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v INTRonuccuj o
‘ MODULACION ANTIGENICA

"La modulacxon antxgemca por anticuerpo, se deﬁne como la interaccién del
: ‘antxcuerpo antlvu‘al con el antigeno expresado en la membrana plasmatlca
de células mfectadas y se caracteriza por: reduccién.en la expreswn de Ios
antigenos virales, redistribucion (aglomeracion y cappmg") . las .
glicoproteinas y pérdida por endocitosis o exocitosis de los antlgenos de la ;

mcmbrana celular. La pérdida de los antigenos virales de la membrana de'

‘células infectadas favorece la evasién por-el snstema mmune

detectada como extrana, por lo que se ha propuesto com

“.de escape al sistema inmune (1).

" Este- fenémeno se ha reportado tanto in vitro (c‘dmég:‘:n.’u‘ivo;’péra virus
envueltos de RNA y DNA (1). ' S e T e

. IN VITRO

Retroviridae (Virus de leticemia) S

'dcﬂla exprcsxon y'




redistribucion de la proteina M2 en la membrana celular inducida por el
tratamiento con el anticuerpo (3, 4). : R

Otros estudios reportan que células Hela infectadas con una mutante del
virus de Influenza A, que carece del dominio citoplasmico de la protema de-
hemaglutinina (HA), no forman “cap” en presencia de . antlcuerpos':

especificos. El mismo virus presenta un comportamiento dlferente ént

células CV-1, en esta linea celular se observa aglomeracxon"de’los,:

antigenos por accion del anticuerpo antmral aunque pocas celulas forman

“cap”. Mientras que en ambas ' lineas celulares el virus: d

snlvestre con la proteina HA completa, se observé formacxon de cappmg :
en la mayorla de las celulas en repuesta a la exposlcxon de los antlcuerpos
(‘5).‘.1 S .

_Paramixoviridae (Parainfluenza)- -

fcxtoplasmatxco de Ia protema F también dxsmmuye l

'-":en comparacxon con F completa 1nd1cando que HA

glicoproteinas, lo que sugiere que para. la forrﬁa‘

necesaria la interaccién entre los dommlos -l

glicoproteinas y componentes celulares del hospedero (5)

Paramixoviridae (Sarampic’m) o

Estudios en saramplon muestran que en celulas,HeLa nfectadas on este ‘

virus .y tratadas con ant u rpos monocl na 'y po clo ales educen la

,expresmn dc las b ientras que la mcubacnon con -




L celulas de neuroblastoma de

anticuerpos - especificos _inducen . redistribucién . dé: los-antigenos de - la

“membrana (6 7).

‘La apllcacmn de anticuerpos neutralizantes ant1 h agluti‘_hiriia'(HA) ‘a

“capping” e eliminar los éhtigé
-~ 10). S

virales mternos y X
(11).

S »/Tby:auiﬁdci;é'(liubeolé‘) :
En la mfeccxon de celulas linfoides de humano con el vxrus de rubeola (RV)

el efecto ‘del. anticuerpo anti-RV, mostro supresmn en la

~proteinas y en la replicacion, ya que no. se detecta ”p ogem

intracelular y extracelularmente en las células tratadas, sm embarg al
eliminar el anticuerpo, la sintesis de protemas se reinicia (12)
En células VERO infectadas persxstentemente con rubéola en: presencxa de
anticuerpos especificos con - un: alto tltulo neutrahzante o
reduccién en la eficiencia para mducur efecto cxtopatlco y ‘en'la’ rephcacxon

viral (13).




" Herpesuiﬁdae (Pseudorabia)

Ld.modﬁlacio’n antigénica -para el virus' de pseudorabia (PrV) se ha
éstudiadb en células de rifion SK y monocitos. En células SK infectadas
bbn v PrV en presencia .de anticuerpos especificos, se observé que
aproximadamente el 47% de las células infectadas forman aglomeraciones
y “capping” de todas las glicoproteinas en la membrana celular, de los caps
aproximadamente el 18 % son eliminados al medio extracelular (14),

Monocitos infectados con PrV y tratados con 0.25 mg de IgG policlonales
anti-PrV  induce aglomeracién y posterior internalizacién de las
glicoproteinas virales en el 65% de los monocitos infectados, asi cc'n;no"lyz‘a
co-endocitosis del complejo de histocompatibilidad de clase. 1. Se ha

reportado que los componentes celulares como clatrina, dmema‘y los

microtubulos son 1mportantes durante la mternallzamon de' las,

glicoproteinas mducxda por el antlcuerpo (15,16 y 17)

Herpesviridae (Vari’(.‘:élafz'o's:ter)‘ o

Células MRC-5 mfectadas con el virus ‘de varicela- zoster. (VZV) en*"

presencia de anticuerpos monoclonales contra las ghcoprotemas vxrales

gpl y gpll presentan aglomeracién y “capping” segulda de endocxtosls‘ Losy

complejos formados se encuentran . homogéncamente dlSt!‘lbUldOS, T

inmediatamente después de la adicién de los antxcuerpos una o

posterior endocitosis que podria evitar el reconocimiento’ po;j e tema’ -
inmune, y asi favorecer la persistencia del virus en' ganglios’ sores

humanos (18).




IN.VIVO -
Alphauiru's (Virus" sihdibis)

B El tratamlento del cultivo primario de neuronas de rata mfectadas con el
“virus  de sindibis, con anticuerpos monoclonales ann gllcoprotema E2 )
Vresulta en la disminucién de la sintesis de proteinas vxralres seguxda por .

una terminacion gradual de la maduracion de virus 1nfect1vo (1),

Orthomyxoviridae (Ihﬂuenza A)

‘La ;proteina. M2 de mﬂuenza ‘A'se expresa en la membrana de las celulas

"mfectadas, la presencna’de antlcuerpo monoclonal contra esta protema :

= :'.Paffamrxbwridae'(Saffémbféﬁj

o reduce ]a rephcaélo»r'lbdel v1rus en pulmones de ratones BALB/c (19)

La administracion de anticuerpos v‘n'eutrélizantyes' especificos para’ la
. proteina HA del virus de sarampién a ratas Lewis inyectadas con este virus ;
cepa CAM/RBH, ejercen un efecto de modulacién restringiendo. la
expresién de genes virales al nivel de transcripcién. Se ha observado.que
este fenomeno contribuye en la infeccién persistente en el sistema nervibso_.
central (20). ‘

