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INTRODUCCIÓN 

l. GENERALIDADES DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO (RSV) 

A Nivel Mundial el Virus Sinci1ial Respiratorio (RSV) es considerado como el agente 

elioldgico mas importante de infecciones del tracto respiratorio bajo .. así como la princi¡)Hl 

causa de morbilidad y mortalidad entre las enfermedades infecciosas en niños de 0-12 años •. La 

Or-ganización Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que entre un 25% - 33% dc.Jas m_ueries 

en niños menores de S años de edad son originadas por infecciones ·agudas dél ll-acto 

rcspintlorio bujo. Entre Jos palógenos respiratorios .. el Virus Sincitial Respi~atori~jR.sV}; Cs Ja 
principal causa de hospitalización (P.K.S. Chao et al. 1999). . .. _- , }.~;··.;,·:<, .. 

Posiblemente el J00% de los niños han sido infectados con el Virus Sincifi¡.1 ReSp.irator.io 

(RSV) en sus primeros años de vida .. y cerca del 66% de estos niños fueron infectadOs durante 

su primer año de vida. En un esludio realizado en Suecia se encontró que a los 18 meses de 

edad aproximadamente el 75% de Jos niños en este estudio pre:r;entaban ariticuerpos lgG anti­

RSV. Et Viru:r; Sincitial Respiratorio es estacional y provoca Ja incidencia de epidemias en todo 

el mundo. En países templados .. la mayor incidencia de infección ocurre durante el invierno o 

primavera y no es posible aislar el virus en verano., mientras que en países tropicales y 

scmitropicales., Ja mayor incidencia de infección por este virus es durante Ja época de lluvias. 

El Virus Sincitial Respiratorio (RSV) pertenece a la familia Parumixoviridue dentro del genero 

/>11eun1oviru.'i., el virión es de forma esférica irregular con un diámetro que puede fluctuar entre 

los JSO y Jos 300 nm. enVuelto por una capa lipídica proveniente de Ja membrana celular de la 

célula huésped. Su ·génoma· ·es una cadena s~ncilla de RNA polaridad negativa no segmentada 

constituida de apio~~.~adamente 15222 nucleótidos con peso molecular de 5.0 - 5.64 x JO'' Da. 

(Lumbert D. et al •. •?~~ .. Huang Y. et al. 1982. Huang y. et al. 1983 .. Dickcns et al. 1984. 

Collins P. el al.··1984, Barik S. et al. 1992, Collins P. el al. 1996). 

El genoma viral Codifica 10 mRNAs poliadenilados que al transcribirse darán lugar a 11 

proteínas virales (NSJ. NS2.. N .. P.M .. SH. G., F. M2-I .. M2-2 y L). de las cuales es importante 

nlcncionar que NS 1 y NS2 son no estruclurales., es decir. se encuentran solo en células 
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infectadas. Se han aislado dos grupos de RSV (A y B). clasificados en base a la diversidad 

genética de su proteína G. el que se aisla con mayor frecuencia es el A (Collins P. et al., 2001). 

3 Proteínas se encuentran en la envoltura del virión: F,G y SH. 

La Proteína de fusión Festa constituida de 574 aminoácidos con peso moleculur de 70 K.Da, es 

la encargada de que se lleve a cabo la penetración del virus en la célula .. así como la fusión de 

células entre sí para formar sincitios, esta proteína se sintetiza como un precursor inactivo (Al), 

el cual sufre un corte por furina y quizá otra proteasa hasta el momento no identificada. 

originándose dos subunidadcs (Fl-F2) unidas por un puente disulfuro. (Techaarpornkul S. et al. 

2002, Sugrue RJ. et al. 2001. ZimmerG. et al. 2001). 

Otra proteína que se encuentra en la envoltura del virión es la glicoprotcína G cuyo peso 

molecular es de 90 KDa. y esta formada por 298 aminoácidos. es la responsable de la unión del 

virus a la célula huésped. E..-c;ta proteína se encuentra en dos formas, la soluble (Gs), que se 

detecta en el medio de cultivo después de aprox. 6 hrs. de infección y la forma no soluble. que 

!"C encuentra asociada al virión y puede ser detectada hasta después de 12 hrs. de infección. 

TESIS Cf!JV 
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La tercera proteína que se enc':'entra en la envoltura viral es la Proteína SH (hidrofobica), cuyo 

peso molecular es de 7.5 a 40. K~a y esta .formada por 64 aminoácidos, su función aún no se 

conoce pero hay evidencias de que al coexpresarse con las proteínas G y F la formación de 

sincitios es mas cficicnte~'(BUl-kr~yev A.'~t al; 1997)~ 
La Protcí~a M (Ma.triz), e~ un;.· pr~tcín~ reÍ~livamCrlte pequeña, tiene 256 aminoácidos y pesa 

aproximadamente 28.7 KDa. ·.Urla de sus fuOciones es la de mantener a la nucleocapside 

transcripcionalmcnte inactiva· antes del empaquetamiento viral, y la.otra es'la de.mediar Ja 

asociación entre la nucleocapsidc y Ja envoltura. (Collins P. et al. 2001). 

La Nucleocupside esta integrada por las proteínas (N, P, L. M2-l). La Proteína N de 391 

aminoácidos tiene un peso molecular de 43.4 KOa., su función es estructUral y se encucntrá 

unida al RNA genómico y antigenómico confiriéndole a la nucleocapside una resistencia a la,,_ 

ucción de RNAsas. La fosfoproteína P de 241 aminoácidos con peso molecular de 27.1 KDa. y 

Ja Proteína L. (2165 aminoácidos con p~so molecular de 250 KOa.)juegan un papel importante 

durante la transcripción y la replicación del RNA viral. Es importante mencionar que L tiene 

actividad de polimer.tsa y qúC tanto P como L se encuentran unidas al RNA viral. (Lamb R. et 

al. 2()01). El gene M2 codificia.Í:>ara.2 proteínas: M2-1 (194 aminoácidos con peso molecular de 

22.1 KDa.). el cu~I es u~ fact~I-: d.i: ·anti-terminación necesario para la replicación viral (Fearns 

R et ni. 1999) y M2-2 (90 ami.~oá~idOs y 11 KDa.), cuya función se cree que esta involucrada 

en el balunce entre la replicacióri y Ja transcripción viral (Bcrmingham A. & Collins P. 1999). 

Las Proteínas NSI (139 aminoácidos con peso molecular de 15.6 KDa.) y NS2 '(124 

aminolícidos con peso molecular de 14.6 KDa.) son proteínas no cstructurJles, la función de 

an1bas se desconoce hasta el momento. 

La unión entre virus-célula no esta limitada a ser mediada por una sola molécula, sino que 

posiblemente hay varias moléculas celulare~ que interaccionan con algunas proteínas virales. 

Se ha reportado que la proteína G juega un papel muy importante durante la infección. ya que 

se une a glicosaminoglicanos (GAG.s) que se encuentran en Ja superficie celular (Martínez J. & 

Melero J. 2lHN)), y también se une a un receptor de quimiocinas del tipo CXC3 (Tripp R. et al. 

2(H) 1 ), así también esta reportada la unión de la proteína F con proteínas de superficie celular 

como TLR4, CDl4 (Kurt-Joncs E. et al. 2()(Hl) y moléculas de adhesión celular como ICAM-1 

(Bchcra K. et al. 2001). Una vez que se lleva a cabo la unión, ocurre la fusión entre la 
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membrana plasmática de la célula huésped con el virus a través de la proteína F, y después la 

nuclcocapsidc es liberada al citoplasma celular. Posteriormente la polimerasa viral tiene 

contacto con el RNA virJI para así dar lugar a la producción de los RNA mensajeros que 

posteriormente se traducir.in en proteínas virales. 

El Epitelio del tracto nasal y la nasofaringe, son los sitios donde inicialmente se lleva a cabo la 

replicación del RSV, pero también puede infectar el tracto respiratorio bajo, causando varios 

síndromes respiratorios como bronquitis, neumonía y bronquiolitis (Anderson J. et al. 1989). 

2. RESPUESTA INMUNE A LA INFECCIÓN POR VIRUS SINCITIAL 
RESl•IRATORIO (RSV) 

La respuesta inmune originada por el RSV es permanente pero no efectiva, las reinfeccioncs 

son frecuentes aún en presencia de altos títulos de anticuerpos neutralizantes (Collins P. et al. 

1996, Waydc PR. 1998, Opcnshaw R. 1995, Falscy A. el al. 2000). 

E .. tudios de la respuesta inmune a la infección por RSV en humanos así como en modelos 

experimentales (rata de algodón y ratón) indican que la infección altera las funciones 

protectoras de las células i':'volucradas en la defensa específica e incspecífica del huésped. 

(Alwan W. el al. 1992, BeckerS; et al. 1991, Crowe JE. 1999, Openshaw P. 1995). 

Los macrófag~:< ':'-~;t-i~·¡p~~/~~:· la reSpuesta inmune inespecífica y forman parte de los 

componentes princ.iPa1~~;-~~;I ·:~r!;élnismo encargados de inactivar y eliminar patógenos. En caso 

de los macrófagOS~:··~í~·~¿i;i~~::·~stos se encuentran estratégicamente localizados para ser la 

primera line~ de·'·d~:~~·~,~-~:~,~~~-::·~- que el virus tiene contacto después de atravesar la membrana 

basal del epi1cli~>Y:~-~t~~O·l~··eJ Proceso infeccioso están en mayor cantidad que otras células. 
(Frankc G. el a1:' Í 9~~):;-'; ,_· , . . 
A través del cur~~~~~tu~I de la infección, el macrófago alveolar es célula blanco para la 

infección debido a ·q·~e es permisivo al Virus Sincitial Respiratorio (RSV) (Panuska J. et al. 

