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R E S U M E N 

infec-cionPs del tracto respiratorio bajo .. 
er1cuentr-an entre las pr-iml!'ra~ ca•.tsas de mor-td.mortal !dad en 

infantes• por lo que representan uno de Jos principales problemas 

de salud en el mundo· 

La etilogla de est~s infecciones involucra como 

principales agentes causales a virus y bacterias. Entre lo~ 

agentes virale~ el Virus Respiratorio Sincici~l (VSR) es el 

principal r-esponsable de la~ infecciones respiratorias en los 

inf"'-nl'es• Siendo los cuadros m~s f1 .. ec11i:>ntes lo~ •:IP broJ"1qi1Jlit:i$ y 

neumonfa. En c11a.nto ~ los C'')Pntes hactp1··ianns e~ .. l'ls seo enc1_1entl"';;m 

principalmente asociados a la infeccibn viral causada por VSR 

produciendo superinfecciones aislando con mAs frecuencia ~1 

Streptococcus pneumonia• y Haemopbylus intluen2ae. 

En el presente trabajo detectaron alterat"ione~ 

funcionales de los macr&fago~ alveolar~s de reta infP~t~dos por 

el Virus Respiratorio Sincicial mediante los m~todos de• 

capacidad bactericida y quimioluminiscPncia, utilizando comn 

r-efer-enci;,i macr-bfagos alveolares normales y macrllfa•1os alveolal"es 

ir1fectados con Vir•ts Sendai como control positivo. Tambi~n se 

determind el Antfgeno vir~l en las c~lulas m~d1ante nl m~todo rle 

Inmunotlourescencia Indi l"ecta Anticomplemento ast la 

replicacibn del virus en estas c~lulas fagoc!ti~~s· 



L~ capacidad bactericida para los macr~fagos aJv~olarRs 

infectados con VSR fuf de M= 6.72 1 s= 2.q9 ~iendo esta menor a 1~ 

respues~a observada con 105 macr6fA9os alveolares infectados con 

Virus Sendail 

normales 

quimiolumini~cencia ~e encontrb t•na menor actividad para las 

c~lulas infectadas con VS~ en comparaci6n con la respuesta que 

presentaron las c~lolas de los otros dos lotes. Tamhi~n se pudo 

observar la pr~sencia del ant!geno del VSR en l~ superficie del 

macr6fago as! como su replicacidn ~n e~ta cflula· 

La funcionalidad del macr6fago AJvpoJar se ve disminuida 

por la infección del VSR por lo que es nece6ario profundizar 

estos estudios para conocer el grado de ~fecci6n que se presenta 

en la respuesta inmune en el curso de esta infección. 



A B R E V I A T U R A 8 

Soluci&n Balancea.da de Fosfatos • • • ~ •·<~·~ :PBS" 

Mielo Peroxidasa ••••••••••••••• • •• • MPO 

Iones Cloruro •••••••••••••••••••• ~f 

Formol Mi5tirato Acetato ..... ;-.--. • • PMA 

Nitr-oazul do Tetrazolio .. .. .. • • • • • • NTB 

Efecto citopt!ti CD ••••••••••••••• -•• -~·... ECP 

Acido Ribonucleico •••••••••••• ~ ••• i~. RNA 

Leucocitos Polimortonucleares ···~····~···•••••••• PMN 
,- ·.; 

Revoluciones Por Minuto •••••• · •• ·.-•• •.••-• •·•••••••• RPM 

Inmuno9lobulina G - ----=··--\0---·-,:- -................................... IgO 

Adsobido .................... ,. AD 

Mil iqramos • • • • • • • • • • • • • .. • • • • • mg 

Milivots ............................................. mv 



l N T R o D u e e 1 o N 

Lo~ p~decimie~t~s dP las v1~s re~pir~torias constitYye~ 

importante d~ morbilid~d en torlo pi mtmOo, 

r~presentando las infecciones de vi~~ respiratorias h~jas 

tre c•.1entP de mort~ 1idad 1 sobrE" todo 

desarrollo. A~!, se ha ~stim~do q•1e pntre 2 a 5 miJlon~s ~e ~i~os 

muerPn c~<l~ ~~o por n~umont~s y bronquiolitts t~nto de ori9en 

bc"lcteriano viral [t , 2 ) • 

rp~pir~torjas or•Jp~n uno de los primPro~ luaarps en cuanto a l~ 

tasa de mor~imortalidad, siP~do las caus~ntes dP aproxim~damente 

et 10~ de tas m11ertp~ registradas b~jo el rubro de influenza y 

r1e11mordao; (3]. La etiologf.=. viral 

infecciones ~Pspiratorias 1 $Obre t~do pobl.,c1ci bri infanti 1, y 

tipo<s d• virus: el Virus Respiratorio Si~cicial 

por 4 

(VSR) 1 

Adenovi r·IJs 1 Vi 1"·1.1s Pa1'..;a; rif 1 l.!E'll'?·'! y \ti rns Trofl IJPn~._ [•lJ. 

Deo; cr-i to 

Pl al)ente viral m~s f'r·ecuente dP las ir•feccione'!t de las vfas 

r~~pirat~rias baj~~ en ni~os [4], cau~~ndo hast~ el 43~ de l~s 

l'li'ifl'l.;oS en r1itíos menorP.s rle d al'ios y anniPnt~r•do ln frpc1.1encia 

loo; mer1or·pc; dP rlncc. at"ioc de e.-tad. lci ir1feccibn por· \JSR r;e eodq111ef·~ 

la~ caracterte+ic~s epid~micas quP sP pres~ntan a fina.le~ de 

oto~o y princip~os de ~rim?vera, rQO piro~ ~e incidencia en los 

br·orat:pdoli+:is y r•Pt.1monJ.~ er1 los infar.t:ec. de poCO!; meses dto ed..:i.i:t 

( 7 ,::-:,93. 
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El VSR eF. cl-"sificil:•1a eori p] fi1.1bg.-.1.1pc c:IP lo'> pnp11movir11~ 

de 1~ familia paraminoviridae, son virio~e~ ~1PQm6rficos, su 

genoma es lineal con una tire\ sencill.:i dE> RNA y !'>ll f'E'J:•lii;--"cil'in 

di fi.1'?1--e del 

parami~oyirus por la ausencia de neuraminid~~~· El VSP contiPne 

hemc-.glutirtin", el viri6r1 bP.ne •m di~metro de 80 a 400 nrn y 1?11;. 

inactivado con fter, cloroformo, trip~in~ ~1 n.~s~, de~oni~Pl~to 

de sodio al 0.1~, ~ rH= 3 es inactivado pPro a pH= des estable, 

es tJn vir1.1f. termo!Atdl, y su ger.om.;i codificc:i par-.;t 8-'=1 pplirApti<1cii; 

el VSP. 

