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INTRODUCCIÓN 

1. Características del virus de Rubéola. 

El virus de rubéola es un miembro de la familia Togaviridae, la cual consta de virus envueltos, 
que contienen RNA de una sóla cadena, de polaridad positiva y está constituida por cuatro 
géneros: Alfavirus, Flavivirus, Rubivirus y Pestivirus (1, 2). 

El virus de rubéola es el único miembro del género Rubivirus. Se diferencia de otros Togavirus, 
por no tener un hospedero invertebrado y el único reservorio natural conocido es el hombre (1). 

Poco se conoce de la estructura del virus de rubéola, excepto su tamaño y forma. Como otros 
Togavirus, parece ser una partícula esférica. Mediante microscopia electrónica se ha demostrado 
que el virión tiene un tamaño de 60 nm y el core entre 30-35 nm (3,4). El virus de rubéola es lábil 
al calor, se inactiva rápidamente a 56 0C, pero a 37 0C tiene un decaimiento más lento en su 
actividad (2). Este virus se inactiva por iones hidrógeno fuera del rango considerado como 
fisiológico. El virus de rubéola puede ser mantenido por varios días a 4 0C y por periodos 
prolongados a -70 0C (5). 

El genoma del virus contiene 9757 nucléotidos y está organizado de manera similar a los 
Alfavirus, contiene dos marcos de lectura abierta largos, uno de 6615 nucléotidos en el extremo 
5' terminal (dos terceras partes del genoma), el cual codifica para las proteínas no estructurales y 
otro de 3189 nucléotidos en el extremo 3' terminal (una tercera parte del genoma) que codifica 
para las proteínas estructurales (6), 

El genoma del virus tiene un alto contenido de G/C (69.5%) (38.7% C y 30.8% G) (7), lo cual 
genera una mayor estabilidad en la estructura secundaria del RNA, esto provoca que la energia 
requerida en el ciclo de replicación del virus para el desenrollamiento de la estructura secundaria, 
durante la transcripción y la traducción sea muy alta. Una mayor estabilidad puede ser benéfica 
para la estructura del virión o para la regulación de la expresión génica (8). 

Proteheas estructurales 

El virión contiene 3 proteínas estructurales: la proteína de la cápside C (33 kDa) y dos 
glicoproteinas de envoltura E (58 kDa) y E2 la cual se encuentra en dos formas E2a  (47 kDa) y 
E2b (42 kDa), éstas difieren en la secuencia de sus cadenas de oligosacáridos (6, 9, 10). 

El genoma del virus de rubéola está constituido por una molécula de RNA de cadena sencilla de 
polaridad positiva de 40S (11). La transcripción del extremo 3' del RNA genómico produce un 
RNAm  subgenómico de 24S (12, 13). Este RNAm subgenómico tiene 3383 nucléotidos de 
longitud, en el que en el extremo 5', se encuentra un marco de lectura de 2978 nucléotidos 
excluyendo la región 3' terminal que codifica para un precursor de 110 kDa (p110). La suma de 
los pesos moleculares de las formas no glicosiladas de las proteínas E1, E2 y C es 116 kDa, y se 
ha encontrado que p110 es el precursor de las tres proteínas estructurales; N112-C-E2-E1-COOH. 
Se ha reportado que la cantidad relativa de las proteínas estructurales en los aislados vitales que 
es 5:1:5 para El :E2:C respectivamente (14). 
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Glicoproteína El. 

El está presente en el virus maduro en forma monomérica o en forma de homodímero de 105 
kDa. Forma heterodímeros al asociarse con la glicoproteína E2; esta oligomerización parece ser 
necesaria para que se realice el transporte eficiente de E2 y El del retículo endoplásmico hacia el 
aparato de Golgi (3,15). La molécula El madura contiene dominios que han sido definidos con 
anticuerpos monoclonales y que están involucrados en la adhesión del virus a la superficie de los 
eritrocitos y en el inicio de la infección (15, 16, 17). Puesto que los anticuerpos con actividad 
neutralizante y de inhibición de la hemaglutinación están dirigidos contra El, se ha sugerido que 
esta proteína induce la respuesta de células B, por lo tanto puede ser un candidato para la 
obtención de vacunas (18, 19, 20). 

Glicoproteína 

E2 se deriva de un precursor no glicosilado de 30-34 kDa (21). La función de E2 aun no se 
conoce. Al menos una porción de E2 parece estar expuesta en la superficie del virus. Un dominio 
de la proteína E2 parece estar asociado con la infectividad del virus y otro con la hemaglutinación 
y probablemente algunos antígenos específicos de cada cepa parecen residir en esta molécula (22, 
23, 24, 25). La proteína E2 tiene una longitud de 282 aminoácidos y contiene cuatro dominios 
potenciales de glicosilación y un dominio transmembranal cerca de su extremo COOH-terminal 
(8, 24). 

Proteína C. 

Se ha encontrado que la proteína C forma homodímeros espontáneamente aun si se expresa en 
ausencia de otras proteínas. Estos riberos están unidos por puentes disulfuro y aparecen después 
de que el virus emerge de la célula o si se expone a condiciones oxidantes del ambiente. La 
presencia de uniones covalentes entre las subunidades de un (limero de proteína C confieren 
estabilidad en la conformación de la estructura del virus (11, 21, 26). 

Se ha propuesto que la proteína C tiene 300 aminoácidos y que la mitad de su extremo NH2-
terminal es de naturaleza hidrofóbica la cual interactúa con el RNA del virión. En el extremo 
COOH-terminal de la proteína C hay una región de 20 aminoácidos de naturaleza hidrofóbica la 
cual funciona como la secuencia señal para E2, indicando que el rompimiento del precursor 
poliprotéico puede ser catalizado en el lumen del retículo endoplásmico, 

Multiplicación. 

Las etapas iniciales de la infección por el virus de rubéola (adhesión y entrada) aún no están bien 
definidas. Aun cuando no se han identificados receptores específicos, se ha documentado 
ampliamente la entrada de estos virus a macrófagos en cultivo en presencia de anticuerpos. En 
estos casos se cree que la entrada del virus está mediada por la presencia de los receptores Fc 
presentes en el macrófago (27). Una vez dentro de las células, el RNA genómico es utilizado 
como molde para la traducción de proteínas, produciendo las proteínas no estructurales necesarias 
para la replicación del virus (2). Actualmente hay poca información acerca de las proteínas no 
estructurales del virus de rubéola, Por analogía con los Alfavirus estudiados, estas proteínas no 
estructurales probablemente incluyen moléculas involucradas en la replicación del virus (2, 28). 

Durante la replicación del virus de rubéola se producen varias especies de RNA Estas incluyen el 
RNA genómico 40S, el RNAm 24S, un RNA de doble cadena 19-20S e intermediarios 21S. 
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Usando el ensayo de inmunofluorescencia para detectar las especies de doble cadena del RNA, se 
han observado zonas citoplásmicas fluorescentes en las células infectadas, esto comprueba que la 
replicación se lleva a cabo en el citoplasma (29, 30, 31). 

Mauracher y col. (1991) proponen que el virus se une a las células a través de un receptor y 
posteriormente es internalizado en una vesícula lisosomal. El pH bajo presente en los lisosomas 
induce a la proteína E1 a participar en la fusión del virus a la membrana lisosomal. La actividad 
fusogénica de El se presenta a un pH más bajo que el que necesitan otros Togavirus. Al mismo 
tiempo, el pH bajo (aproximadamente 5) induce un cambio en la solubilidad de la proteína C 
permitiendo la asociación de la cápside con la membrana lisosomal, provocando el desnudamiento 
intralisosomal. Finalmente se libera el RNA vital al citoplasma (7, 32). 

La maduración del virus de rubéola ocurre cuando el RNA se une a la membrana celular, en 
donde adquiere las proteínas virales de la envoltura E2 y Ei y lípidos de la célula hospedera. El 
proceso de gemación puede comenzar en las membranas intracelulares (Golgi, mitocondria y 
retículo endoplásmico) o en la membrana plasmática. La capacidad del virus de rubéola para 
madurar dentro de las vacuolas intracelulares y por lo tanto evadir el sistema inmune, es 
considerada un factor importante para el establecimiento de infecciones persistentes en el 
humano (2, 33). 

2. !afección en humanos. 

Desde mediados del siglo XIX la rubéola se consideró como un exantema benigno de la infancia, 
y fue hasta 1941cuando el oftalmólogo, Norman Gregg describió la asociación de la infección 
intrauterina por rubéola con la catarata congénita. Posteriormente se encontró que la sordera, 
cardiopatía congénitas y otras malformaciones eran el resultado de rubéola materna durante los 4 
primeros meses del embarazo (34, 35). 
La rubéola es una enfermedad eruptiva leve, que ocurre principalmente en la infancia pero que se 
puede presentar en la vida adulta. La vía de entrada de la infección es el aparato respiratorio con 
diseminación hacia tejidos linfáticos y posteriormente al torrente circulatorio. El periodo de 
incubación es de aproximadamente 16 a 18 días, con signos o síntomas prodrómicos mínimos. 
Frecuentemente, la enfermedad comienza con fiebre leve y signos respiratorios que preceden en 
forma inmediata a la erupción. En niños es común observar la erupción, pero en el adulto la 
infección puede ser oculta o presentarse sólo como una faringitis en hasta un tercio de los 
pacientes. La erupción habitualmente desaparece hacia el tercer día. Aunque las complicaciones 
mayores son raras (púrpura trombocitopénica y encefalitis), la incidencia de artralgia y artritis es 
mucho mayor de lo que generalmente se aprecia. La frecuencia del compromiso articular se 
correlaciona directamente con la edad y parece ser más común en mujeres, En algunos pacientes, 
la persistencia del virus en células sinoviales se ha asociado con poliatritis y artralgia de larga 
duración (36). 

