
en algunos casos no es posible determinar estos agentes y puede sospecharse una
etiologia viral, pero el HCMV no se notifica con frecuencia. (23,24,25)

La segunda complicacion mas frecuente fue la EICH (n = 5). El riesgo de infeccién
0 reactivacion del HCMV tras el trasplante aumenta con la inmunosupresion
asociada a la prevencion y/o el tratamiento de la EICH. El uso de corticosteroides
también afecta a la reconstitucion inmunitaria y contribuye a aumentar el riesgo de
reactivacion. Las relaciones entre el HCMV y la EICH son bidireccionales, ya que la
inmunosupresion y la consiguiente posibilidad de reactivacion y diseminacion viral
también contribuyen al desarrollo de la EICH y de otras complicaciones graves
asociadas al HCMV, como neumonia, gastroenteritis e incluso fracaso del trasplante
o recaida de la leucemia. (25,26)

La infeccion o reactivacion por HCMV se asocia con frecuencia a morbilidad y
mortalidad en pacientes sometidos a TPH, aunque los métodos mas sensibles de
deteccidn y el tratamiento temprano han mejorado significativamente el prondstico
de los pacientes. La deteccion de viremia se asocia a la terapia con ganciclovir o
valganciclovir, aunque estos antivirales producen o agravan la mielosupresion,
posiblemente contribuyendo a la aparicion de complicaciones infecciosas.
(27,28,29)

Dado que todos los pacientes con HCMV tenian el genotipo gB1, no fue posible
establecer asociaciones con los resultados observados. Once de los 12 pacientes
que fueron positivos para el virus en saliva presentaron complicaciones
relacionadas muy posiblemente con factores como los diagndsticos previos al
trasplante y el tipo de trasplante y con la infeccion/reactivacion por HCMV, sin
embargo, la busqueda del genotipo de virus infectante y la posibilidad de
coinfecciones puede ayudar a comprender los episodios de infeccién/reactivacion y
mas importante, el desenlace de los pacientes.

- EIHLA y la deteccion de HCMV:

La poblacién colombiana representa una mezcla de cuatro grupos principales de
herencia: Mestizos, indigenas, afrocolombianos y romanies. (30) Por lo tanto, es
posible pensar que en nuestro pais existe una distribucién HLA diferente a la
observada en otras regiones. En nuestro estudio, el alelo HLA DQO3 fue el mas
frecuente en la cohorte estudiada, seguido de los alelos A24 y B35, que estaban
presentes en siete individuos (datos disponibles de 16 pacientes). Estos dos ultimos
alelos son los mas frecuentemente reportados en la poblacion colombiana.
(31,32,33) La variabilidad observada seguramente corresponde con la variabilidad
étnica y la distribucion geografica que se relata para el HLA.

A pesar de ello, no encontramos ninguna asociacion entre los alelos, la positividad
de HCMV en saliva, o el genotipo gB1, ni entre la composicion HLA en cada paciente
y las complicaciones o resultados en los pacientes evaluados.
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5.1.5. CONCLUSION

En esta cohorte, se demostré la factibilidad de la saliva para establecer la
reactivacion del HCMV vy la genotipificacion mediante técnicas muy sensibles como
la secuenciacion.

También se observd que todos los pacientes que fueron positivos para HCMV
fueron gB1 positivos y hasta el presente estudio, no habia informacion sobre los
genotipos del virus en Colombia; al parecer este genotipo es predominante, como
lo muestran los estudios en grupos de receptores de trasplante en otros paises.
(16,17,18)

La evaluacion de los factores de riesgo de infeccion/reactivacion por HCMV en
RTPH pediatricos sigue siendo esencial para prevenir y controlar este evento, que
conlleva a la posibilidad de complicaciones graves e incluso la muerte del paciente.
(16,17,18) La serologia pre-trasplante continta siendo esencial para establecer el
riesgo de infeccion/reactivacion por HCMV en el paciente receptor del trasplante,
pero durante la hospitalizacion, es deseable confirmar si se produce la reactivacion,
para lo cual se puede utilizar saliva y amplificar y secuenciar un fragmento del ADN
viral para confirmar la infeccion y determinar el genotipo o genotipos virales. (11,34)

Varios estudios han intentado establecer la relacion entre genotipos,
complicaciones y desenlace en receptores de precursores hematopoyéticos y
trasplantes de érgano sdlido, con resultados variables. (16,17,18) Aunque el nUmero
de pacientes que formaron parte de este trabajo fue pequefio y no permitié inferir
esas asociaciones, refuerza la importancia de determinar el (los) genotipo(s) del
HCMV.

5.1.6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. https://www.minsalud.gov.co/sites/rid/Lists/BibliotecaDigital/RIDE/DE/DIJ/
RESOLUCION-8430-DE-1993.PDF

2. Gouarin S., Gault E., Vabret A., Cointe D., et al. Real-time PCR
guantification of human cytomegalovirus DNA in amniotic fluid samples from
mothers with primary infection. J Clin Microbiol. 2002; 40(5):1767-72. doi:
10.1128/JCM.40.5.1767-1772.2002.

3. Tarrag6 D., Quereda C., Tenorio A. Different cytomegalovirus glycoprotein
B genotype distribution in serum and cerebrospinal fluid specimens
determined by a novel multiplex nested PCR. J Clin Microbiol. 2003;
41:2872-7. doi: 10.1128/JCM.41.7.2872-2877.2003.

4. Kumar S., Stecher G., Li M., Knyaz C., Tamura K. MEGA X: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis across Computing Platforms. Mol Biol Evol.
2018; 35:1547-1549. doi: 10.1093/molbev/msy096.

5. Deckers M., Hofmann J., Kreuzer K.A., et al. High genotypic diversity and a
novel variant of human cytomegalovirus revealed by combined UL33/UL55
genotyping with broad-range PCR. Virol J. 2009; 6:210. doi: 10.1186/1743-
422X-6-210.

80


https://www.minsalud.gov.co/sites/rid/Lists/BibliotecaDigital/RIDE/DE/DIJ/RESOLUCION-8430-DE-1993.PDF
https://www.minsalud.gov.co/sites/rid/Lists/BibliotecaDigital/RIDE/DE/DIJ/RESOLUCION-8430-DE-1993.PDF

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Saitou N., Nei M. The neighbor-joining method: a new method for
reconstructing phylogenetic trees. Mol Biol Evol. 1987; 4(4):406-25. doi:
10.1093/oxfordjournals.molbev.a040454.

Tamura K., Nei M., Kumar S. Prospects for inferring very large phylogenies
by using the neighbor-joining method. Proc Natl Acad Sci U S A. 2004;
101(30):11030-5. doi: 10.1073/pnas.0404206101.

Kaczor-Urbanowicz K.E., Martin Carreras-Presas C., Aro K., Tu M., et al.
Saliva diagnostics - Current views and directions. Exp Biol Med (Maywood).
2017; 242:459-472. doi: 10.1177/1535370216681550.

Sarmento D.J.S., Caliento R., Souza A.O., Tozetto-Mendoza T.R., et al.
Salivary shedding of herpesviruses in renal transplant recipients. J Investig
Clin Dent. 2018;9:€12356. doi: 10.1111/jicd.12356.

Correa Sierra C.B., Kouri Cardella V., Pérez Santos L., Silverio C.E., et al.
Herpesviruses excretion insaliva of pediatric transplant recipients. Transpl
Infect Dis. 2017;19(6). doi: 10.1111/tid.12771.

Bohorquez SP, Diaz J, Rincén CM, et al. Shedding of HSV-1, HSV-2, CMV,
and EBV in the saliva of hematopoietic stem cell transplant recipients at
Fundacién HOMI - Hospital de la Misericordia, Bogota, D.C. Biomedica.
2016; 36(0):201-10. doi: 10.7705/biomedica.v36i0.2985.

Correia-Silva JF, Bruna-Romero O, Resende RG, Miranda LP, et al. Saliva
as a source of HCMV DNA in allogeneic stem cell transplantation patients.
Oral Dis. 2010; 16(2):210-6. doi: 10.1111/.1601-0825.2009.01637.x.
Chow SW, Dennison KM. Analysis of interstrain variation in cytomegalovirus
glycoprotein B sequences encoding neutralization-related epitopes. J Infect
Dis. 1991; 163:1229-34. doi: 10.1093/infdis/163.6.1229.

Shepp DH. Match ME, Lipson SM, Pergolizzi RG.
A fifth human cytomegalovirus glycoprotein B genotype. Res
Virol.1998;149:109-14. doi: 10.1016/s0923-2516(98)80086-1.
Meyer-Konig U., Vogelberg C., Bongarts A., Kampa D., et al. Glycoprotein
B correlates with cell tropism in vivo of human cytomegalovirus infection. J
Med Virol. 1998; 5:75-81.

Correia-Silva J.F., Resende R.G., Ardo T.C., Abreu M.H., et al. HCMV ¢gB
genotype and its association with cytokine levels in hematopoietic stem cell
transplantation. Oral Dis. 2011; 17(5):530-7. doi: 10.1111/j.1601-
0825.2011.01801.x.

Zawilinska B., Szostek S., Kopec J., Piatkowska-Jakubas B., et al. Multiplex
real-time PCR to identify a possible reinfection with different strains of
human cytomegalovirus in allogeneic hematopoietic stem cell transplant
recipients. Acta Biochim Pol. 2016; 63(1):161-66. doi:
10.18388/abp.2015_1162.

Ciotti M., Cella E., Ritta M., Ciccozzi M., et al. Cytomegalovirus Glycoprotein
B Genotype Distribution in Italian Transplant Patients. Intervirology. 2017,
60(4):165-170. doi: 10.1159/000486593.

Instituto  Nacional de  Cancerologia.  Anuario INC  2016.
https://www.cancer.gov.co/recursos_user/files/libros/archivos/Anuario%20I
NC%?202016.

81


https://www.cancer.gov.co/recursos_user/files/libros/archivos/Anuario%20INC%202016
https://www.cancer.gov.co/recursos_user/files/libros/archivos/Anuario%20INC%202016

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

Passweg JR, Baldomero H, Bader P, et al. Hematopoietic stem cell
transplantation in Europe 2014: more than 40 000 transplants annually.
Bone Marrow Transplant. 2016; 51:786-92. doi: 10.1038/bmt.2016.20.
Zaucha-Prazmo A., Sadurska E., Pieczonka A., Gozdzik J., et al. Risk
Factors for Transplant Outcomes in Children and Adolescents with Non-
Malignant Diseases Following Allogeneic Hematopoietic Stem Cell
Transplantation. Ann Transplant. 2019;24:374-382. doi:
10.12659/A0T.915330.

Georges G.E., Doney K., Storb R. Severe aplastic anemia: allogeneic bone
marrow transplantation as first-line treatment. Blood Adv. 2018;2:2020-
2028. doi: 10.1182/bloodadvances.2018021162.

Chan S.T., Logan A.C. The clinical impact of cytomegalovirus infection
following allogeneic hematopoietic stem cell transplantation: Why the quest
of meaningful prophylaxis still matters. Blood rev. 2017;31:173-183. doi:
10.1016/j.blre.2017.01.002.

Lehrnbecher T., Robinson P., Fisher B., Alexander S., et al. Guideline for
the Management of Fever and Neutropenia in Children With Cancer and
Hematopoietic Stem-Cell Transplantation Recipients: 2017 Update. J Clin
Oncol. 2017; 35(18):2082-2094. doi: 10.1200/JC0.2016.71.7017.

Teranishi H, Ohzono N, Miyata I, et al. Incidence of Viremia With DNA
Viruses in Oncology Patients With Febrile Neutropenia. J Pediatr Hematol
Oncol. 2018;40:605-608. doi: 10.1097/MPH.0000000000001300.

Melendez-Munoz R, Marchalik R, Jerussi T, et al. Cytomegalovirus Infection
Incidence and Risk Factors Across Diverse Hematopoietic Cell
Transplantation Platforms Using a Standardized Monitoring and Treatment
Approach: A Comprehensive Evaluation from a Single Institution. Biol Blood
Marrow Transplant. 2019;25:577-586. doi: 10.1016/j.bbmt.2018.10.011.

Ljungman P. Cytomegalovirus infections in transplant patients. Scand J
Infect Dis Suppl. 1996; 100:59-63.

Rowe R.G, Guo D., Lee M., Margossian S., et al. Cytomegalovirus Infection
in Pediatric Hematopoietic Stem Cell Transplantation: Risk Factors for
Primary Infection and Cases of Recurrent and Late Infection at a Single
Center. Biol Blood Marrow Transplant. 2016; 22:1275-1283. doi:
10.1016/j.bbmt.2016.04.004.

Ljungman P., de la Camara R., Robin C., Crocchiolo R., et al. Guidelines
for the management of cytomegalovirus infection in patients with
haematological malignancies and after stem cell transplantation from the
2017 European Conference on Infections in Leukaemia (ECIL 7). Lancet
Infect Dis. 2019;19:e260-e272. doi: 10.1016/S1473-3099(19)30107-0.

DANE. Departamento Administrativo Nacional de Estadistica. Censo
general, 2018. https://www.dane.gov.co/index.php/estadisticas-por-
tema/demografia-y-poblacion/grupos-etnicos/informacion-tecnica.

82


https://www.dane.gov.co/index.php/estadisticas-por-tema/demografia-y-poblacion/grupos-etnicos/informacion-tecnica
https://www.dane.gov.co/index.php/estadisticas-por-tema/demografia-y-poblacion/grupos-etnicos/informacion-tecnica

31.

32.

33.

34.

P4ez-Gutiérrez 1.A., Hernadndez-Mejia D.G., Vanegas D., Camacho-
Rodriguez B., Perdomo-Arciniegas A.M. HLA-A, -B, -C, -DRB1 and -DQB1
allele and haplotype frequencies of 1463 umbilical cord blood units typed in
high resolution from Bogota, Colombia. Hum Immunol. 2019; 80:425-426.
doi: 10.1016/j.humimm.2019.03.006.

Arrunategui A.M., Villegas A., Ocampo L.A., Rodriguez L.M., Badih A.
Frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas del sistema HLA clase | y
Il en donantes de una poblacidén del suroccidente colombiano. Acta Med
Colomb. 2013; 38(1):16-21.

Hernandez-Mejia D.G., Paez-Gutiérrez I.A., Dorsant Ardon V., Camacho
Ramirez N., et al. Distributions of the HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1,
and HLA-DQBL1 alleles and haplotype frequencies of 1763 stem cell donors
in the Colombian Bone Marrow Registry typed by next-generation
sequencing. Front Immunol. 2023; 13:1057657. doi:
10.3389/fimmu.2022.1057657.

Barrado L., Prieto C., Hernando S., Folgueira L. Detection of glycoproteins
B and H genotypes to predict the development of Cytomegalovirus disease
in solid organ transplant recipients. J Clin Virol. 2018; 109:50-56. doi:
10.1016/}.jcv.2018.11.001.

83



5.2. AISLAMIENTO DE CITOMEGALOVIRUS HUMANO A PARTIR DE
FLUIDOS CORPORALES

5.2.1. INTRODUCCION

Desde la década de los afios 50 del siglo XX, cuando se inici6 la identificacion del
virus Citomegalovirus humano (HCMV), causante de la enfermedad por inclusién
citomegalica se reconocieron las dificultades que conlleva trabajar con este virus en
laboratorio. Desde los trabajos de Margaret Smith se hizo evidente que HCMV es
especifico de especie y que requiere células humanas para lograr su cultivo.
Ademas, el ciclo replicativo del virus en cultivo es lento, la lisis de las células a causa
de la infeccion o efecto citopatico (ECP) aparece luego dos o mas semanas desde
que se inicia el cultivo, y los titulos virales (cantidad de virus producido) en los
primeros pasajes son bajos.

A pesar de esto, se han logrado establecer algunas cepas de laboratorio como
Towne y AD169, las cuales son utilizadas rutinariamente para diversos fines. Estas
cepas se cosechan en cultivos de fibroblastos humanos en las que HCMV se replica
facilmente, lo que permite la obtencion de titulos virales apropiados para el trabajo
en laboratorio. Sin embargo, por cada pasaje o manipulacion del virus en el cultivo,
simultaneamente ocurren modificaciones en el genoma viral que pueden afectar el
comportamiento del HCMV en los estudios sobre el tropismo y la influencia en la
respuesta inmunoldgica.

Estos aspectos son claves para entender la dinamica y comportamiento del virus en
los individuos tanto inmunocompetentes como inmunocomprometidos, y por las
diferencias en las cepas en términos de tropismo, patogenicidad y otros atributos,
se hace necesario obtener un aislado viral con pocos pasajes y con titulos
adecuados para su uso en modelos de infeccion.

Esto pudo lograrse mediante el empleo de la centrifugacién a baja velocidad al
momento de la inoculacién (Shell-vial) y posteriormente cuando aparece el efecto
citopatico, con el desprendimiento mecénico de las células y la sonicacion de estas
para lograr el rompimiento celular liberando al sobrenadante particulas virales.

Por lo que el objetivo del trabajo fue establecer las condiciones metodoldgicas para
aislar y cosechar HCMV de muestras clinicas.