En ratones BALB/c que reciben anticuerpos de suero hipefin‘mu'ne',;
después de la inoculaciéon con el virus, produce una encefalms aguda y

-persistencia viral (2 1)



Coronauiridae.(Virqs de hepatitis)

La adlcxon de antlcuerpos monoclonales contra dos dxstmtos epltopes de la
‘gllcoprotema -E2-del virus de hepatms de murmo MHV 4 a neuronas de

'ratones BALB/c mfectadas con este v1rus, protege a: los ratonesv

bloqueando Ia encefalltxs y convnerte la nfeccxon que normalmente es fatal -

en una desmelmnzacnon (22)

Pabr'\"d‘viric‘ié:c (Virus" aleutién) v

e La admlmstraclon de antlcuerpos para la enfcrmcdad de v1rus de A]eutlan

';?‘;(ADV) a crias de mink, permite la sobrevida a la neumoma agud pero en’.

L estos animales se desarrolia una forma cromca de la" nfermed

] medlada

: por complejos inmunes. Se ha observado que ,,pr sencna de estost
_anticuerpos reduce los niveles .de RNAm d )

restriccion de la replicacion viral (23, 24)

Con base en estos antecedentes, se deci
posibilidad de que el fenémen
anticuerpos antivirales - se-prese

‘v: Sincitial Respiratorio ’(RSV)‘.'

. GENERALIDADES DEL VIRUFS.SVINCAITIA‘ ,RESI?IRATORIO,(RSV)

"RSV es'un miembro del género Pneumowrus de la famlha Paramrxoumdaé.

Su genoma comprende una cadena sencilla de RNA de sentldo negatlvo el"

i' la.

cual esta asociado con tres proteinas vxrales para formar la nucleocapsxde Ll

La envoltura viral esta compuesta de una membrana derivada deila blcapa o

lipidica del hospedero. El virién tiene un diametro de 1507300 nm "dé

6



morfologia irregular. El genoma del RSV esta compuesto de 15,222
nucleétidos, el RNA codifica para 10 proteinas: tres proteinas
transmembranales (F, G y SH), dos proteinas de matriz (M y M2), tres
proteinas asociadas al ARN genémico formando la nucleocapside (N, Py L)
y dos proteinas no estructurales (NS1 y NS2) Fig. 1 (25, 26).

FUSION - 2 _LATRIZ
RIBONUCLED
o
O
o 4 Tl MEMBRAMA,
LIPIDI &
LN

PROTEINA DE

PROTEINA DE PROTEINA DE PRIITEINA SH
MATRIZ wu \ ' / UNICN
I_\_l =
/-—1 < »—T—D--fl i 5

PROTEINAN  FOSFOPROTEINA  PROTEINA M2 POLIMERASA VIRAL

RNA VIRAL + PRQTEINA N+ PROTEINA P+ POLIMERASA L = COMPLEJO R)

Fig. 1. Esquema de RSV mostrando las diferentes proteinas {tomado de

www.all virology).



PROTEINAS DE RSV
PROTEINA F
La“glicoproteina de fusién (F) de RSV, media la fusién de membranas y

" facilita la entrada del virus a la célula, es altamente conservada, y: es el

prlncxpal antigeno viral neutralizante (25). La proteina se sintetiza como_

un precursor inactivo de 574 aminoacidos (denotado como FO) ‘el cual,- R

durante su migracién hacia la membrana celular se activa .por-el: cqrte_
proteolitico de furina en dos subunidades F1 y F2 las cuales'pérhjaﬁc;Cer{ :
unidas por un enlace disulfuro {27). Analisis de’la proteiné. ‘de»fus.ién en
células VERO infectadas con RSV muestran la presehéia de uﬁa'éola
subunidad F1 y dos diferentes formas de la subumdad F2 demgnadas‘
como F2a (21 kDa) y F2b (16kda) (28,29). EE T )

PROTEINA G

La Proteina de unién G es una glicoproteina de tipo Il con un ddfnihio .
- hidrofébico entre los residuos 38 y 66 que sxrven para el: anclaje ala-
membrana y como secuencia senal. El ectodommlo C- termmal txene una‘
. regién central (164 a 176 residuos) que es conservada en lvas‘ cadengs,‘
siendo este un sito candidato para la unién al receptor. El"lpyréc":ui'éofv.de‘ !

“32kd de la proteina de union se modifica extensivameﬁté por. léjadivcién”‘de ,

“cadenas de oligosacaridos produciendo una molécula madura de 80a 90,
'kd (30). La proteina G es altamente glicosilada 'y no.es esenmal para la
‘ replicacuon viral in vitro (31). ‘Una de las formas de la glxcoprotema G esta' :

asociada a la membrana y la otra es secretada (Gs) (32). ‘La’ protema Gs*

o (soluble) es claramente evxdentc en sobrenadantes de cultxvos despucs de

6 horas. de infeccion, mxentras que la forma asoc1ada al v1r10n no.es

detectada hasta después de 12 horas de infeccidon (33)



PROTEI‘NA SH

:Junto con las dos anteriores:SH es una protema de envoltura, consiste de

s»‘conservada entre las distintas cepas virales aisladas, es una proteina

ammoacndos -en e] ~grupo A 0-65 ‘en el grupo B, es altamente

A thdrofobxca En células mfectadas se encuentran cuatro formas, Sho la

" forma mas abundante y no glicosilada, SHg es la forma que contiene umda

una cadena de carbohidratos, SHp es una versién modificada de SHg en la k
cual las cadenas de carbohidfatqs son modificadas por la adicién de-

polilactosaminoglicano y: finalmente SHt es un forma no glicosiladé y se

diferencia de las demas formas por no ser transportada a la vs'uperﬁcie
celular (34). ' ' ‘ U

La coexpresion de estas tres glicoprotéinas F, G y SH aumenta la fusién

celular {formacion de sincitios) en monocapas de células infectadas (40),

Ademas se ha demostrado que estas tres proteinas forman complejos

oligoméricos con mayor afinidad a heparina, que para las proteinas Gy F
individualmente sugiriendo un posible mecanismo én la- propagacmn de
RSV célula a célula (35).