La infección congénita con rubéola puede dar como resultado una amplia variedad de 
anormalidades incluyendo, sordera, cardiopatías congénitas, defectos oculares (cataratas, 
glaucoma, retinitis y microftalmia), retardo del crecimiento, púrpura trombocitopénica, osteítis, 
hepatitis, neumonía, encefalitis y lesión cerebral con retardo mental. Además de las 
malformaciones compatibles con la vida, la infección intrauterina por rubéola puede producir 
muerte del feto, aborto y muerte neonatal (37, 38). Estudios recientes también indican un 
aumento significativo de diabetes mellitus, neumonía crónica, tiroiditis y encefalitis degenerativa 
entre los sobrevivientes de infección intrauterina (39, 40, 41). 
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Desafortunadamente el mecanismo preciso de la teratogénesis causada por el virus de rubéola aún 
no se conoce, pero probablemente este sea multifactorial. Una de las hipótesis que se han 
generado para explicar los mecanismos de teratogénesis, es que el efecto de la replicación del 
virus durante estados críticos de la ontogenia de órganos fetales, incrementa el amplio rango de 
anormalidades que comprenden el síndrome de rubéola congénita (SRC) (42). 

Dentro de los defectos oculares presentados en el SRC las cataratas presentes contienen células 
picnóticas características en el núcleo del cristalino y necrosis no inflamatoria de las células 
pigmentadas del epitelio de la retina, así como zonas más o menos pigmentadas de la retina. Aun 
cuando existen datos que sugieren fuertemente que el daño in litera  está directa o indirectamente 
relacionado con la replicación del virus en el tejido de la célula hospedera, hay una evidencia 
considerable que sugiere que el daño perinatal y particularmente el postnatal está en parte 
mediado por el sistema inmune. Los cambios patológicos en niños que murieron después del 
nacimiento usualmente incluyen cambios inflamatorios en uno o más órganos, particularmente en 
el pulmón y cerebro. Los complejos inmunes que contienen antígenos del virus de rubéola pueden 
tener algún significado inmunopatogénico en esta fase, estos complejos se han encontrado en casi 
la mitad de los infantes con el SRC, por lo tanto, esto sugiere que los complejos inmunes pueden 
ser un marcador continuo de antigenemia (43, 44). 

El síndrome de rubéola congénita provoca defectos específicos en la respuesta inmune mediada 
por células. La severidad de los defectos varia con la edad gestacional y con el tiempo de 
infección. Cuando la rubéola materna ocurre durante los 2 primeros meses del embarazo, los 
linfocitos de sangre periférica del niño con rubéola congénita no son capaces de responder a los 
antígenos del virus de rubéola, lo cual se ha medido por estimulación de linfocitos, producción de 
interferón o de factores de migración o inhibición de linfocitos. En los niños que han tenido 
rubéola durante el tercero o cuarto mes gestacional, esta respuesta es parcialmente suprimida y el 
efecto es menos severo que para los niños con rubéola en el quinto o sexto mes de gestación (45). 

La persistencia prolongada del virus de rubéola en tejidos extraídos de fetos sugiere que ni las IgG 
tranferidas por la madre ni el desarrollo del sistema inmune del feto pueden eliminar al virus hi 
otero,  aun cuando las lgG maternas y las IgM fetales puedan neutralizar al virus in vitro  Los 
infantes infectados durante los primeros meses de gestación frecuentemente muestran alteración 
en la citotoxicidad especifica contra el virus de rubéola, en la respuesta celular y en la secreción 
de linfocinas, aun cuando puedan producir anticuerpos específicos anti-rubéola IgM, IgA e lgG 
(43). 

La reinfección en presencia de anticuerpos específicos anti-rubéola naturalmente adquirida, es 
muy rara, aun cuando el nivel de anticuerpos sea bajo. Usualmente tales reinfecciones no resultan 
en viremia, aunque se han reportado en raras ocasiones. Los anticuerpos inducidos por 
vacunación generalmente son más bajos que los inducidos por infección natural, pero aún estos 
niveles parecen ser suficientes para proteger contra infecciones subsecuentes (46). 

Las enfermedades crónicas asociadas con la persistencia del virus de rubéola en pacientes con 
SRC incluyen panencefalitis progresiva diabetes aguda y tiroiditis. La panencefalitis progresiva 
por rubéola es un desorden lento del sistema nervioso central el cual se manifiesta después de más 
de 10 años de presentarse el SRC (Wolinsky 1978). El virus de rubéola se aisla por cocultivo de 
células mononucleares de sangre circulante o de biopsias de cerebro, sobre líneas celulares como 
indicadores de efecto citopático. La presencia del virus de rubéola en complejos inmunes 
circulantes demuestra la relación del virus con la enfermedad. Una característica importante de la 
panencefalitis progresiva por rubéola es la presencia de altas concentraciones de IgG dentro del 
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fluido cerebroespinal. Finalmente se observa una pérdida selectiva de mielina y oligodendroglía, 
así como una completa destrucción de las células de Purkinje, lo que puede sugerir: a) algún 
grado de tropismo del virus dentro del sistema nervioso central o b) un profundo y letal efecto 
sobre el metabolismo de estas células cuando son invadidas por el virus (47, 48). 

La diabetes mellitus en animales y humanos se ha relacionado con infección viral desde 1864, 
cuando J. Stang describió un caso de diabetes después de haberse presentado sarampión. El 
primer reporte de la asociación del síndrome de rubéola congénita y diabetes apareció en 1942, 
cuando se mencionó un caso de diabetes en un niño con SRC. La capacidad del virus de rubéola 
para replicarse y causar lesiones en el páncreas puede estar relacionada con el desarrollo de 
diabetes, La diabetes mellitus se presenta en alrededor del 20 % de los adultos jóvenes con SRC. 
Una proporción de pacientes con diabetes mellitus y con SRC han demostrado tener 
autoanticuerpos que reaccionan con antígenos no identificados de células de los islotes de 
Langerhans. Entre el 20.30% de los niños con SRC desarrollan una diabetes franca y el virus es 
capaz de infectar las células de los islotes de Langerhans. Las células de los islotes de estos 
pacientes se conservan morfológicamente normales y no hay infiltración celular. Se han propuesto 
varios mecanismos para explicar la producción de la diabetes insulino dependiente por los virus, 
aparentemente la producción de autoanticuerpos parece ser un factor importante. Además es 
probable que el páncreas sea un órgano blanco en dónde se lleva a cabo la replicación del virus de 
rubéola in :itero  (49). 

En pacientes infectados después del nacimiento la persistencia del virus se ha asociado con varias 
formas de artritis crónica. La artritis crónica también se ha asociado con frecuencia a 
reinfecciones después de vacunación contra el virus de rubéola, principalmente con la vacuna 
atenuada do las cepas RA27/3, HPV77DE5 y HYV77-DK12 (50, 51). La persistencia viral en 
linfocitos periféricos y en macrófagos parece estar relacionada con la patogénesis de la artritis 
asociada con rubéola. Aunque este mecanismo no es claro, la reactivación periódica del virus de 
rubéola de linfocitos periféricos infectados persistentemente podría resultar en la formación de 
complejos inmunes virus-anticuerpo, los cuales pueden iniciar una reacción inflamatoria localizada 
en las articulaciones. Otra posibilidad es que el principal sitio de persistencia viral puedan ser las 
articulaciones por sí mismas, de tal manera que al momento de reactivarse el virus pueda pasar a 
la circulación (52). 

En muchas comunidades urbanas, la infección por rubéola se adquiere tempranamente en la niñez, 
principalmente en edad escolar. Sin embargo, dado que no es una enfermedad altamente 
contagiosa como el sarampión o la varicela, hasta un 15-20% de las mujeres llegan a la edad 
adulta sin haber adquirido inmunidad natural. En los Estados Unidos han ocurrido grandes 
epidemias con intervalos de 6 a 9 años, con menor número de casos en los años intermedios. Este 
ciclo se interrumpió en 1969 cuando comenzaron los programas de vacunación y en los Estados 
Unidos no han habido grandes epidemias desde la pandemia de 1964-65. En 1983 se reportaron 
sólo 954 casos de rubéola. La epidemiología de la rubéola ha sido estudiada fundamentalmente 
por encuestas serológicas retrospectivas, las cuales revelan la frecuencia y distribución de 
anticuerpos específicos como índice de la infección, ya que la enfermedad frecuentemente es 
subclínica o de dificil diagnóstico (2, 53). 

En la ciudad de México, las encuestas serológicas entre 1968-1969 demostraron que la infección 
por rubéola es muy frecuente en la infancia, que se inicia desde el primer año de vida, alcanzando 
su máxima incidencia durante la edad escolar, en tal forma que más del 95% de los adultos tienen 
anticuerpos. En México se han reportado entre 1993 y marzo de 1996 143,033 casos (Boletín 
semanal de la Dirección General de Epidemiología, S.S.A. 1993-1996). La transmisión habitual 
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es por vía respiratoria, pero la prolongada viruria de los niños congénitamente infectados puede 
ser de gran importancia en la diseminación a sus contactos cercanos. Se ha encontrado una 
correlación estadística entre la presencia de ciertos antígenos MHC (HLA-A, HLA-A8 y 1-iLA-
A3) y la prevalencia de seropositividad en una población geográfica restringida, pero aún no está 
claro si esta asociación contribuye de manera importante a las variaciones regionales en la 
expresión de la enfermedad o si están asociadas con la mágnitud de la respuesta inmune para el 
virus de rubéola o con la persistencia del virus (53). 

3. Persistencia viral. 

Las infecciones virales persistentes tradicionalmente se han dividido en 2 categorías: a) infección 
crónica (productiva), en la cual el virus infeccioso está presente y puede ser aislado por métodos 
convencionales, durante todo el tiempo aunque la sintomatología no sea aparente y b) infecciones 
latentes, en las cuales el genoma viral está presente pero generalmente no se produce virus 
infeccioso excepto durante episodios de reactivación que por lo general son intermitentes (2). 

