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INTRODUCCION

1. Caracteristicas del virus de Rubéola.

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

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

Poco se conoce de fa estructura del virus de rubéola, excepto su tamailo y forma, Como otros
Togavirus, parece ser una particula esférica. Mediante microscopla electrénica se ha demostrado
que el virion tiene un tamafio de 60 nm y el core entre 30-35 nm (3,4). El virus de rubéola es labil
al calor, se inactiva rapidamente a 56 OC, pero a 37 ©C tiene un decaimiento més lento en su
actividad (2). Este virus se inactiva por iones hidrégeno fuera del rango considerado como
fisiologico. El virus de rubéola puede ser mantenido por varios dias a 4 OC y por periodos
prolongados a -70 °C (5).

El genoma del virus contiene 9757 nucléotidos y estd 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 proteinas no estructurales y
otro de 3189 nucléotidos en el extremo 3’ terminal (una tercera parte del genoma) que codifica
para las proteinas 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 replicacién del virus para el desenrollamiento de la estructura secundaria,
durante 1a transcripcion y la traduccion sea muy alta. Una mayor estabilidad puede ser benéfica
para la estructura del virion o para la regulacion de la expresion génica (8).

Proteinas estructurales

El virion contiene 3 proteinas estructurales: la proteina de la capside C (33 kDa) y dos
glicoproteinas de envoltura Eq (58 kDa) y E1 la cual se encuentra en dos formas Eg, (47 kDa) y
Egp (42 kDa), éstas difieren en la secuencia de sus cadenas de oligosacéridos (6, 9, 10).

El genoma del virus de rubéola esta constituido por una molécula de RNA de cadena sencilla de
polaridad positiva de 408 (11). La transcripcion del extremo 3' del RNA genémico produce un
RNA[, subgenéwnico de 24S (12, 13). Este RNAm subgendmico tiene 3383 nucléotidos de
longitud, en el que en el extremo 5’, e encuentra un marco de lectura de 2978 nucléotidos
excluyendo la regién 3’ terminal que codifica para un precursor de 110 kDa (p110). La suma de
los pesos moleculares de las formas no glicosiladas de las proteinas E|, Ep y C es 116 kDa, y se
ha encontrado que p110 es el precursor de las tres proteinas estructurales, NH2-C-E2-E|-COOH.
Se ha reportado que la cantidad relativa de las proteinas estructurales en los aislados virales que
es 5:1:5 para E|:Eq:C respectivamente (14).



Glicoproteina E,,

E| estd presente en el virus maduro en forma monomérica o en forma de homodimero de 105
kDa. Forma heterodimeros al asociarse con la glicoproteina Ep; esta oligomerizacion parece ser
necesaria para que se realice el transporte eficiente de Ep y Ey del reticulo endoplasmico hacia el
aparato de Golgi (3,15). La molécula Eq madura contiene dominios que han sido definidos con
anticuerpos monoclonales y que estan involucrados en la adhesion del virus a la superficie de los
eritrocitos y en el inicio de fa infeccién (15, 16, 17). Puesto que los anticuerpos con actividad
neutralizante y de inhibicién de la hemaglutinacion estdn dirigidos contra E{, se ha sugerido que
esta proteina induce la respuesta de células B, por lo tanto puede ser un candidato para la
obtencion de vacunas (18, 19, 20).

Glicoproteina E;.

Ej se deriva de un precursor no glicosilado de 30-34 kDa (21). La funcién de E; aun no se
conoce. Al menos una porcion de Ey parece estar expuesta en la superficie del virus. Un dominio
de Ia proteina Ej parece estar asociado con la infectividad del virus y otro con la hemaglutinacion
y probabiemente algunos antigenos especificos de cada cepa parecen residir en esta molécula (22,
23, 24, 25). La proteina E tiene una longitud de 282 aminodcidos y contiene cuatro dominios
potenciales de glicosilacion y un dominio transmembranal cerca de su extremo COOH-terminal
(8, 24).

Proteina C.

Se ha encontrado que la proteina C forma homodimeros espontaneamente aun si se expresa en
ausencia de otras proteinas. Estos dimeros estin 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 dimero de proteina C confieren
estabilidad en la conformacién de la estructura del virus (11, 21, 26).

Se ha propuesto que la proteina C tiene 300 aminoacidos y que la mitad de su extremo NHj-
terminal es de naturaleza hidrofobica la cual interactia con el RNA del virion. En el extremo
COOH-terminal de ia proteina C hay una region de 20 aminoAcidos de naturaleza hidrofabica la
cual funciona como la secuencia sefial para Ep, indicando que el rompimiento del precursor
poliprotéico puede ser catalizado en el lumen del reticulo endoplasmico.

Multiplicacion,

Las etapas iniciales de Ia infeccion por el virus de rubéola (adhesion y entrada) ain no estn bien
definidas. Aun cuando no se han identificados receptores especificos, se ha documentado
ampliamente la entrada de estos virus a macréfagos en cultivo en presencia de anticuerpos. En
5108 casos se cree que la entrada del virus esth mediada por la presencia de los receptores Fc
presentes en el macrofago (27). Una vez dentro de las células, el RNA genomico es utilizado
como molde para la traduccién de proteinas, produciendo las proteinas no estructurales necesarias
para 1a replicacion del virus (2). Actualmente hay poca informacion acerca de las proteinas no
estructurales del virus de rubéola. Por analogia con los Alfavirus estudiados, estas proteinas no
estructurales probablemente incluyen moléculas involucradas en la replicacion del virus (2, 28).

Durante la replicacion del virus de rubéola se producen varias especies de RNA. Estas incluyen el
RNA genomico 40S, el RNAm 248, un RNA de doble cadena 19-20S e intermediarios 218.
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Usando el ensayo de inmunofluorescencia para detectar las especies de doble cadena del RNA, se
han observado zonas citoplasmicas fluorescentes en las células infectadas, esto comprueba que la
replicacion 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 vesicula lisosomal. El pH bajo presente en los lisosomas
induce a la proteina E| a participar en la fusién del virus a la membrana lisosomal. La actividad
fusogénica de E| se presenta a un pH mas bajo que el que necesitan otros Togavirus. Al mismo
tiempo, el pH bajo (aproximadamente 5) induce un cambio en la solubilidad de la proteina C
permitiendo |a asociacion de la cApside con la membrana lisosomal, provocando el desnudamiento
intralisosomal. Finalmente se libera el RNA viral al citoplasma (7, 32).

La maduracion del virus de rubéola ocurre cuando el RNA se une a la membrana celular, en
donde adquiere las proteinas virales de la envoltura Ey y E| y lipidos de la célula hospedera. El
proceso de gemacion puede comenzar en las membranas intracelulares (Golgi, mitocondria y
reticulo endoplésmico) o en la membrana plasmética. 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. Infeccién en humanos.

Desde mediados del siglo XIX la rubéola se consideré como un exantema benigno de la infancia,
y fue hasta 1941cuando el oftalmélogo, Norman Gregg describié la asociacién de la infeccion
intrauterina por rubéola con la catarata congénita. Posteriormente se encontr6 que la sordera,
cardiopatias 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 via de entrada de 1a infeccion es el aparato respiratorio con
diseminacion hacia tejidos linfiticos y posteriormente al torrente circulatorio. El periodo de
incubacién es de aproximadamente 16 a 18 dias, con signos o sintomas prodrémicos minimos.
Frecuentemente, la enfermedad comienza con fiebre leve y signos respiratorios que preceden en
forma inmediata a la erupcién. En nifios es comiin observar la erupcion, pero en el adulto la
infeccion puede ser oculta o presentarse sélo como una faringitis en hasta un tercio de los
pacientes. La erupcion habitualmente desaparece hacia el tercer dfa. Aunque las complicaciones
mayores son raras (plspura trombocitopénica y encefalitis), a 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 mds comiin en mujeres. En algunos pacientes,
la persistencia del virus en células sinoviales se ha asociado con poliatritis y artralgia de larga
duracién (36).