1990). 

Los macrófagos tienen varias funciones, las cuales podemos agrupar en tres grandes rubros: 1) 

Aclividad Fagocítica, 11) Producción de Citocinas que actúan sobre Ja regulación del sistema 
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inmune y 111) Presentación de antigcno por medio de moléculas de Clase 1 y Clase 11 del 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) (Lindsay J. et al. 2001, Trine H. et al. 2001). 

1) Actividad •~agocílica: El macrófago puede ingerir partículas de mas de lµm. de 

di•imctro a través de prolongaciones de actina en forma de pseudópodos (Speert D. 

1992), al activarse aumentan su actividad energética para poder producir reactivos 

intermediarios de oxigeno, enzimas así como también la producción de citocinas 

(Adams D. 1992, David M. et al. 2001). 

La Fagocitosis se clasifica como especifica (mediada por receptores celulares) o 

incspccífica cuando Jos receptores no se conocen. La gran variedad de moléculas 

receptoras que median fagoéitosis si.rven para facilitarla, así también determinan el 

control sobre la propagación, diferenciación, activación, reconocimiento, endocitosis, 

migración y secreción. (Auge:r et al. 1992). 

Los macrófagos poseen receptores para distintas moléculas del sistema inmune que 

median fagocitosis, como los receptores para inmunoglobulinas. del isotiP;O lgG, y 

receptores para algunos componentes del complemento. La fagocitosis mediada por 

receptores ~ant lgG es .Pr!mord_~al paru hacer frente a las infecciones por patógenos. En 

cambio los re~ptor~s . de ~anosa-fucosa se encuentran de forma constitutiva como 

componentes p~~~ la. ~agoci~_osis en fagocitos mononuclearcs. Los receptores para lgG 

se han claSificado.en varios grupos (Jeffrey V. 1990, 1997, 2001, .J.E. Gessncr 1998, 

Neil A. 19?~> •. :d~ ·a~~U~r~o a su peso molecular, afinidad y especificidad por ligando, 

tipo celulai-_e~ ~l_q·u.~~S~_ C:?C~resan, y por diferencias antigénicas. 

a) Gru;o l;· ,jj'·Fc:y RI (CD64) se distinguen por su alta afinidad por el ligando 

aún _siendo mo.nomerico. En el caso del receptor murino (mFcy RI ), la más alta 

afinidad es Para lgG2a, mientras que para el receptor en humano (hFcy RI) la 

más._alta afinidad es par.t lgG3. En ambos casos se encue .... tra en monocitos, 

mac;;~ófagos y en neutrofilos, su expresión se ve aumentada hasta 20 veces bajo 

la inn.uencia del interferón gamma (IFNy). Estos receptores median fagocitosis 

y citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC) en macrófagos y lineas 

relacionadas. 
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b) Grupo~· Los ~cy Rll (CD32) tienen baja afinidad por el ligando monomcrico. 

la afinida·~·-·relativa .~e s.':': __ in~tern~~~n -~º" distintos isotipos de lgG9 siguen el 

orden; 2b>2a>1>>3. se·Cncuent~a:Cn fagocitos mononucleares, linfocitos T y e. 
y ne~tl-~,filos·.·· s~·.--~b'C~:q~~-·-·u~~:'.d·~:·J~s-·t·r~-n~ritos del gene humano (Fcy Riia) 

,.i,_, -- . : \;• -',::._c,_-~,_. .. ,_.,,:,~~.:·,:.;.o,._~ ,,,~-. 'º"'~ ·. 

medill_~ f~-~o~i~~~~~ ·~-~~~C~ ~~:~~~~r~f~.~O~.-in~._entras que el transcrito (Fcy Rllb) 

pOr JO ·quc··p'uede.·:mCdiar ·endocitosis de complejos inmunes. Para realizar la 

fagocft~~-¡~·--,·~~~.-:·pa'"~tí~-~~~~', ~psoniza.das, el receptor de los macrófagos que se 

oéU~a C_~-_CS(~'-_!i~--~~_JC~-ptor (Fcy Rll) (Kinct J. 1989, Fridman W. 1991, Odin 

J, 1990). "'' 

c) G~upo -3~ ·. POr_ sus similitudes en estructura primaria .. organización gcnómica, 

dis~-1-i~·~d~O·;·Celular y actividad biológica, el anterionnente conocido como 

mui:cy. Riia. .. ahora muFcy Rlll, así como el huFcy Rlll se reúnen en este 

grU¡}O. E.c;tos receptores se c~cuentran en ncutrofilos. granulocitos, macrófagos. 

líneas· parecidas a macrófagos y células asesinas naturales (NK), presentando 

baja afinidad por el ligando. Tiene afinidad por IgG1 e lgG3 de humano y por 

todas las JgG .. s de ratón .. el orden de afinidad es lgG2b>lgG2a>l>>3. 

Los macrófagos murinos pcrilonealcs expresan normalmente altos niveles de 

este receptor (Odin J. 1990 .. Ravetech J. 1991). E.c;tudios en líneas celulares de 

tipo macrófago murino. así como en macrófagos pcritoneales. reportan distintos 

resultados en cuanto a afinidad y especificidad de unión de los distintos isotipos 
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de lgG a sus rcceplores. No obstante se coincide en la unión de la clase lgG e 

lgE y la no unión de las clases lgM e lgA (Ravelcch J. 1991). 

Por olra parle existen otros receptores. Jos receptores para Complemento. 

Las proteínas del Complemento presentes en el suero, son capaces de opsonizar 

partículas, las cuales son reconocidas e internalizadas vía receptores específicos 

para complemento. Los receptores para proteínas del complemento que median 

fagocitosis incluyen al receptor para complemento 1 (CRt), expresado en 

eritrocitos, células B, monocitos, neutrofilos, cosinofilos y células dendríticas; 

receptor para comp_lemento 3 (CR3, a.,fh intcgrina. CDI lb/CDIS o Macl). que se 

encuentra·en monOcitos, macrófagos, neutrofilos, granulocitos, células dendríticas y 

células NK; receptor para complemento 4 (CR4, intcgrina «xl3i. CDJJc/CDIS o 

gp 150/95), ·el cual t~davía no esta bien caracterizado. 

CRl es una molécula.transmembranal de una sola cadena con un tallo cono intracelular 

y· un dominio larg~ cxtracclular. CRI se puede unir a componentes del complemento 

como Clq, C4b y C..lb, así como a MBL (Mannan-Binding-1..ectin) (Giran l. et al 2000, 

K.Jick.o;;tein LB. et al. 1997). CRl por si solo no es capaz de mediar la internalización de 

partículas. ncces~ta ·de señales adicionales, aunque ayuda de forma positiva a que se 

lleve a cabo· ra fagocitosis mediada por receptores Fe. Las integrinas CR3 y CR4 son 

hcterodímeros que comparten una cadena p (f32 • CDl8) unida a cadenas alfa especificas 

para cada caso, a.M/CDl lb para Cr3 y ax/CDl le para CR4, y ambos receptores 

reconocen ic_lb, pero al igual que CRl estos receptores de complemento requieren de 

señales adicionales para mediar la internalización. 

Cabe mencionar que existen otras moléculas que sirven como receptores. pero tienen un 

amplio espectro de unión con diferentes componentes de la pared celular de 

microorganismos, así como unión con distintas partículas. 

Los Receptores A (SR-A) que son un homotrímcro transmcmbranal con un gran 

dominio extracelular compuesto de una rriple hélice de colágeno. el cual es expresado 

en macrófagos y se une a la bacteria completa así como a componentes de su pared 
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celular como el ácido lipoteicoico y lipopolisacaridos (Dunne DW. et al. 1994., Hughes 

DA. et al. 1995). Otro receptor de Ja clase A de Jos SR-A es el MARCO (macrophage 

receptor with collagenus structure)., que también se sabe que participa en la fagocitosis 

de microorganismos., estos receptores se expresan de forma constitutiva en una 

subpohlación de macrófagos de la zona marginal del bazo. Este receptor se une a varias 

partículas incluyendo a bacterias Gram-negativas., bacterias Gram-poSitivas~ panículas 

artificiales comO el látex. Todavía no esta claro si eStOs r¿;cept_~f~S:.Parti~ipan .en la 

fagocitosis de micr:oorganismos. Jo que si esta claro eS_ que.:. co~~rib':-'yen a la unión, 

mientr.~s que co r~':'?ptores generan 1-as se_ñales de_ intern~l.iza-ción~ (Ván der Laan L.J. et 

al. 1999) .. 

u'.~.-~élulas rU:~<:;-~ílié:a.s·d~·-m·a:~¡f~~os· ~Xpresan- u~~ e~le~~, ~~i-iedad' cie· Lectinas de 

supc~fiCie .. 'C¡uC_-.'.··~C?dÍan. la d.etccción de· ·carbohidratos propios y extraños. y esos 

receptores coopera~ en la detección de microorganismos, dentro de Jos cuales destacan; 

el receptor de manosa (se une a or.-manosa) y dectina-1 (se une a fl-glucanos)., se ha 

dcmostrJdo que ·median fagocitosis de levaduras y de zymosan (una partícula de Ja 

pared celular de la levadura Saccharoniyces cerevisiae (Ezekowitz RA. et al. 