Para que un virus pueda persistir en el organismo es necesario que exista una regulación del 
potencial litico y que el virus no mate a las células, así como evitar la detección y eliminación por 
el sistema inmune del hospedero (54). 

Regulación del potencial litio, 

Las características histopatológicas comunes de una infección viral aguda son: destrucción de 
tejido, necrosis celular e infiltración celular, las cuales se utilizan como señales para la 
confirmación de la infección. Sin embargo, la infiltración celular y la destrucción de las células 
infectadas no se presentan en una infección persistente. En una infección persistente el virus debe 
permanecer en el organismo sin matar a la célula hospedera ni afectar sus funciones vitales (55). 
Existen varios mecanismos propuestos del establecimiento de una infección persistente por virus 
de RNA. Oldstone 1991, propone que la infección persistente se establece por la reducción o 
control de la transcripción de los genes virales específicos o bien de sus transcritos. También se ha 
propuesto que las mutantes vitales presentes en los cultivos persistentes desempeñan un papel 
importante en el establecimiento de una infección persistente. Estas mutantes van desde las 
partículas defectuosas hasta la presencia de mutantes termosensibles (55). 

Los estudios de las infecciones virales persistentes en células en cultivo han mostrado que las 
mutantes virales pueden modular el potencial Hm de las cepas virales normalmente citocidas. Se 
han encontrado varios tipos de mutantes virales que pueden establecer infecciones persistentes, 
tales como mutantes temperatura sensibles o partículas defectuosas, las cuales en cultivos 
celulares generan placas pequeñas, probablemente debido a que la producción vital es menor o 
bien a que la capacidad de fusión disminuye (56). 

La influencia de los tejidos del hospedero y tipos celulares en la selección de las variantes virales 
durante una infección crónica se propuso como un mecanismo evolutivo en la interacción virus-
hospedero. La variedad de órganos y tipos celulares presentes en el cuerpo proveen un medio 
ideal para la selección de variantes virales. Dada la alta tasa de mutación de los virus, es probable 
que la selección tejido-célula específica sea un aspecto importante para la evolución de los virus, 
lo cual se aplica en particular a los virus que causan infecciones crónicas (57, 58). 
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Mecanismos de evasión del sistema inmune. 

Otro requisito para que el virus persista en el organismo es que el virus pueda evadir el sistema 
inmune. La principal función del sistema inmune del hospedero es el reconocimiento y la 
eliminación de materiales extraños. Los virus han desarrollado varias estrategias para evadir al 
sistema inmune (59), 

La variación antigénica del virus es el mecanismo más efectivo de escape de los anticuerpos 
neutralizantes. Los cambios en la estructura o en la expresión de las proteínas virales, ya sea de 
proteínas de la cápside o las glicoproteínas de la envoltura, son un mecanismo importante 
mediante el cual los virus pueden evitar su eliminación por el sistema inmune. Los anticuerpos 
neutralizantes seleccionan las variantes antigénicas, sin embargo, éstos son incapaces de eliminar 
completamente al virus original y de esta manera tanto las variantes antigénicas como la cepa 
silvestre coexisten en el hospedero persistentemente infectado. Otra manera de evadir a los 
anticuerpos neutralizantes, es la presencia de anticuerpos no neutralizantes en exceso (56, 60), 

Las células T reconocen los fragmentos proteoliticos de las proteínas virales, que son presentados 
en la superficie de las células presentadoras de antígeno asociados a las moléculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad (MHC). Los virus pueden reducir la expresión del MHC en las 
células infectadas y por lo tanto, logran evadir el sistema inmune (61). 

Los antígenos clase I del MHC se encuentran en todas las células excepto en las neuronas, la 
unión del polipéptido es lineal y ocurre como consecuencia de la fragmentación proteolítica, de 
una proteína viral, usualmente sintetizada dentro de la célula. Los virus pueden reducir la 
expresión del MHC en las células infectadas y por lo tanto , disminuir la presentación de antígenos 
virales a linfocitos T. Por ejemplo, la proteína E19 de Adenovirus forma un complejo con las 
moléculas nacientes del MHC en el retículo endoplásmico y evita que emigren hacia la superficie. 
Otro ejemplo se presenta en la infección por Citomegalovirus en donde se ha encontrado que en 
la secuencia de nucléotidos del virus, está presente un marco de lectura abierta cuyo producto de 
traducción tiene homología con la cadena pesada del MHC-I. De esta manera el virión se une a la 
beta 2-microglobulina y las células infectadas son incapaces de sintetizar moléculas maduras del 
MHC-1 (62, 63). 

Los virus pueden infectar selectivamente células del sistema inmune. En un gran número de 
estudios se ha encontrado que en infecciones persistentes, tanto de virus de RNA como de DNA, 
los virus pueden interferir con las funciones especializadas de las células sin alterar las funciones 
vitales. Se ha demostrado que virus que infectan tanto al hombre así como a los animales alteran 
las funciones especializadas de células como neuronas, glia y linfocitos sin destruirlas (64). 

La habilidad de los virus para infectar linfocitos y macrófagos tiene importantes implicaciones y 
probablemente juega un papel importante en la diseminación de la infección, en el mecanismo de 
latencia y persistencia viral. Es probable que los linfocitos y los macrófagos sean unas de las 
células donde la replicación y persistencia es mayor en humanos. Puesto que muchos virus pueden 
replicarse en linfocitos y pueden de ese modo inhabilitar la respuesta inmune específica, el 
linfotropismo puede ser un mecanismo común para iniciar la persistencia viral (65, 66). En 
algunos casos el defecto en los linfocitos puede desencadenar una inmunosupresión generalizada. 
La persistencia producida por el virus de sarampión se ha estudiado para explicar los mecanismos 
de inmunosupresión, en este modelo se ha observado que el virus suprime la función de linfocitos 
T y B, manteniendo cada tipo celular en la fase G1  tardía del ciclo celular. La replicación del virus 
requiere de factores no determinados que evidentemente no están presentes en los linfocitos en la 



lo 
fase G0. Si el virus mantiene a los linfocitos en la fase G1, satisface sus requerimientos de 
replicación y una vez activados los linfocitos infectados son metabólicamente permisivos para la 
replicación vital. Además el virus del sarampión suprime algunas funciones del linfocito requeridas 
para la diferenciación terminal (63, 67). 

4. Persistencia por el virus de Rubéola. 

El virus de rubéola se ha aislado de tejido linfoide después de una infección natural, de individuos 
infectados después de vacunación y también de infección persistente en el caso del SRC (68). En 
1980, Van der Logt y col. demostraron que el virus de rubéola es capaz de multiplicarse en 
células mononucleares y se encontró que el macrófago es la célula que principalmente se infecta, 
lo cual permite la diseminación del virus en el organismo, La capacidad del virus de rubéola para 
replicarse en los macrófagos se incrementa durante su cultivo in viirq  (49), 

La infección persistente con el virus de rubéola puede existir en células humanas sin evidencia de 
efecto citopático o destrucción celular, con una débil interferencia en la síntesis de algunas 
proteínas celulares. El virus de rubéola establece infección persistente tu vitro  en líneas celulares, 
de diferentes estirpes, en la cual se ha ensayado (43, 69, 70, 71). Como ya se ha mencionado, en 
una infección persistente pueden estar alteradas las funciones no vitales de la célula. En el caso del 
virus de rubéola se ha obervado que en células embrionarias hay una marcada reducción en su 
capacidad normal para sintetizar colágena, probablemente como resultado de una profunda 
deficiencia en la internalización y en el metabolismo de los factores de crecimiento. En infección 
de células pancréaticas con el virus de rubéola se reduce significativamente su capacidad para 
secretar insulina. Las manifestaciones severas y continuos efectos de la persistencia del virus de 
rubéola después de la infección fetal en humanos sobre los órganos auditivo, ocular y glandular se 
ha documentado ampliamente y se ha observado, que en el caso del daño ocular, se reduce la 
fagocitosis, la cual es una función secundaria de las células epiteliales de la retina (72, 73, 74). 

La presencia de partículas defectuosas y mutantes termosensibles se ha observado en una línea 
celular de fibroblastos de riñon de mono (células Vero) infectadas persistentemente (43, 50 56), lo 
cual sugiere que jueguen un papel importante en la replicación lenta y no citopática del virus de 
rubéola (73, 75). La infección con rubéola y la inmunización con el virus atenuado se ha asociado 
con el desarrollo de la artritis crónica (52). Se ha demostrado que el virus de rubéola es capaz de 
establecer infecciones persistentes tanto en individuos infectados congénitamente como en 
individuos infectados después del nacimiento. Las enfermedades crónicas asociadas con la 
persistencia del virus de rubéola en pacientes con SRC incluyen tiroiditis, diabetes aguda y 
panencefalitis progresiva (49). La enfermedad de Still's es una enfermedad cuyas características 
sugieren una infección vital, ya que presenta fiebres altas, artralgia o artritis, eritema 
maculopapular y leucocitosis, y se ha asociado con varios posibles agentes etiológicos entre los 
que destacan rubéola, sarampión, parainfluenza, Epstein Barr y citomegalovirus. En algunos 
pacientes con esta enfermedad se ha aislado el virus de rubéola de macrófagos. 