5.2.2. METODOLOGIA

Previa aprobacion del Comité de Etica en Investigacion (Acta No.15 Facultad de
Odontologia, Universidad Nacional), se inicié el aislamiento a partir de las 105
muestras de saliva (S) obtenidas de pacientes RTPH pediatricos (primer objetivo),
0 muestras de plasma y otros fluidos corporales, como el Lavado broncoalveolar
(LBA) y orina (U). Acta del Comité de Etica de la Fundacion Hospital Pediatrico la
Misericordia CEI 52-18.
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En todos los casos, las muestras se depositaron en tubos estériles de 15 mL con
450 uL de medio DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium) suplementado
antibiotico (100U/mL de penicilina + 100ug/mL de streptomicina) y se refrigeraron
hasta el laboratorio. A continuacion, se afiadio un volumen igual de PBS y se
centrifugé por 10 min a 4 °C (4000 x @), luego el sobrenadante se recolectd y
almacen¢ a -80 °C hasta su uso.

En laboratorio, las muestras se identificaron segun el fluido del que se obtuvieron y
el nimero correspondio al del paciente, a medida que fue incluido en el estudio. Las
muestras de saliva con la letra S, los LBA se identificaron con la letra B y las
muestras de orina con la letra U. El protocolo de aislamiento fue el siguiente (Figura
5.2.1.):

- Pasaje cero (P0):

En cajas de 24 pozos se sembraron 1x10° células por pozo de la linea fibroblastica
MRC-5 y se mantuvieron en DMEM suplementado con SFB al 10% en un ambiente
enriquecido con dioxido de carbono (CO2) al 5% y a 37°C. A las 24 horas, antes de
la inoculacion las muestras fueron descongeladas y diluidas en PBS (phosphate
buffered saline); para el caso de las muestras de orina se diluyeron 1:2 y los plasma
1:20, y fueron centrifugadas a 13.000 RPM por un minuto a temperatura ambiente
(TA), para eliminar células, restos celulares y moléculas de alto peso molecular.
Luego se retird el medio de mantenimiento de las células y se adicionaron 330 pL
de la suspensién de la muestra por triplicado y se centrifugaron (Shell-vial) a 1000
g por 30 min, a 25°C y se incubaron a 37°C por dos horas. Luego, el in6culo se
retir6 y se afadieron 500 pL de medio DMEM con SFB al 5% vy
antibiotico/antimicético 2x (100 U/mL de penicilina + 100 pg/mL de streptomicina +
anfotericina).

Las células se observaron bajo microscopio diariamente para determinar la
aparicion de efecto citopatico (ECP), el cual se registré con una, dos o tres cruces
segun la extension del dafio de la monocapa, pérdida de esta, desprendimiento
celular, células redondeadas, formacion de sincitios. En las células en las que se
registré el ECP, se retir6 el medio de cada pozo y se almacené en tubos 1,5 mL
(haciendo un pool de los tres pozos), este medio se centrifugd a 2000 RPM por 5
min y el sobrenadante se congelé a -80°C. En el caso de no detectar ECP, se
mantuvo el cultivo hasta por dos semanas, sin cambiar el medio; si luego de ese
periodo no se observd ECP, se descarté la caja de pozos y se considerd un
aislamiento negativo.

- Pasaje 1 (P1):

En botellas de cultivo celular de 25 mL se sembraron células MRC-5 en medio
DMEM con SFB al 10%, cuando se alcanz6 una confluencia del 80% se retir0 el
medio y se inocularon con 500 pL del sobrenadante de PO. Las células se agitaron
suavemente por una hora, a temperatura ambiente y posteriormente se adicioné
medio de cultivo con SFB al 5%, hasta completar 5mL.
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Figura 5.2.1. Protocolo de aislamiento de Citomegalovirus humano y obtencion de
cosechas, a partir de plasma y fluidos corporales: saliva, LBA y orina.
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Figura 5.2.1. Para el aislamiento de HCMV se obtuvieron muestras de saliva, lavado broncoalveolar, orina y
plasma. Se diluyeron en PBS y se inocularon células MRC-5 que fueron sometidas a Shell-vial (P0). Se
recolectaron los sobrenadantes que fueron inoculados en células MRC-5, agitacion suave, desprendimiento y
recoleccion de sobrenadantes, sonicacion y almacenamiento (pl1y P2).

Las células se incubaron a 37°C y CO2 al 5% y se hizo observacion diaria hasta
observar ECP en aproximadamente el 80% de las células, en caso contrario, el
cultivo se mantuvo hasta por dos semanas.

Si el ECP fue evidente en el 80 o 100% de las células, se utilizé un rastrillo (Cell
scraper) para desprender las células y se recolect6 la suspension en un tubo de 50
mL. Esta suspensién se sonic6 con un ajuste de potencia de 40% (15-30W) cuatro
veces por 30 seg y a 4°C.

Finalmente se adicion6 SFB a una concentracion final de 20%, la suspension se
alicuoto en tubos 1.5mL y se congeld a -80°C.

Para su uso, después de descongelar, las alicuotas se centrifugaron por 1 min a
13.000 RPM a TA, para separar los restos celulares y moléculas de alto peso.

A partir de los sobrenadantes de P1 se obtuvieron los pasajes subsecuentes,
siguiendo el mismo protocolo.

- Titulacion viral:

El titulo de HCMV en estos pasajes se establecié por TCIDso (Tissue Culture
Infectious Dose 50%), en fibroblastos gingivales humanos primarios.

En cajas de 96 pozos se sembraron 2x10° células por pozo en medio DMEM con
SFB al 10% y antibiotico/antimicético 2x. A las 24 horas post siembra se preparé
1mL de las diluciones seriadas del indculo desde 1x10! a 1x10° en medio DMEM
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suplementado con SFB al 2% y antibiético/antimicotico 2x. Luego se retir6 el medio
de cultivo de los pozos y se afadio la dilucién a seis pozos cada una. Como control
negativo se afiadié PBS en seis pozos.

A las dos horas se retiré el indculo y se adicion6 medio DMEM con SFB al 2%.
Diariamente las células se observaron bajo microscopio, registrando la aparicion de
ECP por pozo, hasta 120 horas posteriores a la inoculacion. Se calcul6 el titulo viral
en Unidades Formadoras de Placa (UFP) por mL.

- Cosechaviral (Figura 5.2.1.):
Para la obtencion de cosechas virales con titulos apropiados en pasajes tempranos
del aislado clinico se utilizé el método de Britt modificado. (1)

Se sembraron células MRC-5 en frascos de cultivo de 25mL mantenidas en DMEM
con SFB al 10% y antibiotico/ antimicatico 2x. Al observar una confluencia del 80%,
se retird el medio y se reemplazé con 1,3mL de medio fresco que contenia
aproximadamente de 1 a 5 UFP con la siguiente formula:

Volumen del stock viral =0.01(MOI) x Numero de células x 1/titulo viral

Las células se agitaron suavemente por una hora a TA. Se afadié medio hasta
completar 5 mL y se incub6 a 37°C, observando cada 24 horas hasta detectar la
aparicion de ECP. Cuando se observdé ECP en el 80 a 100% de las células, se
desprendieron las células con rastrillo, se recolect6 la suspensién en tubo de 50 mL
y se sonicé como se describidé previamente, se afiadi6 SFB a una concentracion
final del 20%, se alicuoté en tubos 1,5mL y se congel6 a -80°C. Para mantener en
cultivo, cosechar vy titular las cepas Merlin y la cepa Towne se emplearon los
protocolos previamente descritos.

- Deteccion por PCR de Citomegalovirus y de virus contaminantes:

De las muestras (S, B, U) y virus aislados se extrajeron el ADN o ARN utilizando el
kit Stratec y por PCR convencional se confirmé o se descarto la presencia de HCMV,
y de posibles contaminantes virales como los Virus Herpes Simplex (VHS) 1y 2,
Adenovirus y Pan Enterovirus. En la Tabla 5.2.1. se presentan los protocolos de
amplificacion que se utilizaron.

- Genotipificacion del aislamiento B52 y de las cosechas de las cepas
Merlin y Towne:

Utilizando la misma metodologia para la secuenciacion de las muestras de saliva,
se realizo una alineacion multiple de secuencias en MEGA X utilizando el software
Clustal W y las secuencias de nucledtidos representativas de los genotipos gB del
HCMV. (6) Los cédigos de acceso para cada genotipo que se emple6 son los
siguientes: Towne (M22343), C327A (M60929), Merlin (NC 006273.2) para gB1,;
AD169 (X04606), C336A (M60931) para gB2; CO76A (M85228), Toledo-p7
(MF783090) para gB3, finalmente para C128A (M60924) y C194A (M60926) para
gB4. (7)
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Tabla 5.2.1. Protocolos de amplificacion de ADN de HCMV, VHS-1y 2, Adenovirus
y Pan Enterovirus, por PCR convencional.

HCMV VHS-1y VHS-2 Adenovirus Pan Enterovirus
PCR Convencional Anidada Convencional Transcripcién reversa
Blanco uL83 ADN polimerasa viral Exon Gen 5'UTR
F5'GTCAGCGTTCGT Primera Ronda: F5'-GGC CAG CAG ATC CGC GTC | F5-GCC-ACG-GTG-GGG- F5'TACTTTGGGTGT
Primers GTTTCCCA-3' TT-3' R5- GCT GGG GTA CAG GCT GGC AA -3’ TTT-CTA-AAC-TT-3’ CCGTGTTT3
R5'GGGACACAACAC Segunda Ronda: F5'-CTG CCG GAC ACC CAG GGG | R5-GCC-CCA-GTG-GTC- R5"TGGCCAATCCA
CGTAAAGC-3' CG-3R5-CCC GCC CTC CTC GCG TTC GT-3’ TTA-CAT-GCA-CAT-C-3° ATAGCTATATG 3’

Protocolo de

amplificacion

94 °C por 3 minutos; 30
ciclos (94 °C por 30
segundos, 60 °C por 30
segundos y 72 °C por 30

95 °C por 3 minutos, 25 Ciclos (95 °C por 30
segundos, 65 °C por 30 segundos, 72 °C por 45

segundos)

94 °C por 3 minutos; 30
ciclos (94 °C por 30
segundos, 64 °C por 30
segundos y 72 °C por 30

55°C por 15 minutos,
95°C por 3 minutos; 30
Ciclos (94 °C por 30
segundos, 60 °C por 30
segundos y 72 °C por 30

segundos) segundos)
segundos)
Enzima GoTag® Flexi (Promega, United States) Luna® (NEB, England)
Producto de
amplificacion
283 pb 129 pb 163 pb 132 pb 152 pb
en pares de
bases (pb)
Referencia Gouarin y cols. 2002 (2) Suny cols. 2003 (3) Dou y cols. 2018 (4) Zhang y cols. 2014 (5)

5.2.3. RESULTADOS

De los PO de las 105 muestras de saliva, se observd ECP en 61, y en 21 de estos
se detect6 el ADN de HCMV por PCR. En la Figura 5.2.2. se muestra el resultado
del aislamiento a partir de muestras de saliva de los pacientes 6, 7, 17 y 20.

Estos 21 aislamientos fueron también procesados por PCR para otros virus,
encontrando que siete de estos fueron negativos los virus VHS-1y 2. A partir del PO
de estos aislamientos se inici6 el P1 hasta llegar a P3, pasaje en el cual estas
muestras fueron positivas para el VHS-1 (Figura 5.2.3.), lo que sugiere que estos
alfa herpesvirus estaban presentes en un titulo muy bajo que se incrementé en los
sucesivos pasajes.
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Figura 5.2.2. Dafios en la morfologia celular durante el aislamiento de HCMV (P0),

a partir de muestras de saliva.

a: Control negativo (CN). Células MRC-5 tratadas con PBS. A las 48 hpi. se observa integridad de la monocapa
y morfologia celular compatible con normalidad.

b. Paciente 20. La flecha sefiala la pérdida de la monocapa y desprendimiento celular, células redondeadas.

c. Paciente 17. Se observa pérdida de la monocapa en un 50% con desprendimiento celular.

d. Paciente 6. La flecha sefiala un sincitio, fusion de células infectadas y no infectadas. Se observa pérdida de
la monocapa.

e. Paciente 6. Pérdida de la monocapa cercana al 80%. Desprendimiento celular con células redondeadas.

f. Paciente 7. Pérdida cercana al 100% de la monocapa con redondeamiento y desprendimiento celular.

Figura 5.2.3. Resultado PCR convencional para deteccion de HCMV y VHS-1y 2
en el pasaje 3 de las muestras de los pacientes 6, 11, 12 y 16.

HCMV VHE1y2

C- T M B2 K4 BE 11 12 18 MF C-1 2 T M 62 64 66 11 12 16

E =
el - o
- . P e R
— - 4

MP: Marcador de peso, C- Control negativo, T: Towne, M: Merlin. Del paciente 6 aparecen los resultados para
las muestras 2,4y 6.
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Por las infecciones contaminantes con virus tan altamente prevalentes como VHS
en las muestras de saliva, se descarto la posibilidad de obtener aislados clinicos de
HCMYV Unicos a partir de estas. Fue por ello por lo que se incluyeron 61 pacientes
pediatricos del HOMI, de los que se obtuvieron 27 muestras de LBA, 6 muestras de
orina, y 37 de plasma.

Siguiendo el mismo protocolo de aislamiento que se utilizé en saliva, los resultados
utilizando LBA, U, P por PCR y por la observacion microscopica fueron los
siguientes (Tabla 5.2.2).

La inoculacién de los plasmas en los fibroblastos -aun en una diluciéon de 1:20-,
produjo una rapida formacion de una capa de proteinas coaguladas cubriendo las
células, con lesidon y desprendimiento de estas, por lo que se descarto la posibilidad
de aislamiento a partir de estas muestras.

Tabla 5.2.2. Aislamiento de Citomegalovirus a partir de muestras de Lavado bronco
alveolar (LBA) y orina (U).

TIPO Y NUMERO DE PO P1 P2 P3
POSITIVAS PCR
MUESTRAS ECP PCR | ECP | PCR | ECP | PCR | ECP | PCR

BO3 +++ + +++ + -
BO4 +- + - -
B18 - -

LBA: 27 B47 +++ + + -
B48 - -
B52 +++ + +++ + +++ +
B56 - -
u17 ++ + - + - + - +

u. 6

u24 + + +++ -

Tabla 5.2.2. Resultados por PCR y Efecto Citopatico (ECP), pasajes 0, 1, 2 y 3 en cultivo celular. Se resalta la
muestra B52, a partir de la cual se logré el aislado clinico.

Unicamente el LBA denominado B52, produjo ECP desde el PO, que se mantuvo en
los pasajes P1y P2, (Figura 5.2.4.) con un aspecto compatible con lo reportado para
HCMV, como la formacion de focos de ceélulas redondeadas, refringentes, que se
desprendieron. Estas células fueron positivas por PCR para HCMV y negativas para
VHS-1y 2, Adenovirus, Pan Enterovirus y Polioma virus BK y JC (BKV).

Con estos resultados, se inici6 la produccion de una cosecha viral con pasaje 2,
utilizando la técnica reportada por Britt (1) con algunas modificaciones, como se
describié previamente. Adicionalmente la muestra U17, obtenida de una recién
nacida con infeccion congénita por HCMV; que fue positiva Unicamente para el virus,
no indujo ECP en P2 y P3, (Figura 5.2.5.) por lo tanto, esta muestra no fue utilizada
debido a la gran dificultad para titular su produccién por la técnica de TCIDso.
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Figura 5.2.4. Dafios en la morfologia celular observados en el Pasaje 1 de la
muestra B52.
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a. Control negativo (CN). Células MRC-5 tratadas con PBS.

b y c. B52 en Pasaje 1. A los 7 dpi. se observan focos de células con evidente desprendimiento,
redondeadas u ovaladas, refringentes.

d. B52 en Pasaje 1. En mayor aumento se observa un foco de las células con ECP.

e y f. B52 en Pasaje 1. A los 14 dpi. se observa extension del ECP, afectaciéon de la integridad de la
monocapa, mayor nimero de células desprendidas respecto al dia 7.

Otras muestras como la B03, B47 y U24 indujeron ECP tanto en el PO y P1, sin
embargo, este efecto no mostré caracteristicas compatibles con lo observado en los
pasajes en cultivo de B52 o a las descritas en la literatura para HCMV. La muestra
B03 fue positiva por PCR, mientras que las muestras B47 y U24 fueron negativas

en el pasaje 1, ademas, presentaron un ECP atipico, por lo que se descartaron para
continuar el aislamiento (Figura 5.2.5.)
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Figura 5.2.5. Dafios en la morfologia celular observados en los pasajes 1, 2y 3 de
Ias muestras BOB u24y U17.

*d U24 P1 p| % _'{
3 % e

ay b. BO3 en Pasaje 1. Efecto citopatico con encogimiento celular extenso a las 24 hpi., sin células redondeadas.
cy d. U24 en Pasaje 1. Se observé desprendimiento celular temprano con células redondeadas, no compatible
con el ECP descrito para HCMV.
ey f. Ul7 en Pasaje 1y 3. Alos 13 dpi., es evidente la integridad de la monocapa, no se observa ECP

Luego de obtener las cosechas de B52 en el P2, se empled el mismo procedimiento

para obtener cosechas de las cepas de laboratorio Merlin y Towne, cuyas
caracteristicas morfologicas se observan en la Figura 5.2.6.

Posterior a la obtencién de las cosechas virales, se llevé a cabo la titulacién por
TCIDso, con los siguientes resultados, expresados en UFP/mL (Tabla 5.2.3.):

Tabla 5.2.3. Titulacién del aislado clinico y de la cepa Merlin por TCIDso.