centtgrados y el virus ~dsorbido pPnetra a la c~lula 45 

minutos. A la~ 1~-tb hrs es prorlucido el virus de progenie y dP 

3b a 48 hrs <;P producen 45-1~0 uni~~des form~rtoras de placa por 

mililitro de medio (UFP/ml). Este virus no pT·od11ce inhibici6n del 

metabolismo celular, pero si produce efecto citopAtico (CPE) (8 1 

IOJ· 

Desd~ principios de este siglo, la~ enfermedcides virales 

han sjdo r~l~cionadas a inmunosupresi~n y com~ predisponente~ 

">obre infecciones b~cterianas. A partir d~ ~b~erv~ci~nes y 

ey,perimer1tos "in vitro", al~·-inos mecanismos <:-ido 

irlentif'ic""rloc; pnr· ]ps r-11.:ile5 l".1'"" vir•t~ Pl'"•.-ien Sltprimir l~ 

inmuni<iad, encontr·an•Jo poCOf r"lso~ Pn lns C'-•~lr>c: Jos vir•.1s p11eo..ten 

~·'J""l'.IP r_n.,r!n e ir· 

in~~rvenciones rliri~id~s rara evit~r la jnmunos~•rresi6n inducida 

por el virus (11}· 
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Uno de loi; mecanismo'l por-· el cyal lt's v:i rus cauo¡an 

inmunosupresi6n, es cu~ndo1 estos da~an c~lulas que participan en 

lci faqocitosis l~ presentaci6n de antfgeno y en lo~ 

mec~nismos efectoreo¡ inespecfficos de la inmunidad 1nertiada por 

cfluJas. Los virus que infect"n macr6fagos son la determinant~ 

cr1tica de la susceptibilidad del hosp~rlero en la infecci6n por 

algén Vif"US• 

r-eplicar-se 

LA habilidcid q11e tienen algor1os vir·•.ts 

retene1• la infecci&n los macr·6fagos .. 
determin~nte importAnte de 1~ virulencia, ya que lo• m~c~&tago• 

activado~ son ta~ principales c~lulas etector~s involucradas 

la defens~ del hosped~ro contra agente~ infecciosos y neoplasias 

[12,13). Sin ~mbargo1 la 'l•ASCRptibili~~d d~ la infecci~n var1~ ~n 

relaci~n a varins factores, entre ellos ~stan t~~ diferenrias 

met~baticas y funr.ionales de lus macrAfa9os de una especie animal 

a· otra y a~n Pn diferentes sitio~ corporalPs (lJJ. 

lo~ macr~fagos alveolares s~n leucocitos que tienpn 

mayor probAbilidad de r.ontacto inici~l con pat~aenns de vtas 

respirat~ria~. Fn este aspecto ademAs de que fagncitan parttcula~ 

virale~ los macr&fagos lisan c~luJas infectAda~ por virus y ~on 

mediarlorPS de citot:onicidad dP.pendiente dP. AY1t.ic11Prpn [11 ]. Sin 

emb,:r..r·grq 1.;i. inflt.1er1cia QllP los virus tienen sot•re las f1.mciones 

dP Ja~ c~lul~~ f~~~rttir~~ h~n r~~ihi~n por~ ~tP•l~i~n. 

En este contexto sP rPporta qtle los 

present~n respuPsta rlis~inuida ~ estl~ulos quimiotActicos (15,16) 
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lgualme~te la infei:~i6n d~ macr6fa~os por el Virus Sendai [17] 

'P' .. ot:lurp dismin•.ciól"l en l.a fal)ni:itosi~. asf mismo; macrófagos 

alvPolar·eis infectados por el virus de la Rinotraqueitis 

Jnfec~ios"' Bovina mostraron disminuci&n en lA fagocitosis 

[18)· 

E~isten pocos datos con respecto a la respuesta inmune y 

el VSR. En un estudio de pacientes con bronquiolitts producida 

por VSR la respuest~ inmune mediada prir células fuf mayor lo~ 

primeros 

p..-ciente• 

10 dta.s de 1~ enfermedad en relaci6n los 

neumonfa por el mismo microorg~nismo (lq lt este 

hallazgo ise p•1ede corr-elacionar cor1 esta1dios de autopsia de 

pacientes con bronquiolitis y neumonla por VSR donde se observ6 

una cantid~d Psca~~ o nula de virus en lo~ casos de bronquiolitis 

y m11y .::i.b1.mdant"' en lrys c~sos de neumonta [20J. Los poC'oo:; reportes 

sobre pato9enia P inmunidad rara el VSR pueden ser debidos a que 

ha ~ido muy ditteil tener un modelo ~nimal experimental para este 

viru~ [21)• Sin embargo; Prinel:' y cols. (22) han utiltzado ratas 

9i9mondon hispid1.1r. como modelo animal de inteccit!n pi"ra VSR con 

tMito y en la actualidad es+e modpJo es utilizado par~ P] estudin 

riel proeE>so neurnon!co cau~ado por el VSR (23]. 
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ANTECEDENTES 

La flora de un organismo t1umano es el resultado de una 

delicada interacci6n baJanc~ada.PntrP \ns microorganismos y su 

medio ambiente. La microflora ~epresent~ una importante defPns~ 

contra los microbios principalmente pat6geno~ de los cuales 

incluy~n en l~ flora normal. Si este bal~nce 

pertl1rbado puede haber un sobre crecimiento y colonizaci6n de 

especies potencialmente pat6genas la~ cuales pueden causar 

enfermedad. Las infeccione~ virales son un factor com6n por el 

cual se puede presentar este deseqYilihrio (24 125J. 

Las infprcionp5 del tracto respiratorio h~jo 

frec'-.1entemente ~eg1dd~s de superinfeccion~s bact:eri'-"'n.::t"i• M•.1cha5 

especies de bacter\C\S comnt Star.hylococc11s a1.1re115, Stre¡.tocor:cus 

~, Streptococcus pne1.1moniae y Ha.emophyluo:. influenzae 

enc1.1entran involucradas. Todas est~~ bacteri~~ forman p~rt~ rle la 

flora normal residente de la mayorta de los individuos. Pero los 

principales agentes bacterianos asociados con la infecci6n del 

Virus Respiratorio Sincicial H@emophylus influenzae 

Streptococcu~ pneumoniae (26,27,28,2q,z.o). 

las infecciones dobl~s del tracto respiratorio bajo con 

39en~e& bart~riano~ y virale~ se asocian con un incremento de 

morbilidad y morta\id~d comrarado con la inf~cci6n prorl1.1ci~a por 

un ~olo micronrg~ni~mo. 



Al pArecer no hjy interacci~n directa entre virus y 

bact@ria que incremente la virulencia de ambos agentes. La 

interaccibn est~ mediada por t.;:i;ct.ores del hospedero, 

principalmente ror factores que son parte del sistema normal de 

defensa• La infección viral puede ~lterar la función de esto~ 

factnr~s (TABLA t). Normalment~ las regiones distales de los 

pulmones esttrile~. PequeftAs part!culas, incluyendo bacterias 

depositadas v!as a~reas rApidamente inactivadas 

removidas dP los pulmones- En la~ infecciones virales la 

eficienci~ dP estos si~tem~s de eliminaci~n se inhiben y como 

resultado se observa t1n incremento en el ntlmero de bacterias 

_el pulmón. 