Se ha reportado ampliamente que los virus pueden infectar células del sistema inmune evadiendo 
el ataque del propio sistema inmune y estableciendo infecciones persistentes siendo el macrófago 
es una célula del sistema inmune cuya finalidad es destruir agentes extraños y puesto que se ha 
reportado la presencia del virus en macrófagos aislados de pacientes con la enfermedad de Still's 
(76), nosotros consideramos importante el establecimiento de un modelo in vitro que nos permita 
estudiar la persistencia vital en este tipo de células. La persistencia del virus de rubéola puede 
tener un papel importante en la patogenia de la infección y en los efectos secundarios originados 
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por vacunación y reinfección. Debido a que es dificil estudiar las interacciones virus-célula en un 
sistema in vivo,  decidimos establecer la infección persistente en un modelo in vitro y para ello 
seleccionamos una línea celular de origen murino (P388D1), la cual tiene características de 
macrófagos. 
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OBJETIVOS, 

1. Establecer con el virus de rubéola una infección persistente en una linea celular similar a 
macrófagos de origen murino (P388131). 

2. Analizar las características del cultivo persistente midiendo: 

a) Producción de virus extracelular e intracelular durante los subcultivos 
b) Expresión de antígeno viral en las células infectadas 

3. Estudiar el efecto de la superinfección, con el virus original en las células persistentemente 
infectadas. 

HIPÓTESIS. 

El virus de rubéola puede persistir en una linea celular similar a macrófagos (P388D1) y por 
medio de la superinfección con el virus homólogo se incrementa el porcentaje de células 
persistentemente infectadas. 
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MATERIAL Y MÉTODOS. 

VIRUS. 

Virus de rubéola cepa Therien proporcionada originalmente por el M.D. 011i Meurman del 
Departamento de Virología de la Universidad de Turku, Finlandia y propagada en el laboratorio 
apartir de 1983. 

CÉLULAS. 

Células Vero, adquiridas originalmente de la ATCC (American Type Culture Collection), se 
crecieron en botellas para cultivo de 75 cm2  y se mantuvieron en D-MEM suplementado con 5-
10% de suero de neonato de ternera, 2.2 gfit de Hepes, 2.2, g/It de bicarbonato de sodio, 1000 
unidades internacionales/It de penicilina G, 100 mg/It de sulfato de estreptomicina y 100 mg/It 
de nistatina. 

Línea celular de riñón de conejo RKI3, fué donada por la Dra. Shirley Gillam del Departamento 
de Patología de la Facultad de Medicina de la Universidad de Columbia, Canadá. Esta línea se 
adquirió originalmente del ATCC. Las células se crecieron en cajas de '75 cm2  y se mantuvieron 
en medio 199 suplementado con 6-10% de suero fetal de ternera, 2,2 g/It de Hepes, 2.2, g/It de 
bicarbonato de sodio, 100,000 unidades internacionales/ft de penicilina G, 100 mg/It de sulfato de 
estreptomicina y 100 mg/It de nistatina. 

Línea celular de origen murino (P388D1), fue donada por el Dr. A. Tingle el cual la adquirió 
originalmente del ATCC. Esta línea se aisló de un neoplasma linfoide (P388) de ratón DBA/2 y 
presenta características similares a macrófagos (en lo sucesivo se denominarán macrófagos). 
Estas células se mantuvieron en cajas petri para cultivo celular de 60 cm2, crecidas en medio 
RPMI 1640 y suplementado con 2-10% de suero fetal, 2,2 g/It de Hepes, 2.2 g/It. de bicarbonato 
de sodio, 100,000 unidades internacionales/ de penicilina G y 100 mg/It. de sulfato de 
estreptomicina. 

TITULACIÓN DEL ANTIGENO VIRAL POR HEMAGLUTINACIÓN. 

La titulación del antígeno vira) se hizo por hemaglutinación de acuerdo a la técnica del CDC 
(77). En una microplaca con fondo en "V" se colocaron, a partir del segundo pozo, 25 µ1 de una 
solución de Auletta (9 g de NaCI, 1g de CaCl2  anhidro y 1g de Na2SO4.7H20 en 1000 ml de agua 
destilada, pH 6.4) adicionado de Albúmina Sérica Bovina (ASB) al 0.4%. Se añadieron 50 µl de 
la suspensión vital al primer pozo, con un microdilutor se transfirieron 25 III al segundo pozo, se 
mezcló y se repitió la operación hasta el pozo #8 del cual se desecharon 25 Id. Se agregó a cada 
pozo 25 pI de una suspensión de eritrocitos de pollo de un día de nacido al 0.05%, en Auletta. Se 
agitó cuidadosamente y se dejó reposar durante 60 min a temperatura ambiente (TA). El título se 
tomó como el recíproco de la última dilución que presenta aglutinación de los eritrocitos y se 
expresó en unidades hemaglutinantes por mililitro (HA/m1) (77). 
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DETERMINACIÓN DE ANTICUERPOS CONTRA RUBÉOLA POR 
INHIBICIÓN DE LA HEMAGLUTINACIÓN. 

Titulación de los sueros policlonales anti-rubéola obtenidos de voluntarios. Se tomó una muestra 
de 10 ml de sangre y se colocó en tubos de centrifuga (sin anticoagulante). Se dejó coagular, se 
separó el coágulo y se centrifugó 15 min a 1500 rpm, se separó el suero y se guardó a -20°C. 
Eliminación de los inhibidores inespecificos de los sueros: 
Se mezclaron 0.2 ml de suero con 0.3 ml de amortiguador hepes salino albúmina gelatina (HSAG 
hepes 200 ml ( 29.8 g de hepes, 49.9 g de NaCI, CaCl2.2 H20, pH=6.5 y aforar a 1 litro), ASB 
500 ml (ASB 2%), gelatina 100 ml (25 mg de gelatina a pH=6.2 y aforar a 1 litro)). Se 
añadieron 0.2 ml de heparina/MnCl2  (heparina 5000 Unidades/mi y MnCl2  I M se mezclaron en 
cantidades iguales) y se añadió una suspensión de eritrocitos de pollo al 50% y se incubó por una 
hora a 4 °C. Posteriormente se añadieron 0.8 ml de HSAG y se centrifugó por 15 min a 4 °C a 
2000 rpm. El sobrenadante recuperado se utilizó para la determinación de anticuerpos anti-
rubéola por el ensayo de inhibición de la hemaglutinación (77). 
Titulación por inhibición de la hemaglutinación: 
Se colocaron 25 µI de Auletta en los pozos de la microplaca con fondo en "y" a partir del 
segundo pozo. En el primer pozo se adicionaron 50 µI de suero, con un dilutor se tomaron 25 µI 
y se pasaron al segundo pozo, se mezcló cuidadosamente y se repitió la operación hasta el pozo 
#8 desechando los últimos 25 11. Se añadieron 25 ml del antígeno con un título de 4 unidades 
HA/mi, La placa se incubó por 60 min a TA. Se añadieron 25 µI de la suspensión de eritrocitos de 
pollo al 0.05% y se agitó cuidadosamente. Se dejó reposar durante 60 min a TA. El titulo se 
determinó como la máxima dilución en la cual la hemaglutinación se inhibió y se expresó en 
unidades internacionales (UUm1). 
El título obtenido de los sueros fue de 250 y 500 Unidades Internacionales/ml (UUm1). La 
equivalencia de las UI se obtuvo de acuerdo a lo reportado por Forsgren M. 1985, por la relación 
con un suero de referencia del laboratorio de salud pública de Quebec, Canadá. Las equivalencias 
en UUmi con respecto a las dilucionés de los sueros son las siguientes: 

DILUCIÓN EQUIVALENCIAS EN 
UI/ml 

<1:8 < 3.9 
1:8 4.0 - 7.7 

1:16 7.8 - 15.5 
1:32 31.2 -62.4 
1:64 62.5 -124.9 
1:128 125 - 249.9 
1:256 250 - 499.9 
1:512 > 500 

ANTICUERPOS. 

Anticuerpos policlonales anti-rubéola de origen humano, los cuales se obtuvieron de voluntarios y 
los titulos fluctuaron entre 250 y 500 UUml. 
Anticuerpos monoclonales contra la proteína E1, del virus de rubéola los cuales fueron donados 
por la Dra. Shirley Gillam del Departamento de Patología de la Facultad de Medicina de la 
Universidad de Columbia, Canadá (20). 
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PROPAGACIÓN DEL VIRUS. 

El virus de rubéola se propagó en células Vero. Monocapas de células Vero crecidas en cajas de 
petri para cultivo celular de 100 mm con un 80% de confluencia, se infectaron con 1 ml de la 
suspensión vira! en presencia de medio D-MEM adicionado de I% de suero de neonato de ternera 
y 0.4% de ASB. Se dejó adsorber 1 hora a 35 °C en una cámara húmeda en presencia de CO2, se 
retiró el medio y se completó con medio fresco. Se incubó a 35 °C hasta la observación de efecto 
citopático, Posteriormente se cosechó el sobrenadante y se centrifugó a 1500 rpm. Se tituló la 
infectividad del sobrenadante en células RKI3 y se expresó en TC1D50/ml. 

TITULACIÓN DE VIRUS. 

La infectividad del virus de rubéola se tituló en monocapas de células RK13 semiconfluentes, 
crecidas en placas de 96 pozos en medio 199 con 10% de suero fetal de ternera, los pozos se 
infectaron con diluciones seriadas de la suspensión viral 1:3, hasta una dilución final de 1.2 X 10.6  
en medio RPM1 1640 con 1% de suero fetal de ternera, se incubó una hora para permitir la 
adsorción del virus. Cada ensayo se realizó por cuatruplicado. Las placas se incubaron hasta la 
observación de efecto citopático (3-6) días. El título viral se expresó en TCID50/m1 y se 
determinó utilizando la fórmula de Karber (77). 

INFECCIÓN DE MACRÓFAGOS A 	MULTIPLICIDADES DE 
INFECCIÓN (M01) DE 03 Y 10. 