B52 Merlin

PL | 46x10° | 3.6x10°

P2 | 218x10° | 36x10°
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Figura 5.2.6. Dafios en la morfologia celular observados en los pasajes 2y 3, de las

cepas Merlin y Towne.

a. Control negativo (CN). Células MRC-5 tratadas con PBS.

b, c y d. Cepa Merlin (M) en Pasaje 2. Se observa la formacion de focos de células que se desprenden,
aparecen redondeadas y son refringentes. Llama la atencion la similitud con la figura 5.2.4. d. ECP de B52.
ey f. Cepa Towne (T) en Pasaje 3. Se observa la alteracion de la monocapa al 4 dpi. y la pérdida cercana
al 100%, con evidente alteracién morfoldgica, al 7 dpi.

Para obtener las cosechas de la cepa Towne se utiliz6 el mismo protocolo empleado
para cosechar el aislado y la cepa Merlin (método de Britt modificado); y se
determiné un titulo de 2.7 x 10’ UFP/mL en el pasaje 5.

Finalmente, se llevé a cabo la genotipificacion del aislado B52 y de las cepas de

laboratorio Merlin y Towne, por secuenciacion y alineamiento, identificando en todos
los casos el genotipo gB1 (Figura 5.2.7.)
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Figura 5.2.7. Genotipificacion del aislado clinico B52, las cepas de referencia Merlin
y Towne, por alineamiento, en comparacion con secuencias de referencia
reportadas en el NCBI, para cada genotipo.
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5.2.4. DISCUSION

HCMV es uno de los principales patbgenos en pacientes con compromiso
inmunolégico, grupo que ha ido en aumento debido al auge de los trasplantes de
precursores hematopoyéticos y de oOrgano sdOlido. Como se ha descrito
ampliamente, su actividad inmunomoduladora puede comprometer de forma
importante el curso clinico de los pacientes trasplantados y de todos aquellos con
alteracion o disminucion de la respuesta inmunoldgica. Es por esto por lo que el
estudio in vitro de la actividad reguladora del sistema inmunolégico por HCMV
continda siendo un objetivo importante de muchos grupos en todo el mundo. (8)

También es claro que en la mayoria de estos trabajos se emplean las cepas de
laboratorio con alto nimero de pasajes en cultivo como Towne, AD169 y TB40/E.
El alto nimero de pasajes y el hecho de que usualmente se obtienen las cosechas
en lineas celulares de fibroblastos llevan a la ocurrencia de modificaciones
gendmicas que afectan el tropismo y la evasién inmunoldgica. (9) Sin embargo,
gueda la pregunta ¢(COmo se ha superado esta situacién? Se estan empleando
Cromosomas Bacterianos Atrtificiales (BACs), técnica con la que se pueden llevar a
cabo los experimentos con virus que deben tener un contenido genético muy
cercano al de las denominadas cepas salvajes, reconstruyendo el genoma.

Otra posibilidad es la obtencién de los aislados clinicos de HCMV; las dificultades
para la consecucion de los aislados de HCMV se han citado previamente y son las
gue seguramente han llevado a la utilizacién de los BACs. Sin embargo, dada la
complejidad de la infeccion por HCMV vy la variabilidad genética que se puede
generar durante la infeccion, reactivacion y/o reinfeccion compartimentalizada, es
razonable asumir que el comportamiento viral mas aproximado al del virus in vivo
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muy probablemente se va a encontrar en los aislados clinicos, por lo que nos
propusimos establecer el protocolo para aislamiento y cosecha de HCMV a partir de
muestras clinicas.

Una de las mayores dificultades reportadas en el aislamiento de HCMV es el ciclo
replicativo lento por lo que se debe esperar mas de dos semanas la aparicion de
ECP, indicador de la ocurrencia de replicacion viral, como fue reportado por Gregory
y Menegus ya en 1983. (10)

El protocolo que se establecio en este trabajo comenzd con el trasporte de las
muestras en el medio de cultivo celular DMEM con antibiético y la posterior dilucion
en PBS, lo que seguramente mejor6 la viabilidad de las particulas virales,
manteniendo el titulo viral y la capacidad infecciosa, al tiempo que disminuyo la
actividad citopética de la muestra. (11)

En 1984 Gleaves propuso la técnica de centrifugacion lenta Shell-vial, para el
aislamiento de HCMV, reportando que entre las 36 y 96 horas posinfeccion (hpi.)
fue posible la deteccién de antigeno temprano viral, por inmunofluorescencia. (12)
Desde ese momento, se ha confirmado que esta centrifugacion mejora
ostensiblemente el aislamiento de HCMV desde diversos tipos de muestras,
acortando el periodo de aparicion del ECP, como lo demostré el estudio de Leland
y cols. (13) El objetivo de esta técnica es mejorar la adsorcion viral a las membranas
celulares sin causar dafio celular, disminuyendo el tiempo de aparicion del ECP. Por
esto fue posible que, partiendo de 105 muestras de saliva, se observara ECP en 61,
en las dos semanas posinfeccion.

Se intent6 el aislamiento con muestras de saliva, pero, aunque se parti6 de 21
aislamientos positivos para HCMV en el PO, se terminé detectando virus
contaminantes (VHS), en el P2 o P3, como seria de esperar en este fluido. Este
aparente resultado adverso, refuerza la necesidad de verificar desde los pasajes
iniciales si el ECP observado se debe a HCMV y/o a otros virus que también pueden
encontrarse en la muestra. En lo referente a la saliva, teniendo en cuenta que la
seroprevalencia para VHS 1y 2 se encuentra entre el 50 y 90% en la poblacién de
todo el mundo y que estos virus son detectados por las descargas virales
asintométicas en individuos trasplantados o inmunocompetentes, no sorprende la
coinfeccién con los virus Herpes. (14,15,16) Sin olvidar la complejidad de este fluido,
en el que se encuentran proteinas de alto peso molecular como la mucina o la
Inmunoglobulina A, que actian como aglutininas atrapando las particulas virales o
la presencia de otros organismos contaminantes ademas de los Virus Herpes, como
bacterias y hongos. (17,18)

De otra parte, las lineas celulares fibroblasticas, con las que usualmente se busca
obtener el aislado y las cosechas de HCMV, también son susceptibles a la infeccién
por VHS, aunque en algunos casos se ha reportado que el ECP puede aparecer
tardiamente y la sensibilidad a la infeccion podria ser menor, comparada con otras
lineas celulares. (19,20)

La estrategia fue entonces buscar el aislamiento a partir de muestras en las que
también puede aparecer HCMV por las descargas virales y/o por la
infeccidn/reactivacion. Se obtuvieron muestras de LBA, orina y plasma para iniciar
el mismo proceso de aislamiento. En total, se obtuvieron 175 muestras incluyendo
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las de saliva y finalmente la muestra B52 demostré el patron morfolégico de ECP
clasico descrito para HCMV, la formaciéon de focos de células redondeadas,
contiguas, que se expanden hasta confluir; confirmando por PCR la deteccion de
este virus. (11)

En cuanto al LBA, es un procedimiento durante el cual se instila solucion salina a
las vias aéreas inferiores y se emplea en el diagnostico de patologias pulmonares
de diversa etiologia. La forma de obtencion, a partir del fluido recuperado de las vias
aéreas inferiores disminuye la posibilidad de contaminacidn con virus respiratorios
que usualmente se encuentran en las vias aéreas superiores. (21)

Referente a HCMV, el aislamiento a partir del LBA se ha empleado con fines
diagndsticos principalmente; por ejemplo, en el trabajo de Eriksson y cols. (22)
evaluaron 52 pacientes inmunocomprometidos con sintomatologia compatible con
infeccion pulmonar de los que se obtuvo el LBA para confirmar la infeccién por
HCMV. Por medio de técnicas como PCR, deteccibn de antigeno por
inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa y aislamiento viral, en células MRC-5,
reportan un tiempo de espera para la aparicion del ECP de hasta de 6 semanas, ya
que no centrifugaron las células. De los 52 pacientes, en 22 la PCR fue positiva y
de estos 22 pacientes en 15 el aislamiento mostr6 ECP; en nuestro trabajo se tomé
LBA en 27 pacientes, en siete la PCR fue positiva para HCMV y de estas muestras
el PO indujo ECP en cuatro. La concordancia entre el aislamiento en PO y la PCR
en el trabajo de Eriksson fue 68.18% y para nuestro caso 57.14%, pero con una
disminucién importante del periodo de observacion. (22)

En el trabajo de Leuzinger y cols. (23) compararon el cultivo celular aplicando Shell-
vial, con 1600 RPM durante 45 min. y pruebas cuantitativas de acidos nucleicos
(QNAT), para el diagnéstico de HCMV en tres grupos de pacientes hospitalizados,
en los que se cambid la concentracion del eluido luego de la extraccién de acidos
nucleicos. Cuando llevaron a cabo la extraccion el mismo dia de la toma del LBA e
iniciaron el cultivo celular, a partir de 112 muestras, encontraron resultado positivo
en el 9% y por QNAT en hasta 18%. De este modo estos autores encontraron una
concordancia entre el cultivo celular y la QNAT del 91% cuando concentraron 10
veces las muestras. Este trabajo, ademas de confirmar la pertinencia del Shell-vial
para mejorar la deteccion temprana de HCMV, demostro el inicio del ciclo replicativo
de HCMV en los fibroblastos, por la deteccion de la proteina inmediatamente
temprana IE y corroboro la viabilidad de los LBAs para el cultivo celular de HCMV.

En este mismo trabajo, también emplearon la centrifugacién, pero no reportan
observacion de ECP y la deteccion de la infeccidon fue por inmunofluorescencia en
un tiempo relativamente corto respecto al tiempo que puede tomar el desarrollo de
la infeccidn celular y la replicacién viral a niveles detectables. Vale la pena resaltar
que la deteccion de acidos nucleicos de HCMV no implica la ocurrencia de
replicacion viral activa, lo que si se puede confirmar en el cultivo celular por la
aparicion de ECP. (23)

En nuestro trabajo, de las 27 muestras de LBA, en siete de ellas el resultado por
PCR fue positivo, por lo que se decidio continuar con el aislamiento. En el PO, cuatro
muestras produjeron ECP, con algunas caracteristicas atipicas para BO3 y B47, y
en el P1 fue evidente que el ECP no correspondia con el causado por HCMV
interrumpiendo el aislamiento a partir de estos LBAs.
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Desde el Pasaje 0, B52 mostrdé un ECP caracteristico, con PCR positiva y en el P2
fue la Unica muestra con un comportamiento en cultivo concordante con lo que se
observa en células infectadas con HCMV; estos resultados confirman que la
deteccién positiva de acidos nucleicos no se relaciona estrictamente con un
aislamiento positivo e igualmente que el ECP no necesariamente se puede atribuir
a Citomegalovirus y es probable que pueda ser causado por otros virus como los
respiratorios. La presencia de estos virus adventicios se descarté por PCR en el
aislado de la muestra B52.

Las dificultadas asociadas con el aislamiento, tales como el ciclo replicativo lento,
la especificidad por células humanas y el hecho de que las particulas virales que se
producen por la replicacion en el cultivo permanecen asociadas a las células y no
son liberadas al sobrenadante, también afectan la obtencion de cosechas con titulos
virales altos en pasajes tempranos, lo que es ideal si se quiere tener un aislado
clinico para estudios in vitro. (1)

El protocolo publicado por Britt (1), para obtencion de cosechas virales de cepas de
laboratorio fue adaptado para cosechar el aislado B52, luego del pasaje 0 (P0).

Se inici6 el cultivo de células MRC-5 en botellas de 25 mL, que al alcanzar la
confluencia aproximada al 80%, fueron inoculadas con un volumen muy bajo del
sobrenadante del PO, con el fin de promover una infeccién celular que va a trascurrir
lentamente, permitiendo el paso de particulas virales entre células infectadas y no
infectadas. EI ECP en el P1 de B52 aparecio entre 4 a 6 dias posinfeccion, con la
formacion de focos de células refringentes, redondeadas, que se desprendieron.
Este efecto se extendi6, provocando la confluencia de estos focos, pero
manteniendo la viabilidad de las células que aun no se infectaban. Se decidi6é
introducir algunas modificaciones al protocolo de Britt; por ejemplo, no retirar el
in6culo y completar el medio de cultivo luego de la agitacion a temperatura ambiente
para el P1 y P2; no se observé pérdida celular y, por el contrario, la monocapa
permanecio en buen estado. Ademas, se decidi6 utilizar botellas de 25 mL para el
pasaje 1y botellas de 75 mL para el P2, aunque Britt recomienda en primer lugar
botellas de 150 mL, deja abierta la posibilidad de emplear botellas de menor
volumen.

Durante el aislamiento y pasajeo de B52, alcanzar el efecto citopatico en el 80 al
100% de las células tomé entre 12 y 14 dias; en ese momento se hizo un
desprendimiento mecanico que también provoco la ruptura celular con lo que las
células y las particulas virales pasaron al sobrenadante, el que se retird
completamente de la botella. Luego, la sonicacién termind la ruptura de las células
y la liberacion de virus; al afiadir suero fetal bovino para una concentracion final de
20%, antes de alicuotar y congelar, se preservo la integridad de las particulas virales
(criopreservacion). Si no se promueve esta liberacion de particulas virales, muy
posiblemente se esta subestimando el nivel de replicacién viral que ocurrié en el
cultivo. (1)

Cuando la inoculacion se hace con un MOI elevado (de 1 a 5), el efecto citopatico
aparece tempranamente, dentro de las 24 a 36 horas posteriores a la inoculacion,
impidiendo que la infeccion se propague lentamente entre las células, y finalmente
hay una menor produccion y recuperacion de particulas virales. (1,24)

El HCMV puede detectarse por largos periodos de tiempo en la orina de nifios que
adquirieron la infeccidon congénita o en los primeros meses de vida y es el fluido
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corporal donde se puede detectar con mayor probabilidad en la poblacién pediatrica
(25); en este estudio se obtuvieron 6 muestras de orina a partir de nifios
hospitalizados. Solamente dos muestras fueron positivas por PCR, a partir de las
cuales se inicio el aislamiento; la muestra U17 se obtuvo de una nifia con infeccion
congénita y a pesar de la positividad de la PCR en pasajes 1, 2 y 3, no se produjo
ECP, corroborando lo dicho previamente: la deteccion de acidos nucleicos virales
no necesariamente implica que se trate de particulas virales infecciosas. Este
resultado también se podria atribuir a un titulo muy bajo que no lleva una replicacion
viral con ECP detectable al microscopio.

La otra muestra de orina, U24, produjo un ECP que no se pudo atribuir a HCMV en
cultivo celular; con una pérdida temprana de la monocapa (entre 24 y 48 hpi) y una
morfologia redondeada; tal como se propone para los LBAs, es posible que este
efecto se produzca por otros virus presentes en la muestra, como el BKV, que tiene
una alta prevalencia en la poblacién mundial. (26) Se decidi6 descartar esta muestra
para continuar el aislamiento por lo que no se confirmé la presencia del BKV.
Teniendo en cuenta que HCMV infecta y se propaga en fibroblastos humanos
primarios, se emplearon fibroblastos gingivales primarios, en pasajes 6 a 12 para la
titulacion por TCIDso. Los titulos obtenidos para el aislado B52 fueron mas altos que
los encontrados para la cepa de laboratorio Merlin, que presentd un comportamiento
levemente diferente, con un ciclo replicativo mas lento (Figura 5.2.6. y Tabla 5.2.3.).
Cuando se establecio la cepa Merlin en el afio 2000, ya en el pasaje 3 se evidenci6
una modificacién en el gen UL128. Ha quedado claro que los pasajes en cultivo de
fibroblastos facilitan la ocurrencia de las alteraciones genomicas, lo que podria
explicar las diferencias en el comportamiento de la cepa Merlin, respecto al aislado
B52. Sin embargo, para lograr la secuencia completa del genoma de la cepa Merlin
en el pasaje 3, los autores describen que lograron titulos hasta de 1x10® UFP/mL.
(27,28)

El comportamiento de la cepa de laboratorio Towne, con multiples pasajes en cultivo
fibroblastico fue claramente diferente, con la aparicion temprana del ECP y con
titulos virales mas altos. (Figura 5.2.6.)

En cuanto a la genotipificacion, se empled la secuenciacion para comparar el
genotipo de las cepas de laboratorio Merlin y Towne con el aislado B52; en los tres
casos el genotipo fue gBl1, que como ya se dijo, es el mas frecuentemente
identificado en todo el mundo. Al parecer UL55 no es igualmente susceptible a las
modificaciones gendmicas reportadas en las cepas de laboratorio o referenciay que
ocurren en la regiéon UL/b” y en particular UL128, lo que podria explicar la
identificacion de gB1 en el aislado clinico y las cepas de laboratorio.

5.2.5. CONCLUSION

Este trabajo establecidé un aislado clinico de HCMV en un pasaje temprano de
cultivo celular, modificando los protocolos de Shell-vial y de cosecha para cepas de
laboratorio, con la induccién de lisis celular, lo que mejora los titulos y permite
obtener un aislado con muy bajos pasajes en cultivo y con un titulo viral que hace
viable su utilizacion en estudios in vitro.
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Tratdndose de fluidos corporales, es necesario descartar por PCR y por la
evaluacion microscopica del ECP la presencia de posibles virus adventicios como
los VHS-1y 2, Adenovirus, Pan Enterovirus y BKV.

El LBA demostré ser una muestra apta para este aislamiento, contrario a la saliva,
cuya composicion microbiolégica impidio aislar el HCMV, que era el objetivo inicial.
En este trabajo las muestras de plasma ocasionaron una pérdida celular inmediata
luego de la inoculacién, por lo que se considero este tipo de muestra poco util para
el aislamiento viral. El aislado clinico B52 se comporté de forma similar a la cepa
Merlin, pero con evolucién mas rapida del ECP y con titulo viral superior.
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5.3. ACTIVACION Y EXPRESION in vitro DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS EN MONOCITOS/MACROFAGOS
INFECTADOS CON UN AISLADO CLINICO Y DOS CEPAS DE
LABORATORIO DE HCMV.