1990. Brown GD. 2001)). 

El receptor de manosa en macrófagos., es una proteína transmembranal de tipo 1 

expresada en subpoblaciones de macrófagos así como en células dendríticas. La 

molécula Dectina-1 fue originalmente definida como un receptor especifico de células 

dendríticas. 

Por ullim~ otrds -:notéculas que tienen función de receptores involucrados en la 

fagocitosis -- de pat~genOs opsoniZ'!dos de forma incspecífica por fibronectina y 

vitronectina so~ ),.,.s intcgrinas O.;t;J3 1 y a.vlJ.,. Se ha observado en células 

polimorfonucl~arcs .. ·que la integrina avfl.1 activa fagoci1osis mediada por receptores Fe 

así como _-la. pr.;·d~~~iÓn de reac1ivos intermediarios de oxigeno (Blystone SD. et al. 

1999, Grcsham f.to:.i1~1. 1990). 
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Receplores •-e: 
F<.-yRI (CD<>4) 
Fc..-yRIJ .. (CD3::?) 
F<.-yRlll (CDl6) 
FccRI 
FccRll (CD:?..."l) 
Fca.RI (CD89) 

Receptores para Complemenlo: 
CRI (CD35) 
CR3 (a.MP,. CDI lh/CDl8. Macl) 
CR4 (a.xfl,, CDI lc/CDl8, GP 150/95) 

Receplores para varias lnlegrinas: 
a.;o;.(l1 (CD49c/CD29) 
u..aP1 (CD49d/CD29) 
u,fl.• (CD51/CD61) 

Keceplores Scavenger: 
SRA 
MARCO 

Receplor para Manosa (C0206) 
Oectina-1 
CDl4 
CI RCP) 

lgG-. CRP-. partículas opsunizadas con SAP 
lgG-. CRP-. partículas opsunizadas con SAP 
lgG-. CRP-. partícula._<i opsunizadas con SAP 
Partículas opsonizadas con lgE 
Partículas opsonizadas con lgE 
Partículas opsonizadas con lgA 

Partículas opsonizada.<i con MUL-, Clq-. C4h-, C3b 
Partículas opsonizadas con iC3b 
Partículas opsonizadas con iC3b 

Particula.."i opsonizadas con Fibmncctina/Vilroncctina 

Bacterias, LPS, Ácido lipolcicoico 
Bacterias 
Manosa 
B 1.3-glucanos 
LPS, pcptidoglicanos 
Clq. MBL. SPA 

•En humano ... F'"-yRlll\ es un rc'"-cp1or fagocllicn ac."'livadnr. micnlras que r-cyH.llH es un rcc.-cplor inhibitorio. 
El n1hín cxpn:sa solamcnlc Fc.-yH.llH. CRr: l'rolcína C Reactiva: SAP: Suero amiloidt! 11• 

11) Secreción de Fac1ores que aclúan sobre la regulación del Sistema Inmune: Los 

macrófagos son los principales responsables en la producción de citocinas. los cuales 

tienen como objetivo amplificar la respuesta local a la infección. Las citocinas tienen 

como función el proteger al organismo de infecciones virales, pero al mismo tiempo, 

promover la reacción inflamatoria. con el fin de contrarrestar infecciones por 

microorganismos. Se les llama monocinas debido a que son producidas principalmente 

por células de la serie monocito - mac..-ófago. cuya producción es estimulada cuando la 

célula reconoce microbios o sus componentes. Dentro de las monocinas p..-oducidas por 

macrófagos, las principales son la IL-1, IL-6, IL-8. IL-10, IFN a./P y TNFa (Frank M. 

et al. 1999). 
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La IL-1 acliva el cndolelio vascular,. linfocitos encargados de la destrucción local del 

tejido afcCla~<?,.inc~C'1:1cnta el acceso a la zona afectada de células efectoras. La IL-6 se 

cncucnlra involuc".'ada a nivel local en la activación de linfocitos B para el incremento 

en la procÍucciÓ~·· d~·'.a·~¡¡C~cii-pos. A nivel sislémico esta involucrada en la producción de 

ácbr~ asÍ.:c:~~º .. ~~·'.j~··rá~~· aguda de síntesis de proteínas (Diehl S. 2002, Janeway C. 

1999).' 

~~ -~-~~f~i~~~~::·pr~ducen TNFa. en respuesta a la infección por virus o bacterias, así 

com°' al, tcnC~-corÍtacto con células extrañas y tumorales. E."ita proteína actúa localmente 

dentro. de , la respuesta inflamatoria como un regulador autócrino y paracrino de 

Jcu.cócilos· Y células endoteliales, también activa neutrofilos, eosinofilos y fagocitos 

m.OnOnucleares. En respuesta a infecciones virales, esta molécula favorece Ja expresión 

de moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase 1 y clase 11 (MHCI y 

MHCll)~ aumentando así la lisis por parte de células citotóxicas de células infectadas 

por virus (Picker L. 1999). 

111) Presentación de Antígeno a través de las moléculas clase 1yclase11 del Complejo 

Principal de Histocompatibilidad (MHC): Para que exista un sistema de defensa en 

contra de anligenos derivados de proteínas extrañas existen moléculas cuya función es 

prcscnlar estos antígenos a células T, para que a su vez estas se diferencien en células T 

citotóxicas. T ayudadoras o cooperadoras, las cuales se encargarán de seguir 

amplificando la respuesta inmune así como de ejercerla. Los genes que codifican para 

las moléculas del MHC, tanto clase 1 como clase 11, se encuenlran agrupados de forma 

separada en el brazo corto del cromosoma 6 en humanos y en el cromosoma 17 del 

ratón. Las moléculas del MHC son glicoproteinas de superficie con una región de 

unión al péptido. En el caso de la molécula de clase 1, esta es un heterodíme~o de una 

cadenn a. que atraviesa Ja membrana, asociada de forma no covalenle a la 132 -

microglobulina que no atraviesa la membrana. La cadena a. se pliega en 3 dominios: 

al, a.2 y a.3. El dominio a.3 y la 132 - microglobulina poseen estructuras plegadas 

similares, mienlras que Jos dominios a.ly a.2 se pliegan juntos en una sola eslructurJ 

que consiste en dos segmentos de hélices a colocados sobre una lamina de 8 hebras J3 
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antiparalelas. El plegamiento de los dominios aly a2 crea una larga hendidura. que es 

el sitio en que se unen los péptidos de los antígenos a las moléculas clase 1 del MHC. La 

molécula clase 11 esta compuesta por dos glucoproteinas transmembranales, la cadena 

a. que se divide en dos dominios a.ly a.2 y la cadena 13 que también se divide en 

dominio PI y p2. Los dominios a.2 y J32, al igual que el dominio a3 y la P2 -
microglobulina de la molécula de clase 1, presentan similitudes estructurales y de 

secuencia con dominios constantes de inmunoglobulina. En Ja molécula de clase 11 Jos 

dominios que f~rman. la región de unión al péptido están formados por cadenas 

difere~tes y por tánto ·no forman una unión covalente .. 

Las moléC~Ja~}:le_ '?.~-~~e 1 s~. encuentran de forma constitutiva en la gran mayoría de las 

células nucleadas. en ~anta que_ las moléculas de clase 11 solo se expresan en células 

presentadoras }:le. anlígcno como los linfocitos B. células dendriticas9 macrófagos y 

células cndotcliales~ _alg~_nas_ citocinas como el IFNy pueden modular de forma positiva 

la transcripción de los ·genes de clase 1 y 11. Los linfocitos T CDS+ o citotóxicos9 

reconocen antígenos extraños que se encuentran asociados a moléculas de clase 1 y lisan 

a las células infectadas, por lo tanto proveen un importante mecanismo de defensa 

contra microorganismos intracelulares como Jos virus y algunas bacterias. Mientras que 

Jos linfocitos T co4+ o cooperadores reconocen antígenos que se encuentran en 

vesículas endociticas asociados a moléculas de clase 11 y amplifican la respuesta 

inmune por producción de citocinas que promueven la proliferación y diferenciación de 

los linfocitos T. linfocitos By macrófagos. 

3. ASPECTOS INMUNES E INMUNOPATOLOGICOS DE LA INFECCIÓN POR EL 
RSV 

Los resultados reportados acerca de la respuesta inmune a Ja infección por RSV en modelos 

experimentales como Ja rata de algodón y ratón indican que esta respuesta inmune es 

protectora .. pero por otra parte a su vez ocasiona inmunopatología, principalmente en pulmón, 

esto tanto para la respucsla inmune celular como para la humoral (Alwan W., Record F. and 

Opcnshaw P. 1992). 
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Dentro de las observaciones que sugieren un efecto protector por parte de la respuesta humoral 

se cuentan: 

1. Inmunidad conferida por anticuerpos matemos producen protección aunque parcial 

(Lamprccht CL. et al. 1976, Englund J. 1994). 

2. Anticuerpos antiviralcs lgG. lgA e lgM ·(·~ad~I D. et al. 1990, Ananaba G. et al. 1991, 

Opcnshaw P. l995h) confiere·.:.:~ inf~O~~s pr~~ección parcial a la infección. 