La infección aguda de los macrófagos se hizo a dos diferentes multiplicidades. Se infectaron con 
el virus de rubéola cepa Therien a MO1 de 0.5 y 10 en presencia de medio RPM1 1640 
suplementado con 1% de suero fetal de ternera, 1 X 103  macrófagos P388D1 crecidos en cajas 
petri para cultivo celular de 60 mm. Se incubó una hora a 35 0C, después de este tiempo se retiró 
el medio y se cambió por 3 ml medio fresco (RPM1 1640 con 3% de suero fetal de ternera). Se 
derminó el número de células viables por exclusión de azul triparto a las 24, 48, 72 y 96 horas 
postinfección (p.i.). Simultaneamente se 	determinó el título del virus extracelular en el 
sobrenadante de estas células. Paralelamente se realizó un control de macrófagos no infectados el 
cual recibió el mismo tratamiento. 

ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION PERSISTENTE. 

Monocapas de macrófagos P388D1, se infectaron con el virus de rubéola a MO1 de 0.5 y 10 de 
acuerdo a lo descrito anteriormente. Los macrófagos infectados se mantuvieron durante 6 días, 
cambiando diariamente el medio por medio fresco. Las células sobrevivientes se subcultivaron por 
un periodo de 2 altos, realizando aproximadamente subcultivos I a 2 veces a la semana. La 
persistencia viral en estos cultivos se ha comprobado a través de la producción de virus 
intracelular (por sonicación) y extracelular (en los sobrenadantes), centros de infección, detección 
del antígeno viral por inmunofluorescencia, inmunoperoxidasa y resistencia a la superinfección 
con el virus original. 

OBTENCIÓN DE UN CULTIVO HOMOGÉNEO POR DILUCIÓN 
LIMITE. 

Se realizaron diluciones 1:10 de algunos pases de los cultivos persistentemente infectados con 
medio RPMI con 5% de suero fetal de ternera y se contó el número de células en cada dilución 
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por exclusión de azúl tripano. Se subcultivaron aquellas diluciones con el menor número de 
células (el mínimo recuperado fue de 5 células/mi) y posteriormente se determinó la presencia de 
virus extracelular por titulación de la infectividad en células RK13, como ya se describió 
previamente. 

RESISTENCIA A LA SUPERINFECCIÓN. 

Un fenómeno observado frecuentemente en infecciones virales persistentes en lineas celulares, es 
la resistencia a la superinfección con el virus original con el que se estableció la persistencia, no 
así a la superinfección con un virus heterólogo. El fenómeno de resistencia al virus homólogo se 
ha definido como interferencia de homólogos y se ha reportado en infecciones causadas por 
algunos virus (43, 78, 79, 80). Nosotros pensamos que el fenómeno de resistencia a la 
superinfección podríamos considerarlo como un parámetro para la confirmación del cultivo 
persistente. 
El pase 38 del cultivo de macrófagos infectados persistentemente, se superinfectó a MOI de 40, 
con medio RPMI suplementado con 1% de suero fetal y antibióticos. Se incubó durante 1 hora a 
35 °C. Posteriormente se cambió el medio por RPMI suplementado con 3% de suero fetal. Se 
determinó la viabilidad celular a las 24 y 48 horas, por exclusión de azul tripano. Paralelamente se 
infectaron macrófagos normales, con una multiplicidad de infección de 40, determinando el 
número de células vivas a las 24, 48, 72 y 96 horas p.i.. 

CENTROS DE INFECCIÓN. 

Monocapas de células RK13 semiconfluentes crecidas en placa de 6 pozos se infectaron con 
diluciones seriadas 1:3, de macrófagos persistentemente infectados hasta una dilución final de 1.2 
X l0-6, en medio RPMI 1640 con 1% de suero fetal de ternera y antibióticos. Para eliminar el 
virus extracelular, los macrófagos se lavaron previamente 20 veces con el medio utilizado para 
las diluciones, se añadieron a las células RK13 y se incubaron una hora a 35°C en atmósfera de 
CO2, posteriormente se añadió medio RPMI 1640 adicionado de 2% de agar. Las placas se 
incubaron a 35 °C hasta la observación de efecto citopático (3-6 días). 

DETECCIÓN DEL ANTIGENO VIRAL EN LAS CÉLULAS INFECTADAS. 

I. INMUNOFLUORESCENCIA. 

Los portaobjetos para cultivo celular de 8 pozos que se utilizaron para los ensayos de 
inmunofluorescencia y peroxidasa de los macrófagos persistentemente infectados, se trataron 
previamente con polilisina con el objeto de favorecer la unión de las células a la superficie del 
portaobjetos. Brevemente, se preparó una solución de polilisina a una concentración de 10 µg/ml, 
se esterilizó por filtración (utilizando una membrana de .22 12), se añadieron 300 111 por pozo se 
dejó adsorber durante 20 mM y posteriormente se lavó con amortiguador de fosfatos (PBS) 
estéril y se dejó secar. 

En los portaobjetos previamente tratados con polilisina se adhirieron por 10 min a 35 °C, 
aproximadamente 1 X 104  células de los cultivos de macrófagos persistentemente infectados.  

Posteriormente se retiró el sobrenadante y se fijaron las células introduciendo el protaobjetos en 
metano! a -20 °C por 5 min y sin dejar secar se introdujo en acetona a -20 0C por 30 seg, y se 
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dejó secar al aire. Se bloqueó toda la noche con PBS adicionado de 1% de albúmina sérica bovina 
y suero de cabra 1:200. Se añadió el anticuerpo policlonal anti-rubéola, diluido 1:25 en PBS 
adicionado de 0.5 % de ASB y se incubó durante 30 min a TA. Se añadió anti-IgG humana 
obtenido en cabra conjugado con fluoresceina preparado en el laboratorio de acuerdo al método 
de J.W. Goding, 1983 y se incubó durante 30 min a TA. Se observó en el microscopio invertido 
Nikkon Diaphot. Paralelamente se realizó en las mismas condiciones un control con macrófagos 
no infectados. La detección del antígeno viral en macrófagos con anticuerpos monoclonales 
(diluidos 1:25 en PBS adicionado de ASB al 0.5%) se ensayó en la forma descrita para el 
anticuerpo policlonal. 

2. INMUNOPEROXIDASA. 

Los macrófagos persistentemente infectados y los controles no infectados se adsorbieron 10 min 
a 35 oc, en los portaobjetos previamente tratados con polilisina. Se retiró el sobrenadante y se 
fijaron las células, como ya se mencionó anteriormente. Se inactivó la peroxidasa endógena con 
metanol adicionado de 3% de H202 durante 45 min a TA. Se bloqueó toda la noche con 1% de 
ASB en PBS con suero de cabra diluido 1:200. Se añadió el anticuerpo anti-rubéola policlonal 
diluido 1:50 en PBS con ASB al 0.5% y se incubó durante 1 hora a 37°C. Se añadió el 
anticuerpo anti-IgG humana conjugado con peroxidasa, obtenido en cabra y se incubó 1 hora a 
37°C. Se agregó 3,-3' Diamino benzidina 0.5 mg/ml en amortiguador Tris pH=7.6 adicionado de 
0.02% de H202 y se incubó durante 30 min a TA. y se observó en el microscopio invertido 
Nikkon Diaphot. 

DETERMINACIÓN DE VIRUS INFECCIOSO INTRACELULAR . 

EL virus intracelular se determinó después de lavar los cultivos de macrófagos persistentes, 20 
veces, con RPMI suplementado con 1% de suero fetal y antibióticos, para eliminar el virus 
extracelular, posteriormente se sonicaron (sonicador Cole-Parmer Ultrasonic Cleaner modelo 
8846-50) durante 5, 10 y 15 min. Se tomaron aficuotas del sobrenadante en los tiempos 
mencionados y se les determinó la infectividad de acuerdo al método descrito anteriormente. 

CONGELACIÓN DE CÉLULAS. 

Con la finalidad de preservar las células persistentemente infectadas se congelaron con 10 % 
dimetilsulfóxido en suero fetal de ternera (medio para congelar ). Aproximadamente I X 106  
células se congelaron en 0.4 ml. de medio para congelar y se mantuvieron a -70 °C. 
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RESULTADOS 

CINÉTICA DE INFECCIÓN A MO1 DE 0.5 Y 10 

La cinética de infección del virus de rubéola en la linea celular de macrófagos se determinó a las 
multiplicidades de 0.5 y 10 hasta 96 horas p.i. Los parámetros que se utilizaron para hacer el 
seguimiento de la infección fueron: la viabilidad celular y la producción de virus extracelular. 

En el cultivo infectado con una moi=0.5 se observó que en los diferentes puntos de la cinética el 
número de células viables fue mayor al número de células en el tiempo cero y la mayor 
producción de virus extracelular se detectó a las 72 horas p.i. (2.48 X 104  TCID50/m1). En 
cambio a la multiplicidad de 10, a las 24 horas hubo una reducción en el número de células del 
44.6% y tlie hasta las 48 horas p.i. que el número de células viables se incrementó. Con respecto 
a la producción de virus extracelular, se encontró que la mayor producción ocurrió a las 48 horas 
p.i. alcanzando un titulo de 4.42 X 104  TC1D50/ml. Estos resultados se muestran en la figura 1. 

INFECCIÓN DE MACRÓFAGOS A DIFERENTES MULTIPLICIDADES 
DE INFECCIÓN 

M01=0.5 	 M01=10 
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celular RK13, 

ukladIal TOYAM 00070 1100 	al 193 	len 	110) 
10 so •11000 	107 	 01 	1“ 

Apartir de estas cinéticas observamos que los macrófagos P388D1 son células susceptibles y 
permisivas a la infección con el virus de rubéola y además que el virus no tiene un efecto citocida 
importante en las células, ya que encontramos que hubo crecimiento celular y que incluso el 
número de células a las 96 horas p.i. en ambos cultivos fue mayor al número de células en el 
tiempo cero. Otro dato importante fue que también encontramos virus extracelular en los 
sobrenadantes de esto cultivos durante las 96 horas que se hizo el seguimiento. 

• M1Ababastrrd. 