5.3.1. INTRODUCCION

El Citomegalovirus humano (HCMV) infecta entre el 50 y 100% de la poblacion en
todo el mundo, con diferencias claras entre los paises desarrollados vy
subdesarrollados en los que se encuentra la prevalencia mas alta. La mayoria de
los individuos adquiere la infeccién desde el nacimiento o en los primeros afios y se
establece latencia de por vida. (1,2)

Es bien conocido que en los individuos inmunocompetentes o con un sistema
inmunoldgico sano la infeccidn es por lo general asintomatica, ya que su respuesta
inmunoldgica robusta se basa en la produccién de Interferones de tipo I, la actividad
de las células natural killer (NK) para eliminar las células infectadas, mecanismos
de la respuesta adaptativa con los anticuerpos que bloquean la unién y entrada de
los virus a las células y los linfocitos T citotéxicos que también eliminan las células
infectadas. (3) Esta respuesta mantiene la regulacién sobre la replicacion viral y por
lo tanto sobre la carga viral, controlando asi la posibilidad de que HCMV produzca
la enfermedad de 6rganos terminales. Sin embargo, en los individuos que padecen
alguna forma de inmunosupresion, se observa la mayor morbilidad y mortalidad
asociada con este virus.

El trabajo in vitro con HCMV es fundamental para esclarecer la patogenia de las
multiples afectaciones y complicaciones que pueden diagnosticarse en los
individuos con supresién inmunolégica que son los de mayor riesgo de sufrir la
infeccion / reactivacion y que estan relacionadas con la modulacién de la respuesta
inmunologica.

La linea de células THP-1 obtenida de un paciente con Leucemia Monocitica Aguda
es de tipo monocitos (4), que luego del tratamiento con forbol 12-miristato 13 acetato
(PMA), un éster de forbol con capacidad de inducir la diferenciacion por activacion
de la proteina quinasa C (PKC) y la activacion de vias de respuesta inmunolégica y
desensibilizacion de receptores, induce sobre estas un fenotipo de macréfago, con
cambios morfolégicos de tipo ameboide, con aumentd de diametro, nicleo lobulado,
formacién de agregados y la expresion persistente de marcadores como CD16,
CD14, CD11by TLR-2. (5,6,7)

Dada la similitud en el comportamiento de las células THP-1 respecto a las células
CD14+ de sangre periférica, se ha propuesto la utilizacién de esta linea como
modelo experimental de la infeccion o el establecimiento de latencia y reactivacion
de HCMV. En el primer modelo la inoculacién viral se hace después de inducir la
diferenciacion con PMA (8) y se evalua el efecto de la infeccion en células que ya
han adquirido el fenotipo de macrofago. En el modelo de latencia/reactivacion; las
células son infectadas en suspension y luego son sembradas, lo que permite el
establecimiento de latencia viral sin que ocurra el ciclo litico en la mayoria de las
células; y el tratamiento posterior con PMA induce la diferenciacion de las células
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monociticas a macréfagos que llegan a ser permisivas al ciclo viral replicativo. De
esta forma es posible observar el efecto de la infeccidn en células no diferenciadas,
la capacidad de HCMV para establecer latencia y el efecto de doble via de la
diferenciacion celular y la reactivacion viral. (7,9,10,11)

Luego de lograr el aislado clinico B52, se decidié no solamente evaluar su actividad
sobre una linea celular monocitica en la expresion de mediadores de la respuesta
inflamatoria — inmunoldgica, sino comparar el aislado con dos cepas de laboratorio
o de referencia: Merlin, con bajo nimero de pasajes en cultivo celular y Towne que
ha sido altamente pasajeada. Los pasajes en cultivo celular fibroblastico han llevado
a la aparicion de alteraciones genéticas, que pueden condicionar el efecto de la
infeccion en células monociticas. Teniendo en mente que la mayoria de los trabajos
utiliza cepas de referencia, se consideré necesario, no solo evaluar el efecto del
aislado clinico que ofrece un panorama mucho méas aproximado a la situacion in
vivo, sino comparar el efecto del aislado con el de las cepas Merlin y Towne.

Por lo tanto, nuestro objetivo consistio en evaluar y comparar in vitro la activacion y
expresion de mediadores inflamatorios en monocitos/macroéfagos infectados con un
aislado clinico y dos cepas de laboratorio de HCMV.

5.3.2. METODOLOGIA

- Cultivo de células THP-1 y establecimiento del modelo de latencia —
reactivacion utilizando el aislado clinico B52 o las cepas de referencia
Merlin y Towne de Citomegalovirus humano:

Las células THP-1 (TIB-202 ATCC) se mantuvieron en suspension en botellas T25
en medio RPMI suplementado con SFB al 10%, antibiético y antimicético al 1% y
glutamina al 1%. Para establecer el modelo de latencia - reactivacion se adapto el
protocolo propuesto por Arcangeletti y cols. (11) que consiste en la infeccidn de las
células THP-1, para luego estimularlas con PMA, llevandolas a su diferenciacion. El
protocolo se describe a continuacion.

A partir de la suspension celular, las células THP-1 se colectaron, centrifugaron para
concentrar y se sembraron 2x10° células en placas de 12 pozos mantenidas en
medio RPMI suplementado. (Figura 5.3.1.) Para la infeccién se utilizaron a una
MOI:1 las cepas de referencia Towne o Merlin y el aislado clinico B52 obtenidos
previamente de sobrenadantes de células MRC-5. Las células junto con uno de los
virus evaluados se centrifugaron inmediatamente a 700g por 45 min a 25°C -método
conocido como Shell vial-, luego se incubaron por dos horas a 37°C y al finalizar el
tiempo, se retird el indculo cuidadosamente y se adicioné medio fresco.

A las 24 horas post-infeccion (hpi.) se centrifugaron las células por 10 min a 216 g,
se retird el medio y se adiciond en algunos pozos medio con PMA (Sigma-Aldrich
P1269) 200 ng/mL y se incubaron por 48 horas, al cabo de las que se repiti6 la
centrifugacion a 216 g, se retir0 el medio y se adicion6 medio fresco. Las células se
incubaron y evaluaron a las 48, 72y 120 hpi.

Al finalizar cada periodo de tiempo evaluado, se recolectaron los sobrenadantes de
las células infectadas y tratadas con cada condicion y se almacenaron a -80°C. De
igual forma las células se disociaron enzimatica y mecanicamente con una solucion
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de Tripsina de 0.5%, EDTA 10 mM en PBS. Luego se detuvo la reaccidny las células
fueron removidas y transferidas a tubos de 1.5 mL, placas de 12 pozos o sembradas
en laminilla. Cada condicién y periodo se procesé en tres réplicas de dos cultivos
independientes. En la figura 5.3.1. se resumen las condiciones de cultivo de las
células THP-1 en placa de 12 pozos.

Figura 5.3.1. Aspecto morfoldgico de las células THP-1 y disefio experimental de la
infeccion con el aislado B52 y las cepas de referencia Towne y Merlin y tratamiento
con PMA

Figura 5.3.1. A la izquierda, cultivo de células THP-1 infectadas con la cepa Towne y tratadas con PMA; se
observan células redondeadas formando conglomerados o clisteres (J); y células adheridas, de mayor tamafio,
con prolongaciones citoplasméticas ()), lo que sugiere la diferenciaciOn a macréfagos. A la derecha se muestra
el esquema de la placa de 12 pozos, con la distribucion de las distintas condiciones de control, infeccién y
tratamiento con PMA.

Células THP-1, 72 hpi. con la cepa
Towne y tratadas con PMA.

MOCK MERLIN B52

A

e C OC O
ED DS
O

48 hpi 72 hpi 120 hpi

Tres réplicas ‘

Control U.V: Sobrenadante de cosecha de Cepa Towne P5, inactivado con radiacion

- Deteccion de B-actina e inmunofluorescencia de la proteina IE1/2 en
células THP-1 infectadas con el aislado clinico B52 o las cepas de
referencia Merlin y Towne:

Luego de la recoleccion de las células, estas se sembraron en laminillas ubicadas
en placas de 24 pozos segun los tiempos, tratamientos y cepa de virus utilizado.
Luego de la siembra se retir6 el medio y agreg6 paraformaldehido (PFA) al 4% por
20 min. A continuacioén, se lavaron las células y se trataron con cloruro de amonio
50 mM por 30 min. a temperatura ambiente (TA). Luego se permeabilizaron con
Triton al 0.3% en PBS, y se agrego solucién de bloqueo (suero de cabra 10% en
PBS) por 45 min. a TA. Posteriormente, se aplicé el anticuerpo anti IE1/2 (DAKO,
Ref. M0854) 1:100 diluido en solucion de bloqueo al 5% y Tritdbn X-100 al 0.15% y
se incubd por 1 hora a 37°C. Las células se lavaron con PBS y se adicioné el
anticuerpo secundario acoplado a Alexa 594 (1/500) diluido en suero de bloqueo al
5%, e incub6 por 45 min. a TA. A continuacion, se aplicd el farmaco faloidina
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fluorescente (Cell Signaling), diluido en PBS (1:20) por 30 min. Finalmente se
lavaron las células y se adicion6 Hoechst 1/100 e incub6 por 15 min. y las laminillas
se montaron sobre ldminas portaobjetos utilizando Polymount y sellaron con
esmalte. Las células fueron evaluadas bajo microscopio Zeiss Axiolmager M2 y el
software Zen 2012.

- Evaluacion de la expresion de transcritos celulares y virales en células
THP-1 infectadas con el aislado B52 o las cepas Merlin y Town de
Citomegalovirus humano:

Otra parte de las células se transfirieron en tubos de 1,5 mL donde se inici6 la
extraccion de acidos nucleicos utilizando el kit RTP® DNA/RNA Virus mini kit
(STRATEC), siguiendo las indicaciones del fabricante. El eluido se utiliz6 para la
amplificacion por PCR en tiempo real, utilizando el kit LUNA® Universal gPCR
Master Mix (NEB), siguiendo las indicaciones del fabricante. Como plantilla se utilizo
100 ug RNA vy los primers empleados se utilizaron a 0.1 pM. Las secuencias se
relacionan en la tabla 5.3.1:

Tabla 5.3.1. Genes y primers empleados en la RT-qPCR para la evaluacion de

trascritos celulares.

Gen Primer forward 5° —» 3’ Primer reverse 3'—» 5’
IFNa GCTTGAAGGACAGAGATGAC CTGCTGGTAGAGTTCCAGTGT
IFNB AACAGGTAGTAGGCGACACT AGGAGCTTCTGACACTGACA
FNTa CGAGTGACAAGCCCGTAG GGCAGCCTTGTCCCTTGAAG
IL-8 AGACAGCAGAGCACACAAGC ATGGTTCCTTCCGGTGGT
IL-10 ACATCAAGGCGCATGTGAAC TAGAGTCGCCACCCTGATGT
(humana)
IL-1B CACGATGCACCTGTACGATCA GTTGCTTATCCTGTCCCT
CXCL-10 GCCATTCTGATTTGCTGCCT GCTGATGCAGGTACAGCGT
B-Actina GCCATTCTGATTTGCTGCCT GCTGATGCAGGTACAGCGT

El programa de amplificacion fue el siguiente:

Tabla 5.3.2. Programa de amplificacion para RT-gPCR de trascritos celulares en
células THP-1.
Proceso Temp Tiempo
()
Transcripcion reversa 55 15 min
(RT)
Desnaturalizacion 95 2 min .
95 10 Seg 40 ciclos
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- Evaluacién de la expresion de marcadores de superficie en células THP-
1 infectadas con B52 o las cepas de referencia Merlin y Towne de
Citomegalovirus humano:

Las células recolectadas fueron centrifugadas a 5000 RPM por 3 min., luego se
lavaron con PBS, centrifugaron y fijaron con PFA al 1% a TA por una hora. A
continuacion, se inicioé la marcacion con los diferentes anticuerpos a una dilucion
1:200 a 4°C por 30 min. Luego las células se lavaron dos veces, se centrifugaron y
se resuspendieron en 200 puL de PBS. Se realiz6 la lectura de 10.000 eventos
utilizando un citbmetro Beckman Accuri A6.

Los anticuerpos (BIOLEGEND) y sus respectivos fluorocromos, se relacionan a
continuacion:

Tabla 5.3.3. Anticuerpos y fluorocromos empleados en la evaluacion de la expresion
de marcadores de superficie en células THP-1.

PANEL 1 PANEL 2
CANAL | Anticuerpo | Fluorocromo | CANAL | Anticuerpo | Fluorocromo
FL1 CD64 FITC FL2 CD206 PE
FL2 CD11b PE FL3 HLA-DR PerCpCy5
FL3 CD14 PerCpCy5
FL4 CD68 Alexa F 647

- Evaluacion de mediadores inflamatorios en el sobrenadante de células
THP-1 infectadas con B52 o las cepas Merlin y Towne de
Citomegalovirus humano:

Los sobrenadantes recolectados de los cultivos infectados y tratados fueron
procesados para evaluar la concentracion de 20 analitos utilizando el kit Human
Magnetic Luminex® Assays (R&D Systems) y la plataforma Luminex 200 xMAP
multiplex. Los datos obtenidos se muestran como la media aritmética de tres
réplicas, los gréaficos se elaboraron tomando como referencia el resultado de las
células sin infeccion y sin tratamiento con PMA, Mock (-), para las células infectadas
y sin tratamiento con PMA. Para los gréaficos de los resultados de la infeccién con
los tres virus y el tratamiento con PMA en las células THP-1, se tomo el resultado
de las células sin infeccion y tratadas con PMA, Mock (+), y se muestran las
diferencias entre las distintas condiciones y este Mock (+).

- Titulacién por TCIDso de los sobrenadantes de las células THP-1,

infectadas con B52 o las cepas Merlin o Towne:

Se recolectaron los sobrenadantes y se procedi6 de la siguiente forma:

Se sembraron 2x10% células MRC5 (CCL-171 ATCC) por pozo en placas de 96
pozos mantenidas en medio DMEM suplementadas con SFB al 10% vy
antibiético/antimicotico. A las 24 horas post siembra se prepararon diluciones
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seriadas desde 1x10! a 1x10° de cada uno de los sobrenadantes de las células
THP-1 infectadas y sin tratamiento con PMA por 48 hpi., en DMEM con SFB al 2%
y antibiético/antimicético. Luego se retird el medio de cultivo de los pozos y se
afiadieron 100 pL de cada dilucion. A las 2 hpi. se retiré el indculo y se adiciono
medio DMEM con SFB al 2%. Como control negativo se utiliz6 PBS. Diariamente
hasta 120 horas posteriores a la inoculacion las células se observaron bajo
microscopio, registrando la aparicion de efecto citopéatico (ECP) por pozo y se
calculo el titulo viral en Unidades Formadoras de Placa (UFP) por mL. El ECP de
cada sobrenadante se evalu6 en seis pozos diferentes de dos experimentos
independientes.

- Cuantificacion absoluta del gen UL54 que codifica la ADN polimerasa

de Citomegalovirus:

Para establecer el nimero de copias del gen en los sobrenadantes de las células
THP-1 infectadas con el aislado B52 y las cepas Merlin y Towne, se utilizé una curva
de cuantificacion absoluta. Se hizo clonacién en el vector pGEM de un fragmento
del gen UL54 y luego se transformé en bacterias E. coli. Se hizo la purificacion del
plasmido por lisis alcalina y se cuantificé por espectrofotometria a 260 nm.

El nUmero de copias del plasmido se establecid con la siguiente formula:

N° de copias = 260 ng/uL x (6.022x1023) / 3244pb x 1x10° x 660 = 7.3 x 10° copias/
ML.

Posteriormente se obtuvo la curva estandar, empleando diluciones en base 10 y
finalmente la PCR en tiempo real con Sybr Green para el gen UL54. Los primers
empleados fueron los siguientes:

Primer forward: CCCTCGGCTTCTTCTCACAACAAT

Primer reverse: CGAGTTAGTCTTGGCCATGCAT

Estos primers se emplearon a una concentracion de 0.1 uM y el protocolo de
amplificacion fue el siguiente: 95°C por 5 minutos, 95°C por 15 segundos y 60°C
por un minuto, 35 ciclos.

- Andlisis estadistico:

Se aplicé la prueba de Chi2 para establecer las diferencias en la expresion de cada
marcador de superficie, por cada condicion de infeccion y periodo de tiempo,
respecto a las células THP-1 no infectadas y sin tratamiento con PMA, Mock (-). Las
diferencias estadisticamente significativas fueron aquellas con un valor de p <0.05
y aparecen sefialadas en las respectivas figuras de cada condicién con un asterisco
rojo.

5.3.3. RESULTADOS
- La proteina IE1/2 fue detectada en las células infectadas

independientemente del virus, tratamiento y tiempo postinfeccion:
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En las células THP-1 no infectadas con y sin tratamiento con PMA, no se detecto la
proteina IE1/2; estas células presentaron una morfologia redondeada que se
mantuvo en los tres periodos de tiempo y sugiere que mantuvieron un fenotipo
monocitico (Figs. 5.3.2. A, E, 1y Fig. 5.3.3. A, E, ). En las células no tratadas con
PMA e infectadas con B52 la marcacién para IE1/2 se observé principalmente en el
nacleo en los tres tiempos evaluados (Figs. 5.3.2. D, Hy L), y en algunas células
infectadas con Towne a las 48 hpi, se detecto la proteina en el citoplasma de forma
granular con puntos bien definidos, o con una distribucion difusa y con aumento del
tamafio celular (Fig. 5.3.2. B). De igual modo en algunas células infectadas con B52
a las 120 hpi se observaron prolongaciones citoplasmaticas (Fig. 5.3.2. L), y la
infeccién con Merlin también indujo irregularidades en la membrana celular en este
mismo tiempo (Fig. 5.3.2. K).