La infeccion congénita con rubéola puede dar como resultado una amplia variedad de
anormalidades incluyendo, sordera, cardiopatias congénitas, defectos oculares (cataratas,
glaucoma, retinitis y microftalmia), retardo del crecimiento, plirpura trombocitopénica, osteitis,
hepatitis, neumonia, encefalitis y lesion cerebral con retardo mental. Ademas de las
malformaciones compatibles con la vida, la infeccion intrauterina por rubéola puede producir
muerte del feto, aborto y muerte neonatal (37, 38). Estudios recientes también indican un
aumento significativo de diabetes mellitus, neumonia cronica, tiroiditis y encefalitis degenerativa
entre los sobrevivientes de infeccion intrauterina (39, 40, 41),
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Desafortunadamente ¢l mecanismo preciso de la teratogénesis causada por el virus de rubéola adn
no se conoce, pero probablemente este sea multifactorial. Una de las hipdtesis que se han
generado para explicar los mecanismos de teratogénesis, es que el efecto de la replicacién del
virus durante estados criticos de !a ontogenia de 6rganos fetales, incrementa el amplio rango de
anormalidades que comprenden el sindrome de rubéola congénita (SRC) (42).

Dentro de los defectos oculares presentados en ¢l SRC las cataratas presentes contienen células
picnéticas caracteristicas en el nicleo del cristalino y necrosis no inflamatoria de las células
pigmentadas del epitelio de la retina, asi como zonas ms o menos pigmentadas de la retina. Aun
cuando existen datos que sugieren fuertemente que el dafto jn ufero esta directa o indirectamente
relacionado con la replicacién del virus en el tejido de la célula hospedera, hay una evidencia
considerable que sugiere que el daflo perinatal y particularmente el postnatal esta en parte
mediado por el sistema inmune. Los cambios patologicos en nifios que murieron después del
nacimiento usualmente incluyen cambios inflamatorios en uno o mas 6rganos, particularmente en
el pulmén y cerebro. Los complejos inmunes que contienen antigenos del virus de rubéola pueden
tener algun 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 sindrome de rubéola congénita provoca defectos especificos en la respuesta inmune mediada
por células, La severidad de los defectos varia con la edad gestacional y con el tiempo de
infeccién. Cuando la rubéola materna ocurre durante los 2 primeros meses del embarazo, los
linfocitos de sangre periférica del nifio con rubéola congénita no son capaces de responder a log
antigenos del virus de rubéola, lo cual se ha medido por estimulacion de linfocitos, produccion de
interferén o de factores de migracion o inhibicion de linfocitos. En los nifios que han tenido
rubéola durante el tercero o cuarto mes gestacional, esta respuesta es parcialmente suprimida y el
efecto s menos severo que para los niflos con rubéola en el quinto o sexto mes de gestacion (45).

La persistencia prolongada del virus de rubéola en tejidos extraidos de fetos sugiere que ni las IgG
tranferidas por Ia madre ni el desarrollo del sistema inmune del feto pueden eliminar al virus {n
utero, aun cuando las IgG maternas y las IgM fetales puedan neutralizar al virus jn vitro. Los
infantes infectados durante los primeros meses de gestacién frecuentemente muestran alteracién
en la citotoxicidad especifica contra el virus de rubéola, en la respuesta celular y en la secrecion
de linfocinas, aun cuando puedan producir anticuerpos especificos anti-rubéola IgM, IgA e IgG
43).

La reinfeccion en presencia de anticuerpos especificos 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
vacunacion generalmente son mas bajos que los inducidos por infeccién natural, pero atn estos
niveles parecen ser suficientes para proteger contra infecciones subsecuentes (46).

Las enfermedades cronicas asociadas con {a 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 mas
de 10 afios 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 lineas celulares como
indicadores de efecto citopético. La presencia del virus de rubéola en complejos inmunes
circulantes demuestra la relacion de! virus con la enfermedad. Una caracteristica 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 oligodendroglia,
asi como una completa destruccion de las células de Purkinje, lo que puede sugerir: a) algin
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 infeccion viral desde 1864,
cuando J. Stang describid un caso de diabetes después de haberse presentado sarampion. El
primer reporte de la asociacion del sindrome de rubéola congénita y diabetes aparecio en 1942,
cuando se menciond un caso de diabetes en un nifio con SRC. La capacidad del virus de rubéola
para replicarse y causar lesiones en el pancreas puede estar relacionada con el desarrollo de
diabetes. La diabetes mellitus se presenta en alrededor del 20 % de los adultos jovenes con SRC.
Una proporcion de pacientes con diabetes mellitus y con SRC han demostrado tener
autoanticuerpos que reaccionan con antigenos no identificados de células de los islotes de
Langerhans. Entre el 20-30% de los nifios 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 morfologicamente normales y no hay infiltracion celular. Se han propuesto
varios mecanismos para explicar la produccion de la diabetes insulino dependiente por los virus,
aparentemente la produccion de autoanticuerpos parece ser un factor importante. Ademds es
probable que el péncreas sea un organo blanco en donde se lleva a cabo la replicacion del virus de
rubéola in utero (49).

En pacientes infectados después de! nacimiento la persistencia del virus se ha asociado con varias
formas de artritis cronica. La artritis cronica también se ha asociado con frecuencia a
reinfecciones después de vacunacion contra el virus de rubéola, principalmente con la vacuna
atenuada de las cepas RA27/3, HPV77DES y HYV77-DKI12 (50, 51). La persistencia viral en
linfocitos periféricos y en macrofagos parece estar relacionada con la patogénesis de la artritis
asociada con rubéola. Aunque este mecanismo no es claro, la reactivacion periddica del virus de
rubéola de linfocitos periféricos infectados persistentemente podria resultar en la formacion de
complejos inmunes virus-anticuerpo, los cuales pueden iniciar una reaccion inflamatoria localizada
en las articulaciones. Otra posibilidad es que el principal sitio de persistencia viral puedan ser las
articulaciones por si mismas, de tal manera que al momento de reactivarse el virus pueda pasar a
la circulacién (52).

En muchas comunidades urbanas, la infeccién por rubéola se adquiere tempranamente en la nifiez,
principalmente en edad escolar. Sin embargo, dado que no es una enfermedad altamente
contagiosa como el sarampion 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 afios, con menor nimero de casos en los aflos intermedios. Este
ciclo se interrumpi6 en 1969 cuando comenzaron los programas de vacunacion y en los Estados
Unidos no han habido grandes epidemias desde la pandemia de 1964-65. En 1983 se reportaron
s6lo 954 casos de rubéola. La epidemiologia de la rubéola ha sido estudiada fundamentalmente
por encuestas seroldgicas retrospectivas, las cuales revelan la frecuencia y distribucion de
anticuerpos especificos como indice de la infeccion, ya que la enfermedad frecuentemente es
subclinica o de dificil diagnéstico (2, 53).

En la ciudad de México, las encuestas serologicas entre 1968-1969 demostraron que la infeccion
por rubéola es muy frecuente en la infancia, que se inicia desde el primer aiio de vida, alcanzando
su méxima incidencia durante la edad escolar, en tal forma que mas del 95% de los adultos tienen
anticuerpos. En México se han reportado entre 1993 y marzo de 1996 143,033 casos (Boletin
semanal de la Direccién General de Epidemiologia, S.S.A. 1993-1996). La transmision habitual
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es por via respiratoria, pero la prolongada viruria de los niflos congénitamente infectados puede
ser de gran importancia en la diseminacién a sus contactos cercanos. Se ha encontrado una
correlacion estadistica entre la presencia de ciertos antigenos MHC (HLA-A, HLA-A8 y HLA-
A3) y la prevalencia de seropositividad en una poblacién geografica restringida, pero alin no esta
claro si esta asociacion contribuye de manera importante a las variaciones regionales en la
expresion de la enfermedad o si estdn asociadas con la mégnitud 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 categorias: a) infeccion
crénica (productiva), en la cual el virus infeccioso estd presente y puede ser aislado por métodos
convencionales, durante todo el tiempo aunque la sintomatologia no sea aparente y b) infecciones
latentes, en las cuales el genoma viral estd presente pero generalmente no se produce virus
infeccioso excepto durante episodios de reactivacion que por lo general son intermitentes (2).