19 

OBTENCIÓN DEL CULTIVO PERSISTENTE 

Con base en los resultados anteriores decidimos entonces establecer la infección persistente. La 
obtención del cultivo persistente se realizó empleando dos diferentes multiplicidades de infección: 
0.5 y 10. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 2. 

CULTIVO PERSISTENTEMENTE INFECTADO 
(M01= 0.5 Y 10) 

100.000.000 
10.000.000 

1.000.000 
100.000 
10.000 
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Roa 2. Producción de virus edraoelular durante diferentes pases de los macraapos Infectados a 
diferentes millicaddedss. El sofrenada,* se tituló por lifectivided en °Miles F.<13. 

El virus extracelular producido por los macrófagos infectados, se determinó por TCID50/ml. 
Para la multiplicidad de 0.5 la producción del virus extracelular, en el pase 3 alcanzó un titulo de 
1 X 10' TCID50/ml. A partir de este pase los títulos fueron disminuyendo. Este cultivo sólo se 
continúo hasta el pase 5 puesto que el titulo de virus extracelular fue disminuyendo hasta que ya 
no se encontró virus en el sobrenadante. Como se observa en la figura 2 los macrófagos 
infectados a una multiplicidad de infección de 10 presentaron títulos de virus extracelular que 
fluctuaron entre 1 X 103 - 1 X 10' TCID50/m1 desde del pase 1 hasta el pase 26. 

Otro parámetro que se utilizó para realizar el seguimiento del cultivo persistente fue la 
determinación de centros de infección. La figura 3 muestra el resultado de centros de infección del 
pase 17. El número de células que produjo virus fue muy bajo, en la tabla 1 se muestran los 
resultados de centros de infección para los pases 17, 17.1 y 17.2, en estos pases el porcentaje de 
células que producen virus fluctuó entre 0.1 y 0.4%. 
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Figura 3. Centros de infección de macrófagos persistentemente infectados con el vinis de rubeola. 
Monocapas de células RKI3 semiconfluentes se infectaron con diluciones seriadas 1:3 de los macrófagos 
infectados persistentemente. Se incubaron hasta la observación de efecto citopótico. El titulo se expresó en 
TCID50/ml. En 3A se observa el efecto citopático sobre las células RK 13 que fueron crecidas en presencia 
de macrófagos infectados persistentemente y en 3B se muestra el control de células RK 13 crecidas en 
presencia de macrófagos no infectados. 



TITULO DE VIRUS 
EXTRACELULAR 

(TCID50/m1) 

1X 10  

1X 10'  
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PORCENTAJE 
DE CÉLULAS 

QUE 
PRODUCEN 

VIRUS 

0,2% 

0,1 % 

0.4% 

Tabla 1. El número de células que producen virus infeccioso se determinó por centros de Infección en 
células 111C13. La densidad celular de los cultivos utilizados para determinar los centros de infección fue de 
1 X 10 • células/mi. 

DETECCIÓN DEL ANTÍGENO VIRAL EN LAS CÉLULAS INFECTADAS 
POR INMUNOFLUORESCENCIA E INMUNOPEROXIDASA 

A. INMUNOFLUORESCENCIA. 

La expresión de antígenos virales en las células infectadas persistentemente fue analizada a través 
del ensayo de inmunofluorecencia indirecta utilizando tanto suero policlonal humano anti-rubéola 
(título por IHA 500 UI/m1) como anticuerpos monoclonales dirigidos contra el epitope 
hemaglutinante y neutralizante de la proteína El. En este ensayo se observó que con el suero 
policlonal, alrededor del 50% de las células se detectó presencia de antígeno, en los cultivos 
obtenidos hasta el pase 17. Cuando se usaron los anticuerpos monoclonales 3D5D y 21 B9H el 
porcentaje de células que mostraron antígeno fue entre el 20% y 30%, es decir 20% menor a los 
resultados obtenidos con el suero policlonal, 

B. INMUNOPEROXIDASA. 

En este ensayo se utilizaron anticuerpos policlonales anti-rubéola de humano, el resultado 
obtenido fue similar al de inmunofluorescencia en donde alrededor del 50% de las células 
expresaron antígeno. Estos resultados se muestran en la figura 4. 

En los resultados obtenidos en la titulación de virus extracelular se observó una gran fluctuación 
y al realizar la detección de antígeno por inmunoperoxidasa se encontró que algunas células 
expresaron antígeno y otras no. Esto fue sugestivo de la presencia de un cultivo heterogéneo. Por 
lo tanto se intentó obtener un cultivo homogéneo de células infectadas persistentemente. 
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Fig. 4. Inmunoperoxidasa de macrófagos infectados con el virus de rubéola. Los macróthgos se adsorbieron 
en portaobjetos para cultivo (previamente tratados con polilisina). Se fijaron con metanol-acetona y se 
incubaron con el anticuerpo policlonal anti-rubéola. Los completos inmunes se revelaron con un anticuerpo 
anti-IgG humana conjugado con peroxidasa se incubó y se añadió el sustrato. En 4A se muestran los 
resultados obtenidos en los cultivos infectados persistentemente y en 413 se muestra el control negativo 
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OBTENCIÓN DE UN CULTIVO HOMOGÉNEO PERSISTENTEMENTE 
INFECTADO 

Dilución Limite 

Inicialmente se trató de obtener un cultivo homogéneo por dilución límite, es decir a partir del 
menor número de células que pudieran propagarse. Puesto que no fue posible tener un cultivo a 
partir de una célula, del pase 18 se recuperó un cultivo con un mínimo de 5 células. La 
confluencia en este cultivo se alcanzó en 15 días. Posteriormente se siguieron dando pases y se 
determinó la producción de virus extracelular en cada uno. 

El cultivo obtenido de la donación por dilución mostró títulos entre 2,4 X 105  TCID50/m1 y 7.8 
X 10' TCID50/m1 (figura 5). 

CULTIVO DE MACRÓFAGOS PERSISTENTEMENTE 
INFECTADOS, OBTENIDO POR DILUCIÓN LINITE 

PASES 
("Cubo  penmexte ottenct por atildo lintel 

Figura 5. Producción de virus extracelular durante diferentes pases de los inacrólagos infectados 
persistentemente obtenidos por dilución limite. Los puntos expresen la infectildidad la cual se 
determinó en cédulas RK13. 

En la figura 5 se observa una disminución en las fluctuaciones del titulo del virus extracelular, 
mientras que antes de la dilución los valores del título de virus infeccioso extracelular variaban 
entre 1 X 103  y 1 X 10' TCID50/ml, después de la dilución las variaciones fueron entre 1 X 105  y 
1 X 10" TCID50/ml, esta diferencia se puede explicar con base en la disminución de la 
población de macrófagos no infectados y por lo tanto al enriquecimiento de la población de 
macrófagos infectados persistentemente. La disminución en el titulo probablemente se debió que 
en los cultivos antes de la donación el virus que salió de las células persistentemente infectadas 
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pudo haber infectado a los macrófagos no infectados, por lo tanto en el momento de titular el 
virus infeccioso, en realidad estabamos titulando el virus de una infección persistente más el virus 
de una infección aguda; en el momento de eliminar a los macrófagos no infectados se eliminó el 
virus proveniente de la infección aguda y únicamente permaneció el virus de las células 
persistentemente infectadas. 

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos por centros de infección para el cultivo 
persistente después de diluir. Encontramos que alrededor del 1.12% de las células producían 
virus, lo que representó un 0.9% de incremento con respecto al pase 17 del cultivo persistente 
antes de dilución. El incremento en el porcentaje en estos cultivos varió entre el 0.9 y 2%. 

PORCENTAJE 
DE CÉLULAS 

QUE 
PRODUCEN 

VIRUS 

TITULO DE VIRUS 
EXTRACELULAR 

(TCIDSO/m!) 

1.12% 1 X 107  

1.8% 7 X 105  

2.2% 7.7 X 105  

Tabla 2. En los cultivos obtenidos después de dilución limite se determiné el palmero de células que 
producen vino infeccioso por centros de infección en células 10013. La densidad celular de loa cultivos 
utilizados para determinar los centros de infección fue de 1 X 10 ícéledashal. 

El antígeno viral en los cultivos persistentemente infectados obtenidos después de dilución se 
determinó por inmunofluorescencia, los resultados se muestran en la figura 6. En estos cultivos 
alrederor del 60% de las células presentaron antigeno, es decir se mostró un incremento 
aproximado del 10% con respecto al cultivo antes de la dilución. 
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5,6 X 105  

1.4 X 104  

3.5 X 105  

1.3 X 105  

1.3 X 105  

5.19X105  

3.8X105  

5.5X105  

6X105  

N.D. 

TITULO 
(TCIDSO/m1) 

No. de 
células 

viables/ml 
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RESISTENCIA A LA SUPERINFECCIÓN. 

La resistencia a la superinfección con el virus original se determinó empleando células del pase 39 
y macrófagos P388D1 utilizados como control (infección aguda). Ambos cultivos se infectaron a 
una multiplicidad de infección de 40. 

Como se observa en la tabla 3 a las 24 horas p.i. en los macrófagos control hubo una muerte 
celular del 46,39%, mientras que en este mismo tiempo el cultivo persistente mostró un 27% de 
muerte celular. Apartir de las 48 horas p.i. el cultivo persistente tuvo un incremento en el número 
de células viables superando el número de células en el tiempo cero y el título de virus 
extracelular fluctuó entre 7.8 X 102  a 7.8 X 103  TCID50/ml. Sin embargo, en los macrófagos 
control aún cuando a las 48 horas p.i. aparentemente hubo un incremento en el número de células 
viables a las 72 horas p.i., la muerte celular alcanzó el 52.12%, en el último punto de la cinética en 
el cultivo control se alcanzó una muerte celular del 85%. Estos resultados concuerdan con lo 
citado previamente en la literatura, acerca del comportamiento del cultivo persistente frente a la 
superinfección, el cual es capaz de resistir a la superinfección por el virus homólogo. 