PROTEINAS N, Py L

Las proteinas N, P y L del virus sincitial respiratorio, son esenciales para

una eficiente transcnpcxon y rephcacxon del RNA v1ra1 ademas de estar' .

asociadas con el genoma’ vnral de RSV formando la nucleocap51de

La proteina P de RSV (241 amlnoamdos) actua como ‘u

elongacion para la RNA pollm‘ asa dependlente de RNA 25)




pohmerasa dependxe te NA La proteina N de 391 ammoac1dos, contxene}

tres segmentos cuenc:as similares presentes en . los: v1rus no‘f

segmentados ,y_ ntxdo negatxvo, estas reg]ones conservadas, tal vez

n na ‘o mas funcnones, tales como la unién al RNA“

os“pr'o'te’inas de matriz M Y M2, la 'funéién de la

r la envoltura viral y partlmpar en'el ensamble, asi

como mantener' mactlva la nucleocapside antes del empaquetamlento, M

l esta constltuxda por 256 aminoacidos, mientras que M2 por 194 (25).

- REPLICACION

'Los glicosaminoglicanos (GAGs) estan implicados con - el inicio “de " la

" infeccién de RSV en cultivos celulares, estos se encuentran en la superfime

entrada de RSV (38 39) Otro factor que posxblemente nte

genoma viral en el c1top1asma Todos los procesos de rephcac1on del"m

material genético viral se llevan a cabo en el cntoplasma celular sm’

10




’ - ‘preescolar en el 2000 (46, 47)

involucrar el nucleo.  Los eventos llevados a cabo durante la rephcacnon y

transcripcion se muestran en - la figura 2 (42)” earns mostro que los

promotores para la transcripcion y rcphcacmn se encucntran en los
nucleotidos de 3’ ‘del genoma y que la preferencxa de nucleotldos para los

dos procesos no son idénticos (25, 29).

El proceso de ensamble y liberacion del RSV cbmxéhza con el ensamble de
la: nucleocapside en el citoplasma en dos pasosivprimero la asociaciéon de N
y P libres con el RNA (-) para formar la ribonuc]eopfoteina (RNP) y segundo
la asociacion de Py L. Las glicoproteinas F, G Y SH son transportadas a la
membrana celular para formar la envoltura viral y por ultimo para la
maduraciéon se adquiere el RNP y las proteinas de matriz. El mecanismo
bioquimico por el cual RNP es transportado dentro de la capside no esta
claramente definido, pero tal vez estan involucrados elementos de

citoesqueleto. Finalmente el virién es liberado por gemacion (43, 44 y 45).

EPIDEMIOLOGIA

Las infecciones respnratonas agudas (IRA) en conjunto con la neumoma e

con mayor frecuencia el Virus. Sincitial Respu'atorio,.""

Parainfluenza B e Influenza A. En el pais las IRA ocuparo

,Las cpxdemlas por el RSV ocurren anualmente durante la




“ireservorio conocido. 'El contagio de RSV se lleva a cabo por contacto
directo . con ,'las“‘l‘s'e":’éret‘:iones nasales del individuo infectado y las
're;in_fec'ciqijljesr 'kt")cdrrén durante toda la vida ain en presencia de altos
rﬁv@alés de 3'>ax_;'ty:ikcu'erpos neutralizantes, sin que haya todavia una vacuna

* efectiva para el Virus Sincitial Respiratorio (48, 49).

Virus sincifial ',
respiratorio E e Adsorcién/fusién

ARP (- RE
Girico B
1 .999999Q. 5 k
Franscripcion N ~
So.. O’O
ARRIm
Plantilla E] x
ARN(+) 000000, Trado ton W

Genoma
ARN () O & E bloje de ARN y p E

vitico

TELIS CON
FALLA LE ORGEN

Figura. 2. Replicacion del RSV, (Figura tomada de Murray 1997.)
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HIPOTESIS o
Anticuerpos antivirales inducen modulacion antlgemca en celulas HEp -2
infectadas con el Virus Sincitial Resplratono .

OBJETVO GENERAL R T
Estudiar el efecto del anticuerpo anti- RSV en la l n‘en la célula de .
los antigenos virales. ; e R
OBJETIVOS PARTICULARES : g :
1. Analizar por microscopia confocal la dlstrlbucxon de los antlgenos
virales en la membrana de las células mfectadas con RSV y tratadas
con el anticuerpo anti-RSV.
2. Determinar el porcentaje de células en las que se presenta el
fenomeno de capping.
3. Determinar la localizacion intracelular de los antigenos virales en
células HEp-2 infectadas con RSV en presencia de anticuerpos
4. Confirmar la internalizacion de las glicoproteinas virales en las
células HEp-2 infectadas con RSV en presencia de anti-RSV.



METODOS
PROPAGACION DE CELULAS HEp-2.

Células HEp-2 se propagaron en D-MEM complementado con 1% de
glutamina y 5% de suero fetal bovino inactivado (SFB) a 56°C por 30 min
en botellas de 25 cm?, se incubarén a 37°C en atmésfera humeda con 5%
de COa.

Se subcultivaron 2 veces por semana, para lo cual se lavaron 3 veces con
PBS y se agregé 1 ml de tripsina 5Smg/ml, se resuspendleron en 2 ml para
su duplicacion. ‘
A las células HEp-2 se les realizé una prueba de deteccién de mlcoplasma
para descartar contaminacion (kit de deteccién de mycoplasma B). o

CONGELACION DE CELULAS HEp-2

Células HEp-2 se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 mm a 4°C se
recupero el botén y se resuspendid6 en medio para §
conservandolas asi a =70 °C. : ;

ENSAYO DE DETECCION DE MICOPLASMA

El ensayo de deteccién de micoplasma se realizé con el sob> ‘
células HEp-2.

1. Solucién de anticuerpo
-Depositar 0.25 ml del anticuerpo 1a) anti- Marglmm, lb)
1c) anti-A.laidlawii, 1d) anti-M.orale, dentro. de’
E.LLA,, e incubar 2 hrs a 37°C. .