L• bacteria viable depositada lo~ pulmones es 

r.!pidamente inactivada. El mecanismo de esta actividad 

bao:.teri e ida esta completamente claro pero cree que los 

macrófagos · alveolares de primera i'Tlportancia y q11e los 

leucocitos pnlimor·fon~1clear&s secund~riamente importantes 

(24,31,32)· 

TABLA 1· Factores del Hospedador atectados por la 

inferci'3r1 vil""'~l· 

Edema p•.1l1nonar 
Movimiento Mucociliar Ondulatorio disminuido 
Actividad bacterici~a disminuido 
Adherencia y Penetracibn de la bateria a c~lulas aumenta 
Re•puesta lnmun• Humoral y Celular 
lnterf•r&n e lnmunomod~ladores 

Scand J lnfert Dis,Supr1·~q. 
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L~~ e~lulas fa~ocJticas prtncipalmente lo~ leucocito~ 

~olimorfonucleares (PMN) y los macr6fa9os actuan ~ohrP los 

mi croor·gani ~mo~ y otras par·t J c1..1J a~ e>: trarías para dest.r-ui r-1 os y 

remo-verlos del hospedador. El pr·ocP.so de la f.:'lgocitosis ~s li'll 

princi¡:•.:11 defensa a.r1ti1'licrotdar1a por· lo q1..1e es m1.1y impor-tant@ el 

estudio de ta infecct~n d~ los m~cr6fagos alveolares por el Virus 

Respiratorio Sincicial (VSR) ya qu~ ~stas c~tutas del tracto 

respiratorio bajo estan fntimamente r~lacionadas con la respuesta 

inmune del hospedero en los procesos i~fecciosos de estas vfas. 

Lo• macr-llifagos sor1 gener.t11do-s en m~dul a osea por 

dif~renciacillin dr c~lulas pr~cursora~ pluripotenciales· FstA~ 

c~lulas ~e rlesarroll~n y m~dura11 en la secYenci~ de precursores 

Est~ c~lt1la fagocftica es parte fundamental de l• 

r~spuesta inmune ya quP ~demA~ de elimin~r la partfcula eHtrana 

promueve la ~ctivaci&n de otra~ c~lula5 ~ue forman parte de la 

resp11e«.ta celular .Y t1t1mor.:1l• Para ello el macr&fago requiere de 

v~rja~ funcionPs integr~d~~· Di~ha~ funciones se resumen en la 

t~bl~ 2 y •~ m~estran en l~ figura J. 
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Tabla 2. Funciones de Macrófago· 

Funct&n Mediadores 

Inflamaci6n y Fiebre FNT, IL-1,PRO y C' 

Activaci&n Linfocitaria. Presentaci&n de ant!~eno y 
secreci&n de Interleucin~s. 

Reorgani~ación de Tejido. 

Da?;o al tejido 

Secresión de 
factores:ElAstasa,colagenasa, 
hialuronidasa, FEF. 

Secresi&n de perbxido de 
hidr69eno, hidrolasas 
acidas. 

Actividad microbicida Dependientes de 
oxtgeno:Per&xido de 
hidr~geno,~ni&n superaxirlo, 
singulete de oMlgeno, ibn 
hidro~ilo, hipoclorito. 
Independientes de 
oxfgeno:Lisozima,hidrolasas, 
protetnas cationicas. 

Actividad. Tumoricida. Acción citotó):ica, 
Proteasas, arginasas, FNT. 

Bel lanti • Inm•molgfa 3a Et1· 1q86 Tnterameri c:'\na 

FNT: Factor t1e Ne~rosis Tumoral, JL-1• lnterleucina 1, PRG• 

Prostaglandinas, C1 : Complemento, FEF: Factor ~stimulante de 

Fibrot.lasto~· 

Observando la importancia que tiene el macr-tifa90 dPntro 

dP la inmunidad nece$ario los aspectos que 

modifican en est~ ct1ula cuando es infec~ada por el VSR. Tom~ndo 

cuenta que son las principales c~lul~s efectoras involucradas 

en las defensas del hospedador contra agentes infecciosos Y 

neoplasi~~ [12,13). 
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En alguno~ estudio~ realizados por Ketelsen [15J y 

Kl~irrnan Cl6J lo!i mac1 .. 6fa']O'i int~c:tados con el ViN1s l-lerpes y 

Viruc:: mue~tran un.;i disminuci6n en la fa~ocitosis, 

r-esul tl.'\dos si mi lares f1.1eron obtenido!. ror- Forman [19') con el 

Viru~ de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina. 

En una investigaciAr't de Oordon y cols (33J el'lcont.raron 

que los leucocitos polimorfonuclP~res de niNos con infecci&n 

viral muestran una c~pacidad bactericid~ disminuida ademas de 

una baja r·educci6n de nitroazul de tetr~zolfo <NTB). 

Domourat y cols (3'1) demostraron la expresiiln del 

antfgeno del virus respiratorio sincici~l por inmunoflourescpncia 

indirecta en linfocitos y monocitos ~e sangre perif~rica de 

ni~os infectados con VSR sugiriendo que puede presentar~e la 

infeccl~n de c~lulas inmunocompetentes• 

est11c .;lntP.ceclente<;. eo;te SP 

evaluan las modificaciones q~e se presentan la r.apacid"1:d 

funcional de los macr6fa9os alveolares obtenirlos de ratas tewis 

infectadas con el VSR. ~l efecto de la infecci6n viral 

encamin~ <"l estudio b<"cteriC'ida, 



!-

-
!-

~ 
i 

.¡ 2 
., ! 

~ 
:f 

i 
=~ 

~, 
~, 

~,~ 
~, 

~ 
ti 

! 
1 

~~ 

~ 
-li o 

i ! 
i ~ 

! 
~ 

"' 
l 

¡~~~~ 
.--i 

e: 
~ 

Q
) 

o 

®! 
O> 

"' "' •O k u 
Q

) 

@j~ 
"' 

e: 
--

;¡: 
§ 

.--i 
e: 

©1f; 
¡ 

Q
l 

H
 

"O
 "' 

(/) 
.¡

.J
o

 
Q

) 
(/) -

e: 
Q

) 
o 

::1 
·.-1 

p
. 

@
· 

u 
(/) 

'~ . 
( ¡ 

e: 
Q

) 

::1 
k 

¡,_, 

~: I 
H

 O> 

;®
_.d 

•.-1 
¡,_, 

§j 
u 

) 

w
~
 

.( 
,¡. . 

.r· 



. 
" 

. 
~
 

. . 
: . 
~ 

... 

~ ~ 
':! 

; 
.. 
; 

~ 
. . 
: 

: 
;:: 

i 

:: 



12 

PL.ANTEAMI ENTO DEL PROBLEMA 

El Vir-us Resrdrator-to Sinci.c:ial VSR es un 

pat~geno de la~ v1as respiratorias bajas que causa severas 

infecciones en infantes. Los macr6fagos alveolares constituyen 

la primera l 1nea de defensa de e'ite tr·acto, por lo q1.1e 

infec~i6n por el VSR puede alterar su funci6n y la de otras 

ctlulas involucradas la respue~ta inmune provocando 

mayor sus ceptit:d l i dad Ja infecci6n viral y otras 

,infecc1ones asociadas causadas principalmente por bacterias 

como Streptococc11s pneumoniae y Haemat•hyl1..1s influenzñe• 
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O B J E T I V O S 

1.- Determinar si ).os macr~faqos alveolare~ obtenidos de ratas 

infec:t11de1s con viT>us reo;piratorio sinc:icial (VSR) ~or, 

capacet5 de replicail"' el vir-u~. 

2·- E~t•Jdiar l~s efectos producido~ por la infecci~n con Virus 

Re~piratorio Sincicial en la5 funciones de los macr6fa9os 

il-.tectada!> 
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H I P O T E S I S 

Los macr6fa905 alv~olares son infectados por VSR en un 

modelo eMperimental "in vitre" e "in vivo"· 

Los macrtifagos alveolares infectados con VSR pre•entan 

alteraciones en sus funciones fagoc!ticas y microbicidas. 
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MATERIALES Y METODOS 

6· 1 ·- Animales. Se uti 1 i%aron ratas Lewis hembras adultas 

y con un peso de 250 a 300 gr. 