Con respecto a Ja lnmun.id~d celula'r. Í.~inbi.én ,h'aY. i:-esultados que hablan de un efecto protector 

a la infección por RSV: -_·:·:·;~~': ~.,.,,, ·:< 

J. La defi~ien.ci~ '·-de· cétUI~~ :'.,d~· .. ~;..Ú·~ /T:·. Co4• en ratones provoca una prolongada 

: ª~Brtlti~~~~=:~~:::=:~~ 
infectadas, principalmente. durante la infección primaria por RSV (Nadal D. et al. 

1990,. Ku;lk~an-i~,A,2{~!;~~I">~t99.3a, Garofalo R. et al. 1996), así como también en la 

CliÍniriaCióO d¿~,,~R·S'~;,-~iS.istente en animales inmunodeficientes (Kimpcn J. et al. 
1992). ' ' ' ,,,, ''~'Jf.' 

4. El ·RsV. ~-· ~~~~~ri~r~.;,:-: cf.e forma persistente en pacientes cuya inmunidad celular es 

d~ficiCO~·e.;Ú~~d~·1'·D~ -~~al. 1990, Openshaw et al. 1995ª). 
. . •L''·'¡' ;·, 

Por otro t~dc:- ;,~~~-¡~~~-'.~~;·datos que sugieren daño por parte de la respuesta inmune, entre los 

cuale::o ca~>~·~~~Í~~·;/:.el- fracaso obtenido ~I intentar vacunar a niños durante los años 1966-

1967 con ~{~~s· ¡'ri~6li~~d~ por formalina, ya que los niños que recibieron la vacuna. presentaron 

cuadros más severos ·a la infección que los niños que no habían recibido la vacuna (Jeffcoate T. 

1969, Kim H. Ct al. 1969, Kapikian A. et al. 1969). Originalmente se creía que este efecto se 

debía principalmente a la reacción de complejos inmunes, ya que también se involucraron a los 

anticuerpos de origen materno (Jeffcoate T. 1969, Nadal D. et al. 1990), pero a través de los 

años se ha encontrado que en realidad Ja causa fue Ja respuesta inmune de tipo celular lo que 
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provocó un excesivo proceso innamatorio observado durante la infección con RSV. Con 

respecto a lo anterior, un hallazgo que apoya lo antes mencionado, es que la producción de IL-

4, una interlcucina ·de acción innamatoria generada por células T co4• tipo TH2 se vio 

incrcmCniada C~ .-~ infección naturJI de..c;pués de la vacunación (Anderson L et al. 1994, 

Openshuw -~- 19951')~ También se ha demostrado u.:;a respuesta eosinofilica innamatoria in vivo 

debido a Ill JibCración de citocinas de tipo TH2, proceso en el cual se encuentra involucrada Ja 

proteína G del_ RSV (Opcnshaw P. et al. 199511
, Alwan W. et al. 1994), es interesante mencionar 

que recientemente se encontró que la proteína O tiene Ja capacidad de mimetizar la acción de 

quimiocinas de tipo CX3C, por lo cual se une a receptores para dicha quimiocina que se 

encuentrnn en células involucradas en la respuesta inflamatoria, por lo cual dicha proteína 

pudiera contribuir al cuadro inflamatorio provocado por la infección viral (Tripp R. et al. 2001). 

Utilizando el modelo murino se fla encontrado que Ja proteína M2 es Ja principal proteína virdl 

involucrada en la inducción de células T Cos• (citotóxicas) contra RSV, y estas células se 

encuenlrdn involucrad':-'s en'. (a. respuesta inmunopatologica al RSV causando gran daño al 

pulmón principalmente durant-C la infección primaria (Openshaw P. et al. 1990, Kulkami A. et 

al. 1993". Chang J. et ~~ ... ,2~2, Ostlcr T. et al. 2002). Otro aspecto importante dentro de la 

inn1unopatología de la inreCcióli por RSV es la presencia de algunas citocinas como la 1~13 
que se encu~ntra as~i~d~··a..Cf~~tos patológicos, ya que se le involucra en el incremento de las 

rcspuestas:alér~'f~ls'·Y:.~n-'1~s·~rOcesos inflamatorios del tipo asma (Luckas N. et al. 2001). 

Las quimiO:~i~~:sº'MIP3
1

i'~·(GafOra10 R. et al. 2001. Haeberle H. et al. 2001) e IL-8 (Bont Letal. 

1999) se_· ~~·~~-:}~~t.~·;:~~~~iadas a cuadros severos de inflamación y daño pulmonar por su 

contribu~ió.;'·~~.·~;~~~·~'t~·~icnto celular. Así también se ha encontrado cierta relación entre el 

polimorfiSr:;~·'.:'."~.~·~--·¡:~~:.- ~~nes de algunas cilocinas como IL-6 e IL-10 con Ja severidad y 

complic-d~i:~:~~!<ic Jit infección por RSV (Ge~tile D. et al. 2003). El TNFa se ha asociado a los 

procesos inmunopatologicos causados por Ja infección de RSV mediante varios mecanismos, 

uno de Jos cuales indica que esta proteína pudiera incrementar la severidad de la infección 

mediante el incremento de la expresión de moléculas de adhesión en las venulas. induciendo la 

extravasación de las células en el pulmón. Otro mecanismo propone que la incrementada 

producción de TNF in vivo puede conducir a una muerte celular extensa del epitelio 
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respiratorio, proponiendo que el agregar anticuerpos anti TNFa puede aminorar la severidad 

de la infección en pacientes con cuadros de bronquiolitis (Hussell T. et al. 2001). 

4. GENERALIDADES DE INFECCIONES VIRALES PERSISTENTES 

Las infecciones virales pueden presentarse de dos formas, ya sea aguda o persistente, en el caso 

de la infección aguda la respuesta inmune del huésped controla la multiplicación del virus, los 

signos y síntomas desaparecen y es posible que el agente infeccioso sea eliminado. En cambio 

en la infección pcrsislente, hay desaparición de signos y síntomas pero no va acompañada de la 

eliminación del agente infeccioso, et virus permanece en el organismo_. a- ~sa~-:.de;_quC el 

huésped responde a la infección y por Jo general la respuesta inmune es permane"ntC (Ahmed R. 

et al. 1996, De la Torre C. et al. 1996). Las funciones vitales de- la cé1U1a·-_:¡;_fec·t~da deben 

continuar, y dicha célula _no debe ser reconocida como_ cxt~á~a-~.'~~~·'._·.~~-i~~\~~~~_\_i,~~::..~~lutas 
encargadas de Ju inmunovigilancia del sistema inmune. La estrateg¡a··~~¿~i~~-~i~ ·utilizada 

para evadir la respuesta inmune consiste en regular Ja replicación viral; alterar" la célula y 

seleccionar sitios poco accesibles al sistema inmune como el sistema n_ervioso, o más aún 

células del mismo sistema inmune como los macrófagos y linfocitos. 

Pura que se pueda establecer Ja persistencia, es necesario que exista un balance entre la 

expresión del genoma viral y las funciones vitales de la célula infectada, teniendo así, que tanto 

virus de DNA como de RNA que ocasionan infecciones con cuadros agudos, son capaces de 

originar infecciones persistentes (Ahmed R. et al. 1996, De la Torre C. et al. 1996). Por medio 

de modelos como el de murinos infectados con virus Linfa coriomeningitis (LCMV), se ha 

demostrado que para establecer y mantener. la infección de tipo persistente, tanto el virus se 

modifica, en este caso, atenuando su infcctividad, como también la célula altera sus funciones 

dispensables para su sobrcvivencia. E.o;¡ decir, los virus pueden infectar y permanecer en células 

sin destruirlas, pero producen cambios alterando las funciones y actividades específicas de cada 

tipo de célula (Ahmed R. et al. 1996, De la Torre C. et al. 1996). 
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S. INFECCIÓN AGUDA DE MACROFAGOS CON RSV 

El efecto de la infección aguda por RSV sobre las funciones biológicas del macrófago se ha 

estudiado ex vivo en células humanas y de ratón (Arnold R. et al. 1995, Merolla R. et al 1995. 

Becker S. et al. 1991, Midulla F. et al. 1993, Alwan W. et al. 1992, Openshaw P. 1995, Nadal 

D. et al. 1990) e in vitro en una línea similar u macrófagos (Sakai S. et al. 1997). 

Los resultados obtenidos en diferentes sistemas coinciden en que la infección viÍ'al ·¡nduce la 

síntesis de citocinas, dentro de las estudiadas se encuentran: 11...-1, IL-6. IL-8, l~:}O~:F~~l.;,~ ~de 
Necrosis Tumoral (TNF-a) e lnterferón alfa (IFN-a) (Arnold R. et al. 1995, Frarike O~' et 'al. 

1995, Panuska J. et al. 1995, Sakai S. et al. 1997, Merolla R. et al. 1995. Becker S. et ~l. 1991. 

Crowe JE 1999, Midulla F. et al 1993, Openshaw P. et al. 1995. Franke O. et al. 1995, Nadal D. 

et a1. 1990). En cam~io se observó disminución en la actividad fagocitica no mediada por 

receptores FcyR (Franke G. et al. 1995). 

6. INFECCIÓN l'ERSISTENTE DE MACROFAGOS CON RSV 

Con respecto a la infección persistente de RSV en macrófagos se tiene muy poca información, 

pero la suficiente como parn darnos cuenta de que además de que el macrófago es una célula 

permisiva para Ja infección persistente por RSV (Sarmiento R. et al. 2002),, también se ven 

ullcradas las funciones de este. Por ejemplo, en un estudio realizado con una línea celular 

murina semejante a macrófagos (P388Dl), infectada de forma persistente con RSV se 

obscrv;non las siguientes ultcracioncs: (Guerrero A. et al. 2001) 

La Persistencia del RSV en macrófagos incrementa su actividad fagocítica mediada por 

receptores Fcy. 