2. Bloqueo
-Remover la solucion de los pozos decantan
pipetear 0.25 ml de la solucién ‘de bloqueo
anticuerpos ¢ incubar por 30 min a 37°C: *
3. Lavados :
-Remover la solucion de los pozos decantando :
solucion de lavado. :
4. Aplicacion de la muestra y controles (negatlvo/posx
-Agregar 0.2 ml del sobrenadante de las células HEp- 2

5. Lavados
-Realizar los lavados como se describe en el paso 3 -
6. Aphcacxon del anticuerpo dc deteccion :

los 4 pozos corrcspondlentes e incubar por 2 hrs a 37°C




7. Lavados

-Cémo se describe en el paso 3. -

8. Aplicacion de estreptavidina- peroxxdasa

-Agregar 0.2 ml de estreptavidina-peroxidasa en cada uno de los 16 pozos
cubrir la placa e incubar por 1 hr a 37°C

9. Lavados

-Como se describe en el paso 3.

10.Reaccién con el sustrato

-Agregar 0.2 ml de la solucién del sustrato en los 16 pozos e mcubar por. 1’
hr a18-25°C.

11. Evaluacién

-Se cuantificaron las muestras a 405 nm.

PROPAGAR EL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO

Monocapas de células HEp-2 con confluencia entre el a 80 ~-100% se
infectaron con el RSV a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 1.0,
después de dos hrs de adsorcion a 37°C en atmésfera huimeda con 5% de
CO2, se retiré el inoculé y se reemplazé por medio para infectar, se
incubaron hasta observar efecto citopatico (sincitia). Las células ya
desprendidas por efecto del virus se recuperaron con el sobrenadante en
un tubo cénico de 50 ml, se sonicé (Branson ultrasonic clear mod. 452E}
por 10 min y se centrifugo a 1,500 rpm a 4°C durante 10 min en una
centrifuga sorval RT 6000d para eliminar restos celulares, se recupero el
sobrenadante y anadié 0.1 M de MgSO4 para mantener la infectividad del
virus, se hicieron alicuotas de 1 ml para su congelacion a -70°C y
posterior titulacion.

TITULACION DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO

Células HEp-2 se crecieron en placas de 96 pozos y se infectaron con S0 pl
de cada una de las diluciones seriadas 1:10 de la suspensién . viral ‘por
cuadruplicado, el inoculoé se dejo por dos horas a 37°C-en atmoésfera.
humeda con 5% de COz, transcurrido el tiempo de incubacidén’ se ‘sustituyé
por medio para infectar dejandose asi hasta observar efecto cxtopatxco
(EPC). :
El calcul6 del TCIDso se realizd utilizando el método de Karber (50)



o ’I‘CIDso— ~A—8 (s -0. 5)
En donde. '

o A— logxo donde el 100% de pozos presentaron efecto c1topatlco

6= logio del factor de dilucién.

S= suma de los pozos que presentan efecto citopatico mcluyendo aquella
donde el 100% también lo presentan.

- -1 2 3 -4 -5 6 -7 -8 -9 -10 -11
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[* ] Con efecto citopatico

[} Sinefecto cito'pé.tic'o S

Usando los valores del esquema anterxor, tenemos que:
A= -2
5= logio10 =1
S= 1.750 o la suma de
-2:8/8 =1.000
-3:5/8 = 0.625
-4:1/8 =0.125
-5: 0/8 = 0.000
1.750 .

Remplazando los valores en la ecuacion:
TCIDso = A - 5(S-0.5) . :
=-2~(1) (1.75- 05)

-2 -1 250 -
=3.25 syt e
10'3 25/50 pl



PURIFICACION DE LA FRACCION IgG DEL SUERO POR COLUMNA DE
SEFAROSA

Las IgG del suero preinmune se purificaron por columna de sefarosa, la
proteina A se reconstituyd en 1 ml de agua desionizada y se colocé con
una pipeta en una jeringa con la punta tapada con fibra de vidrio,
dejandola asi por 15 minutos, se lavé la columna con 6 ml de
amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 8.0, seguido por un lavado de 2 ml con
amortiguador de fosfatos 0.1M pH 8.0. Posteriormente se colocé 1 ml de
muestra de suero preinmune dejandola por dos horas a temperatura
ambiente. La columna se lavé con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 8.0
colectandose fracciones de 1 ml y sé determiné la densidad éptica a 280
nm hasta obtener valores de cero. Se comenzaron a eluir las IgG de la
columna con acido acético 0.1 M y NaCl 0.15 M pH 2.0 colectandose
fracciones de 1 ml en tubos de eppendorf nuevos que contenian 100 ul de
tris-HCI 1 M pH 8.0, y se cuantificé la concentracion de proteina a 280 nm
en un esprectofotometro, las fracciones obtenidas con densidades opticas
de 0.9-2.172 se mezclaron y dializaron contra PBS 1x pH 4, y se determiné
la concentracién de anticuerpos neutralizantes.

CUANTIFICACION DE IgG INMUNE Y PREINMUNE

Para cuantificar la cantidad de IgG inmune y preinmune por el método de
Bradford, se realizaron 10 diluciones seriadas de albumina sérica bovina
(ASB) 1:10 tomando 40 pl de cada una de las diluciones para mezclar con
10 ul de las muestras de IgG preinmune e inmunes por separado y por
duplicado en placas para ELISA de 96 pozos, anadiendo en cada una 160
ul de la solucién de Bradford 1:5 esperando 5 minutos para leer a 480 nm.

CUANTIFICACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES

Se realizaron seis diluciones seriadas 1:3 de las inmunoglobulinas anti-
RSV lo mismo se realiz6 para las inmunoglobulinas preinmunes por
duplicado se tomaron 60 ul y se incubaron 30 min a 37°C con 60 pul de
virus con un titulo de 1x1085, transcurrido este tiempo se inocularon con
50 ul de esta mezcla, monocapas de células HEp-2 crecidas con
anterioridad en placas de 96 pozos, después de 2 hrs de absorcién a 37°C,
se retiré el inéculo sustituyéndolo con medio para infectar el calculo se
hizo por el método de Karber, tomando en cuenta, que en esta ocasion el
titulo se expresd como la ultima dilucién en donde no se observa efecto
citopatico.