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

Regulacién del potencial litico.

Las caracteristicas histopatolégicas comunes de una infeccion viral aguda son: destruccién de
tejido, necrosis celular e infiltracién celular, las cuales se utilizan como sefiales para la
confirmacién de la infeccion. Sin embargo, la infiltracidn celular y la destruccién de las células
infectadas no se presentan en una infeccion persistente. En una infeccién 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 infeccion persistente por virus
de RNA. Oldstone 1991, propone que la infeccién persistente se establece por la reduccién o
control de Ia transcripcion de los genes virales especificos o bien de sus transcritos. También se ha
propuesto que las mutantes virales presentes en los cultivos persistentes desempefian un papel
importante en el establecimiento de una infeccién persistente. Estas mutantes van desde las
particulas 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 litico 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 partlculas defectuosas, las cuales en cultivos
celulares generan placas pequefias, probablemente debido a que la produccién viral es menor o
bien a que la capacidad de fusion disminuye (56).

La influencia de los tejidos del hospedero y tipus celulares en la seleccion de las variantes virales
durante una infeccién crénica se propuso como un mecanismo evolutivo en la interaccion virus-
hospedero. La variedad de 6rganos y tipos celulares presentes en el cuerpo proveen un medio
ideal para la seleccion de variantes virales. Dada la alta tasa de mutacion de los virus, es probable
que la seleccion tejido-célula especifica sea un aspecto importante para la evolucién de los virus,
lo cual se aplica en particular a los virus que causan infecciones crénicas (57, 58).



Mecanismos de evasion del sistema inmune,

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

La variacion antigénica del virus es el mecanismo mas efectivo de escape de los anticuerpos
neutralizantes. Los cambios en la estructura o en la expresion de las proteinas virales, ya sea de
proteinas de la cépside o las glicoproteinas de la envoltura, son un mecanismo importante
mediante el cual los virus pueden evitar su eliminacién 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 proteinas virales, que son presentados
en la superficie de las células presentadoras de antigeno asociados a las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC). Los virus pueden reducir la expresion del MHC en las
células infectadas y por lo tanto, logran evadir el sistema inmune (61).

Los antigenos clase I del MHC se encuentran en todas las células excepto en las neuronas, la
unién del polipéptido es lineal y ocurre como consecuencia de la fragmentacion proteolitica, de
una proteina viral, usualmente sintetizada dentro de la célula. Los virus pueden reducir la
expresion del MHC en las células infectadas y por lo tanto , disminuir la presentacién de antigenos
virales a linfocitos T. Por ejemplo, la proteina E19 de Adenovirus forma un complejo con las
moléculas nacientes del MHC en el reticulo endopldsmico y evita que emigren hacia la superficie.
Otro ejemplo se presenta en la infeccion por Citomegalovirus en donde se ha encontrado que en
la secuencia de nucléotidos del virus, estd presente un marco de lectura abierta cuyo producto de
traduccion tiene homologfa con la cadena pesada del MHC-I. De esta manera el virion se une a la
beta 2-microglobulina y las células infectadas son incapaces de sintetizar moléculas maduras del
MHC-I (62, 63).

Los virus pueden infectar selectivamente células del sistema inmune. En un gran nimero 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 asi como a los animales alteran
lns funciones especializadas de células como neuronas, glia y linfocitos sin destruirlas (64).

La habilidad de los virus para infectar linfocitos y macrofagos tiene importantes implicaciones y
probablemente juega un papel importante en la diseminacion de la infeccion, en el mecanismo de
latencia y persistencia viral. Es probable que los linfocitos y los macréfagos sean unas de las
cétulas donde la replicacion y persistencia es mayor en humanos, Puesto que muchos virus pueden
replicarse en linfocitos y pueden de ese modo inhabilitar la respuesta inmune especifica, el
linfotropismo puede ser un mecanismo comin para iniciar la persistencia viral (65, 66). En
algunos casos el defecto en los linfocitos puede desencadenar una inmunosupresion generalizada.
La persistencia producida por el virus de sarampion se ha estudiado para explicar los mecanismos
de inmunosupresion, en este modelo se ha observado que el virus suprime la funcién de linfocitos
Ty B, manteniendo cada tipo celular en la fase G, tardia del ciclo celular. La replicacion del virus
requiere de factores no determinados que evidentemente no estan presentes en los linfocitos en la
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fase Gg. Si el virus mantiene a los linfocitos en la fase G|, satisface sus requerimientos de
replicacion y una vez activados los linfocitos infectados son metabélicamente permisivos para la
replicacion viral. Ademds el virus del sarampién suprime algunas funciones del linfocito requeridas
para la diferenciacion terminal (63, 67).

4. Persistencia por el virus de Rubéola.

El virus de rubéola se ha aislado de tejido linfoide después de una infeccion natural, de individuos
infectados después de vacunacion y también de infeccion 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 encontrd que el macrofago es la célula que principalmente se infecta,
lo cual permite la diseminaci6n del virus en el organismo. La capacidad del virus de rubéola para
replicarse en los macrofagos se incrementa durante su cultivo in vitro (49).

La infeccion persistente con el virus de rubéola puede existir en células humanas sin evidencia de
efecto citoptico o destruccion celular, con una débil interferencia en la sintesis de algunas
proteinas celulares. El virus de rubéola establece infeccidn persistente jr vitro en lineas celulares,
de diferentes estirpes, en la cual se ha ensayado (43, 69, 70, 71). Como ya se ha mencionado, en
una infeccion 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 reduccion en su
capacidad normal para sintetizar coligena, probablemente como resultado de una profunda
deficiencia en la internalizacion y en el metabolismo de los factores de crecimiento. En infeccion
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 infeccion fetal en humanos sobre los drganos auditivo, ocular y glandular se
ha documentado ampliamente y se ha observado, que en el caso del daflo ocular, se reduce la
fagocitosis, la cual es una funcién secundaria de las células epiteliales de la retina (72, 73, 74).

La presencia de particulas defectuosas y mutantes termosensibles se ha observado en una linea
celular de fibroblastos de riflon de mono (células Vero) infectadas persistentemente (43, 50 56), lo
cual sugiere que jueguen un papel importante en la replicacion lenta y no citopética del virus de
rubéola (73, 75). La infeccion con rubéola y la inmunizacién con ef virus atenuado se ha asociado
con el desarrollo de la artritis cronica (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 crénicas 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 caracteristicas
sugieren una infeccion viral, ya que presenta fiebres altas, artralgia o artritis, eritema
maculopapular y leucocitosis, y se ha asociado con varios posibles agentes etiologicos entre los
que destacan rubéola, sarampion, parainfluenza, Epstein Barr y citomegalovirus. En algunos
pacientes con esta enfermedad se ha aislado el virus de rubéola de macrofagos,

Se ha reportado ampliamente que los virus pueden infectar células del sistema inmune evadiendo
¢l ataque del propio sistema inmune y estableciendo infecciones persistentes siendo el macrofago
es una célula del sistema inmune cuya finalidad es destruir agentes extrafios y puesto que se ha
reportado la presencia del virus en macréfagos aislados de pacientes con la enfermedad de Still's
(76), nosotros consideramos importante el establecimiento de un modelo in vifro que nos permita
estudiar la persistencia viral en este tipo de células, La persistencia del virus de rubéola puede
tener un papel importante en Ia patogenia de la infeccién y en los efectos secundarios originados
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por vacunacién y reinfeccién. Debido a que es dificil estudiar las interacciones virus-célula en un
sistema in vivo, decidimos establecer la infeccion persistente en un modelo jn vitra y para ello
seleccionamos una linea celular de origen murino (P388D1), la cual tiene caracteristicas de
macréfagos.



OBJETIVOS.

I. Establecer con el virus de rubéola una infeccion persistente en una linea celular similar a
macrofagos de origen murino (P388D1).

2. Analizar las caracteristicas del cultivo persistente midiendo:

a) Produccién de virus extracelular e intracelular durante los subcultivos
b) Expresion de antigeno viral en las células infectadas

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

HIPOTESIS.