6-2- ~ !!!t Inteccian. Se trabaja con 3 lotes de 5 ratas cada 

uno, los cuales fueron infectados con Virus Respiratorio 

Sicicial (VSR), otros 3 lotes tambi~n con 5 animales por 

cada uno se infectaron con Virus Send~i y otros 5 lotes de 

ratas fueron utilizados como controles· . Las 

ratas inocularon por vla intranasal 
6 

con 10 Unidades Formadoras de Placa (UFP) del virus Sendai 

o VSR en 100 ul de medio RPMI-1640· El tiempo de infeccibn 

fud de 5 d!as, despu•s del cual se procedia a extraer los 

macr~fagos alveolares de las ratas (22 1 35,36). 

cuales se cultivaron en 15 ml de medio M-199 CMicrolab) 

suplementado con 10% de s•Jero fetal de ternera (SFT) 

(Biocel l), 100 mg/ml de peni~ilina, 100 ug/ml de 

estreptomicina• El c1..1ltivo reali::.6 botellas de 

pl!stico de 250 ml (Costar) y se incubaron durante 72 hrs a 
o 

37 e, en atm&1tera de 5% de CO y con humedad de 60%.~ 
2 
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6-4·- ~ Virus Respiratorio Sinicicial cepa Long (VSR-Long) 

y Virus Sendai donados por el Doctor Victor Perra c. del 

Children's Hospital Hedical Center. Boston Mass. USA. Los 

virus se replicaron en monocapas de células Hep-2 • Esta 5 

monocapas antes de la intecci6n tenlan 100~ da 

conflyencia, fueron lavadas con soluci6n balance~da de 

fosfatos o. 15 M CPBS), esta'!i et lulas se inoc•Jlaron con 500 

ul de la suspensi6n viral, el virus se deJ6 adsorver (AD) 

durante 60 minutos 31 C ba~ando la monocapa por 

inclin~cian de la botella cada 3 minutos, desputs de la 

adsorci&n se agregaf'on 15 ml de medio de mantenimiento 

Leibovitz L-1~ (Hicrolab) suplementado 2:< de SFT 
o 

(Biocell) y se incubaron a 31 C hasta observar el efecto de 

la replicaci6n del viru~ que causa en las c&lulas Hep-2 (3 

a 5 dl•s post-intecci6n), cuando esta sucedi6 se centrifug6 

la su1pensi6n a 3000 Revoluciones par Minuto (RPM) durante 

10 minutos para sepa~ar restos celulares.El sabrenadante se 

fraccior16 volbmenes de 1 ml y se cbn9el6 inmediata~ente 
o 

A -05 c. l.a titulación de los virus se realiz6 mediante el 

mttodo de dilución latente en tubo1 

En tubos de vidrio para cultiva se colocan 2 ml de una 

suspensi6n de c~lulas Hep-2 en medio M-199 (Micralab) las 

cuales fueron previamente cultivadas en botellas hasta 

i\lcar1::ar confluencia del 100%, postel'iormente 

lavaron con PBS y se trip5irdzaror1 dur·ante 3 minutos, se 

desprendieron y homogenizaron. Estas c&lulas se adhirieron 
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al tubo dur·ante 2d hor·as y luego se lavaron con PBS y se 

les adicion6 1·3 ml de medio de mantenimiento L-15· Se 
-1 

hicieron diluciones seriadas del virus en medio L-15 (10 
-9 

•••• 10 ). Se inocularon 200 ul de la diluci6n del virus 

los tubos con cllulas. Por cada diluci6n del virus se 

inocularon S tubos y se deJ6 un control (sin inocular>· Los 
o 

tubos se incubaron a 31 C dur·ante 10 dtas, observandolos 

diariamente h~sta notar algdn efecto sobre las ctlulas 

comparación con las c~lulas del tubo control. El titulo del 

virus determin6 con la mayor diluci6n del virus que 

produce el efecto citopAtico CCPE) [22,23,34,:>7,38,39]. 

E;..s.- Antisu•ro1 ~ Y.§8. !t. ~ ~ Se utilizaror1 sueros 

de ratas infectadas con estos virus las cuales fueron 
6 

inoculadas con 10 UFP del virus correspondiente por vla 

nasal cada 5 dtas durante 30 dtas, despu6s de este tiempo 

se sangraron a blanco, sepanrado el suero, el cual ful 

tratado con soluci~n de sulfato de amonio saturada 

agregando lentamente y en aqitacitm hasta completar 

volumen/volumen, continuó la aqitaci~n por 2 hrs 

frto, al t6rmino de este periodo se centrifug6 a 2000 RPH 

por 20 min para separar las gammaglobulinas, se dió un 

tri\tamiento sulfato de amor~io. 

gammaglobulinas obtenidas se inocularon cobayos con el 

mismo esquema de inoculaci6n, después del sangrado se 

separ6 el suero y se precipit6 de la misma forma 

sulfato de amonio, las anti-gammaglobulinas obtenidas 



pasaron por columna de DAE cefarosa para purificar las IgO 

las cuales fueron conjugadas con isotiocianato de 

tlouresce!na , la cual se realiz4 en buffer de boratos 

pH= 9·8 agregaron 10 mo;, de anti cuerpos cor1 20 ug de 

Isotiocianato de Flouresce!na ''Sigma•1 se me:clan en 2 ml de 

buffer de carbonatos cuidando que no varie el pH, se 

coloca en agitación durante 3 hrs cubriendo con papel 

aluminio el recipiente y en frlo, despu~s de la conjugacibn 

se pasa 

dialisis 

membrana de día.lisis de 12 000 y se pone en 

buffer de boratos pH~ 8aS durante 3 dlas con 

tres cambios de buffer por dla, al cabo de este tiempo se 

pro ce titular el conjugado haciendo diluciones dobles 

hasta una dilución de 111024 y cada dilucibn confronto 

con c~lulas Hep-2 infectadas con el VSR o Virus s~ndai 

seg6n 5ea el casoª El titulo encontrado para el conjugado 

anti-VSR ful de 1•128 y para el de anti-Sendai ful de J 164a 

6.6.- Colección ~ Separaci&n s!!_ Macr6fago• Alveolares~Las ratas 

se aneste&iaron con ~ter C9aker) en cAmara cerrada y se 

exangu i na ron blanco de plexo braquial y despufs •e 

sacrificaron con ~ter y se procedi4 a la disección• Se 

hizo corte de piel de cuello y tórax forma longitudinal 

cor1 insici6n r·oma, retiró la glAndula tiroides y 

ml!sculos esteromastoideos quedando al descubierto la 

traquea, misma que se refiere con seda 000 en la· parte 

distal al pulm6~, enseguida se provocó neumot6rax abriendo 

mediante un corte con.tijera la caja torAcica. Ya ~xpuestos 
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los pulmones se disecan cuidadosamente por medio de 

disecci6n roma, se separa el cora:&n y los pulmones se 

lavan en soluci6n helada de PBS hasta observar la minlma 

presencia de eritrocitos. Inmediatamente se canula la 

traquea con una aguja de calibre lBG >: 1 1/2'' y con punta 

roma y se practican lavados bronquioalveolares CBAL) 

instilando 25 ml de liria solucidn de PBS-EDTA <1 =2000) 

estlri 1, recuperando aproximadamente 20 ml de suspens i 6n 

celular, esta suspensi6n se centrifugó por 10 min a 3000 

RPH separando el sobrenadante, el paquete celular 

resuspendi6 en 10 ml de soluci&n salina balanceada de 

Hank's libre de rojo de fenal (SBH) y se adicionaron lenta 

y cuidadosamente a tubo que conten!a 4·5 mi de Ficoll-

Hypaque CPharmacia) ~e centrifug& a 2000 RPH por 10 min con 

el fin de separar a los eritrocitos de los globulos 

blancos. Ya separadas las c~lulas blancas se lavardn 3 

veces con 30 ml de SBH c/u, y finalmente se resuspenden en 

1 ml de SBH [12,23,40,41]· 

6-7·- Eva.lyaci&n ~.!t!.!::!...lAr:.· 

a) El ndmero de macr&faqos viables se determina mediante la 

exclusión del colorante azul de tripano por medio de la 

cuenta de cflula5 en cAmara de New~auer al microscópio 

óptico a 40x por medio de la siguiente técnica: 

100 ul de suspensión celular. 