DETERMINAR LA PRESENCIA DE ANTIGENOS POR
INMUNOFLURESCENCIA INDIRECTA EN PRESENCIA DE
ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA RSV,

DISTRIBUCION DE LOS ANTIGENOS VIRALES EN LA MEMBRANA
CELULAR EN PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-RSV

Se crecieron 1 x 10% células HEp-2 en cubreobjetos tratados previamente
con poli-L-lisina [lpg/ml] (durante 30 min a temperatura ambiente y
lavados 2 veces con PBS) para aumentar la adhesioén celular, infectandose
por 12 hrs con el RSV Long a MOI de 100 y posteriormente se incubaron
con el anticuerpo anti-R8V e IgG de suero preinmune 1:5 durante una
cinética de 1hr y media a 37°C, se lavaron tres ocasiones con PBS 1% de
ASB e incubaron con el anticuerpo 1:50 anti-RSV conjugado con FITC por
una hora a temperatura ambiente, se lavaron tres veces con PBS 1% de
ASB y fijaron con paraformaldehido al 0.4 % por 15 min, finalmente se
lavaron con PBS para su posterior analisis, por microscopia confocal

DETECCION DE ANTIGENOS INTRACELULARES

Se sembraron 1 x 10% células HEp-2 en cubreobjetos previamente tratados
con poli-L-lisina se dejaron asi por 24 hrs a 37°C en atmédsfera humeda
con 5% de CO3, se inocularon 12 hrs con RSV Long a una MOI de 100,
transcurrido este tiempo se incubaron a diferentes tiempos (10, 20, 30, 40,
50 y 60 min.) con IgG 1:5 (obtenidas de la purificacién de suero inmune
y preinmune) se lavaron 3 veces con PBS 1% de albumina sérica bovina
(ASB), se fijaron y permeabilizaron las células con metanol frio (-20°C) por
cinco minutos y acetona (-20°C) por 30 segundos, se realizaron 3 lavados
con PBS 1% ASB y bloquearon toda la noche a 37°C con PBS 0.1% de ASB
+ 2% de SFB, se lavaron tres veces, cada uno de cinco minutos con PBS
1% de ASB, tween2o al 0.05% e incubaron con el anticuerpo anti-RSV 1:50
durante una hora a 37°C. Se lavaron con PBS 1% ASB, finalmente se
incubaron con FITC-conejo anti-Cabra 1:50 por una hora a temperatura
ambiente y se lavaron una vez con PBS y dos con agua destilada, para su
posterior analisis en microscopia confocal.

INHIBICION DE LA INTERNALIZACION DE LAS GLICOPROTEINAS

Células HEp-2 (1 x10%) se crecieron en cubreobjetos tratados con ‘poli-L-
Lisina con anterioridad, e infectaron por 12 hrs a MOI'de 100 con RSV."
Para el ensayo de inhibicién de endocitosis las células se mcubaron con D-
MEM al 2 % de SFB y 0.3 M de sacarosa por 30 min a 37°C; Al termino de
este tiempo se realizé un lavado con D-MEM, 2% de SFB: e mcubaron en
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medio hiperténico por diferentes tiempos (10 min a 60 fnih)— las células se. .

fijaron, permeabilizaron y se realizé el ensayo de inmunofluorescencia
indirecta para detectar los antigenos virales.

MICROSCOPiA CONFOCAL

Las muestras fueron observadas en un microscopio confocal MRC600 de
Bio Rad {Bio-Rad laboratories, Hercules, CA) adaptado a un Axioskop Zeiss
con un objetivo Plan-Neofluar 40X/0.75 PH 2. Se colectaron series de
cortes 6pticos utilizando el filtro de excitacién blue 488 nm y un filtro de
emision de BHS para observar fluoresceina. Los datos confocales fueron
colectados utilizando el software CoMOS de Bio-Rad con un Z-step de 1.08
nm.

VIABILIDAD

Células de HEp-2 (1x10% se crecieron sobre cubreobjetos preparados con
poli-L lisina, se infectaron con RSV a una MOI de 100 por 12 hrs e
incubaron con el anticuerpo anti-RSV por 1.5 hrs, 48 hrs y 72 hrs.
Posteriormente, a las células se les anadié 200 ul de EDTA por 5 min, sé
resuspendieron con 15 pl de tripsina [Sug/ml], S ul de medio para infectar y
5 ul de azul tripano para el conteo celular.

“*la preparacion de medios y soluciones se describe en apéndice.



RESULTADOS

PROPAGACION DE CELULAS HEp-2

Para el ensayo de modulacion antigénica era importante que las células
HEp-2 estuvieran libres de contaminantes, puesto que el contaminante
mas comun en las lineas celulares es el micoplasma se determind

mediante un ensayo de ELISA (Mycoplasma detection kit) Tabla I.

Especies de Sobrenadante de células| Control - | Control +
Micoplasma HEp-2
D.O D.O D.O D.O
M. arginini 0.492 0.562 0.545 1.557
M. hyorhinis 0.398 0.386 0.386 0.695
A. laidlawii 0.454 0.439 0.441 1.519
M. orale 0.362 0.345 0.360 jaloladell

D.O densidades opticas
TABLA I. Deteccion de micoplasma en células HEp-2.

Observamos que los valores de D.O de los sobrenadantes de las células
HEp-2 son negativos con respecto a los presentados por los controles
-positivos del kit de deteccion de micoplasma, por lo que se decidié trabajar
con estas células para la propagacion del Virus Sincitial Respiratorio. (RSV)

y posteriores ensayos de inmunofluorescencia.

PROPAGACION DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO
Las células HEp-2 se infectaron con el RSV a una MOI de 1, -los -

sobrenadantes se cosecharon cuando el efecto citopatico fue claramente
visible (Fig. 3). ' '
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FIG.3. Sincitia caracteristico producido por el Virus Sincitial Respiratorio.
A) Células HEp-2 10 X, B) 40x, C) Células Infectadas a MOl de 1 con RSV
y D) 40 X.

TITULACION DEL VIRUS

Para obtener un stock del Virus Sincitial Respiratorio en células HEp-2 se

realizaron varios pases, los resultados se muestran en la TABLA II.

Nuam. de pase TCIDso

6.3X102 /ml
6.32 X 103 /ml
6.3 X105 /ml
6.3 X106 /ml
1.1 X107 /ml

N[DILIN|=

Tabla II. Pases realizados al Virus Sincitial Respiratorio en células HEp-2.

En el pase 5 se obtuvo un virus con alto titulo (1x 107 TCIDso/ml) y que

producia un efecto citopitico claro en células HEp-2 (Fig.3).