El virus de rubéola puede persistir en una linea celular similar a macréfagos (P388D1) y por
medio de la superinfeccién con el virus homélogo se incrementa el porcentaje de células
persistentemente infectadas.



MATERIAL Y METODOS.
VIRUS.

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

CELULAS.

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

Linea celular de rifion de conejo RK|13, fué donada por la Dra. Shirley Gillam del Departamento
de Patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Columbia, Canada. Esta linea se
adquiri6 originalmente del ATCC. Las células se crecieron en cajas de 75 ¢cm’ y se mantuvieron
en medio 199 suplementado con 6-10% de suero fetal de ternera, 2.2 g/lt de Hepes, 2.2, g/t de
bicarbonato de sodio, 100,000 unidades internacionales/It de penicilina G, 100 mg/it de sulfato de
estreptomicina y 100 mg/lt de nistatina. ‘

Linea celular de origen murino (P388D1), fue donada por el Dr. A. Tingle el cual la adquiri6
originalmente del ATCC. Esta linea se aislo de un neoplasma linfoide (P388) de ratén DBA/2 y
presenta caracterfsticas similares a macrofagos (en lo sucesivo se denominaran macréfagos).
Estas células se mantuvieron en cajas petri para cultivo celular de 60 ¢m’, crecidas en medio
RPMI 1640 y suplementado con 2-10% de suero fetal, 2.2 g/lt de Hepes, 2.2 g/lt. de bicarbonato
de sodio, 100,000 unidades internacionales/It de penicilina G y 100 mg/lt. de sulfato de
estreptomicina.

TITULACION DEL ANTIGENO VIRAL POR HEMAGLUTINACION,

La titulacion del antigeno viral se hizo por hemaglutinacion de acuerdo a la técnica del CDC
(77). En una microplaca con fondo en “V” se colocaron, a partir del segundo pozo, 25 ul de una
solucion de Auletta (9 g de NaCl, 1g de CaCl; anhidro y 1g de Na;SO4-7H,0 en 1000 ml de agua
destilada, pH 6.4) adicionado de Alblimina Sérica Bovina (ASB) al 0.4%. Se aftadieron 50 ul de
la suspension viral al primer pozo, con un microdilutor se transfirieron 25 pl al segundo pozo, se
mezcl0 y se repitio la operacion hasta el pozo #8 del cual se desecharon 25 pl. Se agreg6 a cada
- pozo 25 pl de una suspension de eritrocitos de pollo de un dia de nacido al 0.05%, en Auletta. Se
agit6 cuidadosamente y se dejo reposar durante 60 min a temperatura ambiente (TA). El titulo se
tomé como el reciproco de la Gltima dilucion que presenta aglutinacion de los eritrocitos y se
expresd en unidades hemaglutinantes por mililitro (HA/ml) (77).
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DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA RUBEOLA POR
INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION,

Titulacion de los sueros policlonales anti-rubéola obtenidos de voluntarios. Se tomé una muestra
de 10 ml de sangre y se coloc6 en tubos de centrifuga (sin anticoagulante). Se dejé coagular, se
separd el codgulo y se centrifugé 15 min a 1500 rpm, se separé el suero y se guardé a -20°C,
Eliminacién de los inhibidores inespecificos de los sueros:

Se mezclaron 0.2 ml de suero con 0.3 ml de amortiguador hepes salino albimina gelatina (HSAG
hepes 200 ml ( 29.8 g de hepes, 49.9 g de NaCl, CaCly2 H;0, 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
afladieron 0.2 ml de heparina/MnCl, (heparina 5000 Unidades/ml y MnCl; 1 M se mezclaron en
cantidades iguales) y se afladio una suspensién de eritrocitos de pollo al 50% y se incubé por una
hora a 4 °C. Posteriormente se afiadieron 0.8 ml de HSAG y se centrifugé por 15 mina 4 °C a
2000 rpm. El sobrenadante recuperado se utilizé para la determinacidn de anticuerpos anti-
rubéola por el ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion (77).

Titulacion por inhibicion de la hemaglutinacion:

Se colocaron 25 pul de Auletta en los pozos de la microplaca con fondo en “V” a partir del
segundo pozo. En el primer pozo se adicionaron 50 wl de suero, con un dilutor se tomaron 25 pl
y se pasaron al segundo pozo, se mezclo cuidadosamente y se repitié la operacion hasta el pozo
#8 desechando los Gltimos 25 pl. Se afadieron 25 pl del antigeno con un titulo de 4 unidades
HA/ml. La placa se incubd por 60 min a TA. Se aitadieron 25 pl de la suspensién de eritrocitos de
pollo 4l 0.05% y se agité cuidadosamente. Se dejo reposar durante 60 min a TA. El titulo se
determind como la méxima dilucién en la cual la hemaglutinacion se inhibié y se expresd en
unidades internacionales (Ul/ml).

El titulo obtenido de los sueros fue de 250 y 500 Unidades Internacionales/ml (Ul/ml). La
equivalencia de las UI se obtuvo de acuerdo a lo reportado por Forsgren M. 1985, por la relacién
con un suero de referencia del laboratorio de salud piblica de Quebec, Canada. Las equivalencias
en Ul/ml con respecto a las dilucionés de los sueros son las siguientes:

_DILUCION - | EQUIVALENCIAS EN
<18 <39
1:8 40-77
1:16 78-155
1:32 312-624
1:64 62.5-1249
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 Ul/ml.

Anticuerpos monoclonales contra la proteina Ey, del virus de rubéola los cuales fueron donados
por la Dra, Shirley Gillam del Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Columbia, Canada (20).



PROPAGACION DEL VIRUS.

El virus de rubéola se propagd 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
suspension viral en presencia de medio D-MEM adicionado de 1% de suero de neonato de ternera
y 0.4% de ASB. Se dejo adsorber | hora a 35 °C en una cimara himeda en presencia de CO;, se
retiré el medio y se completé con medio fresco. Se incub6 a 35 °C hasta la observacion de efecto
citopético. Posteriormente se coseché el sobrenadante y se centrifugd a 1500 rpm. Se titulé la
infectividad del sobrenadante en células RK13 y se expreso en TCID50/ml.

TITULACION DE VIRUS.

La infectividad del virus de rubéola se titulé 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 a suspension viral 1:3, hasta una dilucion final de 1.2 X 10°
en medio RPMI 1640 con 1% de suero fetal de ternera, se incubo una hora para permitir la
adsorcion del virus. Cada ensayo se realizo por cuatruplicado. Las placas se incubaron hasta la
observacion de efecto citopatico (3-6) dias. El titulo viral se expresé en TCID50/ml y se
determiné utilizando la formula de Kérber (77).

INFECCION DE MACROFAGOS A MULTIPLICIDADES DE
INFECCION (MOI)DE 0.5Y 10,

La infeccion aguda de los macrofagos se hizo a dos diferentes multiplicidades. Se infectaron con
el virus de rubéola cepa Therien a MOI de 0.5 y 10 en presencia de medio RPMI 1640
suplementado con 1% de suero fetal de ternera, 1 X 10° macrofagos P388D] crecidos en cajas
petri para cultivo celular de 60 mm. Se incub6 una hora a 35 9C, después de este tiempo se retiré
¢l medio y se cambié por 3 ml medio fresco (RPMI 1640 con 3% de suero fetal de ternera). Se
derminé el niimero de células viables por exclusion de azul tripano a las 24, 48, 72 y 96 horas
postinfeccion (p.i.). Simultaneamente se  determin6 el titulo del virus extracelular en el
sobrenadante de estas células, Paralelamente se realizé un control de macréfagos no infectados el
cual recibié el mismo tratamiento.

ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION PERSISTENTE.

Monocapas de macrofagos P388D1, se infectaron con el virus de rubéola a MOI de 0.5 y 10 de
acuerdo a lo descrito anteriormente. Los macrofagos infectados se mantuvieron durante 6 dias,
cambiando diariamente el medio por medio fresco. Las células sobrevivientes se subcultivaron por
un periodo de 2 aflos, realizando aproximadamente subcultivos | a 2 veces a la semana. La
persistencia viral en estos cultivos se ha comprobado a través de la produccion de virus
intracelular (por sonicacion) y extracelular (en los sobrenadantes), centros de infeccion, deteccion
del antigeno viral por inmunofluorescencia, inmunoperoxidasa y resistencia a la superinfeccion
con el virus original.