La Persistencia del RSV en macrófagos incrementa significativamente la expresión de 

receptores Fcy Rll/Rlll en la membrana del macrófago. 

Incremento de la Producción de IL-113 e IL-6 en los sobrenadantcs de macróíagos 

pcrsistentcmcntc infectados con RSV. 
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Disminución en la actividad citotóxica del TNF-a. en los sobrenadantes de los 

mucrófagos pcrsistcntcmcntc infectados con RSV. 

La persistencia del RSV incrementa la expresión de las moléculas del MHCI en la 

superficie de los macrófagos persistcntemente infectados con RSV. 

19 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Dentro del curso natural de la infección por RSV desraca Ja participación del macrófago 

(Collins P. 1996). Las alteraciones observadas en estas células. después de la infección aguda 

por RSV demuestran la panicipación del macrófago dentro de los procesos inOamatorios 

prcscnlcs en individuos infectados con el virus (Becker S. et aL 1991., Cirino N. et al. 1993., 

Midulla F. et al. 1993, Panuska J. et al 1995). 

Algunos proces.os inmunopatologicos de Ja infección por RSV como .. ,-.3:,h~.~~e·~c~.~~i~~d 
bronquial, se han· encontrado asociados a ta·continua exposición a antigen.o ~¿:~siC~.~.i~~~'.~n ~,~s 
alvéolos.'·º que s~gicr~ persistencia de RSV (OstlerT. et al. 2~1): ~_-.:.:.' .. ~::~:A~~f:-·:1~:'1,~)~~0R.{·;~·;r.·-_ . 
Los macrófagos alveolares representan una población mayoiitari3"de~l~o· d:,l~~v-~-~Jé~ .. ~s~; ~-esta 
estirpe cc"lula·r se· encuentra involucrada en Ja respuesta -.irl~un~-"i~~~;~~~-~~~-ifi~~(G~~~d~i~an 
H. & Morah·a·~ ·P.19~2-~_._po~·lo cual se.decidió trabaj~~-~~·~ '~,~~'~Ú~~~~~:~~~~-~i-d'i.~ .. ~-r~~'.~;~~g~s. y3 

que estos. ·_son .buen~s candidatos para que el RSV Pue'd.i·~~i~í·¡~~i·~·~~·i~~·d~;:.t;o del ~~lmón y 

además ~~~t~ib_~¡;· ~-'·1~ P~tol.;gía característica d_el R~Y> 
Ya tcnicn~o eVi~~~-~iá._dc que la infección pcrsi_st_~n~C-~r ~sV_ aÍtera al macrófügo (Guerrero 

-. -_.~., .· 1 ,-. . ' . ' . . - ' -·. . -. . .-. . . . -
A. et al. 200 J ). : noS enfocamos específicamente a una de es3s alteraciones; el incremento de la 

expresión de ,re'~~P¡~re·~ FcyR.11 y- FcyRlll en la::: nle"iit6~~~a -de1 macrófago. el cual seguramente 

esta direct_~mc.~t_e_·_:~~~-~i~d~.---~~~~ é:J ·in~r'?m~n~O:-.e_n -¡~ capacidad fagocitica de dicha estirpe 

celular. 

Lo que tl-3:t~~º~- -~c:·;_d~rj~~i~~-'·~~~-,·-~~ pre~C~~-l~--- ~~~bajo es si este aumento en la expresión de 

rcccplores FcYRll y FcyRll~, c~_1a-~C-~bf.30a_·dcl macrófago esta asociada a: 
' -;O\ e ,." • <' ·~,, • • '• ''•; ~ -
- •• ' < • : ~ .' • ". : ' : • ' :' • ' • '' ; ' , -_ -- • '' 

a) Un'~fCC,IO~~~s~do dirc~tamente por el virus (infeccioso o proteínas virales) que 

se Cné'u"ent~- irÍfectandO macrófagos en forma persistente. 

b) Po~ _J~·:,~~-d~~~iÓn de algunos mediadores celulares de acción autócrina por pane 

de las CéluJ.ás infectadas por RSV. 
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HIPÓTESIS 

El incrcmenlo en la expresión de receptores FcyRIJ y FcyRlll en la membrana de Macrófagos 

Pcrsistcntemente infectados con RSV no esta asociado a la inducción de mediadores celulares 

secretados. 
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OB.JETIVO 

Determinar si el incremento en Ja cxprcsión_dc Receptores FcyRll y FcyRlll en un modelo de 

persistencia viral in vitro., se debe a factores intra o extracelularcs. 

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

1. Confirmar la presencia del RSV en el modelo de macrófagos infectados 

persistcntcmcnte con RSV (Sarmiento R. et al. 2002). 

2. Obtener sobrcnadantc del cullivo de macrófagos persistentemente infectados con RSV, 

así como de mucrófagos infectados de forma aguda con RSV. 

3. Determinar de forma comparativa la presencia de receptores Fcy de macrófagos 

persistentes con células sin infectar así como con células infectadas de forma aguda. 

4, Determinar de forma comparativa la expresión de receptores Fcy de macrófagos 

expuestos a sobrenadantes con tratamiento de luz UV y sin tratamiento (UV) 

provenientes tanto de macróíagos infectados de fo~~ ~rsi~tente. como de macrófagos 

infectados en forma aguda con RSV .. _ 
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MATERIAL V METODOS 

l. VIRUS 

RSV ccpu Long (ATCC VR-26) 

Aislada por Chanok de un niño con infección aguda en el tracto respiratorio bajo en el 

año de 1963. Donado por el Dr. M. Trudel (/11stituto Armand Frappier,. Vil/e de Luval. 

Ca11adá). El virus fue propagado en células Vero y la infectividad viral fue determinada por 

cfcc10 citop;,ítico (TCID;o;11) en células Vero. 

2. LINEAS CELULARES 

2.1 P388Dl (ATCC TIB 63) 

Obtenida por Owe y Potter, derivada de un neoplasma linfoide (P388) inducido en ratón 

DBN2 (H-2.i) con metilclorantreno. Presenta características morfológicas y funcionale.o; 

similares a lus del macrófago (en lo.sucesivo para fines prácticos a estas células las llamaremos 

M4tN). Esta línea se -Obtuvo -de. lá ~A.TCC donada a nuestro laboratorio por el Dr. A. Tingle 

(U11iver.\·idad de·co_1~~~'/;;~-/1~~1~',,¡~Q_ V.;;~couver Canadd) y utilizada para establecer el cultivo 

peniistcnt~~ ~I :~~~~.·~Ú~·~~r~·~:O~:·M+P·.:· El cultivo se propago en medio RPMl/10 y una vez 
.... ,,·.~ . '·"· :·.,. -.• .. . :.-- . . 

· alcan7 .. ada.· hl_Con~úC'nCill celúlitr, la monocapa fue disociada por pipeteo. 

{· '~ 1~i~: ~'!¡,~~<'· i:;:~--_._'~ 
2.2 M<!>P. '·•.·:,:•• 

Lír~~,¡,··~d·e. ~~~~ófagos persistcntcmente infectados con RSV cepa Long. El cultivo fue 

previament~ establecido y caracterizado en el laboratorio de Virología (Sarmiento R. et al. 

2002). Brevemente .. el cultivo se obtuvo por infección de M9N a moi= 1 con RSVLab9 la.o;; 

células que sobrevivieron se propagaron en medio RPMl/10 y las células de este cultivo se 

mantuvieron a través de su propagación 2 veces por semana. Posteriormente la presencia del 

virus se ha monitorcado en forma rutinaria por medio de la detección de proteínas virales con 
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inmunonuorcsccncia indirecta,. y amplificación del gen que codifica para la proteína N del virus 

a través de la transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR). 

2.3 Mcj>A 

Linea de macrófagos infectados de forma aguda con RSV cepa Long propagado en el 

lo1horutorio. com~ se explica más ~dclanle. 

El cultivo se obten~~,~4 hffi-. 3nt~S d~ la rcali~Ci<?n de _ca_d~ ensayo ~r infección de M+N a una 

moi=3 con RSVLab. 

2.4 VERO (ATCC CCL 81) 

Línea celular de fibroblastos de riñón de mono verde. 

Estas células se propagaron en medio D-MEM. 