SUPERINFECCIÓN DEL CULTIVO PERSISTENTE 

Tabla 3. Cinética de superinfección M01.40 en una infección aguda y en células infectadas 
persistentemente. Se realizó la superinfección con el virus de rubéola cepa Tberien (virus con el cual se 
obtuvo el cultivo persistente) y se determinó el viras extracelular y el número de células viables por 
exclusión de azul triparto. NI/= No se determinó. " En estos puntos de la cinética el número de células 
viables fue mayor al del tiempo cero. 
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El cultivo que se obtuvo después de la superinfección se continuó subcultivando. La producción 
de virus extracelular se redujo de 1 X 105  TCID50/m1 antes de la superinfección a 1 X 102  
TCID50/m1 después de la superinfección (figura 7), mostrando a lo largo de 16 pases pequeñas 
variaciones en el título de virus extracelular entre 1 X 102 TCID50/m1 y 1 X 102  TCID50/ml. 

CULTIVO DE MACRÓFAGOS PERSISTENTEMENTE INFECTADOS 
Y SUPERINFECTADOS 
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Figura 7 Prcduaido de virus extracelular durante «erectas pasee de los macrátacess infectados 
~nidos pa ladón Amito y superinfectedas (CIA) El sol:ganaderas de debe cultivos se tituló pa 
InfectMded en adulas RK13 

Para determinar el número de células que producían virus en el cultivo persistente después de la 
superinfección se realizó el ensayo de centros de infección. En este ensayo partimos de un cultivo 
de 1 X 106  células/ml y en el pase 39 encontramos que sólo 3.5 X 103  células/ml, lo que 
representó un 34.8% de incremento con respecto al número de células que producían virus del 
cultivo persistente del pase 17 (cultivo persistente antes de haber realizado la dilución limite) y 
con respecto al cultivo obtenido por dilución límite (pase 18) representó un incremento del 33,8% 
(tabla 4). 

EVIZTO DE LA SUPERINVECCIÓN SORIU1 EL CULTIVO PERSISTENTE 

Tabla 4. Superinfección del cultivo persistente a una multiplicidad de infección de 40. Comparación del 
porcentaje de células que expresan antígeno por inmunolluorescencia y las células que producen virus 
infeccioso determinado por centros de infección en células 11X13. La densidad celular de los cultivos 
utilizados para determinar los centros de infección fue de 1 X 10 6  células/ml. 



El ensayo de inmunolluorescencia del pase 39 determinado después de la superinfección mostró 
un porcentaje de células positivas entre 85-95% (figura 8). 

8A 

olP 

811 

Fig. 8. Ininumdluorescencia de macrofagos infectados con el virus de rubéola Los macrofligos se 
adsorbieron en portaobjetos para cultivo (previamente tratados con poldisma). Se fijaron con metano) 
acetona y se incubaron con el anticuerpo policknal ano-rubéola Los completos inmunes se revelaron con 
un anticuerpo anti-Igei humana conjugado con fluoresccina. En 8A se muestra la fluorescencia obtenida en 
los cultivos obtenidos después de la (donación por dilución y ademas stiperinfeetados y en 813 el control 
negativo. 
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PRESENCIA DE VIRUS INTRACELULAR EN CULTIVOS 
PERSISTENTES. 

Para determinar la presencia del virus intracelular se realizó sonicación de los cultivos obtenidos 
por donación por dilución limite y superinfección, Ambos cultivos después de 5 min de 
sonicación presentaron virus en el sobrenadante, lo cual indicó la liberación del virus intracelular 
(figura 9). 

SONICACIÓN DE MACROFAGOS 
PERSISTENTEMENTE INFECTADOS 
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Figura G. Detentninión de vieue Infecte° Intraceliáir, en cuneros pareletenlemenle Infectadas. 

	

Pase 38 obtenido por dllucál 	y pase 40 obtenido por Moción bele y euperintecleffi. Loe 
cubos es latieron, Mete eliminar el ellos adrecaluler, se eonlciron a «yentes tiene» y loe 
sobrenedentee es tituleran par Intectinded en células RK13 

CONGELACIÓN 	DE 	MACRÓFAGOS 	INFECTADOS 
PERSISTENTEMENTE. 

Los macrófagos infectados persistentemente que se congelaron con suero fetal en presencia del 
10% de DMSO se =tuvieron viables hasta después de 1 año 6 meses aproximadamente y una 
vez descongelados los cultivos producían virus extracelular. 
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DISCUSIÓN 

Para el establecimiento de la infección persistente se infectaron macrófagos a dos diferentes 
multiplicidades, una baja (0.5) y otra alta (10). En el sistema en el que trabajamos no fue posible 
establecer un cultivo persistente productivo a bajas multiplicidades por un periodo mayor de un 
mes (pase 7). Sin embargo, con nuestros resultados no podemos descatar la posibilidad se 
infección persistente en macrófagos a bajas multiplicidades como se ha reportado en otras estirpes 
celulares. En cambio trabajando a altas multiplicidades el cultivo obtenido de las células que 
sobrevivieron a la infección se ha mantenido por más de 26 pases y durante todo ese tiempo se ha 
detectado virus extracelular infeccioso. 

En el cultivo obtenido a moi=0.5 el % de muerte celular fue similar al control de macrófagos no 
infectados y a partir del pase 1 se detectó la presencia de virus extracelular (figura 1). 
Probablemente el virus extracelular detectado en el primer pase se haya debido al remanente del 
virus original. En cambio las partículas virales detectadas durante los pases 2 al 5 podrían ser 
producidas por células infectadas en forma aguda. Nuestros resultados discrepan de los resultados 
obtenidos en otros trabajos hechos sobre persistencia con el virus de rubéola obtenidos en células 
Vero, células sinoviales y en células HEp-2 (obfenidas de carcinoma de laringe humano). En 
estos trabajos se reporta el establecimiento de la infección persistente a moi= 0.01, 0.03 0.02 y 2 
(43, 72 y 74). En el trabajo publicado por Abernathy y cola. (1990), se describe una infección 
persistente con el virus de rubéola en células Vero, a una moi= 0.01, en este cultivo se detectó la 
presencia de virus extracelular a lo largo de 173 pases, el cual en ningún momento dejó de 
producir virus, los titulos fluctuaron entre 103-105  unidades formadoras de placa/ml. El hecho de 
que en el cultivo infectado a moi=0.5 a partir del pase 5 no se haya detectado virus extracelular, 
pudo haberse debido a que el número de células infectadas era bajo y en vista de que la población 
no infectada era mucho mayor, es posible que se haya diluido la población infectada a lo largo de 
los subcultivos, Además, cabe mencionar que el seguimiento de la infección persistente se hizo 
originalmente determinando únicamente la presencia de virus extracelular por infectividad, por lo 
que al no detectar virus extracelular en los cultivos infectados a moi=0.5 no se continuaron 
subcultivando. 

Por el contrario, cuando se infectaron los macrófagos a moi=10, a las 24 horas pi se observó que 
alrededor del 50% de las células murió y el titulo de virus extracelular fue de 1 X 104  
TOD50/ml. Sin embargo, a las 48 horas p.i. el número de células viables se incrementó hasta en 
un factor de 10, a partir de ese momento se continuaron dando pases de este cultivo, Como ya se 
mencionó este cultivo continuó produciendo virus extracelular a lo largo de 26 pases. Es posible 
que como en el caso anterior, el virus que se detectó en los primeros pases haya sido el remanente 
del virus original o bien que las células que inicialmente no se infectaron se estuvieran infectado 
de manera aguda y debido a esto se produjera virus extracelular infeccioso. Sin embargo, por el 
hecho de que el título se mantuviera, consideramos que había una mayor cantidad de células 
infectadas. Los subcultivos obtenidos a esta multiplicidad produjeron virus extracelular durante 
todos los pases y observamos una fluctuación entre 103  y 10 TCID50/m1 en los títulos (figura 2). 

Además del seguimiento a través de la producción de virus extracelular se determinó la presencia 
del antígeno viral por inmunoperoxidasa. Los resultados mostraron que una gran cantidad de 
células no presentaron antígeno. Es probable que las células en el momento de la determinación o 
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bien no expresaban antígenos virales o se encontraban en cantidades inferiores a la sensibilidad de 
la técnica que utilizamos (figura 4), 

Para determinar el número de células que producen virus se realizó el ensayo de centros de 
infección. Mediante esta técnica determinamos que el 0.2% de las células produjo virus 
infeccioso. Esto contrasta con los resultados obtenidos por inmunoperoxidasa en donde se 
reportó que alrededor de un 50% de las células presentaron antígeno. Probablemente esto se deba 
a que en el cultivo la mayor parte de las células positivas por inmunocitoquimica no fueron 
capaces de producir partículas virales infecciosas. 

Debido a que el título de virus extracelular fluctuaba entre 1 X 103  y I X 103  TCID50/m1 (figura 
2) consideramos que existía un gran número de células no infectadas que pudieran ser susceptibles 
a la infección por el virus que se estaba produciendo en los cultivos, es decir que estuvieramos 
trabajando con una infección mixta, tanto aguda como persistente. Por lo que intentamos obtener 
un cultivo persistente a partir de una célula, dilución límite, Sin embargo, el mínimo de células que 
se requirieron para propagar los macrófagos fue 5, ya scan células control o infectadas. 

Este cultivo obtenido por dilución límite mostró una gran disminución en las fluctuaciones del 
virus extracelular, esto probablemente se debió a que se enriqueció la población de células 
infectadas ya que al realizar el ensayo de inmunofluorescencia se observó un incremento del 10% 
en las células que presentaron antígeno después de la "donación". Por el ensayo de centros de 
infección también fue posible observar un incremento en la población de células que produjeron 
virus infeccioso (tabla 2). Estos resultados mostraron que a partir de los experimentos de 
"donación" por dilución límite no fue posible la obtención de un cultivo homogéneo 
persistentemente infectado. 