OBTENCION DE UN CULTIVO HOMOGENEO POR DILUCION
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 conté el nimero de células en cada dilucion
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por exclusion de azil tripano. Se subcultivaron aquellas diluciones con el menor ntmero de
células (el minimo recuperado fue de 5 células/ml) y posteriormente se determiné la presencia de
virus extracelular por titulacién de la infectividad en células RKI3, como ya se describi6
previamente.

RESISTENCIA A LA SUPERINFECCION.

Un fendmeno observado frecuentemente en infecciones virales persistentes en lineas celulares, es
la resistencia a la superinfeccién con el virus original con el que se establecit la persistencia, no
asf a la superinfeccion con un virus heterélogo. El fenémeno de resistencia al virus homélogo se
ha definido como interferencia de homélogos y se ha reportado en infecciones causadas por
algunos virus (43, 78, 79, 80). Nosotros pensamos que el fendmeno de resistencia a la
superinfeccion podriamos considerarlo como un parimetro para la confirmacién del cultivo
persistente.

El pase 38 del cultivo de macrofagos infectados persistentemente, se superinfecté a MOI de 40,
con medio RPMI suplementado con 1% de suero fetal y antibiéticos. Se incub6 durante t hora a
350C. Posteriormente se cambi6 el medio por RPMI suplementado con 3% de suero fetal. Se
determind la viabilidad celular a las 24 y 48 horas, por exclusion de azul tripano. Paralelamente se
infectaron macrofagos normales, con una multiplicidad de infeccién de 40, determinando el
nimero de células vivas a las 24, 48, 72 y 96 horas p.i..

CENTROS DE INFECCION,

Monocapas de células RK13 semiconfluentes crecidas en placa de 6 pozos se infectaron con
diluciones seriadas 1:3, de macrofagos persistentemente infectados hasta una dilucién final de 1.2
X 10%, en medio RPMI 1640 con 1% de suero fetal de ternera y antibibticos. Para eliminar el
virus extracelular, los macréfagos se lavaron previamente 20 veces con el medio utilizado para
las diluciones, se afiadieron a las células RK13 y se incubaron una hora a 359C en atmésfera de
CO3, posteriormente se afladio medio RPMI 1640 adicionado de 2% de agar. Las placas se
incubaron a 35 °C hasta la observacién de efecto citopético (3-6 dias).

DETECCION DEL ANTIGENO VIRAL EN LAS CELULAS INFECTADAS.

1. INMUNOFLUORESCENCIA.

Los portaobjetos para cultivo celular de 8 pozos que se utilizaron para los ensayos de
inmunofluorescencia y peroxidasa de los macrofagos persistentemente infectados, se trataron
previamente con polilisina con el objeto de favorecer la union de las células a la superficie del
portaobjetos. Brevemente, se prepard una solucién de polilisina a una concentracion de 10 pg/ml,
se esterilizé por filtracion (utilizando una membrana de .22 p), se afiadieron 300 pl por pozo se
dejo adsorber durante 20 min y posteriormente se lavo con amortiguador de fosfatos (PBS)
estéril y se dejo secar.

En los portaobjetos previamente tratados con polilisina se adhirieron por 10 min a 35 °C,
aproximadamente 1 X 10’ células de los cultivos de macrofagos persistentemente infectados.
Posteriormente se retird el sobrenadante y se fljaron las células introduciendo el protaobjetos en
metanol a 20 OC por 5 min y sin dejar secar se introdujo en acetona a -20 °C por 30 seg, y se
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dejo secar al aire. Se bloqued toda la noche con PBS adicionado de 1% de albumina sérica bovina
y suero de cabra 1:200. Se afiadi6 el anticuerpo policlonal anti-rubéola, diluide 1:25 en PBS
adicionado de 0.5 % de ASB y se incub6 durante 30 min a TA. Se afiadié anti-IgG humana
obtenido en cabra conjugado con fluoresceina preparado en el laboratorio de acuerdo al método
de J.W. Goding, 1983 y se incubd durante 30 min a TA. Se observd en el microscopio invertido
Nikkon Diaphot. Paralelamente se realizd en las mismas condiciones un control con macréfagos
no infectados. La deteccion del antigeno viral en macrofagos con anticuerpos monoclonales
(diluidos 1:25 en PBS adicionado de ASB al 0.5%) se ensay6 en la forma descrita para el
anticuerpo policlonal,

2. INMUNOPEROXIDASA.

Los macrofagos persistentemente infectados y los controles no infectados se adsorbieron 10 min
a 35 OC, en los portaobjetos previamente tratados con polilisina. Se retird el sobrenadante y se
fijaron las células, como ya se menciont anteriormente. Se inactivo la peroxidasa enddgena con
metano! adicionado de 3% de Hy0, durante 45 min a TA. Se bloqueb toda la noche con 1% de
ASB en PBS con suero de cabra diluido 1:200. Se afiadio el anticuerpo anti-rubéola policlonal
diluido 1:50 en PBS con ASB al 0.5% y se incubd durante 1 hora a 37°C. Se afladit el
anticuerpo anti-IgG humana conjugado con peroxidasa, obtenido en cabra y se incub6 1 hora a
37°C. Se agregd 3,-3° Diamino benzidina 0.5 mg/ml en amortiguador Tris pH=7.6 adicionado de
0.02% de H,;0; y se incubd durante 30 min a TA. y se observo en el microscopio invertido
Nikkon Diaphot. :

DETERMINACION DE VIRUS INFECCIOSO INTRACELULAR ,

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

CONGELACION DE CELULAS.

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



RESULTADOS
CINETICA DE INFECCION A MOI DE 0.5 Y 10

La cinética de infeccion del virus de rubéola en [a linea celular de macréfagos se determiné a las
multiplicidades de 0.5 y 10 hasta 96 horas p.i. Los pardmetros que se utilizaron para hacer el
seguimiento de la infeccion fueron: la viabilidad celular y la produccion de virus extracelular,

En el cultivo infectado con una moi=0.5 se observo que en los diferentes puntos de la cinética el
nimero de células viables fue mayor al nimero de células en el tiempo cero y la mayor
produccién de virus extracelular se detecté a las 72 horas p.i. (2.48 X 10* TCID50/ml). En
cambio a [a multiplicidad de 10, a las 24 horas hubo una reduccion en el nimero de células del
44.,6% y fue hasta las 48 horas p.i. que el nimero de células viables se incrementd. Con respecto
a la produccién de virus extracelular, se encontrd que la mayor produccién ocurrié a las 48 horas
p.i. alcanzando un titulo de 4.42 X l()‘ TCID50/ml. Estos resultados se muestran en la figura 1.

INFECCION DE MACROFAGOS A DIFERENTES MULTIPLICIDADES
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Apartir de estas cinéticas observamos que los macrofagos P388D1 son células susceptibles y
permisivas a la infeccion con el virus de rubéola y ademds que el virus no tiene un efecto citocida
importante en las células, ya que encontramos que hubo crecimiento celular y que incluso el
nimero de células a las 96 horas p.i. en ambos cultivos fue mayor al nimero 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.
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OBTENCION DEL CULTIVO PERSISTENTE

Con base en los resultados anteriores decidimos entonces establecer Ia infeccion persistente. La
aobtencion del cultivo persistente se realizo empleando dos diferentes multiplicidades de infeccion:
0.5y 10. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 2,

CULTIVO PERSISTENTEMENTE INFECTADO

(MOI=0.5Y 10)
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Figura 2. Produccién de virus extracelular durante diferentes pases de los macrifagoe infectados a
diferertas multiplicidedes. £l sobranadante se titulé por infectividad en odiulas RIK13.