3. CONTEO DE CÉLULAS 

Las células fueron conl:!das con azul tripano teniendo en cuenta que las células viables tienen 

l.a habilidad de excluir el colorante,. y este solo penetra en las células no viables (Payment P. & 

Trudcl M.,. 1993 (h>). Una vez obtenida la suspensión celular que se va a contar,. se mezclan 

0.02ml de colorante azul tripano (1%_ en PBS) y 0.02ml de la suspensión celular. De la mezcla 

anterior se dispone una gota en una cámara de Neubauer con una micropipeta. Se cuentan las 

células no teñidas en .c~td~. Uno de los cuatro cuadrantes en Jos que se divide la cámara. Las 

células viables po~ ~i~~li~rO' ~ni~- Calc1:1ladas de Ja siguiente manera: 

Células/~J ·.~;(~:~;~~~\te_células tot~les / 4 cuadrantes)• (lxIO"' ml"1
) 

Células/nd = [(nú~_~!~~~~-,!=~··~~~~ totales/4 cuadrantes)• (lxlO"' ml"1)]*2 

"'i ___ _ 

Constomte de la fo~;:~;~~\.~Jj[;·,~;~(~4t4)•2 = 5000 

(Tolal de células -~r~·¡a:~~~ ~~- Í~s 4 cuadrantes) • 5000 =Células/mi 

Parn obtener mayOr'piCCisión en nuestr..1 cuenta se requiere obtener un promedio de los cuatro 

cuudruntcs,. es por eso que el total de células contada. .. se divide entre cuatro, para después 
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dividir entre eJ volumen de un solo cuadrante y multiplicar por el factor de dilución, que en este 

caso es 1 :2, de ahí la constante que tiene el valor de 5000 

4. HIHRIDOMA 

2.4G2(ATCC,HB 197) 

El hibridoma se obtuvo fusiÓnando células de micloma P3UI con células esplénicas de 

ratas Spraguc-Dawlcy, las Cuales fueron inmunizadas con la línea celular de macrófagos 

murinos J774. El hibridoma secreta un anticocrpo monoclonal de rata (JgG2a) que reconoce a 

los receptores FcyRll/Rlll de ratón. El hibridoma fue mantenido en medio MEM/10. El 

:mticucrpo fue proporciom1do por el Dr. Enrique Ortega (/11s1itU10 de ll1vestigucio11es 

Bio111édicus. UNAM). 

5. PRODUCCIÓN DE VIRUS 

Propagación de RSV. 

La propagación de RSV se hizo en monocapas confluentes de células VERO. Las 

células fueron infectadas con el RSV a una multiplicidad de infección (m.o.i.) = t.O, después 

de 2 horus de ad5orción a 37'C/5o/o C02. el inoculo viral se retiró y fue reemplazado por medio 

0-MEM con 2% de suero fclal de bovino SFB inactivado a 56"C durante media hora (medio 

para infectar). La cosecha viral se realizó de~pués de transcurridas 72 horas de infección o hasta 

observar efecto citop;:itico en el 80% de la monocapa celular. El contenido de las botellas se 

recolectó con ayuda de un raspador de plástico para desprender las células aún adheridas 

dcspué5 del pipeteo, postcriormen1c el sobrenadantc sé sonicó por 10 min. (sonicador Cole 

Parmcr Ultrasonic ..:leaner mod. 8846-50). Se centrifugaron por 10 minutos a 1500 rpm., los 

sobrenudantcs se colectaron y se añadió MgS04 a una concentración de 0.1 M, esto para 

mantener la infectividad del virus (Fernie B. & Gerin J. 1982). Se distribuyó en alícuotas de 

1 mi conservándose a -70ºC hasta su uso. 
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6. TITULACIÓN DE VIRUS POR TCID.., 

La infcctividad de los sobrenadantes rcco1ectados durante Ja propagación del virus., así como 

Jos sobrcnadantcs obtenidos de macrófagos infectados de forma persistente y de forma aguda 

con RSV durante el desarrollo experimental del presente trabajo se determino en monocapas de 

células VERO semiconOucntes, crecidas en placas de 96 pozos en medio D-MEM 

suplementado con 5% de SFB. Los pozos se infectaron con 50 µl. de. cada una de las diluciones 

seriad.as 1:10 de la suspensión viral en medio para infectar (2% ~FB) por cuadruplicado, el 

inoculo se dejó por 2 hrs. a 37ºC en atmósfera ~úmeda con 5% de C02 para permitir la 

adsorción del virus .. transcurrido el tiempo de adsorción el inoculo se sustituyo por medio para 

infectar (2% SFB). Las placas se incubaron hasta la observación de efecto citopático. 

El título viral se expresó en TCID~o/ml y se determino utilizando la fórmula de Kárber 

(Paymcnt P. & Trudel M. 1993) .. de la siguiente forma: 

TCID.•u= -A-B!/S-0.5) 

A= log111 de Ja ultima dilución donde el 100% de pozos presentaron 

efecto citopático. 

ó= log111 del factor de dilución. 

S= suma. de las fracciones que representan positividad de efecto 

citopático en la placa desde la ultima dilución que presenta el 

total de pozos con efecto citopático hasta la primer dilución en 

donde no se encuentra ningún pozo con efecto. 
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.. 

Usundo Jos valor;;~:~~-•' ~~~~~~-~,·:,~nl~~io~, teÍl!!mOs que: 

A=-4 ··:•: <•>~' 
8='log1u 111 =l . ··~ .. :·. 
S= 1375 o la.suma de':· · ,. 

. . : -4: 8/8 = !.()()() 

.. -5: 3/8·= 0.375 
. -6:" 0/8 = !M!QQ 

1.375 

TESIS CON 
FALLA . DE ORIGEN 

Remplazando Jos valoíes- en la eciuación: 

TCIO,,. = A - 8(S-0.5) 
= -4 - (1) {l.375-0.5) 
=-4-0.875 
= -4.875 
= 10-4.K?.!"/50 µI 
= 10...,"10.05om1 

TCID..,= 1.499 xlo" (0.7) = 1.04 xlo' .. ......._ ..... ~ .... 
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7. DETERMINACIÓN DE ANTÍGENO DE RSV POR INMUNOPEROXIDASA 

INDIRECTA 

Se dispusieron aproximadamente lxlO-.,. células de Jos cultivos MfN, Macrófagos 

infectados de forma aguda (MtJtA) o MfP en placas de 8 pozos (Nunc #177445) en medio 

RPMl/10. Una vez adheridas a la supe!ficie,,de Jos pozos, las células fueron fijadas con 200µ1 

por pozo de una solución de H 2q2.' ~I 2% Cn met3.nol (100%] por 20 ·minU:iOs. a temperatura 

ambiente. Las células una vez fij~das- s¿··~~~-ron-~on PBS/BSA át 1% y se inc~b3.ro:n-con 100µ1 

por pozo de anticuerpo_ 3.n~i:R.sY: :he<:h~ ·en cabra (Chemicon AB128)~: _·di_l~ido;. l:~.~ .. en· 

PBS/BSA 1 % durante 3~ -~i!l_-Ui_~::. ~ ~e"1~ratura ambiente .. Después de u~ Jai~~o· ~~iCi~~~·~ Se 

agregó un anticuerpo -,~n~i~~b~~ '~~opi~do a pcroxidasa (Sigma A-5420), -dÚuid~·':J :500, en 
1 ,'' I_·.·.·., 

PBS/BSA 1 % y se incubó nuevamente a temperatura ambiente por 30 minutos~ Transcurrido el 

tiempo de incubación. se lavó nuevamente y se adicionaron 100µ1 por pozo del sustr..liO_.c(l.5 

mg/ml de DAB en PBS + SµI de H 20 2). La reacción se detuvo después de 20 m-¡~~~-~s ·.d~., 
incubación a temperatura ambiente lavando con PBS/BSA 1% y se observó en un microscopio 

invertido para detectar las células marcadas con el anticuerpo anti~RSV revelado gracias al 

segundo anticuerpo acoplado a pcroxidasa. 

8. Dl:."TERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE RECEPTORES Fcy DE 

SUPERFICIE 

La cuantificación de los receptores Fe para lgG expresados en la superficie de las 

células en estudio se realizó a través de ensayos de citomctría de nujo utilizando el anticuerpo 

monoclonal de rata 2.4G2 (lgG2b) anti-FcyRll/Rlll conjugado con FITC (lsotiocianato de 

Fluorcsccína). 

3xl0' células de Mcj>N. Mcl>A o Mcl>P fueron leñidas con 2.4G2-FITC [545 µglml) a una 

dilución 1:100 en PBS/BSA al 1% frío. Las muestras se incubaron durante 2 horas a 4ºC en 

••gitación constante. Posteriormente. las células se lavaron 3 veces utilizando para cada lavado 

S<Kl µ1 de PBS/BSA 1 % frío. Las células se fijaron agregando un mililitro de una solución de 
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PFA .-ccién p.-cparndo (PBS/PFA 4%) e incubando po.- 20 minutos a temperatura ambiente en 

agitación constante y cubierto de Ja luz. Después de lavar 3 veces nuevamenle, las células 

fueron rcsuspcndidas en un milililro de PBS/BSA 1%. 

Como controles se utilizaron también M+N, M+A o M+P en 2 condiciones más, las cuales se 

describen a continuación: 

Control de iní~cción por RSV: se realizó de la mis-:na ·manera que la tinción 

para receptoreS solo que en este caso el anticue~ ·:Utili_~d~' rúe una mezcla de 

anticuerpos· - monoclonales murinos purificados·. anti-RSV O uoresceinados 

(DAKO #KlSl02);, una dilución 7:100, para los tres.tipos celulares M<!>N, M<!>A 

. -~--.~~*:~~:;~~;-~;~}~~~~~~~~;~~!]:,~.:<.·:~.:; . 
· Co~~¡.?.1-,~~~·~~-~oOuorescencia: realizado de la misma manera que la tinción para 

reCCptOres, Solo que en este caso en ausencia de anticuerpo. 

Las muestras fueron adquiridas en un citómetro de Oujo FACScalibur, y los datos fueron 

analizados utilizando el software WinMDI (Windows Multiple Document lnterafce for Flow 

Cytometry) versión 2.8. desarrollado por el The Scripps Research lnslitute. 