En las células tratadas con PMA e infectadas, la proteina IE1/2 se detect6 en el
nacleo de algunas células en todos los tiempos y condiciones de infeccion
evaluados, con una marcacion bien definida. Como se aprecia en las Figuras 5.3.3.
D, Hy L, en las células infectadas con B52 la proteina viral se encontré en todos los
periodos de tiempo. También se observé una distribucion punteada en el citoplasma
en proximidad al nucleo siendo esta mas evidente en las células infectadas con
Towne a las 72 hpi. (Fig. 5.3.3. F). Adicionalmente en las células infectadas con B52
y Towne se observaron cambios compatibles con la morfologia de los macrofagos,
células fusiformes, con aumento de tamafio y prolongaciones citoplasméticas (Figs.
5.3.3. J, L), mientras que las células infectadas con Merlin y tratadas con PMA no
mostraron prolongaciones citoplasméticas (Fig. 5.3.3. K).

- Expresion relativa de genes de citocinas, marcadores de superficie y

mediadores inflamatorios solubles:

En las células THP-1 tratadas o no con PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) -como
control de diferenciacion y activacion celular-, e infectadas con el aislado clinico
(B52) o con las cepas de referencia (Towne o Merlin), se evaluo la expresion de los
transcritos para las citocinas asociadas a la activacion, diferenciacion y movilizacion
de monocitos/macréfagos como los Interferones: IFNa e IFNB; Citocinas
proinflamatorias: FNTa, IL-13, CXCL-10, e IL-8 y la citocina inmunosupresora IL-
10, en los tres tiempos post-infeccidn propuestos (48, 72y 120 hpi.). Como controles
se evaluaron células expuestas al Mock (sobrenadante de Fb no infectados), o a los
virus inactivados con luz U.V. Posteriormente, se determind la eficiencia de
expresion de cada transcrito con el software LingReq y se utilizé la formula de
Schefé y cols. (2006) para calcular la expresion relativa respecto al Mock sin PMA
y B actina como gen de referencia También se evalud en las mismas condiciones
de infeccion y tratamiento con o sin PMA, la expresion de algunos marcadores
asociados a cambios en el fenotipo CD14, CD11b, CD68, CD64, CD206 y HLA-
DR, en los tres tiempos post-infeccion planteados (48, 72 y 120 hpi.), utilizando
citometria de flujo y la produccién de mediadores solubles por LUMINEX.
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Los resultados de la expresion relativa de algunos de los genes y concentraciones
de mediadores se encuentran como tablas en las que aparecen los valores
obtenidos para la expresion relativa (NUmero de veces) y graficos de esta expresion
relativa, respecto al control que fueron las células no tratadas con PMA y no
infectadas — Mock (-).

Las concentraciones de los mediadores solubles (LUMINEX), se encuentran en
tablas y estan expresadas en pg/mL; los graficos de las concentraciones de
mediadores muestran las diferencias entre las células infectadas y sin tratamiento
con PMA respecto a la media obtenida en las células no infectadas y no tratadas
con PMA, Mock (-). Para las células infectadas y tratadas con PMA, se muestran las
diferencias respecto a la media obtenida de las células no infectadas y tratadas con
PMA, Mock (+).

- El aislado clinico indujo una sobre regulacion diferencial temprana de
genes de Interferones, independiente del tratamiento con PMA,

regulando ala baja el IFNB en los sobrenadantes de las células THP-1:

En las células infectadas con el aislado clinico B52, tratadas (+) o no (-) con PMA
se observo a las 48 hpi., un incremento en la expresion relativa para IFNa de 7
veces, mientras que en las otras condiciones experimentales los cambios en su
expresion fueron inferiores a 1. A las 72 hpi., hubo un aumento de 3.7 veces, en las
células infectadas con la cepa Towne y tratadas (+) con PMA, mientras que en las
células infectadas con B52 se disminuy6 entre 3y 7 veces, siendo este efecto mayor
en las células sin (-) PMA. A las 120 hpi., se evidencio que las células infectadas
con las cepas de referencia (Towne o Merlin) y tratadas con (+) PMA mostraron un
aumento en su expresion de 3 veces, mientras que la infeccion con el aislado clinico
redujo su expresion 7 veces, respecto a las 48 hpi., y de 3 veces respecto a las 72
hpi. (Figura 5.3.4.)

En el sobrenadante de las células infectadas con B52 se observé un aumento en la
concentracion de IFNa a las 48 hpi., tanto en las células tratadas con PMA (32,88
pg/mL) como en las no tratadas (30,21pg/mL) y fue mayor a la detectada en los
sobrenadantes de las células infectadas con las cepas Merlin o Towne, las cuales
mostraron diferencias entre las células no tratadas con PMA (-) y las tratadas PMA
(+), sin embargo, en estas ultimas la concentracion fue levemente mayor. El mismo
comportamiento para este Interferon se observo a las 72 y 120 hpi. (Figura 5.3.5. y
Tabla 5.3.4.)
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Figura 5.3.4. Expresion relativa de los genes de Interferones alfa (IFNa) y beta
(IFNB), citocinas proinflamatorias FNTa, CXCL-10, IL-1B e IL-8, y la citocina
inmunosupresora IL-10, en células THP-1 tratadas o no con PMA, respecto a la
expresion en células tratadas con el Mock sin PMA (-).
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Tabla 5.3.4. Regulacién de la expresién relativa y concentraciones de IFNa por la
infeccion con el aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin y Towne,
respecto a las células no infectadas, en tres periodos de tiempo.

RT-gPCR= fold | LUMINEX
change. pg/mL Mock U.V. Merlin Towne B52
PMA ()| PMA(+) | PMA() | PMA() | PMA(+) |PMA ()| PMA(+) |PMA ()| PMA (+)
.| RT-qPCR 1 1,37 0 1,13 03 1,02 1,59 8,09 7,87
48 hpi.

LUMINEX | 16,75 | 18,94 18,09 19,37 24,53 | 16,29 21,83 30,21 | 32,88
IFNa 72 hpi, | -RT-GPCR 1 1,45 2,3 0,85 04 0,82 473 0,26 4,13
LUMINEX | 16,29 28,5 20,62 19,57 31,23 | 21,42 34,47 28,11 | 3846
120 hpi. RT-gPCR 1 1,14 0,35 0,7 2,54 1,38 4,21 0,6 0,32
LUMINEX | 19,27 | 32,06 16,75 28,14 37,18 | 25,38 34,8 2742 | 3511

El IFNB, presento a las 48 hpi., una expresion relativa de 5 veces por encima del
control (Mock sin PMA), en las células infectadas con Towne y tratadas con PMA 'y
en menor medida en las células infectadas con B52 independientemente del
tratamiento con PMA. A las 72 hpi., disminuyo6 5 veces la expresion de IFNB en las
células infectadas con Towne y tratadas con (+) PMA, mientras que en las células
infectadas con B52 y tratadas (+) PMA, la expresién aumento 1.5 veces y en las
células PMA (-) fue inferior al control. A las 120 hpi., las células expuestas al Mock
y tratadas (+) con PMA presentaron un aumento en la expresion de IFN B, de 2
veces.

En las células infectadas con Towne y PMA (+) se incrementé 4 veces la expresion
de IFNB, mientras que en las células infectadas con el aislado clinico, disminuyo la
expresion independiente del tratamiento con PMA. En las deméas condiciones
evaluadas no se observaron cambios relevantes, respecto al control. Se observé un
efecto proinflamatorio diferenciado en cuanto al tiempo, entre el aislado clinico B52
y la cepa Towne, sugiriendo diferencias en las vias que son activadas por cada virus
(Figura5.3.4.)

En cuanto a la determinacion de las concentraciones en los sobrenadantes, el IFNf3
tuvo una evidente regulacién a la baja a las 48 hpi., con resultados comparables
entre el aislado y las cepas de referencia en las células tratadas con PMA (+); B52
disminuy6 la concentracion de IFNB a 43,5 pg/mL en las células PMA (-), mientras
gue no se observaron cambios en células infectadas con Merlin o Towne. A las 72
hpi. comenzd a observarse una regulacion a la baja del IFNB en las células
infectadas con B52 y Towne en células PMA (+) y PMA (-), que se mantuvo hasta
las 120 hpi. (Tabla 5.3.5. y Figura 5.3.5.)

Se evalud el efecto de las distintas condiciones de infeccion y tratamiento en las
concentraciones de IFNy, encontrando valores entre 6 y 14 pg/mL, este ultimo en
las células infectadas con la cepa Merlin, tratadas con PMA, a las 120 hpi.
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Tabla 5.3.5. Regulacién de la expresién relativa y concentraciones de IFNB por la
infeccion con el aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin y Towne,
respecto a las células no infectadas, en tres periodos de tiempo.

RT-gPCR= | LUMINEX
fold change. | pg/mL Mock U.V. Merlin Towne B52
PMA() | PMA(#) | PMA() | PMA() | PMA(#) | PMA () | PMA (+) | PMA () | PMA (+)
| _RT-gPCR 1 1,27 0 0,89 0,32 1,21 5,78 2,33 2,77
48 hpi.
LUMINEX 87,5 87,5 87,5 87,5 62,7 87,5 29,11 43,5 30,93
IFNB 72 hpi, |_RI-GPCR 1 1,04 1,03 0,45 0,74 1,85 0,74 0,58 2,5
LUMINEX 87,5 13,11 87,5 87,5 18,37 87,5 32,75 | 3572 | 37,54
120 hpi. —R1-dPCR 1 3,08 1,54 0,38 0,71 1,78 4,28 1,51 1,31
LUMINEX 87,5 18,38 87,5 42,19 27,02 25,43 27,02 32,4 21,89

Figura 5.3.5. Regulacion de las concentraciones de Interferones, por la infeccion
con el aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin y Towne, respecto a las
células no infectadas, en tres periodos de tiempo.
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- El efecto de B52 sobre la expresion y concentraciones de citocinas

proinflamatorias FNTa e IL-8 fue temprano y se distancio del efecto

inducido por las cepas de referencia:

El comportamiento de la expresion relativa de los trascritos de estas dos citocinas
proinflamatorias fue el siguiente. A las 48 hpi.,, FNTa aumentd su expresion de
manera considerable (entre 13 y 19 veces) en las células infectadas con B52,
independiente del tratamiento con PMA,; este efecto se redujo a niveles de expresion
similares al control alas 72 y 120 hpi. Interesantemente no se observo una elevacion
en la expresion relativa de FNTa por encima de 5 veces en las demas condiciones
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evaluadas; por ejemplo, las células infectadas con Towne y PMA (+) mostraron un
ligero incremento sostenido, pero por debajo de 5, desde las 48 hpi., hasta las 120
hpi. (Figura 5.3.4.)

Desde las 48 hpi. el aislado B52 indujo un incremento de la concentracion de FNTa
en el sobrenadante, (Tabla 5.3.6.) efecto dependiente de la estimulacion con PMA,
llegando a 1445pg/mL, mientras que la infeccion con la cepa Merlin en presencia de
PMA indujo un leve incremento llegando 104,8pg/mL. A las 72 hpi., se observé un
notable aumento de la concentracion de esta citocina proinflamatoria en las células
PMA (+) inducida especialmente por la cepa Towne llegando a 1962pg/mL, mientras
gue en el sobrenadante de las células infectadas con B52 la concentracion alcanzo
valores de 2260pg/mL. A las 72 hpi., la concentracion del FNTa aumenté en las
células infectadas con Merlin y tratadas con PMA a 745 pg/mL, en las células
infectadas con la cepa Towne llegd a 1962 y con B52 llegd a 2260 pg/mL La cepa
Merlin mostré un aumento notorio del FNTa a las 120 hpi. en las células PMA (+),
pero sin alcanzar los niveles inducidos por Towne (2263 pg/mL) o B52 en este
mismo periodo de tiempo. (Figura 5.3.6.)

Tabla 5.3.6. Regulacion de la expresion relativa y concentraciones de FNTa por la
infeccion con el aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin y Towne,
respecto a las células no infectadas, en tres periodos de tiempo.

RT-gPCR= LUMINEX .
aEe Mock u.Vv. Merlin Towne B52
fold change pg/mL
PMA (-) | PMA (+) |PMA () [ PMA () | PMA () | PMA () | PMA (+) | PMA (-) | PMA (+)
RT-gPCR 1 2,5 0 3,62 1,23 1,9 3,35 13,94 | 19,86
48 hpi.
LUMINEX 33,3 47.4 41,86 | 54,75 104,8 27,49 62,12 | 163,01 | 14453
FNTa RT-gPCR 1 1,1 3,23 0,81 0,92 0,68 4,01 0,38 3,95
72 hpi.
LUMINEX 26,59 | 425,29 39,6 452 7457 455 1962,1 | 69,18 | 2260
_ RT-gPCR 1 1,77 0,78 0,68 4,32 0,81 5,34 0,68 1,9
120 hpi.
LUMINEX 4356 | 1311,3 | 52,68 | 101,5 | 1942,67 70,8 2263,2 | 113,49 | 2260

La expresion relativa de la quimiocina proinflamatoria IL-8, se elevo en las células
infectadas con B52 y tratadas (+) con PMA desde las 48 hpi., periodo en el que se
encontré que esa expresion relativa fue 47 veces mayor respecto al control, hasta
detectar un aumento de 118 veces a las 120 hpi. En las células infectadas con
Merlin, el efecto fue evidente desde las 72 hpi., con un incremento de 33 veces
hasta llegar a 115 veces a las 120 hpi. Towne por su parte indujo un incremento de
107 veces en la expresion relativa de IL8 a las 72 hpi., disminuyendo a 90 veces a
las 120 hpi., respecto al control. Interesantemente la expresion de IL-8 en las células
infectadas y no tratadas (-) con PMA no superé mas de 10 veces su expresion,
respecto al control (Figura 5.3.4.)
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Figura 5.3.6. Regulacién de las concentraciones de citocinas proinflamatorias, por
la infeccidn con el aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin y Towne,
respecto a las células no infectadas, en tres periodos de tiempo.
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La concentracién de IL-8 respecto al Mock (-), se incrementd desde las 48 hpi. por
la infeccidn con el aislado B52 y las cepas Merlin y Towne en las células PMA (+),
llegando a 1050 pg/mL, nivel que se mantuvo a las 72 horas y 120 hpi.; este fue el
mismo nivel que se detectd para las células Mock (+). Para las células PMA (-) B52
indujo siempre concentraciones elevadas, se encontré una regulacién a la baja en
las células infectadas con Towne. en las células infectadas con Merlin la
concentracion fue de 434,7 pg/mL y a las 120 hpi. lleg6 a 1050pg /mL. La
concentracion de IL-8 en las células infectadas con B52 y las cepas de referencia a
las 120 hpi. fue 1050 pg/mL. (Figura 5.3.6. y Tabla 5.3.7.) El hallazgo de valores
similares para distintas condiciones de infeccién y tratamiento se explica por haber
alcanzado el nivel maximo de deteccion de la concentracion de IL-8 con la técnica
empleada.

Tabla 5.3.7. Regulacién de la expresion relativa y concentraciones de IL-8 por la
infeccion con el aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin y Towne,
respecto a las células no infectadas, en tres periodos de tiempo.

RT-gPCR= | LUMINEX
fold change. pg/MI Mock U.v. Merlin Towne B52
PMA() | PMA(+) |PMA ()| PMA() | PMA (+) | PMA ()| PMA (+) | PMA () | PMA (+)
| RT-gPCR 1 1,72 0 1,47 1,15 0,85 | 1099 | 1057 | 4717
48 hpi.
LUMINEX | 210,64 | 81325 | 71532 | 390,86 1050 | 118,52 | 1040,89 | 1050 1050
IL-8 72 hpi. | RT:GPCR 1 22,23 1,76 2.4 33,72 2,9 107,75 | 4,04 | 113,94
LUMINEX | 145,26 1050 613,15 | 434,7 1050 | 693,05 | 1050 |1024,97| 1050
120 hpi. [R1-9PCR 1 8,02 2,89 154 | 11511 | 1,27 | 90,07 | 228 | 1187
LUMINEX | 453,16 1050 384,6 | 1050 1050 | 869,13 | 1050 1050 1050
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PMA (-)

PMA (+)

pg/mL

- El aislado B52 elevé tempranamente la quimiocina CXCL-10:

La expresion relativa de trascritos de CXCL-10 se aument6 de manera importante
entre 25y 30 veces a las 48 hpi., en las células infectadas con B52 e independiente
de la presencia de PMA, con un efecto semejante en las células infectadas con la
cepa Towne y PMA (+) y disminuyé a valores similares al control en otros periodos
de tiempo evaluados. En las demas condiciones no se observaron diferencias
respecto al control (Figura 5.3.4.). Las concentraciones de esta quimiocina
proinflamatoria se elevaron a 35.349,8 pg/mL por efecto de la infeccion con B52 en
células PMA (-) a las 48 hpi., disminuyendo a 24.385,5 pg/mL a las 72 hpi., pero con
una reduccion drastica a las 120 hpi., mientras que el Mock (-) fue en aumento hasta
llegar a 9471,45 pg/mL a las 120 hpi. La cepa Towne por su parte indujo el aumento
en la concentracion de CXCL-10 hasta 25.077,4 pg/mL en células PMA (+) alas 120
hpi.; la concentracion més alta de CXCL-10 estimulada por la cepa Merlin se
encontré a las 120 hpi. en las células PMA (+), 4846,72 pg/mL. (Figura 5.3.7. y
Tabla 5.3.8.)