100 ul de A~ul Tripano (Sigma) al 0.3 % en solución NaCl 0-95% 
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800 ul de soluci6n balanceada de fosfatos CPBS). 

b) El promedio de los macr&fagos viable fue de 98% para los 

tre grupos. 

e) Caracteri~aci6n de los macr6fagos alaveolareS• Se 

utili:a la ttcnica de esterasa inespec!fica1 

Se adhirieron los macr6fagos alveolares durante 1 hora en 

laminillas de vidrio de 9 mm de diAmetro previamente 

desengrasadas con etanol durante 4 hrs y esterilizadas, 

posteriormente se retiran las c~lulas no adherentes lavando 

las laminillas cuidadosamente con PBS· 

Se fijan las c~lulas con acetona (Balcer) tria durante 10 

min· 

Alfa naftilacetato o.o~ gr se mezclan con ~ ml de (2.5 ml 

de acetona y 2.5 ml de agua dest·)· 

D~ la mezcla anterior se adicionan 795 ul a una mezcla de 

15 ml de agua destilada y 15 ml de Pes. 

A e5ta soluci6n se adicionaron 0.01 g de Fast-red (Sigma) y 

se filtr6 en papel filtro de poro mediano• 

Se coloc6 la mezcla anterior sobre las laminillas con 

c~lulas durant~ 45 min, se lavaron con agua corriente y se 

montan con glicerol gelatina y 

observan al microsc6pio óptico (Zeiss) a 100~· 

En las fi9uras 8 y 9 se muestran las reacciones positivas y 

negat1was de la prueba de esterasa positiva y negativa. En 

la proba positiva (Fig. 8) se observa el citoplasma de la 
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c!lula de un color rojo-caff, mientras que en la prueba 

negativa (Fig. 9) el citoplasma de la cflula no til"íe de 

color roJo quedando incoloro 

colorante de contraste (verde). 

tomando el color del 

6.s.- Detrrmin.-ci6n !!!L !A capacidad funcion .. 1 9..!.. ll.!.. macr6tagos 

alveolare~. 

6.e.1.- Quimioluminiscencia 

opsonofagocttico se 

(Per6xidasa).Este 

basa en la emisibn de 

mftodo 

fotones 

durante la activacibn de los caminos oxidativos de los 

macr-bfagos dando como resultado la formaci6n de mol~culas 

excitadas electr6nicamente y radicales libresi anibn 

super6xido, singulete de oxtgeno, radical hidro>eilo, 

perbxido de hidr&geno, hipoclorito. La interacci~n de estos 

con una hidr·azina ci el i ca (5-ami no-2,3-dihidro-1 ,4-

ftalazinediona: Luminol) por un proceso oxidativo produce 

aminoftalato (un anibn electr&nicamente excitado). Este es 

un intermediario ineitable el c6al pa!>a a un nivel de mayor-

ener-g!a emitiendo espontAneamente fotones, que 

am-¡:•lifican eficientemente la quimioluminiscencia de las 

reacciones oxidativas que oci.n-r-en cuando son estimulados 

lo• macr6fagos, los cuales involucran dos etapas 

principalest el pr-imer requer-imiento es la interacci&n de 

partlculas y membranas dando como resultado la activaci6n 

de metab6litos de o~!geno, y la segunda etapa involucra la 

inter-accibn de estos radicales libres con la 
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mieloperoMidasa CMPO) y iones cloruros (Cl 
+ 

Cl, Cl , y/o OCl [42,43 1 44]. 
2 

produciendo: 

Hltodor Se colod~ en una cubeta 'Para el lumin6metro una 

laminilla de vidrio de 9 mm de diAmetro con c~lulas 

adheridas y se le adicionaron 700 ul de soluci6n de Kreb's, 

100 ul de peroxidasa (Sigma), 100 ul de luminol (Sigma) y 

al momento de comenzar las. lectur·as se le adicionan 100 ul 

de PMA (Formol-Mistirato-Acetato). El experimento ise 

realiz6 para los macr6fa9os alveolares normales, infectado~ 

con Virus Sendai y para los macr6tago5 alveolares 

inetctados con Virus Respiratorio Sincicial· El lumin6metro 

(LKB, Wallac,Luminometer) se program6 a 20 ciclos de 120 

segundos i:,ada uno de modo continuo y a una temperatura de 
o 

3ó e [44,4Sl· 

6·9·2·-Capacidad Bactericida. 

Se obtienen los macr&fagos alveolares de las ratas, en la 

forma anteriormente descrita y se ajustan estas c~lulas 
b 

una concentraci6n de 5 x 10 cel/ml 0 

o 
Las bacterias Staphylococcus aureus se crecieron 36 C 

d•.1rante 18 hr'l en caldo soya tripticasa (Bioxon), se le 

hicieron dos lavados a las bacterias con soluci6n de Hank's 

libre de rojo de fenal por 10 min a 6000 RPM y se ajustan 

en soluci6n de Hanl 1 s a tina absorbancia ~e 0-65 una 

longitud de onda de 540 nm en espectrototametro (Sequoia-
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Turner) lo que equivale al tubo 3 del Mac Farl~nd teniendo 
e 

una concentraci6n de 9 x 10 bacteria/ml. 

Po5teriormente estas bacterias se opsonizaron con suero de 
o 

rata normal durante 30 min a 37 C con a9itaci6n constante 

en las siguientes proporciones• En un vial est~ril de l ml 

<Costar) se agregaron 200 ul de s1.\ero de rata normal, 100 

ul de la suspensi6n bacteriar1a, 900 ul de soluci6n de 

.Hank's· Al termino del periodo de opsonizaci&n la bacteria 

lava 3 veces con soluci6n de Hanl~'s y se resuspendi6 en 

el vol6men inicial· 

I·- Se prepararon 5 tubos con tap&n rosca est&riles a los 

cuale~ se les agregó 9.99 ml de agua destilada estfril. 

II·- A un segundo juego de tubos de les agreg6 900 ul de 

agua destilada estfril· 

111·-0tro juego de tubos enumerados (1 •• 5) se prepararon 

de la siguiente manera: 

Tut.01 

y 21 160 ul de Bact. Opso. + 160 ul de Hank's• 

3 y 4• 160 ul de Bact. Opso. + 160 ul de Macr&tagos• 

5 160 ul de Macratagos + 160 ul de Hank's. 