9. ANÁLISIS ESTADISTICO 

El análisis de las diferencias entre los cultivos de macrófagos no infectados, macrófagos 

infectados de forma aguda así como los maerófagos infectados de forma persistente con RSV 

fue rcali7.ado aplicando una t de student para poblaciones que no presentan una distribución 

normal. Se aplicó esta prueba de tipo no parametrico por tratarse de muestras independientes 

(controles y problemas) y por el tamaño de las mismas. La diferencia entre los valores fue 

considerada significativa con p=0.05. 
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RESULTADOS 

l. CONFIRMACIÓN DE LA PRESENCIA DE RSV EN LAS CÉLULAS M<l>P 

En el presente trabajo se monitorco la persistencia del RSV en el cultivo de M<l>P, a 

través de ensayos de inmunopcroxidasa para detectar la presencia de antígeno viral en el cultivo 

a analizar durante las posteriores determinaciones de receptores, utilizando un anticuerpo 

policlonal anti-RSV y un segundo anticuc1·po acoplado a peroxidasa. A lo largo de todo el 

estudio se obtuvo un porcentaje constante de células infectadas. Como control negativo se 

utilizaron células sin infectar (Figura la), como control positivo se utilizaron células infectadas 

de forma aguda con RSV (Figura lb). Los resultados reflejan la obtención de un cultivo 

heterogéneo donde exis~c un porcentaje de células infectadas de aproximadamente un 75 a 80% 

(Figura 1) 

Una vez· conffriña'da Ja~ perSistencia viral en los macrófagos del cultivo persistente 

infectado con RS~, ~~~d~t~·;ri,¡"!,6. l~:~xprCs!ón de los receptores FcyRll/FcyRlll con la finalidad 

de determinar Si (~~:ca~-~~· e·~ :C~ ·:·au-~~-n~~ de ~ª·expresión de dichos receptores se debe a una 

causa extrínseca O inl.~t':'~~cii a· t3(s) ~élula(s) infectadas con el RSV. 

En todas las determinaciones, el componamiento de las células persistentes (M4ftP) 

se comparó con el de macrófagos infectad'?s de forma aguda con RSV (M4ftA) así como con 

m:1crófagos sin infectar (M9N). 
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2. DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE RECEPTORES FcyRll/FcyRlll EN 

LA SUPERFICIE DE CÉLULAS PERSISTENTEMENTE INFECTADAS CON 

RSV. 

Con Ja finalidad de investigar sí el aumento de receptores FcyRll/FcyRlll ya reportado 

con anterioridad (Guerrero A. et al. 2001) se debe al agente viral (antígenos virales) dentro de 

.~igura l. lnmunopc..-oxidasa lndirccta9 mostrando la expresión de antígenos del RSV en el 
cultivo persistente. Células P3880t pcrsistcnlcmenle infcc1adas fueron crecidas en pozos de una placa de 
'lC. y fijadas con mctanol/11::0.:. se u1ilizo un anlicucrpo policlonal dirigido a las proteínas virales y un 
an1icuc1pn secundario acoplado a pcnu:idasa. 
El panel a) concspondc a célula...'i P38801 no infectadas utilizadas como cumrol. panel h) corresponde a c.élulas 
P.38801 infccladas de forma aguda con RSV. y el rancl e) corresponde a las células del cultivo RSV 
pcrsistcnlc. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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virales) dentro de l~s células infectadas con RSV o a efecto de algún mediador secretado por las 

células infectUdas con RSV, ya sea de forma aguda o persistente, se cuantificaron los 
. '.:·,,. 

rcccptor~s.F~~.~Y~~~l_ll expresados en la superficie de células P388DI, infectados de forma 

agud~·(M·~~,::·t~.8~~~J~in,fcctados de forma persistente (M4tP). Se realizaron cinco ensayos por 

triplicad~· é~n e~,~rTI_i,~~o Pase (p64.I) del cultivo persistente a través de citometria de flujo por 

inmunonUorcScCnciá. dfrccta, utilizando un anticuerpo monoclonal de rata (lgG · 2b) marcado 

con FITC:' , ,, · ···<' 
En loS en~a}r~ ·: r~.;¡"~zádos se observó un incremento en la e~prCsión · ·d~· .· reCeiJ't~res en la 

superfi'7ic; de l~s éélulas infectadas de forma persistente (140 a 197%) y·de'células infectadas de 

forma .. aguda (18 a 23%) con respecto a células no infectadas, respectivamente. Este aumento 

se obtuvo tómando en cuenta los datos del factor correspondiente al promedio de la intensidad 

de la nu~resccncia presentada por cada célula marcada. La población celular total analizada fue 

de 1xJ04 células para la lectura de cada muestra (Tabla 1), así mismo en la (Tabla 2) se señalan 

Jos porcentajes de células que presentan antígeno viral correspondientes a Jos ensayos de la 

(Tabla 1). Los promedios de intensidad de inmunofluoresccncia fueron graficados en Ja Figura 

2, donde se señalan Jos tres tipos de población analizados, así como la proporción del 

incremento ya antes mencionado, el cual fue estadísticamente significativo (p=0.05). Aderr.::is 

en la Figura 3 se presenta un histograma representativo de cada experimento, donde se señala 

un desplazamiento de los histogramas correspondientes a las células persistcntemente 

infectadas con RSV (M+P), así como el desplazamiento de Jos histogramas correspondientes a 

las células infectadas de forma aguda con RSV (MtftA), los histogramas correspondientes a las 

células no infectadas (M4tN) sirvieron como control. 
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Tabla l... Cuantificación de Receptores FcyRll/FcyRlll expresados en Ja 
superficie de células P388Dl sin infectar (M4tN)9 P388Dl infectado de forma 
aguda con RSV (M4>A) y P388Dl infectados de forma persistente con RSV 
(Mq.P). Dctcrminadns por inmunnnuorcsccncia directa con un anticuerpo monndnnal de rata 
marcado con FITC en ensayos <le cilnmctría <le flujo. U1iJizando células P388Dl no infectadas 
(Mcl»N) como cnntrnl. 

Intensidad Fluorescencia + 3.92 4.65 9.55 

% Células marcadas · 93.6% 93.5% 99% 

% Incremento 18.6% 143.6% 

Intensidad •"""luorescencia + 4.44 5.31 11.08 

% Células marcadas · 84.5% 100% 68% 

'o/o Incremento 19.5% 149..5% 

Intensidad Fluorescencia • 2.42 2.99 8.88 

'o/o Células marcadas · 76.75% 92.9% 99.3% 

'o/o Incremento 23.5% 196.9% 

Promedio de intensidad de inmunofluorcsccncia JXlr célula analizada. 
'};,de un tolal de 10 (K)(l ..:élulas analizadas por muestra 

Tabla 2. Dctenninación del Porcentaje de Células que presentan Antígeno 
Viral (RSV) en M4>N9 M4>A y M-JtP. Dclcrminados por inmunofluorcsccncia directa con 
una mezcla <le an1icucrpos mnnocfonalcs murinos marcados con FITC en cn:irayos de ci1omc1ria 
de O u jo. U1ilizando células P3HHD 1 no infccladas (Mcl»N) como c.onlrol. 

Jnlensidad Fluorescencia 
% Células marcadas · 

Intensidad Fluorescencia+ 
% Células marcadas · 

Intensidad Fluorescencia • 
% Células marcadas · 

0.18 2.38 7.03 

0.25% 19.9% 91..5% 

o.os 6.32 14.87 

3.45% 76.9% 100% 

0.28 2.22 6.37 

4.64% 53.3% 92.9% 
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Fi~ura 2.. Cuantificación de receptores FcyRll/FcyRlll expresados en la superficie de células 
P388DI sin infectar (M4tN). P388Dl infectados de forma aguda (M4'A) y P388Dl infectados 
de forma persistente (M4'P). Calculada a través del promedio de inmunofluorcsccncia presentada por célula 
en una pohlad,;n hllal de to 000 células por muestra. Las barras obscuras representan las células sin infectar. las 
harras rayadas representan las célula.'i infectadas de forma aguda (M9A), y las barras claras representan a las 
(.-Clulas infcc1adu.'i de forma pc:rsis1cn1c (M+P). Sohrc cada barra se !W:ñala el incrcmenln en inlcnsic.lad de 
Huorcsccncia pur.t cada 1ipo celular analizado con respecto a las células no infectadas (M4iN). 
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2 

Intensidad de lnmunofluorescencia 

Fi~ura 3. Expresión de receptores FcyRll/FcyRlll en la membrana de células P388Dl 
infectadas de forma aguda (M+A), de fonrÍ.a persistente (M+P) con RSV y macrófagos no 
infectados CM+N). Determinada a través de cilumclría de nujo por inmunofluon:sccncia directa utilizando un 
anlicucrpn mnnnclomd de r.alu marc..-ado con ATC. De izquierda a dc..-ccha. los primeros tres histogramas de arriba 
h:1cia ahajo o:nn:spnndcn a células sin infectar (M4'N). que se utilizan como contrul. Jos segundos 3 hislogramas 
c.."<llTC~J'kmdcn a las células infectadas c..-on RSV de forma aguda CM9A). y los úllimns tres cnncsp.mdcn a las células 
infectadas de forma persistente 4.:0R RSV (M+P>. 
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Por otra parte 9 una vez cuantificados los receptores en la superficie de la membrana de 

macrófagos infectados de forma persistente (M+P) y aguda (McftA) se procedió a cuantificar los 

receptores· expresadOs . en la .. membrana celular de macrófagos expuestos a sobrenadantes 

provenientes de. lo~ .~+A y M4tP sometidos a radiación UV9 con el fin de eliminar el virus 

rcplicativo que pudiera existir ·en esos sobrenadantcs. No se observó cambio significativo en la 

cuantificación de reCcptOres de macrófagos expuestos a sobrenadantes provenientes de M4tA y 

M«f:tP con respecto a macl-ófagos expuestos a sobrenadante de M+N 9 bajo las dos condiciones 

anteriormente mencionadas (UV) (Tabla 3)9 señalando en cada caso el factor de incremento de 

expresión de rccep1ores9 utilizando a las células expuestas a sobrenadante de M«f:tN como 

control. 