E! virus extracelular producido por los macrofagos infectados, se determind por TCID50/mi.
Para la multiplicidad de 0.5 la produccién del virus extracelular, en el pase 3 alcanzé un titulo de
1 X 10° TCIDS0/ml, A partir de este pase 1os titulos fueron disminuyendo. Este cultivo sélo se
continio hasta el pase 5 puesto que el titulo de virus extracelular fue disminuyendo hasta que ya
no se encontrd virus en el sobrenadante. Como se observa en la figura 2 los macrofagos
infectados a una multiplicidad de infeccion de 10 presentaron titulos de virus extracelular que
fluctuaron entre 1 X 10°- 1 X 10 TCID50/ml desde del pase 1 hasta el pase 26.

Otro parimetro que se utiliz6 para realizar el seguimiento del cultivo persistente fue I
determinacion de centros de infeccion. La figura 3 muestra el resultado de centros de infeccion del
pase 17. El nimero de células que produjo virus fue muy bajo, en la tabla 1 se muestran los
resultados de centros de infeccion para los pases 17, 17.1 y 17.2, en estos pases ¢l porcentaje de
¢células que producen virus fluctu6 entre 0.1 y 0.4%.
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Figura 3. Centros de infeccion de macrofagos persistentemente infectados con el virus de rubéola.
Mornocapas de células RKI3 semiconfluentes se infectaron con diluciones seriadas 1:3 de los macrofagos
infectados persistentemente. Se incubaron hasta la observacion de cficto citopitico. El titulo se expreso en
TCID50/ml. En 3A se observa el efecto citopitico sobre las céfulas RK13 que fireron crecidas en preseneia
de miacrofagos infectados persistentemente v en 3B s¢ muestra el control de células RK13 crecidas en
preseucia de macréfagos no infectados.
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PORCENTAJE TITULO DE VIRUS
DE CELULAS EXTRACELULAR
QUE (TCIDSO/ml)
PRODUCEN
VIRUS
0.2% 1X10
0.1% 1X10
0.4% 1X10

Tabla 1, El nimero de células que producen virus infeccioso se determind por centros de infeccion en
células RK13, La densidad celular de los cultivos utilizados para determinar los cemtros de infeccitn fue de
1X 10 * cétulag/ml,

DETECCION DEL ANTIGENO VIRAL EN LAS CELULAS INFECTADAS
POR INMUNOFLUORESCENCIA E INMUNOPEROXIDASA

A. INMUNOFLUORESCENCIA.

La expresion de antigenos virales en las células infectadas persistentemente fue analizada a través
del ensayo de inmunofluorecencia indirecta utilizando tanlo suero policlonal humano anti-rubéola
(titulo por THA 500 UL/ml) como anticuerpos monoclonales dirigidos contra el epitope
hemaglutinante y neutralizante de la proteina El. En este ensayo se observd que con el suero
policlonal, alrededor del 50% de las células se detectd presencia de antigeno, en los cultivos
obtenidos hasta el pase 17. Cuando se usaron los anticuerpos monoclonales 3D5D y 21 B9H el
porcentaje de células que mostraron antigeno 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 antigeno. Estos resultados se muestran en la figura 4.

En los resultados obtenidos en la titulacién de virus extracelular se observo una gran fluctuacion
y al realizar la deteccion de antigeno por inmunoperoxidasa se encontré que algunas células
expresaron antigeno y otras no. Esto fue sugestivo de la presencia de un cultivo heterogéneo. Por
lo tanto se intentd obtener un cultivo homogéneo de células infectadas persistentemente.
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Fig. 4. lnmunoperoxidasa de macrofagos infectados con e virus de rubéota. Los macrofagos se adsorbicron
en portachjetos para culivo (previamente tratados con politisina). Sc fijaron con metanol-acetona y s¢
incubaron con ¢f auticucrpo policlonal anti-tubCola. Los complejos mmunes se revelaron con un anticucrpo
anti-lgG humana conjugado con peroxidasa se meubd y se aiadio ¢l sustrato. En 4A s¢ nuestran fos
resultados obtenidos en los cultivos infectados persistentemente v cn 4B se muestra ¢l control negativo
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OBTENCION DE UN CULTIVO HOMOGENEO PERSISTENTEMENTE
INFECTADO '

Dilucién Limite

Inicialmente se tratd de obtener un cultivo homogéneo por dilucién limite, es decir a partir del
menor nimero de células que pudieran propagarse. Puesto que no fue posible tener un cultivo a
partir de una célula, del pase 18 se recuperé un cultivo con un minimo de 5 células. La
confluencia en este cultivo se alcanzo en 15 dias. Posteriormente se siguieron dando pases y se
determiné la produccién de virus extracelular en cada uno.

El cultivo obtenido de la clonacién por dilucién mostr titulos entre 2.4 X 10° TCIDS0/mi y 7.8
X 10" TCIDSO/ml (figura 5).

CULTIVO DE MACROFAGOS PERSISTENTEMENTE
INFECTADOS: OBTENIDO POR DILUCION LIMTE
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Figura 5. Produccidn de virus extracelular durante diferentes pases de los macidfagos infectados
persistentemente obtenidos  por dilucidn limite. Los puntos expresan la infectividad, la oual . se
determind en células RK13,

En la figura 5 se observa una disminucion en las fluctuaciones del titulo del virus extracelular,
mientras que antes de la dilucién los valores del titulo de virus infeccioso extracelular variaban
entre | X 10°y 1 X 10" TCIDSO/ml, después de la dilucion las variaciones fueron entre | X 10°y
1 X 10" TCID50/ml, esta diferencia se puede explicar con base en la disminucion de la
poblacion de macrofagos no infectados y por lo tanto al enriquecimiento de la poblacién de
macréfagos infectados persistentemente. La disminucién en el titulo probablemente se debié que
en los cultivos antes de la clonacion el virus que salié de las células persistentemente infectadas



24
pudo haber infectado a los macréfagos no infectados, por lo tanto en el momento de titular el
virus infeccioso, en realidad estabamos titulando el virus de una infeccidn persistente mas el virus
de una infeccion aguda; en el momento de eliminar a los macréfagos no infectados se eliming el
virus proveniente de la infeccién aguda y dnicamente permanecid el virus de las células
persistentemente infectadas.

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

PORCENTAJE | TITULO DE VIRUS
DE Cé%gLAS EXTRACELULAR
PRODUCEN (TCIDSWim)
VIRUS
1.12% 1 X107
1.8% 7X10°
2.2% 77X 10°

Tabla 2. Ea los cultivos obtenidos después de diluclon limite se determiné el nimero de  células que
producen virus infeccloso por cemtros de infeccién en céhulas RK13, La demsidad celular de los cultivos
utilizados para determinar los centros de infeccion fue de 1 X 10 ‘céhulavmi.

El antigeno viral en los cultivos persistentemente infectados obtenidos después de dilucién se
determiné por inmunofluorescencia, los resultados se muestran en la figura 6. En estos cultivos
alrederor del 60% de las célulag presentaron antigeno, es decir se mostré un incremento
aproximado del 10% con respecto al cultivo antes de la dilucion.
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RESISTENCIA A LA SUPERINFECCION.

La resistencia a la superinfeccion con el virus original se determiné empleando células del pase 39
y macrdfagos P388D1 utilizados como control (infeccién aguda). Ambos cultivos se infectaron a
una multiplicidad de infeccion de 40.

Como se observa en la tabla 3 a las 24 horas p.i. en los macréfagos control hubo una muerte
celular del 46,39%, mientras que en este mismo tiempo el cultivo persistente mostrd un 27% de
muerte celular. Apartir de 1as 48 horas p.i. el cultivo persistente tuvo un incremento en el nimero
de células viables superando el nimero de células en el tiempo cero y el titulo de virus
extracelular fluctud entre 7.8 X 10% a 7.8 X 10° TCIDS0/ml. Sin embargo, en los macrofagos
control ain cuando a las 48 horas p.i. aparentemente hubo un incremento en el niimero de células
viables a las 72 horas p.i., la muerte celular alcanz6 el 52.12%, enel dltimo punto de la cinética en
el cultivo control se alcanzé una muerte celular del 85%. Estos resultados concuerdan con lo
citado previamente en la literatura, acerca del comportamiento del cultivo persistente frente a la
superinfeccion, el cual es capaz de resistir a la superinfeccion por el virus homélogo.