A partir de estos tubos se hicieron las diluciones 

correspondientes& Se agregaron 10 ul de las mezclas 

macr6tagos-bacterias (juego de tubos 111) a los tubos 

correspondientes del juego de tubos l y se agitaron, y 

tomaron de estos tubos 100 ul y se agregaron a los tubos 

correspondientes deljuego Il. se aqit~ron y se ton1aron 100 

ul de estos tubos para plaquear por triplicado en cajas de 
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agar soya triptica5a (Bioxon) y se incubaron por 12 hr5 
o 

37 C (Tiempo O>· 
o 

Se dejaron incubar a 37 C y con agitaci6n el juego 

de tubos 111 durante 90 min, al tArmino de este tiempo se 

adicion6 el estimulo lisante Lysostaphin (Sigma) 10 ul, y 

se incubb en las mismas condiciones por 30 min mAs. Se 

realizaren las mismas diluciones que en el tiempo cero, y 

se plaque6 e incub6 de la misma manera (46,47)· 

macr6fagos alveolaT·es. mediante la tl!cnica de 

inmunoflourescencia indirecta anticomplemento. Se adhieren 

los macrbfagos en laminillas de vidrio y se secan al aire, 

posteriormente se fijaron con acetona (Baker) durante 10 

minutos y ya una vez secas les adiciona el antisuero de 
o 

rata y incuban por· 45 min/37 C/5?:. co /humedad. Al 
2 

termino lavaron con PBS por 10 min se secaron y se les 

adiciona el complemer1to de cobayo (Cappel) y se r~piti& el 

proceso de incubaci&n y lavado con PBS, po5teriormente se 

le adicion& el conjugado JgO flouresceinado anti-C3 de 

cobayo (Cappel) y se incuba 45 min en las condiciones ya 

mencionadas. Se lava la laminilla con PBS por 10 min y con 

agua destilada por 10 min· Se seca la laminilla al aire y 

se monta con '11 ice1 .. ina. Se observó al mi crosc&pio de 

epitlourescencia (Sei~z) (34,36 1 37,~9,dS,49). 
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6-10- Determinaci6n 9.!. !A repl i caci6n ~ ID 1.ll maicr6f•gos 

alveolar-e•• Esta determinacH~n se realiza para los 

macr6fa90• alveolares obtenidos de las ratas infectadas con 

VSR y para Jos obtenidos de las ratas normales e infectadas 

con Virus Senctai. Las macrótagos se adhierieron una 

botella para cultivo <Costar) durante hora se lavaron y se 

incubaron con 1S ml de me di o RPMI-1649 (Hazle ton) 

s1Jplemer1tado 20% de SFT y 2% de 1-Glutamina (Hazleton) 

durante 24 hrs. cun1plido este periodo rompieron las 

cflula• por congelación-descongelación rApida y con el 

sobrenadante se infectaron monocapas de cflulas Hep-2 con 
O 

m•dio L-15 y se incuban por un periodo de 7 dlas a 31 C 

h~sta observar el efecto citop~tico (8). 

&.11- Tratamiento Estadtstico La prueba estadistica que se 

realiz6 para observar la confiabilidad de los resultados fuf 

la prueba de comparacian de medias [Daniels w. 
Bioestadlsti ca]. 
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R E 6 U L T A D O 6 

Determinaci6n 5!tl anttgeno W.. Virus Respiratorio 

Sincicial <VSR> ~al~ Sendai. Se evalu6 la capacidad de 

estos viru5 para infectar a los macr4fa9os alveolares de rata. En 

la tabla se muestran los resultados de 1~ ImunofloureGcencia 

lndirect~ Anticomplemento, se puede observar que lo~ macr4taqos 

alveolares normales no presentan flourescencia al enfrentarlos 

con los sueros de rata anti-VSR y al anti-Virus Sendai, 

mientras que lo~ macr6taqos alveolares obtenidos de lau ratas 

infectadas con VSR por v!a r1a5al sl presentaron tlol1rescencia 

Cltando se er1frentar-on al ar1tisuero contra VSR y teniendo ltna 

reacci6n negativa cuando se enfrenta al anti sL1ero contra el 

Virus Sendai· En cuanto a los macr6fagos alveolares infectadO~ 

con el Virus Sendai mostraron presencia de f lourescencia cuando 

fueron enfrentados al suero anti-Virus Sendai mientras que con 

el suero anti-VSR no presentaron flourescencia (Figs• 1,2,3]. 

Capacidad Bactericida. §.!. determina .!-ª. capacidad 

f•gocttica sl!. l2.!, macrataqos alveolaresc Normales, Infectados con 

VSR Infectados con Virus Sendai por medio de la cuenta de 

Unidades Formadoras de Colonia (llFC) que .::orresponder1 al n6mer·o 

de bacterias que fagocitaron loa macr6fagos a tos 120 minutos de 

incubaciór1 con el ~ aure~s, las bacterias no fa•1ocitadas se 

lisaron los 90 minutos de la incubación con Lysostaphin. 
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Los resultados se muestran en la tabla 2 en el que observa 

que el ndmero de UFC que se present6 en el tiempo O de incubaci&n 

para el control de bacterias y para los grupos de macrafagos 

alveolares muy similares, habiendo diferencias 

siqnificativas ent~e ellos. En cambio las diferencias que 

presentan en el ndmero de UFC a los 120 minutos de incubaci&n son 

muy notorias ya que para el control de bacterias se obtuvo una 

media aritmftica de x= 2·11 (sm 2·61), mientras que para los 

macr&fagos alveolarQs normales fu~ de x= 14.44 (s= 5·39).En los 

macr6ta9os alveolares infectados con el VSR observaron 

6-72 (s= 2·996), la cual fue muy inferior 

media 

la media 

presentada por los macr&tagos alveolares infectados con el Virus 

Sendai en los cuales se via valor promedio de x= 14.16 (s= 

2.35). En esta tabla 2 y en la figura 4 y se aprecia que la 

capacidad fagoc!tica de los macr6tagos alveolares infectados con 

VSR se encuentra disminuida en comparacian con la respue~ta que 

presentan los macr6fagos alveolares normales y la de los 

macr6otago& alveolares infectados con el Virus Sendai• 

Quimioluminiscencia• Se evalu6 Ja capacidad de 

activaci6n de los caminos oxidativos de los macrbfagos alveolares 

durante el ~stallido respiratorio· Los resultados se expresan en 

milivolts (mv) en un periodo de tiempo (ciclo).Las tablas 3 y 4 

presentan los valores promedio y las Desviaciones Standar 

obtenidas 

alveolares. 

cada ciclo y para cada grupo de macr6fa9os 

Se puede observar que los macr6fagos normales 
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comienzan presentar un mayor aumento de la actividad en el 

ciclo 7 teniendo un valor promedio de x= 10-642 (s= 2-903), en el 

grupo de macr&tagos infectados con VSR este aumento comier1za a 

pr·esentar en el ciclo a con una media aritmftica de x= 13-263 (s= 

0-784), mientras que para los macr6fago5 infectados con el Virus 

Sendai este incremento se presento en el ciclo 3 con valor 

promedio de x= 17-039 (s~ 3°31). Ahora bien cabe notar que el 

mAximo de la actividad y el ciclo el que se presento para cada 

grupo de cflulas fuf el siguiente: para los macr&fagos normales 

fllf de x= 37-909 (s= 4-731) y se presenta en ciclo 13, los 

macr&fagos alveolares infectados con VSR tuvieron un mAximo de 

actividad de x= 29.579 (s:::i 2-154} pr~sentAr1dose en ciclo 14 y 

para los macratagos infectados con el Virus Sendai su mAxima 

actividad se presente!! en el ciclo 11 y ful! de 53.455 (s= 

3-83). En este cuadro y en las fuguras 5 y 6 se observa una mayor 

actividad para los macrc!lfagos alveolares obtenidos de ratas 

infectadas con el Vir-us Sendai er1 compar-acic!lr1 con los macr-c!lfagos 

alveolares de ratas normales, a su vez la respuesta de estos dos 

grupos son mayores tanto en magnitud como en el tiempo requerido 

para alcanzar el mA~imo de actividad comparado con la respuesta 

que presentan los macr6fagos alveolares obtenidos de ratas 

infectadas con el VSR. 