Figura 5.3.7. Regulacién de las concentraciones de quimiocinas proinflamatorias,
por la infeccién con el aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin y Towne,
respecto a las células no infectadas, en tres periodos de tiempo.
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- B52también modul6 otras citoquinas proinflamatorias:

Fue notorio que la expresion relativa de la IL-1[3, se increment0 entre 75 y 85 veces
en las células infectadas con B52 y tratadas con PMA entre las 48 y las 72 hpi. A
las 120 hpi. el incremento fue relevante (hasta 560 veces), en las células infectadas
con B52 y tratadas con PMA (+), llegando a ser de 360 veces en las células PMA
(+) e infectadas con Merlin y 183 veces en las células tratadas con PMA e infectadas
con Towne. (Figura 5.3.4.)
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Tabla 5.3.8. Regulacion de la expresion relativa y concentraciones de CXCL-10 por
la infeccién con el aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin y Towne,
respecto a las células no infectadas, en tres periodos de tiempo.

RT-qPCR= fold | LUMINEX
change. pg/mL Mock U.V. Merlin Towne B52

PMA ()| PMA(+) | PMA() |PMA ()| PMA (+) |PMA ()| PMA (+) | PMA () | PMA (+)

48 hpi. RT-gPCR 1 2,2 0 3,73 2,22 1,15 29,3 26,89 21,18
LUMINEX | 117,49 51 47,03 [121508| 956,6 | 764,66 | 5234,91 | 35349,8 | 8686,36

CXCL-10 72 hpi. RT-qPCR 1 1,57 0,82 0,89 0,59 0,75 0,53 1 1,26
LUMINEX | 286,72 | 165,73 | 6069,57 |3094,55 | 3330,07 |16529,5| 9696,37 | 24671,5 | 12561,9

120 hpi. RT-gPCR 1 1,07 0,59 1,79 1,52 1,53 3,64 1,07 0,85
LUMINEX |9471,45| 386,72 | 849,33 | 310 | 4846,72 |25077,4| 8336,09 310 7130,56

Respecto a las concentraciones de IL-13 en el sobrenadante, los resultados fueron
divergentes entre el aislado B52 y las cepas de referencia, ya que a las 48 hpi. la
cepa Merlin y la cepa Towne mostraron concentraciones por debajo del Mock (-) en
las células PMA (+), mientras que el aislado indujo aumento en la concentracion de
IL-1B, llegando a 692pg/mL. Luego, a las 72 hpi., se encontré la concentracidon mas
alta para esta citocina en las células infectadas con B52 y PMA (+), llegando a
882,29 pg/mL. A las 120 hpi. las concentraciones en las células PMA (+) infectadas
con Merlin y Towne se elevaron, mientras que en las infectadas con B52 la
concentracion disminuyd. (Figura 5.3.6. y Tabla 5.3.9.)

Tabla 5.3.9. Regulacién de la expresion relativa y concentraciones de IL-1 por la
infeccion con el aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin y Towne,
respecto a las células no infectadas, en tres periodos de tiempo.

RT-qPCR= fold | LUMINEX
change pg/mL Mock u.v. Merlin Towne B52

PMA () | PMA () |PMA (-) | PMA ()| PMA () | PMA (-) | PMA (+) | PMA () | PMA (+)
48 hpi, | RI-GECR 1 7,56 0 1,38 | 2,26774 | 1,43 4,05 7,43 78,81
LUMINEX | 150,31 | 150,31 | 150,31 | 110,18 | 60,25 | 150,31 | 31,44 | 99,68 | 692,19
IL-1B 72 hpi. |-RI-GPCR 1 30,65 7.9 1,12 | 22,7773 | 0,96 40,18 0,78 83,4
LUMINEX | 150,31 | 73,89 | 150,31 | 150,31 | 116,16 | 150,31 | 483,48 | 100,36 | 882,29
. |_RT-gPCR 1 102,1 1,17 | 213 | 36062 | 568 | 18321 | 3,99 | 566,27

120 hpi.
LUMINEX | 150,31 | 207,21 | 150,31 | 80,98 | 596,47 | 112,12 | 738,98 | 103,76 | 588,03
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- La expresion del transcrito de la IL-10 y su concentracion fueron
reguladas diferencialmente por el aislado B52, en los periodos

tempranos de infeccién, independiente del tratamiento con PMA:

Figura 5.3.8. Regulacién de las concentraciones de IL-10, por la infeccién con el
aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin y Towne, respecto a las células no
infectadas, en tres periodos de tiempo.
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La expresion relativa del gen de la citocina inmunosupresora IL-10 mostr6 a las 48
hpi. un incremento6 entre 11 y 20 veces respecto al control en las células infectadas
con B52 con y sin el tratamiento con PMA. La cepa Towne también indujo en este
mismo tiempo la sobreregulacion de la citoquina en 10 veces en células tratadas
con PMA (+). Por su parte la expresion relativa de IL-10 disminuy6 en los periodos
posteriores (72 y 120 hpi.), y esta se mantuvo en todas condiciones evaluadas con
valores de expresion de 6 veces respecto al control (Figura 5.3.4)

Finalmente, la concentracion de la IL-10 en el sobrenadante de las células THP-1
infectadas con B52 estuvo por encima de los niveles alcanzados en las células
infectadas con las cepas de referencia, independiente del virus, tratamiento con
PMA y tiempos evaluados. (Figura 5.3.8.)

De este modo, se observo que la concentracion a las 48 hpi. fue de 110,97 pg/mLy
alcanzé su nivel mas alto a las 120 hpi. (155pg/mL). En las células no infectadas
tratadas o no con PMA, las concentraciones se elevaron desde las 48 hasta las 120
hpi. llegando a 64pg/mL en las células Mock (-). (Figura 5.3.8. y Tabla 5.3.10.)
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Tabla 5.3.10. Regulacién de la expresion relativa y concentraciones de IL-10 por la
infeccion con el aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin y Towne,
respecto a las células no infectadas, en tres periodos de tiempo.

RT-gPCR= | LUMINEX
fold change. pg/mL Mock u.Vv. Merlin Towne B52
PMA ()| PMA(+) |PMA ()| PMA () |PMA () | PMA () | PMA (+) |PMA ()| PMA ()

48 hpi. |-RI:GPCR 1 1,62 0 4,67 2,06 2,82 93¢ | 1932 | 1196
LUMINEX | 5,74 7,27 574 | 1691 | 22,86 8,8 474 | 11097 | 66,73
IL-10 72 hpi. |-RT:GPCR 1 0,81 0,66 2,29 0,88 5,33 3,99 4,52 1,56
LUMINEX | 1622 | 2436 | 4977 | 3249 | 4228 | 87,18 714 | 13295 | 852
120 hpi. |_RI-GPCR 1 0,99 18 5,52 1,9 3 41 3,37 1,14
LUMINEX | 64,48 | 2768 | 1357 | 14543 | 5428 | 12392 | 6851 | 15553 | 62,68

- Concentraciones de quimiocinas y factores de activacion vy
movilizacion celular CXCL-9, RANTES, MCP-1, CCL-22 y MIP-1B, en los
sobrenadantes de las células THP-1:

En cuanto a estas quimiocinas, las concentraciones de RANTES en células
expuestas al Mock PMA (-) y PMA (+) fueron aumentado desde las 48 hasta las 120
hpi; el comportamiento en las células infectadas con Merlin fue semejante y lo
mismo en las células infectadas con B52 y Towne en las células PMA (-). Ya en las
células infectadas con Towne y B52 tratadas con PMA y a las 120 hpi. la
concentracion de RANTES cay0 a niveles por debajo de los encontrados para las
células Mock (+). En general se observé incremento de las concentraciones de MIP-
1B y MCP-1 en las distintas condiciones de infeccién, respecto al Mock (-), excepto
en las células infectadas con Merlin, sin tratamiento con PMA a las 48 hpi. en las
gue la concentracion de MIP-1[3 estuvo por debajo de la encontrada para las células
Mock (-) (Figura 5.3.7. y Figura 5.3.9.)

- Efecto diferencial del aislado clinico B52 en células THP-1 sobre la
concentracion de factores de crecimiento, en relacidén con las cepas de
referencia:

B52 incremento las concentraciones de los factores de crecimiento evaluados
(VEGF-A y PDGF-AB). Para el VEGF-A la concentracion fue 126,35 pg/mL a las 48
hpi y 236,82 pg/mL a las 120 hpi., en las células no tratadas con PMA; por el
contrario, en las células tratadas con PMA, a las 120 hpi el efecto fue de regulacién
a la baja. La cepa Towne a las 120 hpi indujo un aumento en las concentraciones
de los factores de crecimiento en los sobrenadantes, sobre todo para el VEGF-A.
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Figura 5.3.9. Regulacion de las concentraciones de factores de activacion y
movilizacion, por la infeccidn con el aislado clinico B52 y las cepas de referencia
Merlin y Towne, respecto a las células no infectadas, en tres periodos de tiempo.
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Por su parte la cepa Merlin y en células PMA (+) indujo un aumento en las
concentraciones de los factores principalmente para el VEGF-A, en todos los
periodos de tiempo; mientras que en las células PMA (-) se observo un incremento
de la concentracion de este factor a las 120 hpi. Para el PDGF-AB en células
infectadas con B52 el comportamiento fue semejante. (Figura 5.3.10.)

Figura 5.3.10. Regulacion de las concentraciones de factores de crecimiento, por la
infeccion con el aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin y Towne,
respecto a las células no infectadas, en tres periodos de tiempo.
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- El aislado clinico B52 eleva las concentraciones de Fas-L a las 48 hpi.,
en células THP-1:

Desde las 48 hpi., B52 indujo elevacion de la concentracion de Fas-L, por encima
de los niveles observados en las células infectadas con las cepas de referencia,
independientemente del tratamiento con PMA.

En este tiempo, la concentracion de Fas-L en células PMA (-) fue 247,51 pg/mL y a
las 120 hpi., 384 pg/mL. Ya en las células PMA (-) infectadas con Merlin a las 120
hpi., la concentracién fue 420,84 y en células PMA (+) 456,05 pg/mL. En las células
infectadas con B52 y PMA (+) se observé una regulacion a la baja, igual a la inducida
por la cepa Towne. (Figura 5.3.11.)

Figura 5.3.11. Regulacion de las concentraciones de Fas-L, por la infeccion con el
aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin y Towne, respecto a las células
no infectadas, en tres periodos de tiempo.
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- Lainfeccién por el aislado clinico B52 y las cepas de referencia Merlin
y Towne indujo la expresibn de marcadores de diferenciacién al
fenotipo de macréfago inflamatorio:

Sin importar la cepa o aislado con el que se hizo la infeccion, se observo un
incremento de las células positivas para los marcadores CD14, CD11b, CD68 y
CD64, con algunas diferencias entre las células tratadas o no con PMA. En general,
se evidencio la elevacion de la expresiéon de los cuatro marcadores a las 48 hpi, su
reduccion a las 72 hpi., y un aumento de nuevo de su expresion a las 120 hpi.

Para el andlisis estadistico Chi2, se tomo el resultado del porcentaje de positividad
para las células sin infeccion y sin tratamiento con PMA (Mock -), en cada periodo
de tiempo; en este analisis se resaltan las diferencias significativas, en los
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DIFFERENTIATION

ACTIVATION

porcentajes de células positivas para CD14 asociados a la infeccion con la cepa
Towne a las 120 hpi., tanto en las células tratadas y no tratadas con PMA. El
marcador CD11b presenté diferencias en el porcentaje de células positivas a las 48
hpi y 120 hpi, en todas las condiciones de infeccion y en las células con o sin
tratamiento con PMA; también se encontraron diferencias significativas en la
expresion de CD11b a las 72 hpi., respecto a las células Mock (-) positivas que
fueron el 6.9%; mientras que en las células infectadas con B52, 21.4 en células PMA
(-) Vs. 8.7% en células PMA (+). (Figura 5.3.12.)

Figura 5.3.12. Expresion de marcadores de superficie para diferenciacion celular
CD14, CD11b, CD68 y CD64 y marcadores de activacion celular CD206 y HLA-DR,
evaluados por citometria de flujo, en células THP-1 infectadas con el aislado clinico
B52, las cepas de referencia Merlin y Towne, en tres periodos de tiempo. Las
diferencias estadisticamente significativas se sefialan con el asterisco *
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En cuanto a la expresion superficial del marcador CD68, las diferencias
estadisticamente significativas en la proporcion de células positivas se observaron
en las células infectadas con la cepa Towne, 27.4% sin PMA y el 47.3% de las
células PMA (+) fueron positivas a las 120 hpi. mientras que las células Mock (-)
positivas para CD68 fueron el 12.5%.
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La expresion de CD64 se aumentd durante la infecciébn con B52 en todos los
tiempos e independientemente del tratamiento con PMA. Por su parte, en las células
infectadas con Towne, estas diferencias se observaron a las 48 hpi., y con Merlin
las diferencias estadisticamente significativas se observaron a las 120 hpi. (figura
5.3.12))

Se concluye que la infeccién viral indujo la expresion de estos marcadores de
superficie, que indican la diferenciacion de las células monociticas a un fenotipo de
macréfago predominantemente M1, proinflamatorio, desde las 48 hpi., sin
diferencias importantes entre el aislado clinico y las cepas de referencia. (Figura
5.3.12))

- El aislado clinico B52 indujo un efecto diferencial en la expresion de
marcadores de activacion CD206 y HLA-DR, respecto a las cepas Merlin
y Towne.

El marcador CD206 mostr6 diferencias significativas durante la infeccion con el
aislado B52, independiente del tratamiento con PMA y tiempo postinfeccion
respecto a las células tratadas con el Mock y PMA (-); estas diferencias fueron
mayores a las 48y 72 hpi., en células PMA (-). Lo opuesto se observé en las células
PMA (+), las cuales presentaron un aumento significativo a las 120 hpi. La infeccion
con Towne indujo un aumento de la expresion de CD206 a las 72 hpi., con
diferencias significativas respecto al control, en células tratadas y sin tratamiento
con PMA. Por su parte, las células infectadas con Merlin mostraron un patron de
expresion similar a las células sin infectar (Mock -). (Figura 5.3.12.)

HLA-DR disminuy6 su expresion a las 48 hpi con el aislado B52 o con Towne,
respecto al control; interesantemente a las 72 hpi., el nivel de expresién del
marcador fue mas bajo incluso en las células expuestas al Mock. En las células
PMA (+) e infectadas con B52 o Towne se observé un incremento de la expresion
de HLA-DR desde las 48 hasta las 120 hpi.; con diferencias estadisticamente
significativas. La cepa Merlin indujo un patrén de expresion de HLA-DR algo
diferente en las células PMA (+), ya que indujo su disminucién a las 72 hpi., y su
elevacion a las 120 hpi. (Figura 5.3.12.)

Finalmente podemos decir que el aislado B52 indujo la expresién temprana de
CD206, en células PMA (-), sin embargo, este marcador se aumenté en mas del
80% de positividad en las células expuestas a PMA (+) a las 120 hpi. La expresion
de HLA-DR tuvo un comportamiento con claras diferencias entre las condiciones de
infeccion, pero que evidentemente alcanzé los mas altos niveles a las 120 hpi. en
las células PMA (+). (Figura 5.3.12.)
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- En los sobrenadantes de las células infectadas con la cepa Merlin o
Towne se encontraron los valores mas altos al cuantificar el gen UL54

o las particulas virales:

El nimero de copias de UL54, el gen que codifica para la ADN polimerasa de HCMV,
se observo constante en cada uno de los virus evaluados, tiempos posinfeccion e
independiente del tratamiento con PMA. Sin embargo, los niveles de DNA viral mas
altos se detectaron a las 48 hpi. Por ejemplo, en las células PMA (+) la infeccion
con la cepa Merlin presentaron valores de expresion de 3x10% mientras que las
células infectadas con Towne presentaron valores de expresion de 2x10°.
Interesantemente B52 alcanzé valores de 3,3x10’. (Figura 5.3.13.)

Por otra parte, al evaluar la produccién y capacidad infecciosa de B52, Towne y
Merlin a partir de los sobrenadantes de las células THP-1, se encontro que las dos
cepas de referencia produjeron niveles similares de virus con titulos infectantes de
2.2x10% UFP/mL, mientras que B52 produjo un titulo de 3.2X10° UFP/mL. La
deteccion de particulas infecciosas en los sobrenadantes de las células THP-1,
confirma los resultados obtenidos en la cuantificacion absoluta de copias por mL,
para las cepas de referencia; por su parte, el aislado B52 con un titulo inferior, indica
una menor capacidad replicativa en las células THP-1, independiente del
tratamiento con PMA.

Figura 5.3.13. Cuantificacion del nimero de copias del gen UL-54 de HCMV, por
PCR en tiempo real, luego de la infeccion de células THP-1, por el aislado B52 y
las cepas de referencia Merlin y Towne, en tres periodos de tiempo.
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5.3.4. DISCUSION

Luego de evaluar in vitro la actividad del aislado clinico B52 y las cepas de referencia
Merlin y Towne, nuestro modelo mostré las marcadas diferencias del efecto que
estos tres virus indujeron sobre las células THP-1 en términos de la infeccion,
replicacion y regulacién en la expresion y secrecion de algunos marcadores y
mediadores inflamatorios.