SUPERINFECCION DEL CULTIVO PERSISTENTE

§| TituLo | %
_"’%"{% (TCIDS0/ml) £ ctlulas | muerte
viables/m! | celular
56X 107 $.19X10°
14X 10 3.8X10° 26.7
35X 10° 55X10° aa
13X 10° 6X10* .
13x10 N.D. as

Tabla 3. Cinética de superinfeccibn MOI=40 en una infeccidn aguda y en células infectadas
persistentemente, Se realizd la superinfeccién con el virus de rubéola cepa Therien (virus con el cual s¢
obtuvo ¢l cultivo persistente) y se determind el virus extracelular y el nimero de células vighles por
exciusion de azul tripano, ND= No se determiné, ** En estos puntos de la cinética el nimero de células
viables fue mayor al del tiempo cero.
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El cultivo que se obtuvo después de la superinfeccidn se continué subcultivando. La produccién
de virus extracelular se redujo de 1 X 10° TCID50/ml antes de la superinfeccion a 1 X 107
TCID50/ml después de la superinfeccién (figura 7), mostrando a lo largo de 16 pases pequeiias
variaciones en el titulo de virus extracelular entre | X 10* TCID50/mly 1 X 10° TCID50/ml.

CULTIVO DE MACROFAGOS PERSISTENTEMENTE INFECTADOS
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Figura 7. Produccion de virus extracelular durante diferentes pases de los macrdfagos infactados

oblanidos por diiucidn limite y superinfectados (DL-S). El scbranadante de detos cultivos sa tituld por

Infacthddad an céiulas RK13.
Para determinar el nimero de células que producfan virus en el cultivo persistente después de la
superinfeccion se realizé el ensayo de centros de infeccion, En este ensayo partimos de un cultivo
de 1 X 10° célulag/ml y en el pase 39 encontramos que sélo 3.5 X 10° células/ml, lo que
representd un 34.8% de incremento con respecto al nimero de células que producian virus del
cultivo persistente del pase 17 (cultivo persistente antes de haber realizado la dilucion limite) y
con respecto al cultivo obtenido por dilucion limite (pase 18) representd un incremento del 33.8%
(tabla 4).

EFECTO DE LA SUPERINFECCION SOBRE EL CULTIVO PERSISTENTE

INMUNOFLUORESCENCIA PORCENTAJEDE|  TITULO DE VIRUS
% DECELULAS QUE CELULAS QUE EXTRACELULAR
PRESENTARON ANTIGENO PRODUCEN (TCIDSGwi)
VIRUS
85:95% 35% X
80-90% 30% 787X10'
85.94% 33% 1ax10t

Tabla 4. Superinfeccién del cultivo persistente a una multiplicidad de infeccién de 40. Comparacién del
porcentaje de células que expresan antigeno por inmunofiuorescencia y las células que producen virus
infeccioso determinado por centros de infeccién en células RK13, La densidad celular de Jos cultivos
utibizados para detevminar los centros de infecclén fue de 1 X 10  células/ml,
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El ensayo de inmunofluorescencia del pase 39 determinado después de la superinfeccion mostro
un porcentaje de células positivas entre 85-95% (figura 8).

8SA

8B

Fig. 8 Immunofluorescenent de macrofagos infectados con ¢l virus de rubéola Los macrofagos se
adsorbicron en portaobjetos para cultivo (previamente tatados con polilisun). Se fijaron con metanol-
acetona y se incubaron con ek anticuerpo polictonal anti-rubéola Los complejos mmunes se revelaron con
wit anticuerpo anti-lgG humana conjugado con Huoresceinn. En 8A se muestra la fluorescencia obtenida cn
los cultivos obtenidos después de ka clonacion por dilocton v ademas superinfectados v en 8B ¢l conrol
negativo
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PRESENCIA DE VIRUS INTRACELULAR EN CULTIVOS
PERSISTENTES.

Para determinar la presencia del virus intracelular se realizd sonicacion de los cultivos obtenidos
por clonacién por dilucion limite y superinfeccion. Ambos cultivos después de 5 min de
sonicacién presentaron virus en el sobrenadante, lo cual indico 1a liberacion del virus intracelular
(figura 9).

SONICACION DE MACROFAGOS
PERSISTENTEMENTE INFECTADOS
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Figura 9. Determinacin de virus Infectivo iniracelidar, en cultvos parsisteniements infectados.
Paa 38 obtenido por diiucién limite y pase 40 obienido por diucidn limite y superinfeciado. Los
culivos se lavaran, haata sliminas ol virus axtraceluiar, 88 sonicaron a dilerentss tismpos y los
sobrenadantes se tinderan por infectivided en céiulas RIKI3,

CONGELACION DE MACROFAGOS INFECTADOS
PERSISTENTEMENTE.

Los macrofagos infectados persistentemente que se congelaron con suero fetal en presencia del
10% de DMSO se matuvieron viables hasta después de 1 afio 6 meses aproximadamente y una
vez descongelados los cultivos producian virus extracelular.
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DISCUSION

Para el establecimiento de la infeccion persistente se infectaron macréfagos 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
infeccion persistente en macrofagos 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 infeccion se ha mantenido por més 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 macréfagos no
infectados y a partir del pase 1 se detectd 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 particulas virales detectadas durante los pases 2 al 5 podrian 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 abtenidos en células
Vero, células sinoviales y en células HEp-2 (obtenidas de carcinoma de laringe humano). En
estos trabajos se reporta el establecimiento de la infeccién persistente a moi= 0.01, 0.03 0.02y 2
(43, 72 y 74). En el trabajo publicado por Abernathy y cols. (1990), se describe una infeccion
persistente con ¢! virus de rubéola en células Vero, a una moi= 0.01, en este cultivo se detecté la
presencia de virus extracelular a lo largo de 173 pases, el cual en ningin momento dejo de
producir virus, los titulos fluctuaron entre 10%-10° unidades formadoras de placa/ml. El hecho de
que en ¢l cultivo infectado a moi=0.5 a partir de! pase 5 no se haya detectado virus extracelular,
pudo haberse debido a que el mimero de células infectadas era bajo y en vista de que la poblacion
no infectada era mucho mayor, es posible que se haya diluido 1a poblacion infectada a lo largo de
los subcultivos. Ademds, cabe mencionar que el seguimiento de la infeccion persistente se hizo
originalmente determinando Gnicamente 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 macrofagos a moi=10, a las 24 horas p.i. se observé que
alrededor del 50% de las células murié y e titulo de virus extracelular fie de | X 10
TCID50/ml. Sin embargo, a las 48 horas p.i. el nimero de células viables se incrementé hasta en
un factor de 10, a partir de ese momento se continuaron dando pases de este cultivo, Como ya se
menciono este cultivo continué produciendo virus extracelular a lo largo de 26 pases. Es posible
que como en ¢l caso anterior, el virus que se detecté enlos primeros pases haya sido ¢l 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 titulo se mantuviera, consideramos que habia una mayor cantidad de células
infectadas. Los subcultivos obtenidos a esta multiplicidad yrodujeron virus extracelufar durante
todos los pases y observamos una fluctuacion entre 10° y 10" TCIDS0/ml en los titulos (figura 2).

Ademés del seguimiento a través de la produccion de virus extracelular se determind la presencia
del antigeno viral por inmunoperoxidasa. Los resultados mostraron que una gran cantidad de
células no presentaron antigeno. Es probable que las células en el momento de la determinacion o
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bien no expresaban antigenos virales o se encontraban en cantidades inferiores a la sensibilidad de
la técnica que utilizamos (figura 4).

Para determinar el nimero de células que producen virus se realizé el ensayo de centros de
infeccion. 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
reportd que alrededor de un 50% de las células presentaron antigeno. Probablemente esto se deba
a que en el cultivo la mayor parte de las células positivas por inmunocitoquimica no fueron
capaces de producir particulas virales infecciogas.