R•pl icacic!ln di! fil Virus. En este experimento 

evaluc!I la capacidad que tienen los virus Sendai y VSR 

para replicarse en los ·macrbfagos alveolares de rata• En 



la tabla ~ se muestran los resultados y en fl puede 

observar que el VSR tier1e la ca~-.acidad de replicar·se er1 

estas cllulas ta9oc!ticas, mientras que el virus Sendai 

Infecta al mmcrbfago pero no se replica en fl. 
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Tabla 1 

Inmunoflourescencia Indirecta Anticomplemento de macr&tagos 
alveolares obtenidos de ratas Lewis normales e infectadas por vla 
nasal con los virus VSR y Sendai (10 exp ó UFP/100 ul). 

Pretsencia de Flo1Jres-cencia 

Suero Normal Ant!-VSR Anti-Sendai 

Macr6fa9os 
Alveolares 

Normales Negativo Negativo Negativo 

VSR Negativo Positivo Negativo 

Sendai Negativo Negativo Positivo 



Fig· 
n1acr6faqos 
vfa nasal 
pr·esenci~ 

positivas· 
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Inmunotlourescencia 
alveol~res de r·atas 
con VSR en la cual 

de color· verde en 

Indirecta en 
iritectadas por 
obser·vamos la 

las c~lulas 
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Fig• 2 Ir1munof lour·escencia Indirecta en 
Macr6taqos alveol~res de ratas normales en los 
cuales no se obs~rva la presencia del 
conjugado flo•JrescelnadO· C~lulas negativas. 



Fi9. 3 
Macrdfagos 
el Virus 
impregnados 
positivas. 
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ln1nunoflourescencia Indirecta en 
alveolares de ratas infectQdas con 
Sendai los cuales se observan 

de color verde en las c~lulas 
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Tabla 2 

Capacidad Bactericida de Macr6fa9os Alveolares 

de Ratas Lewisi normales, Infectadas con VSR e 

Infectadas con Virus Sendai por V1a Nasal con 
6 

10 UFP en 100 

M•cr&f ago• 
Alveolares 

u e 

Bacterias 
Macr"tagos 

Bacterias Macr&fagos, 

Tiempo º' 120' o• 120' o• 120' 

~Jormale!t n 19 19 IB lB 1B 1B 

X 39.11 2.t 1 35 14.44 o o 

2·423 2-61 5.34 5.39 o o 

Infectados 
VSR . n lB 16 lB 16 

36-94 6·72 o o 

4.15 2·9B6 o o 

Infectados 
Sendai x 36-72 14-16 o o 

4.09 2.35 o o 

n= N6mero de Muestras, x= Media Aritmltica s=Desviaci&n 
Standar.. 9 
Bacterias 9 x 10 bac/ml· 
Macr&fagos Alveolares: 5 

Normales 5.345 x 10 cel/ml· 
VSR 5.773 
Sendai s.ooe 
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Figura 4 

Tiempo 
de 
lr1cut•aci6n 

Figu~a 1 Capaci~ad Bactericida de Macr6fagos alveolares obtenidos 
de rata§ Lewis: Normales, Infectadas con VSR e Infectados con 
Vi rus Sendai. 

::::¡=<"<"<=~ Bacte-r·ia!t (Satar1hylococcus ~) 

t¡{M ~=~~=~:~~: :~~=~~=~:: ~~;:~~=~~s con 
LXU56&0f 1'1acr6tagos alveolar·es Infectados con 

(Zcc:0.005) 
Zt= -1.'=16 a 1.·;6 

VSR.(Zc~5.3154) 

Virus Sondai• 
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Tabla 3 

Quimioluminiscencia-Ensayo de fagocitosis ~or el m~todo de 
per-0>1idasa de macr6fagos alveolares de r-atas Lewis Normales, 
Infectadas con VSR e infectadas con Virus Sendai por vta nasal 
con 10 ex 6 UFP en 100 ul. 

Qui mi o lumi ni ~c,enc ia (mv) 

Macrbfagos 
Alveola.res Normales VSR Sendai 

Ciclo 

o 1·023 0.010 0.019 (1°034 1.279 0.0102 
1 2·991 2, 104 1.559 0·596 11.344 5-11 
2 2·991 2· 104 1.559 0·295 15.589 3.93 
3 2·69 l ·663 1.479 0·318 12.531 3·26 
4 2·968 0.979 1 ·616 0·013 13-293 1.42 
5 4· 122 0·426 2·062 o.6B9 17.039 3.31 
6 6·647 1 ·701 3.329 1 ·402 24.109 6.36 
7 10·642 2·903 6·526 1·680 32.533 9.3,; 
a 16·469 4.021 13.263 0·784 44.459 3·69 
9 21 ·399 3.955 16·826 5.499 40.162 5.02 
10 25·623 3.923 23.678 d·662 52.994 3.55 
u. 26-526 5.551 24·319 2·422 53.455 ~ 
12 34.954 1-153 27.909 3.595 49-819 5.51 
~ ~ ~ 20.770 2·192 49.369 4.36 
14 37·223 3,370 29.579 2-154 49-130 2.93 
15 36·856 3.419 29.453 2· 154 50-330 4.99 
16 35.502 3.799 25.502 5·136 49.210 4o69 

La lectura del ciclo O se realiz6 antes de adicionar PMA· 

Medi• aritm~tica, s= Desviaci6n Standar• 

Notas El nbmero de muestras (n) para obtener la media aritm&tica 

(x} en cada ciclo y para c~da grupo fu~ de 8 <n= 8). 

Macrbfa7os alveolares Normales 72 OOS cel/laminilla. 

Macrófaqos alveolares lnfec. VSR ~O 924 cel/laminilla. 