Retomando el concepto de cuellos de botella a los que se puede ver sometido el
Citomegalovirus humano durante la infeccién in vivo, fue posible constatar las
diferencias en el comportamiento de un virus que pasa rapidamente (dos pasajes)
de los fibroblastos a otro tipo celular, las THP-1, mientras que las cepas de
laboratorio han permanecido basicamente en las células fibroblasticas.

Aungue los tres virus infectaron las células y se inicio el ciclo replicativo, se encontrd
gue la modulacion de la respuesta inmune en las células THP-1, no siempre se
relacion6 con la capacidad replicativa y liberacion de virus infeccioso. Al respecto
se encontré que el aislado clinico B52 produjo a las 48 hpi. cantidades bajas de
virus infeccioso, sugiriendo una menor capacidad replicativa, comparado con lo
observado con Towne y con la cepa Merlin, lo que sugiere que la alta produccién
viral puede estar relacionada con los cambios gendmicos durante los pasajes en
cultivo; por otro lado, el comportamiento descrito del aislado B52 refleja el de las
denominadas cepas salvajes, el virus permanece asociado a las células. (12,13,14)

Parte de estas diferencias se deben a que las cepas altamente pasajeadas como
Towne, AD169 y TB40/E sufren modificaciones genéticas consistentes con las bajas
presiones de seleccion que tienen estos virus cada vez que son cosechados en un
tipo de células como los fibroblastos que son altamente permisivas; esto provoca
una regulacion transcripcional o la pérdida de secuencias genémicas que pueden
ser determinantes en el tropismo viral (RL13, locus UL128 y la region UL/b") y
probablemente en otros aspectos del ciclo biolégico del virus, que ain no han sido
determinados. Algunas estrategias técnicas para controlar esto, han llevado a la
construccion de cromosomas bacterianos artificiales (BACs); algunos usan como
base el genoma de la cepa Merlin que ha sido poco pasajeada, pero en la que se
han determinado ya en pasajes muy tempranos, modificaciones como la sustitucién
de un nucledtido que trunca el gen UL128, (12) por lo que se puede concluir que
aun los BACs no logran reparar completamente el genoma viral.

El uso de cepas de laboratorio o de los cromosomas bacterianos, es debida a las
dificultades en la obtencién de aislados clinicos que son dispendiosos y costosos
de obtener por las caracteristicas de HCMV en cultivo: el ciclo replicativo es lento,
permanece asociado a las células y el nimero de particulas virales recuperadas en
el sobrenadante es bajo. Continla siendo necesario estudiar y comparar el efecto
que tienen las cepas frente al virus salvaje con el animo de comprender mejor en
los modelos in vitro la infeccién y patogenia causada por el HCMV para extrapolarlos
o explicar con mas fiabilidad las consecuencias de la infeccion en los pacientes. Es
por ello por lo que el estudio de la capacidad patogénica del HCMV debe ser
cuidadoso y debe tenerse en cuanta qué cepa(s) ha(n) sido empleada(s) como
AD169 o Towne al evaluar e intentar extrapolar resultados de investigaciones sobre
el efecto de la infeccion de HCMV in vitro. (12,15,16)
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Hasta la fecha, aunque a las modificaciones genotipicas de las cepas de HCMV se
les atribuye los efectos en el tropismo y capacidad replicativa, no es muy claro si
estas modificaciones en el genoma también afectan algunos genes que pueden
estar involucrados en la actividad inmunomoduladora del virus. Esta situacion nos
llevé a obtener un aislado clinico -denominado B52-, y comparar el efecto en la
actividad inmunomoduladora de este virus frente a la respuesta inducida por dos
cepas de referencia, como un medio para lograr una mayor aproximacion al efecto
de la infecciébn de HCMV en células monociticas.

- Confirmacion de la Infeccion y de la ocurrencia del ciclo replicativo en
las células THP-1:

En su mayoria las células no infectadas (expuestas al Mock) independientemente
del tratamiento con PMA mantuvieron la morfologia redondeada y formaron
clusteres, lo que descarta la diferenciacion de las células al fenotipo de macrofago
por condiciones del cultivo.

En los ensayos de infeccion con los diferentes virus con o sin tratamiento con PMA,
encontramos la proteina viral IE1/2 en el nucleo de las células THP-1 desde las 48
hpi., con una marcacion puntiforme similar a lo descrito en la infeccién en células
MRC-5 desde las 2 hpi. (17), o con un patrén difuso en el nicleo, indicando
posiblemente la disrupcion y reorganizacion de los cuerpos nucleares como parte
del ciclo litico viral como también se ha visto en las células MRC-5. (17)

IE1/2 es codificada en los ORFs UL123 y UL122, su transcripcidon es controlada por
el producto del gen MIEP (Major Immediate Early Promoter), y es considerada
fundamental en el inicio del ciclo replicativo viral, (18,19,20,21), y al parecer la
presencia de IE1/2 en monocitos puede verse influenciada por la cepa viral y la MOI
utilizada como lo sugieren Noriega y cols. 2014 (22), quienes no detectaron la
proteina en monocitos de sangre periférica infectados con TB40/E a una MOI de 3,
entre las 24 hpi. y los 6 dpi. Los trascritos de IE1/2 y la proteina han sido
demostrados en células THP-1 infectadas con la cepa TB40/E, a las 24 hpi., pero
sin completar la replicacion viral (21); y en monocitos CD14+ infectados con la cepa
Fix en un modelo de latencia a largo plazo en el que se detectaron los trascritos de
UL122, UL123 y UL54 desde las 24 hpi., con una disminucion gradual hasta llegar
a ser indetectables al 10 dpi. (23) Estos resultados aparentemente discrepantes,
hablan de las diferencias en el comportamiento de las cepas virales, de la posible
influencia de la MOI en los resultados y que, aunque la proteina no sea detectada
es posible que la transcripcion de los genes inmediatamente tempranos se
mantenga mas alla de las 24 hpi.

En nuestro modelo, detectamos la proteina IE1/2 desde las 48 hasta las 120 hpi en
las células infectadas con B52 con una morfologia compatible con la de los
macrofagos, lo cual es un indicador de la capacidad del virus de inducir no solo su
replicacion en estas células si no su diferenciacion, sin la influencia del PMA.

Adicionalmente, reportamos la capacidad replicativa y de produccion de progenie
viral del aislado y de las cepas de referencia en las células THP-1 a las 48 hpi., al
detectar el gen Temprano (E), UL54 que codifica para la ADN polimerasa viral y
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titulos virales diferentes medidos por TCIDso, contrario a lo reportado por Collins-
McMillen (21) quienes resaltan que solo detectaron particulas virales hasta después
del tratamiento con PMA, lo que también se observd en un modelo de latencia a
largo plazo en monocitos CD14+. (23)

Es evidente que el modelo propuesto, permitié el ciclo replicativo viral completo de
B52 y de las cepas Merlin y Towne, pero la deteccion de IE1/2 en todos los periodos
de tiempo parece sugerir el inicio del ciclo replicativo en distintos momentos ya que
no todas las células eran positivas.

Sin embargo, las células infectadas con la cepa Merlin, ademas de presentar
positividad para IE1/2 en todos los periodos de tiempo evaluados, presentaron altos
los valores de copias de UL54 vy titulos virales a las 48 hpi., sin inducir cambios
morfolégicos notorios respecto a los estimulados por B52 y Towne; estos resultados
sugieren diferencias en la induccién de la diferenciacion al fenotipo de macréfago
entre las cepas y en la capacidad de regular negativamente el ciclo replicativo, de
acuerdo con el numero de pasajes en cultivo celular. Es posible que estas
variaciones se deban a la des-represion de MIEP por estimulos inflamatorios
activados por la via del NF-kB, o que algunos transactivadores del ciclo litico como
iP1 e iP2, indujeran la iniciacion de toda la actividad replicativa, evidenciada por la
deteccién de IE1/2, entre otros, que como se ha visto en células monociticas sucede
por efecto de la infecciobn con HCMV. (21,24,25) Sin embargo, algunos de estos
eventos no los podemos confirmar ni descartar en nuestro modelo.

- Elaislado clinico B52 present6 efectos diferenciados sobre la expresion
de genes de citocinas y mediadores solubles, respecto a las cepas de
laboratorio Merliny Towne, con un efecto proinflamatorio, al tiempo que
incrementa la IL-10 celular:

Las infecciones virales son prontamente reconocidas por los distintos Receptores
de Reconocimiento de Patrones, activando vias asociadas a STING y NF-kB entre
otras; las cuales llevan a la produccion de citocinas como IL-6 e IL-8 y los
Interferones a y B, generando un estado antiviral. Evolutivamente, los virus han
generado mecanismos para contrarrestar esa respuesta, y en particular HCMV ha
desarrollado una amplia gama de mecanismos reguladores negativos. (Figura 3.1.).
Al evaluar en nuestro modelo la expresidon de genes de Interferones y otras citocinas
proinflamatorias fue evidente un efecto diferencial inducido por el aislado B52 frente
a las dos cepas de referencia. B52 incrementd la expresion del transcrito para IFNa
desde las 48 hpi., por encima del efecto causado por Merlin y Towne y ejercio un
efecto temprano, independiente de PMA.

Yew y colaboradores (26) previamente demostraron un incremento en la expresion
de IFN a y B en células THP-1 infectadas con la cepa Toledo -que se considera de
bajo niumero de pasajes-, y Paijo y cols, (27) obtuvieron el mismo efecto, utilizando
la cepa TB40/E, y demostrando que esta estimulacion ocurrié por vias diferentes a
las del NF-kB. Esto sugiere que el efecto de HCMV sobre la expresidon de genes de
citocinas -al parecer- depende del tipo celular y cepa empleada. Es probable que en
las THP-1, como se ha descrito en fibroblastos humanos de prepucio, las proteinas
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pp65 y UL31 de HCMV inhiban las vias de sefializacion IRF3 y STING y disminuyan
la expresion del gen de IFN, (28,29) pero si las proteinas virales no afectan la via
mediada por NF-kB, se mantiene una expresion constante pero baja del IFNB. (Las
vias de sefializacién se pueden apreciar en la Figura 3.1.)

En cuanto a la proteina liberada, las concentraciones de IFNa fueron un reflejo de
la transcripcion, encontrando una elevacion de la proteina en las células infectadas;
en algunos casos se encontré que este aumento fue independiente de PMA y en
otros casos fue aditivo al PMA. El efecto de B52 ocurri6 mas tempranamente,
contrario a las cepas de referencia, principalmente Towne, en las que el incremento
fue gradual hacia las 120 hpi. Un efecto semejante se describi6 luego de la infeccion
de monocitos de sangre periférica con la cepa TB40/E a una MOI de 3; en este caso
la concentracion del IFNa fue en aumento desde las 24 hpi. hasta los 6 dpi. (22) Por
lo tanto, parece que la via por la que se estimula el efecto descrito sobre la expresion
de los Interferones, como el momento y la intensidad de esta expresion, pueden
depender de la cepa viral y la MOl empleada.

Interesantemente tanto el aislado como las cepas de referencia, indujeron de
manera similar la expresion del transcrito para IFNB, pero esto no incrementé la
citocina en el sobrenadante; por el contrario, se observé una regulacién a la baja
temprana o tardia, sugiriendo que la infeccion indujo retencion o destruccion
intracelular de la proteina. Las consecuencias de esta regulacion sobre el IFN(
podrian observarse en la respuesta de estas mismas células o las células en la
proximidad a estimulos inflamatorios, dado que al parecer la infeccion con HCMV
disminuye la activacion dependiente de esta citocina. (30,31)

El aislado B52 estimulé notoriamente la expresion del gen del FNTa a las 48 hpi.,
respecto a las células expuestas al Mock, o las células infectadas con las cepas de
referencia, en presencia o ausencia de PMA. Esta estimulacién al parecer permitio
mantener concentraciones de FNTa elevadas en el sobrenadante hasta las 120 hpi.
y PMA (+). Al comparar esta cinética del FNTa con el efecto de la infeccion con la
cepa de laboratorio TB40/E en monocitos CD14+ se observa un incremento gradual
de las concentraciones extracelulares desde las 24 hpi., hasta el 6 dpi. (22) Estos
resultados indican un efecto proinflamatorio temprano, diferenciado, de un virus
aislado de un fluido y con sélo dos pasajes en cultivo celular, al compararlo con las
cepas de referencia.

Por su parte, la expresion del transcrito para IL-1B en las células THP-1 infectadas,
parecio ser dependiente del estimulo con PMA y fue mayor a las 120 hpi., siendo
de nuevo el aislado B52 el que indujo el mayor efecto; sin embargo, la proteina se
detecto elevada en los sobrenadantes desde las 48 hpi. Nuestros resultados difieren
respecto a lo reportado previamente en modelos de infeccién con la cepa AD169 en
células THP-1 y tratadas con PMA, donde se establecié la degradacion del
inflamasoma y la subsecuente disminuciéon del clivaje de los precursores para
caspasa 1 e IL-1[ debido a la interaccion de la proteina viral pp65 (gen UL83) con
la proteina celular AIM2 (32) También se ha reportado que el producto del gen IE86
regula la transcripcion del gen de la IL-1B e induce la degradacion del precursor,
(33), aparentemente llevando a la disminucién de esta citocina proinflamatoria en
los sobrenadantes. Este efecto podria explicarse porque B52 ejerce su efecto por
vias diferentes a las citadas para las cepas de referencia, pero no podemos
afirmarlo en las condiciones en la que obtuvimos este resultado; parecié ocurrir una
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recuperacion de la transcripcion del gen de la IL-1B en periodos avanzados de la
infeccion.

B52 también indujo la expresion de la IL-8 desde las 48 hpi.; sin embargo, en los
sobrenadantes los niveles mas altos de esta citocina se detectaron en las células
no tratadas con PMA. Atribuimos este efecto a que el HCMV activa las vias de
sefalizacion como la del NF-kB, que promueven la transcripcion del gen de la IL-8,
pero, proteinas virales como pp65 y UL83 pueden inhibir esta via posteriormente
(Figura 3.1.), afectando la transcripcion del gen de esta citocina. Estos resultados
sugieren que hay una produccion basal en los monocitos no diferenciados, que
mantiene la liberacion de IL-8, pero parece claro que B52 incrementa la liberacion
de la IL-8 en mayor nivel que las cepas de referencia.

Sobre las quimiocinas proinflamatorias B52 indujo un aumento en la transcripcion
del gen y sobre las concentraciones de CXCL-10, independientemente del efecto
de PMA a las 48 hpi. y disminuy6 en los tiempos posteriores, sin embargo, las
concentraciones de la quimiocina se mantuvieron elevadas en el sobrenadante.
Previamente se reporté que en monocitos CD14+ infectados con la cepa TB40/E, la
concentracion de esta quimiocina se fue elevando desde el primer dia hasta 6 dpi.
(22)

En general, la infeccion con el aislado y las cepas de referencia indujo aumento de
las concentraciones de los factores de activacion y movilizacion MCP-1 y MIP-13,
lo que sugiere que las células THP-1 fueron activadas por la infeccién como por el
inductor de diferenciacibon PMA y produjeron de manera constante estas
quimiocinas con el fin de atraer nuevas células leucocitarias como linfocitos T,
linfocitos Natural Killer (NK) y monocitos al foco de infeccion viral; también pueden
contribuir en la activacion de las células endoteliales. Por lo tanto, al aumentar las
concentraciones de estas quimiocinas, HCMV puede promover o intensificar el
estado proinflamatorio asociado a la infeccién y también la posibilidad de infectar
nuevas células, contribuyendo de este modo en la patogenia de la infeccién en
pacientes como los receptores de trasplante renal. (34)

Por otra parte, en nuestro modelo encontramos diferencias claras respecto al efecto
de las cepas con bajos pasajes incluido el aislado B52 frente a Towne. La cepa
Merlin incrementd solamente las concentraciones de VEGF-A desde las 48 hpi.,
mientras que B52 indujo un aumento tanto de VEGF-A y PDGF-AB desde las 48
hpi., independientemente del tratamiento con PMA con algunas variaciones en el
tiempo. Esto demuestra el efecto diferencial de las cepas de bajo o alto nimero de
pasajes frente al aislado clinico B52. Estos factores de crecimiento producidos por
las células THP-1, pueden asociarse al fenotipo de Macré6fago M2, especificamente
M2d. (35), el cual se relaciona con actividades antiinflamatorias y que promueven la
reparacion tisular, con produccion de IL-10, IL-12 y Factor de Crecimiento
Transformante beta (FCT-B). (35) Lo que sugiere nuevamente que el nimero de
pasajes en cultivo celular del virus empleado influencia el resultado de la infeccion
de las células monociticas.