El virus obtenido de este pase se utilizé para todos los ensayos posteriores.
m————

TESIS CON
FALLA LE ORIGEN
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DETERMINACION DEL ANTIGENO VIRAL EN CELULAS INFECTADAS
CON RSV POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Para determinar las condiciones é6ptimas para la deteccién de antigénos
virales, se infectaron células HEp-2 a una MOI de 1 a diferentes tiempos (8
y 24 hrs) paralelamente se hizo un control de células sin infectar Los
anticuerpos utilizados en la mmunoﬂuorescencxa (antx -RSV y ant1 -1gG

fluoresceinado) se dlluyeron l 250 Yy 150‘ respectwamente, en estas

condiciones, en las celulas mfectadas c bservo que laintensidad de‘

Celulas HEp -2, se mfectaro

- antlcuerpos antx RSV e'

. observandose los snguxentes resultados anahzado en un mlcroscoplo»

- confocal (Flg 4).
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Fig.4. Deteccion de antigenos virales en células HEp-2 infectadas con RSV
a una MOI de 100 12 hrs p.i. A) Células infectadas, B) Células sin infectar.
(Panel izquierdo luz UV, panel derecho luz visible).

En la Fig.4 se muestra que los antigenos virales se encuentran
homogéncamente distribuidos en el citoplasma de células infectadas y que
en el control no se observa fluorescencia inespecifica.

Los resultados anteriores nos permitieron determinar las condiciones
optimas de MOI, tiempo de infeccién y concentraciéon de los anticuerpos
que permitieron identificar claramente los antigenos virales en las células
infectadas.

Estas condiciones se utilizaron posteriormente para los ensayos de

modulacién antigénica por anticuerpo anti-viral.

DISTRIBUCION DE LOS ANTIGENOS VIRALES EN LA MEMBRANA
CELULAR EN PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-RSV

La distribucion de los antigenos virales en la membrana de células HEp-2
infectadas e inducida por la incubaciéon con [0.03 mg /ml] el anticuerpo

1ESIS CUN 2
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anti-RSV, se determiné durante una cinética de 1 hr fijandose con
paraformaldehido al 0.4% cada 10 min del tratamiento.

En la figura 5 se muestra que los antigenos virales estan distribuidos en la
membrana celular al tiempo cero y 10 min después de incubarse con el
anticuerpo anti-RSV, mientras que a los 20 min de incubacién se observé
que los antigenos virales se encuentran aglomerados o formando “capping”
en el 10 % de las células infectadas. Mientras que en el resto de las células
se observé una distribucion homogénea de la fluorescencia en la

membrana.

_.__—-—-""‘
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Fig.5. Deteccion de los antigenos virales en la membrana de células HEp-
2 infectadas en presencia del anti-RSV a A)O, B)10, C) 20, D) 30, E} 40,
F) 50 y G) 60 min de la incubacién con el anticuerpo. (Panel izquierdo luz
UV, Panel derecho luz visible)

TESIS CON
FALLA £E ORiGEN 25




DETECCION DE ANTIGENOS INTRACELULARES

Para determinar que los antigenos virales posiblemente fueron
internalizados por la incubacién en presencia de anti-RSV en células
HEp-2 infectadas, las células se fijaron y permeabilizaron a los 10, 20, 30,
40, 50 y 60 min de incubacién con el anticuerpo anti-RSV (Fig.6) y se
realizé el ensayo de inmunofluorescencia indirecta en las condiciones

anteriormente mencionadas.

TESIS CON
| FAL.A BB CRIGEN
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Fig.6. Distribucion de los antigenos virales en el citoplasma de células
HEp-2 infectadas e incubadas con el anticuerpo anti-RSV a diferentes
tiempos A) 0, B) 10, C) 20, D) 30, E) 40, F) 50, G) 60 min. (Panel izquierdo
luz UV, panel derecho luz visible).

Durante la cinética se mostré que a los tiempos 20, 40 y 60 min hay

disminucion en la intensidad de la fluorescencia detectada en el

" TESIS CON
PALLA T8 CRGEN
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citoplasma, sin embargo, a los tiempos 10, 30 y 50 min, se observé un
aumento en la intensidad de la fluorescencia por la incubacién con el
anti-RSV.

Para confirmar la especificidad del efecto se usé como control IgG de suero

preinmnune y se incubd en las mismas condiciones descritas

anteriormente.

Fig.7.Células HEp-2 infectadas con RSV 12 hrs e incubadas con
anticuerpo preinmune durante una cinética de lhr. A) O, B) 10, C) 20 min.
(Panel izquierdo luz UV, panel derecho luz visible)

El uso de IgG preinmune (Fig. 7) no alter6 la expresion de los antigenos en

las células, lo que confirma que el efecto esta dado por la union del anti-

£513 CON
FALLA LE ORIGEN 28




RSV con los antigenos virales, lo que sugiere que el fenémeno de
modulacién antigénica por anticuerpo es especifico. Ademas de mostrar
que a tiempos cortos de incubacién con el anti-RSV puede inducirse

aglomeracion e internalizacién de los antigénos virales.

INHIBICION DE LA INTERNALIZACION DE LOS ANTIGENOS VIRALES.

Para determinar la internalizacion inducida por el anti-RSV de las
glicoproteinas de la membrana en las células infectadas se incubaron en

medio hiperténico (0.3 M de sacarosa).

TEV1S CON
FAL:A (§ ORIGEN
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Fig. 8. Inhibicion de la internalizacion de los antigenos virales en medio
hipertonico a diferentes tiempos de incubacién con el anti-RSV A} 0, B)
10, C) 20, D) 30, E) 40, F) 50 y G) 60 min. (Panel izquierdo luz UV, panel
derecho luz visible).

TESIS CON
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diferentes tiempos (1 5 :48 y 72v hrs) y se determmo’la vxabmdad celular‘f‘
por exclusién con azul tripano ( tifie especificamente a las células muertas)
(Fig.9).

Viabilidad
100000

50000 -

48 72 hrs

@ Células infectadas con IgG inmune
OCelulas infectas
@C¢lulas sin infectar

Fig.9. Viabilidad de células HEp-2 durante la mcubacxon con antx RSV,
Los datos son el promedxo de ensayOS por tnpllcado : :

Se observo que la v1ab1hdad ‘no es alterada 51gn1ﬁcat1vamente entre los
‘txempos 15) y 1.5 hrs comparados entre: la‘ presencia o ausencia del
antlcuerpo Alrededor de las 48 hrs, la viabilidad comienza a decrecer,

mdependlentemente de la presencia del anticuerpo.
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DISCUSION

En este trabajo se estudio el fenémeno de modulacion antigerﬁca, inducido‘.
por el anticuerpo anti-RSV en células : HEp'—_2" iﬁfegtadgs’ con’ el -Virus

Sincitial Respiratorio.