Debido a que el titulo de virus extracelufar fluctuaba entre 1 X 10°y 1 X 10" TCID50/m! (figura
2) consideramos que existia un gran nimero de células no infectadas que pudieran ser susceptibles
a la infeccion por el virus que se estaba produciendo en los cultivos, es decir que estuvieramos
trabajando con una infeccion mixta, tanto aguda como persistente, Por lo que intentamos obtener
un cultivo persistente a partir de una célula, dilucién limite, Sin embargo, el minimo de células que
se requirieron para propagar los macrofagos fue 5, ya sean células control o infectadas,

Este cultivo obtenido por dilucion limite mostré una gran disminucion en las fluctuaciones del
virus extracelular, esto probablemente se debi6 a que se enriqueci la poblacién de células
infectadas ya que al realizar el ensayo de inmunofluorescencia se observd un incremento del 10%
en las células que presentaron antigeno después de la “clonacién”, Por el ensayo de centros de
infeccién también fue posible observar un incremento en la poblacién de células que produjeron
virus infeccioso (tabla 2). Estos resultados mostraron que a partir de los experimentos de
“clonacion” por dilucion limite no fue posible la obtencion de un cultivo homogéneo
persistentemente infectado.

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

Consideramos que en el cultivo obtenido después de superinfeccién se obtuvo una poblacion
celular mas homogénea, como se muestra en la tabla 4, asi mismo la produccién de virus
extracelular después de superinfeccion mostr6 una variacion menor en los cultivos de un solo Log
(10%10%), como se puede observar en la figura 7. Las células que sobrevivieron a Ia
superinfeccion 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 inmunocitoquimica en donde se observé que entre el 85-95% de las células en los
cultivos persistentemente infectados presentaron antigeno, comparando estos resultados con el
cultivo antes de superinfeccién podemos decir que hubo un incremento de alrededor del 40%
(figura 8).
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Los titulos de virus extracelular obtenidos en los cultivos superinfectados fueron bajos con
respecto a los cultivos iniciales (1 X 10° TCID50/m! contra 1 X 10/TCIDS0/ml), por lo que se
procedit a determinar la presencia de virus intracelular por sonicacién. Para confirmar que el
virus encontrado después de la sonicacion era virus intracelular, los cultivos se lavaron 20 veces
antes de realizar la sonicacién y del dltimo lavado se tomé el sobrenadante, al cual se le
determiné la presencia de virus titulado por TCID50/ml. Como en este sobrenadante no se
encontrd virus, se concluyd que efectivamente el virus obtenido después de sonicacion era virus
intracelular, Este dato confirmé la presencia del virus de rubéola en las células persistentemente
infectadas en cultivos obtenidos después de 36 meses de infeccion.

Como ge observa en la figura 10 el cultivo al inicio del cultivo persistente el porcentaje de células
infectadas fue bajo y la “clonacion” por dilucion limite pemiti6 incrementar el alrededor del 10% a
la poblacién persistentemente infectada, Sin embargo, la superinfeccion con el virus homélogo
enriquecié de manera importante, alcanzado hasta un 95%. En esta figura se muestran de manera
comparativa los resultados obtenidos durante la obtencion del cultivo persistente.

CULTIVO DE MACROFAGOS PERSISTENTEMENTE
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Figura 10. Cultivo persistente comparando &l % de células que expresaron antigeno y
ol % de células que produjeron virus infeccioso en los diferentes tzatamientos.
A-DILUCION (antes de dilucién), D-DILUCION (después de dilucién),
D-SUPERINFECCION (después de superinfeccion).

El establecimiento de la infeccion persistente en el huésped puede ser debido a su incapacidad
para eliminar al virus. Puesto que la eliminacion del virus depende de la interaccion virus-huésped,
un defecto a cualquier nivel en la interaccién sistema inmune-virus puede permitir el
establecimiento de la infeccion persistente. El macrofago puede ser un reservorio viral, en donde
el virus puede alterar algunas de las funciones principales de la célula como puede ser la liberacion
y produccién de citocinas necesarias en la regulacion de los mecanismos inmunolégicos
involucrados en la eliminacion del virus, como puede ser el abatimiento de la respuesta inmune
celular. Ademas es probable que exista un bloqueo en la expresion del MHC-I y de las proteinas
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 establecié un cultivo persistentemente infectado, en una linea celular de
origen murino similar a macrofagos, con el virus de rubéola. La confirmacién y el seguimiento de
la persistencia viral se hizo titulando virus infeccioso extra e intracelular y determinando por
inmunocitoquimica Ia presencia de antigenos virales, Por superinfeccién se logré incrementar la
proporcién de células infectadas respecto a las no infectadas.

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

El cultivo persistentemente infectado en ningiin momento dejé de producir virug extracelular y la
poblacion celular persistentemente infectada fue mayor a lo que reportan otros autores (50%),
mientrag que Abernathy y cols (1990) reporta entre un 10-30% de células que expresan antigeno y
en cuanto al nimero 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 tenlamos la presencia de células
infectadas y no infectadas. Se traté de homogeneizar el cultivo realizando dilucién limitante. Sin
embargo, este procedimiento no favorecié la seleccion de células infectadas en el cultivo.

Otra informacién importante fue el fenémeno de resistencia a la superinfeccion por el virus
homélogo. Este fenémeno 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 reduccién significativa en el nimero de
células viables y las células que sobrevivieron a la infeccion posteriormente se siguieron
cultivando. Es importante mencionar que mientras que antes de realizar la superinfeccion los
cultivos producian virus extracelular entre 10°-10" TCID50/ml, y después de la superinfeccion el
virus extracelular detectado fluctué entre 10%10° TCIDSO/ml. Con base en los resultados
anteriores se sonicaron los cultivos persistentes y encontramos titulos de virus infeccioso
intracelular entre 10°-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
caracteristicas del virus que persiste asi como las alteraciones que sufre la célula infectada. En
nuestro modelo establecido en el laboratorio con macréfagos de origen murino, consideramos
importante continuar con el estudio del efecto de la persistencia sobre las propiedades inmunes del
macréfago.



APENDICE.

MATERIAL Y REACTIVOS.
Célulag;

Células Vero, adquiridas originalmente del ATCC (Cat. CCL 81)
Células RK 13, adquiridas originalmente del ATCC (Cat. CCL 37)
Células P3888DI, adquiridas originalmente del ATCC (Cat. TIB 63)

Materia livo:

Botellas para cultivo de 75 cm® (COSTAR Cat. 3055)

Caja petri para cultivo celular de 60 cm? (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)

MEM (GIBCO Cat. 12100-046)

Medio 199 (GIBCO Cat. 31100-035)

RPMI 1640 (GIBCO Cat. 31800-022)

Suero de neonato de ternera (BIDEXPORT Cat. 201)

Suero fetal de ternera (BIOEXPORT Cat. 201)

Hepes (SIGMA Cat, H-0763)

Bicarbonato de sodio (Productos quimicos Monterrey Cat. 1290)
Penicilina G (SIGMA Cat, P-3032)

Sulfato de estreptomicina (SIGMA Cat. 8-6501)

Nistatina (SQUIBB Cat. 550),

Reactivos:

NaCl (MERCK Cat, 6404)

CaCl; anhidro (QUIMICA DINAMICA Cat. C3200)
NaSO, 7H;0 (MERCK Cat. 6649)

Albimina Sérica Bovina (SIGMA Cat. A-3350)
Gelatina (SIGMA Cat. G 1890)

Heparina 5000 Unidades/ml. (SIGMA Cat. H-3125)
MnCl;. (3T Baker Cat, 2500)

Polilisina (SIGMA Cat. P-1399)

Metanol (MERCK Cat. 3705B21583)

Acetona (QUIMICA DINAMICA Cat, A0500)
Anti-IgG humana (SIGMA Cat. 19891)

Isotiocianato de fluoresceina (SIGMA Cat. F1628)
Hy0, (PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY Cat. 5600)

k1]



Anti-IgG humana conjugado con peroxidasa, obtenido en cabra (Amersham NA 933)
3,-3' Diamino benzidina (SIGMA Cat. D-5637)
Dimetilsulfoxido (DMSO J.T. Baker Cat, 9224)
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