Finalmente, sobre la cIL-10 en las células infectadas con el aislado B52, tanto la
expresion del gen como la concentracion de esta en el sobrenadante se
incrementaron notablemente desde las 48 hpi., principalmente en ausencia del PMA
con una asociacion entre la expresion del gen y la concentracion a través del tiempo.
IL-10 es una citocina inmunosupresora e inmunoreguladora, reconocida por suprimir
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la produccion de IFNy e IL-2 en linfocitos T helper 1 y disminuir la capacidad de
presentacion antigénica en macréfagos y células dendriticas. Como se dijo
anteriormente, su produccion se asocia con un perfil de macréfago M2. (35,36) Sin
embargo, en nuestro modelo la produccion de cIL-10 al tiempo con citocinas y
proteinas proinflamatorias parece contradictoria, lo que nos lleva a proponer que
HCMV regula la activacion inmunolégica principalmente contra las células
infectadas al tiempo que esté activando y movilizando nuevas células al sitio de la
infeccion. De otra parte, el efecto no solamente seria contra la infeccion viral sino
contra otros patdgenos, lo que puede resultar en infecciones diseminadas sobre
todo en pacientes con supresion inmunolégica. (37)

Una visién panoramica al efecto inflamatorio entre B52 y las cepas de referencia,
muestra como el aislado tiene un efecto proinflamatorio temprano, no dependiente
del tratamiento con PMA y que es distinto del que se reporta para monocitos CD14
de sangre periférica infectados con cepas de referencia. En estas células el efecto
descrito se va intensificando con el tiempo, pero B52 en algunos casos va
disminuyendo el efecto tanto a nivel de la transcripcibn como la liberacion de la
proteina. Se conoce ya el efecto de HCMV sobre la cIL-10, pero en este trabajo
hemos visto las diferencias entre B52 y las cepas de referencia, con un estimulo
temprano y de mayor intensidad no dependiente del efecto con el inductor de
diferenciacion PMA.

Finalmente se puede decir que el aislado B52 tiene un efecto proinflamatorio e
inmunomodulador; con regulacion diferencial y temprana de mediadores, no
dependiente del tratamiento con PMA ni de la replicaciéon viral, mientras que el
efecto de las cepas Merlin y Towne es tardio.

- El aislado B52 induce un fenotipo versatil en los macréfagos, entre el
perfil M1y M2.

Al evaluar el efecto de la infeccion por HCMV en la expresion de marcadores de
superficie no se observaron diferencias importantes entre las distintas condiciones
y tiempos post infeccion; sin embargo, fue evidente la disminucién generalizada de
los marcadores a las 72 hpi, indicando tal vez una detencion en la activacion celular,
gue se reactivo y fue evidente a las 120 hpi.

En general nuestros resultados muestran que la infeccion con el aislado B52 y las
cepas Merlin y Towne estimulé la expresion de marcadores de superficie de
activacion y diferenciacion la cual se ha asociado con la diferenciacion celular, la
maduraciéon y la movilizaciéon desde la médula 6sea a la circulacion sanguinea y
luego a los tejidos. (38)

CD14 es una proteina que aparece en la membrana de los monocitos y se intensifica
en los macréfagos dada su funcion en el reconocimiento de patrones asociados a
patdgenos. (39) Es comun observar el aumento de células positivas en contextos
inflamatorios e infecciosos, aunque en nuestro modelo no se observé un aumento
significativo de células positivas para CD14 en las distintas condiciones de infeccion
que se aplicaron; al parecer, el tratamiento con PMA tampoco indujo un efecto
importante. En modelos que utilizan monocitos de sangre periférica CD14+ se ha
evaluado el comportamiento de este marcador hasta 25 dias en cultivo celular sin
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infeccion y sin inducir diferenciacion, demostrando leves cambios a través del
tiempo (23), compatibles con lo que encontramos a las 72 hpi., aunque no describen
diferencias tan notorias como en nuestro trabajo.

En modelos de infeccion en monocitos CD14+ con la cepa TB40/E, se encontro una
disminucién del marcador de progenitores mieloides CD33 luego de la infeccion,
indicando la diferenciacion celular; ademas en este modelo la infeccion aumento
aparentemente la expresion medida por la intensidad media de la fluorescencia
(IMF) de CD14 desde el dia 1 hasta el 6 dpi., con diferencias respecto al Mock. (22)
En nuestro caso, referimos el porcentaje de células positivas, o que puede explicar
las discrepancias en el modelo previamente reportado, en ese sentido no
encontramos diferencias notorias respecto al Mock. Esta disparidad al comparar
modelos sobre monocitos de sangre periférica con el empleo de células THP-1, no
se puede atribuir al tratamiento con PMA (6,7); por lo tanto, las diferencias se deben
atribuir a la cepa viral, ya que en nuestro trabajo el comportamiento del marcador
CD14 que més se asemejé al modelo de infeccion de monocitos de sangre periférica
fue el de las células infectadas con la cepa Towne.

CD206 es el receptor de manosa, miembro de la familia de receptores de
reconocimiento de patrones, que funciona en la internalizacion de las proteinas con
alto contenido de carbohidratos, para el procesamiento antigénico. Se considera
gue su expresion es baja en monocitos y se estimula durante la diferenciacion a
macréfagos o células dendriticas y es uno de los marcadores que ayuda a definir
un perfil M2. No es frecuente la evaluacion de este marcador en las infecciones por
HMCV en monocitos, y en este trabajo observamos que B52 indujo su expresion
desde las 48 hpi., con diferencias segun el tratamiento con PMA, ya que las células
PMA (-) alas 120 hpi, disminuyeron su expresion mientras que las células tratadas
la incrementaron. Sugiriendo que en las primeras hpi., la infeccion Unicamente con
el B52 induce su expresion y en periodos posteriores la diferenciacion inducida con
PMA sumada a la infeccion con B52 mantienen o incrementan la positividad de
CD206.

Similar a lo observado con CD14, el marcador HLA-DR se encontr
mayoritariamente en las células infectadas en las distintas condiciones y tiempos
evaluados, respecto al control. Algo similar también fue descrito en los monocitos
de sangre periférica, infectados con la TB40/E, en donde a las 24 hpi., los niveles
del marcador fueron similares en las células infectadas y no infectadas, sin
embargo, al 6 dpi., se observé aumento de la IMF en células infectadas. En nuestro
estudio, las células infectadas con B52 no tratadas con PMA tuvieron una
disminucion en el nimero de células positivas para HLA-DR a las 24 hpi., y un
aumento en su expresion a las 120 hpi., con diferencias estadisticamente
significativas. Algo similar se reporté en monocitos CD14+ infectados con la cepa
Fix, donde se observé una disminucién respecto al control a las 48 hpi., sin
embargo, este nivel de expresion estuvo por debajo respecto al Mock hasta el 20
dpi. (23) Estos resultados muestran un efecto proinflamatorio compatible con lo
descrito para las citocinas proinflamatorias en la expresion de los marcadores, sobre
todo CD14, pero con expresion de marcadores que se han asociado con un
macrofago que regula la respuesta inflamatoria.

En cuanto al efecto de las cepas Merlin y Towne sobre la expresién de marcadores
de superficie se encontraron algunas diferencias respecto a B52, ya que la cepa
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Merlin estimuld la expresiéon de HL-DR, sobre todo en las células PMA (+) en todos
los periodos de tiempo, con diferencias significativas y la cepa Towne mostré un
efecto significativo a las 120 hpi.; estos hallazgos evidencian el efecto diferencial
entre el aislado B52 y las cepas Merlin y Towne.

Fue claro entonces que la infeccion con HCMV induce diferenciacion de las células
THP-1 a un fenotipo de macréfago M1 y con una leve tendencia hacia un fenotipo
M2, evidenciando cierta plasticidad en esta induccién y corroborando lo
anteriormente dicho sobre un efecto proinflamatorio temprano del aislado al tiempo
con un efecto inmunoregulador, diferente al inducido por las cepas de referencia
Merlin y Towne.

Finalmente, en la Figura 5.3.14. proponemos un modelo de modulacién de la
respuesta inflamatoria e inmunolégica del aislado B52 en las células THP-1, a las
48 hpi. Si se piensa en la influencia sobre la respuesta inmunoldgica, fue el aislado
B52 el que demostrd un efecto proinflamatorio mas temprano y de mayor intensidad,
con la expresiéon génica y secrecion de IFNa, TNFa, IL-1p, IL-8, CXCL-10, ademas
de regular a la baja la secrecién de IFNf; caracteristicas compatibles con lo que se
reconoce como el fenotipo del macrofago M1, que tiene mayor expresion de
marcadores como CD14, CD11b y CD68. Pero al mismo tiempo, llevo a la expresion
de IL-10 celular, secrecion de factores de crecimiento especialmente el VEGF-A,
expresion de CD206 que fue inducida por B52, desde las 48 hasta las 120 hpi., todo
lo cual se considera del perfil M2 de un macrofago que esta regulando una
respuesta inflamatoria y promoviendo la reparacion tisular. Por lo que se puede
hablar de una activacion de las células monociticas, llevandolas a diferenciarse a
macréfagos, con un perfil que no puede encasillarse como M1 o M2, mas bien
reflejando la versatilidad de estas células dependiendo del estimulo.

En los pacientes Receptores de Trasplante de Precursores Hematopoyéticos, se ha
establecido que luego del injerto de células precursoras es frecuente la infeccion
con Citomegalovirus humano o la reactivacién. (40) De acuerdo con nuestros
resultados, en las primeras 48 horas la infeccion de los monocitos de sangre
periférica llevaria a la activacion de estas células, promoviendo su migracion fuera
de los vasos sanguineos y su diferenciacion a macréfagos. Se iniciaria un ciclo
replicativo que traeria como consecuencia la infeccion de nuevas células en el
entorno celular y tisular en el que este virus se encuentra, incrementando la
respuesta inflamatoria; asi, este proceso podria intensificar el dafio celular o la
infeccion con HCMV provocaria la enfermedad de 6rgano terminal, la neumonia o
la gastroenteritis. (41,42,43)

La llegada de células atraidas por los mediadores inflamatorios secretados por los
monocitos acentuaria el ambiente inflamatorio, pero la secrecion de la IL-10 por los
monocitos 0 macréfagos infectados disminuiria el reconocimiento de las células
infectadas, e indirectamente la respuesta ante otros agentes infecciosos,
contribuyendo al desarrollo de infecciones oportunistas, ademas de condiciones
como la EICH. (41,42,43)
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Figura 5.3.14. Esquema del efecto de la infeccion con el aislado B52 en las células
THP-1, a las 48 hpi.

& . () O

T 3k
o CXCL-10 }ENTa A N
& 2% Q
< 3¢ HLADR cD14 \%
P ARY
; g PIFNa t a0 o
IL-1B S -
N AVEGF-A
Ry * —
223
‘ﬁ @ g Tcxcmo//
l/lll() - 3

NK: Linfocitos Natural Killer, LT4: Linfocitos CD4+, CD: Células Dendriticas,
M: Monocitos, Fb: Fibroblastos, E: Endotelio.
HCMYV, infeccion latente o persistente  3%HCMV: Infeccion productiva

A las 48 hpi., B52 incrementd la expresion y liberaciéon de IFNa, FNTa, CXCL10, IL-10, VEGF-A. disminuy0 las
concentraciones de IFNB y modulé la expresion de los marcadores de superficie CD14, CD206 y HLA-DR;
ejerciendo una estimulacion inflamatoria, promoviendo activacion y movilizacion leucocitaria y de células
dendriticas, células NK y endoteliales. Elaborada con Blorender.

5.3.5. CONCLUSION

En nuestro modelo de latencia — reactivacion, en las células THP-1, se demostro el
efecto proinflamatorio e inmunomodulador diferencial y temprano ejercido por el
aislado B52, sobre la expresion génica y liberacion de interferones, citocinas
proinflamatorias como el FNTa, al tiempo que ejerce un efecto inmunosupresor con
expresion y liberacion de clL-10, por encima de lo inducido por las cepas de
laboratorio. Observamos cambios en las células infectadas que demuestran una
diferenciacion de las células monociticas a macrofagos, que soportan la replicacion
viral y con caracteristicas fenotipicas tanto de M1 como de M2.

Las diferencias observadas entre el aislado clinico y las cepas de referencia,
respecto a los reportes en la literatura también parecen depender de la MOI que se
emplea, por lo que se sugiere tomar en consideracion este factor a la hora de
evaluar los resultados de estudios in vitro.
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VI. CONCLUSION GENERAL

Este trabajo se propuso abordar integralmente el estudio de HCMV, mediante la
deteccidn en saliva, su genotipificacion y obtencién de un aislado, a partir de fluidos
corporales; con la modificacién de estrategias metodoldgicas se demostrd que es
posible lograrlo. Se establecié el genotipo gB1 a partir de la saliva de pacientes
receptores de trasplante de precursores hematopoyéticos. Se obtuvo el aislado
clinico B52, cuyo comportamiento no solo confirmo la capacidad inmunomoduladora
de este virus, sino que también hizo evidentes las diferencias con el comportamiento
de las cepas de referencia que se emplean habitualmente en los modelos
reportados, por lo que se puede decir que para entender las implicaciones de la
infeccion / reactivacion de HCMV, a través de los estudios in vitro, es necesario
emplear aislados clinicos.

Este es el primer estudio sobre genotipificacion de HCMV en Colombia y demuestra
que la saliva, un fluido que se obtiene de forma facil y segura, puede emplearse
para detectar y genotipificar HCMV en los pacientes inmunosuprimidos en los que
la reactivacion viral puede tener consecuencias importantes. Por otro lado, en el
grupo evaluado se encontro exclusivamente el gB1 y no se identific6 una relacion
entre este y el curso clinico; sin embargo, se resalta la importancia de complementar
el diagnéstico con la genotipificacién, considerando también que las coinfecciones
se asocian con cargas virales mas altas y dificiles de controlar.

Luego, para alcanzar el segundo objetivo especifico partimos de las muestras de
saliva obtenidas para el cumplimiento del primer objetivo, intentando el aislamiento
de Citomegalovirus humano con las modificaciones técnicas a los protocolos que se
encontraban disponibles en la literatura, como el Shell-vial y el lisado y sonicacién
de las células. La saliva demostr6 ser una muestra apta para la deteccion y
genotipificacion, pero no para el aislamiento de HCMV. A partir de otro tipo de
muestras como el Lavado Broncoalveolar, la orina y el plasma se continu6 con el
aislamiento hasta lograrlo en una muestra de lavado broncoalveolar; este aislado
clinico denominado B52, presento titulos virales adecuados para trabajos in vitro en
el pasaje dos de cultivo y se determin6 que el genotipo es genotipo gB1; ademas
se descarté la presencia de virus contaminantes en las cosechas de B52.

Las cepas de laboratorio de HCMV, como Towne y Merlin, se siguen empleando
rutinariamente a pesar del reconocimiento de los cambios genéticos que tienen que
ver con el tropismo, establecimiento de latencia y probablemente evasion de la
respuesta inmune.

La inmunomodulacion ejercida por HCMV facilita el establecimiento de latencia y la
persistencia de la infeccidon en un hospedero sano, con reactivaciones peridédicas
gue llevan a las descargas virales asintomaticas. Los monocitos de sangre periférica
portan el genoma de HCMV que es capaz de inducir la sintesis de mediadores
inflamatorios que llevan a la activacion y diferenciacion celular. En este trabajo se
demostro6 el efecto diferencial y temprano ejercido por el aislado B52, comparado
con las cepas de referencia, cuyo comportamiento puede reflejar algunos cambios
geneéticos todavia sin identificar pero que se sabe que pueden ocurrir por el pasaje
en cultivo celular. Al ser la inmunomodulacion un atributo fundamental en la
patogénesis de la enfermedad por HCMV, es crucial utilizar en los estudios aislados
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clinicos como B52, cuya actividad proinflamatoria e inmunoreguladora temprana
refleja de mejor manera el comportamiento mas aproximado al de HCMV in vivo.
Las diferencias observadas en el comportamiento de un aislado clinico de HCMV

contra cepas de laboratorio, deben tenerse en cuenta en el estudio in vitro de la
patogénesis de la infeccion y la enfermedad causada por este virus, especialmente
al evaluar la capacidad inmunomoduladora.

VIl. PERSPECTIVAS

Luego de finalizar este trabajo y con miras a futuros proyectos de investigacion que
podrian profundizar y ampliar el alcance de este estudio, dejamos las siguientes
propuestas:

Es necesario llevar a cabo una comparaciéon de la deteccion y carga viral de
Citomegalovirus humano en saliva y sangre, que en lo posible incluya un
grupo de individuos sanos. De esta forma se podra establecer con mayor
precision la ocurrencia de las reactivaciones virales que se encuentran en la
saliva y la magnitud de estas en relacién con lo que puede estar ocurriendo
en otros compartimientos anatémicos.

De acuerdo con la revision de la literatura y al comportamiento observado
para el aislado clinico de HCMV, al que denominamos B52 y que se obtuvo
de un Lavado Broncoalveolar, es deseable aislar este virus de otros fluidos
corporales como la orina, comparar el comportamiento replicativo en distintos
tipos celulares y la estabilidad genotipica en el paso por el cultivo celular.
Aunque durante la estandarizacion de los periodos de tiempo que fueron
evaluados en este trabajo no se encontraron cambios significativos a las 24
hpi., es importante establecer una cinética del comportamiento del aislado
viral en las primeras 12 hpi., periodo que puede ser critico en el desarrollo de
las complicaciones clinicas como consecuencia de la infeccion/reactivacion
de Citomegalovirus.

Durante la revision de literatura fue evidente que la infeccién de otros tipos
celulares como las células endoteliales, de sistema nervioso y de la retina,
tiene un papel importante en el curso de las complicaciones, por lo que es
deseable evaluar el efecto de la infeccion con los aislados clinicos en estas
células.

Actualmente se estan desarrollando trabajos empleando los organoides; en
el caso de HCMV la evaluacion de la dinamica de infeccion, replicacion y
modulacién sobre estos organoides puede ser una aproximacion muy valiosa
para la compresion del efecto de este virus en distintos compartimientos
anatomicos o celulares.
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