I. Redistribucioén.
La interaccién entre los antlgenos vxrales yel :

la redistribucion de las gllcoprotemas -vir

resultados similares se reportan para losvu_'us

parainfluenza y varicela zoster (5 18 114”)’;‘ 15

redlstnbucwn de los antlgenos v1rales no es'u equerlmlento -esencial

para el mecanismo de modulacwn '7: 10)..Con lo que podnamos explicar el

bajo porcentaje de celulas mfectada que presentaron “capping” en
nuestro sistema. p

II. Internalizacion.

Los resultados en las celulas permeablhzadas despues de la incubacion

con el anti- RSV mostraron qu : la' 1nten51dad de fluorescencia en el

cntoplasma aumentab y dlsmmuxa en forma ciclica con respecto al tiempo

del tratamlento en el cxtoplasma de las células.
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sugiriendo que la funcxon de ]as vesxculas cubxe a

por h1perton1c1dad (52). 2) Hansen et. al encuentra q

adaptador HA2, los cuales provecn el apa‘

y eficiente mternahzacnon de las protemas q e co nen‘una secuencia de

reconocimiento en su tallo cltoplasmxco (54).,
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_ El _proceso de endocitosis. medlada‘por receptor, esta regulada -por

citoesqueleto, secuencias senal y clatrma

- A) Citoesqueleto

Van de Walle et. al. han reportado que elementos de: mtoesqueleto (actma, :
miosina, dineina y mlcrotubulos) partlclpan n la 1nternallzaclon"/de los

antigenos virales de pseudorabia (16 17)

La importancia de la actma durante el. pr_ ce

endocitosis atin no es clara, sin embargo se

.. inhibidores de la polimerizacién, reduce sxgmﬁcatxvamente la endor 1t051s. 3

" Los microtubulos funcionan como via de transporte de las vesnculas hac1a
el interior .de las células, la adicién de colchicinia mhxbldor de Ia
polimerizacion de los microtubulos resulta en la. reduccmn en lé,
internalizacion de las glicoproteinas, lo cual sugiere la 1mportanc1a de
estos durante el proceso. La dineina que media el transporte de las .
vesiculas, es co-localizada en ghcoprotemas endocitadas, por‘lo tanto los ‘
componentes celulares microtubulos y dineina son importantes durante el
proceso de internalizacion de lds ‘antigenos virales ' inducido . por el
anticuerpo (16, 17). S s ' :
La posible participacion del mtoesqueleto en nuestro modelo aun esta por
determinarse. ot

B) Secuencias senal

Se ha reportado que el motwo YXX¢ LL en el tallo c1toplasm1co de

receptores celulares muestran se crucxales para su endoc1tosns, donde Y

un am oa 1do hldrofoblco

representa una tirosina, X un m' oacxd

y LL es una doble leucma

La endocitosis medlada : éntrada de

casein cinasa al tallo del recepto fosforllando a t1r051na en la secuencia
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. 'YXXL.-Esta primera fosforilacién induce una’ cascada de fosforilaciéh'y‘”:"

desfosfonlamon enviando una senal al nucleo y finalmente ‘comenzar la
endoc1tos15 del receptor. Se ha reportado que la carencia de los tallos,
’ :‘c1toplasmlcos en receptores de baja densxdad (LDLR) y trasnferrm .(TR)
A .“dxsmmuye su mternahzacxon (55, 56y 58) : T

,F‘avoreel et al demostraron que la’mutacion de un resnduo de tlrosma

o localxzada en un motivo YXX¢ en la’ protema gB del v1rus de Pseudorablé o

resulta en un decremento en la mtemahzacmn de la ghcoprotema ‘duC|da -

por el antxcuerpo, resultados sxmxlares ‘son: rcportados por‘Ol

: para la gllcoprotema gE de vancela zoster, demostrando que la

‘ antes mencionada es esencial para la endocxt051s (55, 57 5 1)

De posxble interés en este contexto tal vez es la presenma una secuencxa
Yxx¢ y LL en el tallo cxtoplasmlco de las gllcoprotemas vnrales (F‘ G y SH)
‘expresadas en la membrana de células mfectadas con RSV

En la proteina G observamos la siguiente secuencla YKLNL en F YDPL y

LL y en SH YFTL y LL (59) por lo que posxblemente la presencxa de estas

secuencias esté interviniendo. en. la mtemalxzacxon de’ los antxgenos virales

observados en nuestros resultados

anticuerpo antiviral 'y p051b1emente repre

del sistema inmune, mecanismo usado por el virus par ‘_ favorece que su -

informacion genética permanezca en el hospedero
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CONCLUSIONES

La interaccién del anticuerpo anti- RSV con los antlgenos v1rales

de la membrana celular mducen“ 5
1) “Capping” del 5 al 10 % de las células.
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APENDICE
MATERIAL DE PLASTICO

-Botella de cultivo de 25 cm2 (NUNC, Roskilde denmrak Cat no. 163371)
-Botella de cultivo de 75 cm2 (NUNC, Roskilde denmark Cat no. 147589)
-Botella de cultivo de 150 cm2 (NUNC, Roskilde denmark Cat no. 144881) -
-Cajas de petri para cultivo de tejidos (NUNC, Roskilde denmark Cat no.
172931)

-Criotubos de 1.8 ml (SIMPART Cat no. R1725-9)

-Cubreobjetos de vidrio de 10 mm (Knittel gldser Alemania)

-Raspador celular de 32 cm (NUNC, Roskilde denmark, Cat no. 179707)
-Portaobjetos de vidrio (SLIDES China.,Cat no. 7102) :
-Placas de cultivo de 96 pozos (NUNC, Roskilde denmark Cat no. 167008) "
-Placas de 96 EIA/RIA (COSTAR, Broadway, Cambridge., Cat no. 3590) " -