Con la finalidad de obtener un cultivo persistente con mayor proporción de células infectadas 
sobre no infectadas se superinfectó el cultivo a una multiplicidad tal que el porcentaje de 
sobrevivencia fuese muy bajo. Se infectaron a moi=40 macrófagos obtenidos del cultivo 
persistente y macrófagos control. El comportamiento de una infección aguda y de una infección 
persistente ante la superinfección fue significativamente diferente. Mientras que en la infección 
aguda hubo un alto porcentaje en la muerte celular, en la infección persistente solo hubo muerte 
celular de alrededor del 30% y el número de células a las 48 horas fue mayor que el número de 
células en el tiempo cero (tabla 3), lo que indica que la mayor cantidad de células 
persistentemente infectadas sobrevivieron a la infección con el virus original. Este fenómeno de 
resistencia a la superinfección con el virus homólogo se ha reportado en otros sistemas. 

Consideramos que en el cultivo obtenido después de superinfección se obtuvo una población 
celular más homogénea, como se muestra en la tabla 4, así mismo la producción de virus 
extracelular después de superinfección mostró una variación menor en los cultivos de un solo Log 
(102-103), como se puede observar en la figura 7. Las células que sobrevivieron a la 
superinfección se continuaron subcultivando y aquellas células que no estaban persistentemente 
infectadas murieron al ser infectadas a tan alta multiplicidad. Estos datos se confirman con los 
obtenidos por inmunocitoquímica en dónde se observó que entre el 85.95% de las células en los 
cultivos persistentemente infectados presentaron antígeno, comparando estos resultados con el 
cultivo antes de superinfección podemos decir que hubo un incremento de alrededor del 40% 
(figura 8). 
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Los títulos de virus extracelular obtenidos en los cultivos superinfectados fueron bajos con 
respecto a los cultivos iniciales (1 X 103  TCID50/m1 contra I X 101/TCID50/m1), por lo que se 
procedió a determinar la presencia de virus intracelular por sonicación. Para confirmar que el 
virus encontrado después de la sonicación era virus intracelular, los cultivos se lavaron 20 veces 
antes de realizar la sonicación y del último lavado se tomó el sobrenadante, al cual se le 
determinó la presencia de virus titulado por TCID50/ml. Como en este sobrenadante no se 
encontró virus, se concluyó que efectivamente el virus obtenido después de sonicación era virus 
intracelular. Este dato confirmó la presencia del virus de rubéola en las células persistentemente 
infectadas en cultivos obtenidos después de 36 meses de infección. 

Como se observa en la figura 10 el cultivo al inicio del cultivo persistente el porcentaje de células 
infectadas fue bajo y la "donación" por dilución límite pemitió incrementar el alrededor del 10% a 
la población persistentemente infectada. Sin embargo, la superinfección con el virus homólogo 
enriqueció de manera importante, alcanzado hasta un 95%. En esta figura se muestran de manera 
comparativa los resultados obtenidos durante la obtención del cultivo persistente. 

CULTIVO DE MACROFAGOS PERSISTENTEMENTE 
INFECTADOS 

Figura 10. Cultivo persistente comparando el % de células que expresaron antígeno y 
el % de célula* que produjeron virus Infeccioso en los diferentes tratamientos, 
A-DILUCIÓN (antes de dilución), D-DILUCIÓN (después de dilución), 
D-SUPERINFECCIÓN (después de superinfeccIón). 

El establecimiento de la infección persistente en el huésped puede ser debido a su incapacidad 
para eliminar al virus. Puesto que la eliminación del virus depende de la interacción virus-huésped, 
un defecto a cualquier nivel en la interacción sistema inmune-virus puede permitir el 
establecimiento de la infección persistente. El macrófago puede ser un reservorio vital, en donde 
el virus puede alterar algunas de las funciones principales de la célula como puede ser la liberación 
y producción de citocinas necesarias en la regulación de los mecanismos inmunológicos 
involucrados en la eliminación del virus, como puede ser el abatimiento de la respuesta inmune 
celular. Además es probable que exista un bloqueo en la expresión del MHC-I y de las proteínas 
virales, y por lo tanto las células del sistema inmune no reconozcan a las células infectadas y por 
tal motivo el virus pueda establecerse dentro de la célula hospedera tal como sucede en otros 
modelos (81). 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

En el presente trabajo se estableció un cultivo persistentemente infectado, en una línea celular de 
origen murino similar a macrófagos, con el virus de rubéola. La confirmación y el seguimiento de 
la persistencia viral se hizo titulando virus infeccioso extra e intracelular y determinando por 
inmunocitoquímica la presencia de antígenos virales. Por superinfección se logró incrementar la 
proporción de células infectadas respecto a las no infectadas. 

Cabe mencionar la importancia del establecimiento de la infección persistente en una línea celular 
de defensa del organismo, ya que en los trabajos existentes de persistencia ningún autor menciona 
el establecimiento de la persistencia en células de defensa. Como ya se mencionó anteriormente, 
para que el virus pueda persistir en el organismo es necesario evitar la detección y eliminación por 
el sistema inmune del hospedero, por lo tanto si el virus es capaz de establecer infección 
persistente en células de defensa, puede eficazmente evadir al sistema inmune. 

El cultivo persistentemente infectado en ningún momento dejó de producir virus extracelular y la 
población celular persistentemente infectada fue mayor a lo que reportan otros autores (50%), 
mientras que Abernathy y cols (1990) reporta entre un 10-30% de células que expresan antígeno y 
en cuanto al número de células que producen virus infeccioso aproximadamnte se reporta la 
misma cantidad entre 0.2 y 0,3%. 

El cultivo persistente que se obtuvo fue heterogéneo, es decir teníamos la presencia de células 
infectadas y no infectadas. Se trató de homogeneizar el cultivo realizando dilución limitante. Sin 
embargo, este procedimiento no favoreció la selección de células infectadas en el cultivo. 

Otra información importante fue el fenómeno de resistencia a la superinfección por el virus 
homólogo. Este fenómeno se ha reportado para otros virus y en nuestro cultivo con el virus de 
rubéola pudimos observar que a las 24 horas p.i. hubo una reducción significativa en el número de 
células viables y las células que sobrevivieron a la infección posteriormente se siguieron 
cultivando. Es importante mencionar que mientras que antes de realizar la superinfección los 
cultivos producían virus extracelular entre 103-103  TCID50/ml, y después de la superinfección el 
virus extracelular detectado fluctuó entre 102-103  TCID50/ml. Con base en los resultados 
anteriores se moldearon los cultivos persistentes y encontramos títulos de virus infeccioso 
intracelular entre 103.10' TCID50/ml. 

Este trabajo permite abrir un panorama amplio de estudio de los mecanismos relacionados con el 
establecimiento de las infecciones persistentes ya que podemos continuar con el estudio de las 
características del virus que persiste así como las alteraciones que sufre la célula infectada. En 
nuestro modelo establecido en el laboratorio con macrófagos de origen murino, consideramos 
importante continuar con el estudio del efecto de la persistencia sobre las propiedades inmunes del 
macrófago. 



APENDICE. 

MATERIAL Y REACTIVOS. 

Células: 

Células Vero, adquiridas originalmente del ATCC (Cat. CCL Si) 
Células RK13, adquiridas originalmente del ATCC (Cat. CCL 37) 
Células P3888D1, adquiridas originalmente del ATCC (Cat. TIB 63) 

Material para cultivo: 

Botellas para cultivo de 75 cm2  (COSTAR Cat. 3055) 
Caja petri para cultivo celular de 60 cm2  (COSTAR Cat, 3060) 
Microplaca de 96 pozos con fondo en "V" (Costar Cat. 3894) 
Microplaca de 96 pozos para cultivo con fondo plano (Costar Cat. 3599) 
Microplaca para cultivo de 6 pozos (COSTAR Cat. 3406) 
Portaobjetos para cultivo (COSTAR Cat. 4818) 

Medios y suplementos para cultivo:  

MEM (GIBCO Cat. 12100-046) 
Medio 199 (GIBCO Cat. 31100-035) 
RPMI 1640 (GIBCO Cat. 31800-022) 
Suero de neonato de ternera (BIOEXPORT Cat. 201) 
Suero fetal de ternera (BIOEXPORT Cat. 201) 
Hepes (SIGMA Cat. H-0763) 
Bicarbonato de sodio (Productos químicos Monterrey Cat. 1290) 
Penicilina G (SIGMA Cat. P-3032) 
Sulfato de estreptomicina (SIGMA Cat. S-6501) 
Nistatina (SQUIBB Cat. 550). 

Reactivos: 

NaCI (MERCK Cat. 6404) 
CaCI 2 anhidro (QUIMICA DINÁMICA Cat. C3200) 
NaSO4.7H20 (MERCK Cat 6649) 
Albúmina Sérica Bovina (SIGMA Cat. A-3350) 
Gelatina (SIGMA Cat. G 1890) 
Heparina 5000 Unidades/ml. (SIGMA Cat. H-3125) 
MnCl2 . (J:T: Baker Cat. 2500) 
Polilisina (SIGMA Cat. P-1399) 
Metanol (MERCK Cat. 3705B21583) 
Acetona (QUIMICA DINÁMICA Cat. A0500) 
Anti-IgG humana (SIGMA Cat. 19891) 
Isotiocianato de fluoresceina (SIGMA Cat. F1628) 
H202 (PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY Cat. 5600) 
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Anti-IgG humana conjugado con peroxidasa, obtenido en cabra (Amersham NA 933) 
3,-3' Diamino benzidina (SIGMA Cat. D-5637) 
Dimetilsulfóxido (DMSO J.T. Baker Cat. 9224) 
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