Macr6faqos alveolares Infec Sendai 75 877 cel/laminilla 0 

1 Ciclo= 120 sequndos 
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Tabla 4 

Quimioluminiscencia• Ensayo de fagocitosis por el m~todo de 

pertncidasa de macr6fagos alveolares de r-atas Lewis Nor·males, 

Infectadas con VSR e infectadas con Virus Sendai por vta nasal 
ó 

con JO UFP en 100 ul. (Valores Critfcos> 

Hacr6tagos 
Alveolares 

Ciclo 

o 

s 

7 

e 

11 

13 

14 

Nor-males 

lo023 

10·ó42 

37,909 

Quimioluminiscencia (mv) 

VSR Sendai 

0.023 0·019 0.034 1°279 

17·Ct39 

2·903 

13·263 0.7134 

53.455 

4,731 

29.1579 2·1154 

0·01 

3.31 

'3-$3 
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.. ·· .· 

20 .............................. ·· 
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Figura :; 

8 .. 9 11 !<$ 
Ciclo 

1 Ciclo = 1 seg· 

Fig. 3 Quim1oluminiscencia de Macrdfaqos alveolares 
de ratas Lewis: Normales e Infectadas por vla nasal. con 
los virus Sendai y VSR· 

Hacrdfagos alveolares Normales 
Hacrófagos alveolares Irifectados con VSR <P<0-01) 
Hacrófaqos alveolares Infectados con Sendai· 
CP<0.005) 
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milivo h 
(mv) 

50 

40 

·30 

20 

10 

2 4 !5 
Ciclo 

Ciclo = 120 seg• 

Figura 6 

F'iq. 4. Quimiolumiriiscencia de macr·&tagos alveolares 
de riltas Lewis• Normales e infectadas por vla nasal con 
los virus Sendai y VSR· 

&SSSSS$lMacr-6faqos alveolares NormalE>s 
~ Hacr·&fagos alveolares Infectados con VSR 
QSiS6>c9Sj1.1 Hilcr·6ta9os alveolares Infectados con Virus Ser1dai. 
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Tabla 5 

Replicactan de los virus Sendai y ~SR en macr&fagos alveolares 

obtenidos de ratas Lewis normales e infectadas con los virus 

VSR y Sendai por v!a nasal con 10 exp 6 UFP/ioo ul· 

Macr&fagos Alveolares• 

Normales 

VSR 

Sendai 

Efecto CitopAtico en Monocapas 
de CAlulas Hep-2. 

Negativo 

Positivo 

Nl"gativo 

Nota& Las monocapas de cflulas Hep-2 con una confluencia del 100% 

se inocularon el sobrenadante obtenido del rompimiento 

de lo$ macr&fagos alveolares por congelaci&n-decongelaci&n 

r&pida. 
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Fig. 7 FotogrQf fa de lln macrófago alveolar de 
rata teftido ccnel colorante de Wright. 
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Fig. 8 Esterasa Inespectfica en macrdtagos 
alveol~res de rata. en el citoplasma de las 
c~lulas positivas observamos la pi-esencia de 
un color marrón. 
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Fig· 9 Esteras~ in~specttica en macr&fagos 
alveolares de rata inhibiendo a la en:ima con 
Floururo de sodio. en el citoplas1oa de las 
cflulas se observa la pre~cnci~ del colorante 
de contraste <verde de metilo) lo q1Je nos 
indica una prueba negativa. 
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D I S C U S I O N 

El Virus Respiratorio Sincical <VSR) tiene la capaciadad 

de infectar ctlulas lnvol~cradas en la respuesta inmune, tales 

como los leucocitos Poliorfonucleares de sangre perif~rica (34J. 

La eHpresi6n del antlgeno del VSR se determin6 por la ttcnica de 

Inmunotlourescencia Indirecta Anticomplemento ya que presenta una 

sensibilidad y alta [ 34, 36, 37, 39. 48, 49 y mediante 

la cual .. determin6 satisfactoriamente, que el VSR 

tiene la capacidad de infectar los macrófagos alveolares 

de rata. Es i~portante hacer notar que el VSR adem~s de infectar 

al macr6fago tambiln presenta la capacidad de replicarse en tl, 

lo que no ocurre con el Virug Sendai, el cual infecta a estas 

cflulas fagoc!ticas pero no se replica en ellas• Estos resultados 

apoyan los de otras investigaciones (12,13) en las cuales &e 

ob•evb que los virus que so.n capac•s de infectar y replicarse en 

los m•crataqo1 provocar1 un.a mayor isusceptibilidad del hoispedero• 

La dismin~cidn de la capacidad bactericida que presentan 

los macrafaqos alveolares de ratas infectadas con VSR por vla 

nasal reafirman lo~ resultados de otras investigaciones. Ketelsen 

[15] y Kleirman [16] trabajaron con macr6fagos de bovino 

infectados con los virus Herpes y el Virus de la Rinotraqueitis 
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Infecciosil bovina y en los que tambi&n observaron una capaci.dad 

bactericida disminuida. 

En los estudios de la capacidad de activaci6n de los. 

caminos oxida.tivos del macr6tago durante el e'ltallido 

respiratorio por el mttodo de quimioluminiscencia el cual e~ muy 

prActico r~pido y sensible, se observa que los macrdfagos 

alveolares de ratas infectadas con VSR mostraron una actividad 

notablemente disminuida en comparaci6n con la actividad que 

presentaron loa otros dos grupos de macr&fagos, estas diferencias 

no solo se presentan en la magnitud de la respuesta, sino que 

tambi~n en el tiempo que tarda la c~lula para alcanzar el pico de 

m~xima actividad. Estos resultados obtenidos con macrótagos 

alveolares de rata muestran s;imilitud a los que obtuvo Gordon 

[33] quien trabaj6 con leucocitos Poliorfonucleares de nir.os 

infectados con VSR los cuales mostraron una disminuci&n de la 

·capacidad bactericida y baja reducci6n de nitroao:ul de 

tatrazolio .. 

Estos resultados son compatibles con la importancia de 

estas cllulas en la inmunidad, ya que su infecci&n con el VSR le 

provoca un• alteraci6n funcional lo que repercute en severas 

bronquiolitis y neumon!as asociadas a bacterias como 

Str•ptococcus pneumonia~ y Ha•mophylus influenzae. 
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Definitivamente consideramos que este estudio estimula a 

continuar con la lJnea de investigaci6n va que no estudiamos la 

c•pacidad de presentar ant!geno ni los aspectos secretores en los 

qu• se involucran a las prostaglandinas. loucotrienos, factor de 

necrosis tumoral interleucinas los cuales tiene un papel 

d•terminante como mediadores en la respuesta inmune, ya que 

_promueven la activaci&n y prolifer•ci&n de las et lulas 

los mecanismos de defensa, de modo que si el 

m•cr&fago se ve afectado en la producci6n y liberaci&n de 

medí.adores la respuesta inmune •• encuentra 

disminuida [50). Ver.figura 11· 
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e o N e L u s I o N E s 

a) Los macrc!fagos' -.lveolares son infectados por el Virus 

Respiratorio Sincicial y •l antlg•no viral se determina 

satisfactoriamente por el mftodo de inmunoflourescencia 

indirecta anticomplemento• 

b) El Virus Respiratorio Sincicial induce inhibición de la 

capacidad bactericida en los macr6fago~ alveolares obt~nidos 

de .ratas infectadas con este virus. 

e) la t•pacidad bactericida se observa disminuida en los 

macr6fagos •lveolares obtenidos de ratas infectadas con Virus 

Respiratorio Sincicial, este decremento se observa tanto en 

la magnitud de Ja respuesta como en el tiempo requerido para 

alcanzar el mAximo de su magnitud. 

d) Este virus presentü la capacidad de replicarse en los 

macr6fagos alveolares por lo que su.eliminaci&n del tracto 

r•spiratorto bajo es muy dificil. 

e) En esta investigaci&n se puede concluir que el Virus 

Respiratorio Sincicial provoca inmunodepresidn ya que infecta 

y altera la funcionalidad del macr&fago alveolar provocando 

una disfunci6n de Ja respuesta inmune, siendo esta la causa de 

que se pre5enten sevet"as i1"1fecciones de las vJas respir.atorias 

bajas• 
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