REACTIVOS QUIMICOS

-Acetona (MERCK, Darmstadt, Alemania., Cat no. 9070457)‘
-Acido acético (J.T. Baker, Danvers, MA., Cat no 9705-05) .+ 7 S
-Acido etilendiaminotetracético EDTA (J. t Baker, Inc, Danvers, / .‘»-,Cat -
no 8993)
-Albumina serica bovina (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO Cat no A-
4503)
-Azul tripano (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO., Cat no. T-5526
-Carbonato de sodio(J.T Baker, Inc, Danvers, MA., Cat'no: 3602);
-Cloruro de potasio (J.T Baker, Inc, Danvers, MA., Cat no.?106570N),
-Cloruro de sodio (REPROQUIFIN Cat no. RA 201 15) b
-Fosfato de potasio dibasico (Quimica dinamica analltlca M
no. 325220)
-Fosfato de potasio monobasico (J.T Baker, Inc, Danvers, A
3246-01)
-Glucosa
-Metanol (MERCK, Darmstadt, Alemania., Catno. MX0488 1),
-Poli-l-lisina (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO.,'Cat.:no
-Polietilenglicol (SIGMA Chemical Co St. Louis, MO, Cat’ n
-Solucién Bradforf (BIO-RAD, Laboratones Hercules, Cal;’Cal
0006) ‘
-Sacarosa (MERCK,Darmstadt,alemania., Cat no. 765 1)
-Sulfato de magnesio (J.T Baker, Inc, Danvers, MA Cat no::2500-01)" "
-Tris HC! (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO., Cat no: T-3253) £
-Trizma Base (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO Cat no.T-1503) .
-Tripsina (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, Cat no. 'I‘-2395)‘;’
-Tweenze (BIO-RAD, Laboratones, Hercules, Cal Cat no 159728A)
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,;ANTICUERPOS e

K -Antxcuerpo pohclonal de conejo ‘anti-cabra conjugado con FITC '
(ZYMED Laboratories, San Franmsco :Cat.no 61 161 1) :
-Anticuerpo pollclonal de cab i

—Antlcuerpo de cabra antl
Cat no) o
La dilucion de los antlcuerp

bovina inactivada.

-conejo | (Sant 1z, Santa sz CA.’,r

Ibuimina‘sérica .-

-kIT DE’I‘ECCION de mlcv pl sma (Boehrmger man he 'n'o'.'i‘12‘96> :
744) i e Gl

MATERIAL BIOLOGICO
- CELULAS HEp-2'

-Células HEp-2 derivadas de carcinoma epidermis de laringe inicialmente

obtenidas de ATTC (American Type Culture Collection CL23) y donada‘al -

-_.-laboratorio de virologia de la Facultad de Medicina por el Doctor Trudel del
‘Instituto Armand Frappie de Montreal Canada. .

VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO

-Virus sincitial respiratorio cepa Long (ATTC VR 26) donada’ al laboratorio
de virologia de la Facultad de Medicina por el Doctor Trudel del mstltuto
Armand Frappie, Montreal Canada. :

MEDIO DE CULTIVO

-Dubelco’s modified eagle medlum D-MEM (GIBCO Laboratorxes, Grand‘
Island, NY., Cat no. 12100-038)

SUPLEMENTOS

-Suero fetal bovino (GIBCO-Laboratories, Grand Island, NY Cat no 16
000 004) :
-Bicarbonato de sodio (Productos Quimicos Monterrey, Monu.rrey, Mcx o
-HEPES (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO., Cat no. H-0763) - .~
-L-glutamina (GIBCO-Laboratories, Grand Island, NY., Cat no. 25030-081}
-Penicilina G (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO., Cat no P-3032) . " .
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' PREPARACION DE D-MEM -
D-MEM se"disuelve en un litro de agua esterilizada -se agrega 2 2 g de .
bicarbonato de sodio y 2.2 g de HEPES ajustando el pH a 74y se ﬁltra a

Bedford, massachusetts 01730., Cat no GSWP 047 00).

MEDIO COMPLETO :
Al D-MEM se le adiciona 5% de suero fetal bovmo

MEDIO PARA INFECTAR
Al D-MEM se le agrega 2% de suero fetal:
glutamina y se filtra con una membrana de 0'

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)
A un litro de agua destilada se le adlcxona g
-Cloruro de sodio 0.8g
-Cloruro de potasio 0.2g :
-Fosfato de sodio dibasico anhidro 0.96g -

-Fosfato de potasio monobasico 0.2g

Se ajusta a pH 7.4 con HCI 1M y se esteriliza a 121°C por 30 minutos.

PREPARACION DE MEDIO PARA CONGELAR
10% de sucro fetal inactivado. 1% de DMSO se filtra y se guarda a -20°C.

SOLUCION EDTA

-NaCl 0.9g

-EDTA 0.2g

En 1000 mly se filtra con una membrana de 0.22uM.

SOLUCION DE LAVADOS PARA LA INMUNOFLUORESCENCIA
-Albumina serica bovina al 1% en 100 ml de PBS
-0.1% de albumina serica bovina y 0.05% de tweenzo en 100 ml de PBS

SOLUCION PARA BLOQUEAR : :
-Albuiimina serica bovina al 0.1% y 2% de Suero Fetal Bovino en 100 ml de
PBS. ; .

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS 0.5 M pH S0
-Fosfato de sodio monobasico 34.49g ‘
-Fosfato de sodio dibasico 35.39g
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~'En 500 ml de agua destilada.

~ AMORTIGUADOR DE FOSFATOS 0.1 M pH 8 (o]
-Fosfato de sodio monobasico 4.13g -
-Fosfato de sodio dibasico 4.25¢g

En 300 ml de agua destilada.

Tris-HCI 1M pH8.0
-Tris-HCI 15.76g
En 100ml de agua destilada.

ACIDO ACETICO 0.1 M NaCl 0.15 M pH 8.0
-Acido acético 0.60 ml

-Cloruro de sodio 0.876 g

En 100 ml de agua destilada.

MEDIO HIPERTONICO

A 100 ml de D-MEM se le adiciono O 3 M de sacarosa.

GLUCOSA PARA DILUIR LA TRIPSINA

A un litro de agua destilada se le adlcwna
-Cloruro de sodio 0.8g :
-Cloruro dc potasio 0.4g

-NaHCO3 0.58g

-Glucosa 1g. g

TRIPSINA :
Sug/ml de tripsina en 10 ml de glucosa
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