Tabla 3. Cuantificación de Receptores FcyRll/FcyRlll expresados en la superficie de células 
P38801 expuestas a sobrenadantes sometidos y no sometidos a radiación UV obtenidos de 
cultivos de M4tN9 Mtf>A y M+P. Determinados po..- inmunonuorcsccncia directa con un anlicucr¡x> 
monoclonal de rn1a marcado con FJTC en ensayos de citomct..-ía de O u jo. U1ilizundo células P388D 1 expuestas a 
sohrcnadanlcs de M4>N como cunlrol. 

3.66 0.36 

2.72 0.01 

2.52 

2.81 11.11 

2.61 0.03 

NI: En cs1as determinaciones no hubo incremento. 
IF: Intensidad de Fluorescencia. 

SN: Sohrcnadan1e 

36 3.44 0.26 

1.66 NI 

2.62 

11 3.3 0.25 

3 2.43 NI 
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Los promedios de Ja intensidad de inmunonuorescencia fueron graficados en la Figura 4, 

donde se señalan los tres tipos de sobrenadantes a los que fueron expuestos las células 

analizadas, así como el cambio no significativo ya mencionado con anterioridad con respecto a 

la presencia de receptores en Ja superficie celular. 

1 

• Sin Tralamsnto 

O Coli lfatarnento lN 

SN: Células e•p1.1-tas a sobf•Nldante de M!N 
SA: Células e•puesl.1111 a sobf-dante de M!A 
SP: Células G•p1.1-ta.s a sobrenadan1e da M! P 

2 

•"'igura 4. Cuantificación de Jos receptores FcyRll/FcyRlll expresados en la superficie de 
células P388DJ expuestas a sobrenadantes sometidos y no sometidos a radiación UV por 10 
minutos provenientes de M+N, M+A y M+P. Dc1crminados a t.-avés del pmmcdio de inmunonuoresccncia 
prcscnlada por célula en una pohlacit\n 1otal de 10 000 células por muestra. Us barras obscuras representan las 
células expuestas a sohrcnadantcs :sin ningún tratamiento. mientras que Ja.o; barras claras representan a Ja.o; células 
c1Cpucs1as a :suhrcnadan1cs :sometidos a radiaci<'in UV. 
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Por ultimo se muestran dos histogramas representativos de cada ensayo donde se observa que 

no hay desplazamiento significativo en la intensidad de inmunofluoresccncia producida por las 

tres poblaciones anali7..adas expuestas a sobrenadantes de M4f>N, M4f>A y M+P. (Figura 5) 
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Figura S.. Expresión de receptores FcyRll/FcyRllI en la membrana ae ce1ulas P3~:SlSLIJ 
expuestas a sobrenadantes sometidos y no somelidos a radiación UV por 10 minutos 
provenientes de M4f>N .. M+A y M+P. Dclcrminados a través de ci1omctría de flujo por inmunofluorcsccncia 
c.lircc1a u1ilizando un un1icucrpc.> monoclonal de rata marcado con FITC. Los primeros cualro his1ogrc1ma:o; de arriba 
hada ahajo '-"turcspnnden a ~lulas sin infcclar M•N. que se utilizan como con1rol, lo:o; segundos 4 histograma:o; 
corresponden a la.o;, células some1idas a suhrcnadanles provcnicnlcs de M+A. y los últimos cualrn corresponden a las 
células cxpuc:o;las a sohrcnadamcs pruvenienlcs de M+P. En el eje de las ordenada.o;, se c:o;pccifica si el sohrcnadanlc 
fue o no sometido a radiación UV. 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Resultados previos de nuestro laboratorio indican que Ja persistencia del RSV en 

macrófagos altera su actividad fagocítica mediada por receptores FcyRll y Rlll así como Ja 

expresión de dichos receptores en Ja membrana celular (Guerrero A. et al. 2001). En este. 

estudio realizado con el mismo cultivo de macrófagos infectados persistentemente con RSV,. 

confirmamos estas observaciones y demostramos que el efecto está dado por 'raétóres . 

intracelulares. Además a diferencia del estudio anterior,. en el actual se incluyei-o~ _c::n~:·10S . 
ensayos máérófagos infectados en forma aguda. 

.. ,~¿¡. '.;.:-.:.·.: 

LaS, determinaciones de receptores en la superficie celular y Ja de antígeno Vir~.-c~· Jos 

macrófago~, se hicieron por medio de anticuerpos monoclonales y a través de ensayos de 

citometría· de flujo. Con esta metodología es posible cuantificar en una población Celular el 

porcentaje de células infectadas así como él de las que presentan receptores y determinar Ja 

densidad de los receptores en Ja membrana de la célula. 

Nuestros datos muestran incremento significativo en Ja expresión de receptores en 

macrófagos infectados persistentemente respecto a células normales (p=0.05) e infectados en 

forma aguda (p=0.05)9 en cambio el incremento observado por macrófagos infectados en forma 

aguda respecto a macrófagos normales no fue significativo (p=0.05) a pesar de que en todos 

los ensayos observamos un aumento en receptores que varió de 18 a 23%. (Tabla 1). 

En contraste9 en macrófagos normales la densidad de estos receptores no se alteró 

significativamente por la incubación con sobrenadantes de cultivos de macrófagos infectados 

en forma aguda o persistente (Tabla 3). Los ·incrementos observados fueron del orden de 10 a 

30% para sobrenadantes obtenidos de M+A y de 1 a 3% para M+P. E.c;los valores de 

incremento están en el rango de sensibilidad de la técnica y no se deben a infección por virus 

presen!--: en Jos sobrenadantes. en estas suspensiones no se detectó virus infectivo por TCID;'iu 

(resultados que no se muestran). Además Jos incrementos no variaron al tratar los 

sobrenadantes con U. V. (Tabla 3). 
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E.c;tas observaciones sugieren que productos celulares y/o virales intracelulares son los 

responsables del incremento observado. 

Alteraciones en la expresión de receptores FcyR se han documentado durante la 

infección de macrófagos con HIV (Perez-Bercoff D. et al. 2003, Gilbody J. et al. 1997}. tanto el 

incremento como Ja disminución se ha asociado a la regulación de Ja transcripción de Ja cadena 

y del receptor FcyRll y Rlll (DaCron M. 1997). Nuestros datos no permiten establecer el 

mecanismo responsable del efecto observado~ sin embargo es factible que en fonna similar a la 

infección con HIV Ja persistencia del RSV induzca la expresión de las cadenas a y ? de los 

receptores. No obstante otros mecanismos no pueden descanarse como un transporte más 

eficiente de dichas cadencis a Ja membrana ce'"'lular. 

El aumento de receptores celulares para complejos inmunes tiene un efecto dual en la 

patógena de Ja infección, por una parte favorece Ja eliminación de patógenos por el macrófago 

y por otra la infectividad viral. La multiplicación de virus de RNA y DNA en macrófagos se ve 

incrementada por infección del complejo virus-anticuerpo a través de receptores Fcy, a este 

fenómeno s~ le denomina incremento por el anticuerpo (Antibody-depcndent enhancement) 

(Tirado SM. et al. 2003) y se ha reportado para RSV en células murinas y humanas (Jiménez B. 

1990). 

Con- el diseño de nuestros experimentos no es posible en un mismo ensayo diferenciar 

en una población celular la expresión de receptores Fcy entre células infectadas y normales. 

Ec;ta diferenciación puede hacerse utilizando dos diferentes nuorocromos. (fluoresceína y 

rodamina) en ensayos de citometría de Ouj07 estudios con estos marcadores están en proceso. 

En los ensayos con macrófagos infectados en forma aguda la población no fue uniforme 

respecto a la infección viral, el porcentaje de. células que presentaron antígeno fluctuó entre 20 

y 77%. No obstante la fluctuación del porcentaje de células infectadas en los cultivos M+A en 

los diferentes ensayos no invalida nuestros resultados como puede deducirse de los datos 

presentados en las tablas 1,2 y 3. En cambio en el cultivo infectado pcrsistentemente la 

población mostró uniformidad (92-98%) respecto al porcentaje de células positivas al ensayo 

de antígeno de RSV. 

Finalmente, es interesante mencionar que el modelo in-vilro utilizado en este repone permite 

estudiar el efecto de la continua presencia del RSV sobre las funciones biológicas del 
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macrófago y descartar el efecto dado por la interacción del macrófago con otras células del 

microambientc dado en un sistema inwvivo. 
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CONCLUSIONES 

L La presencia del RSV en la línea celular parecida a mac.-ófagos fue confirmada en las 
células del cultivo persistente. 

2. El número de receptores FcyRll/Rlll en Ja superficie de los macrófagos 
pcrsistentementc infectados con el RSV fue más alto con respecto a Jos macrófagos 
infectados d~ ~o_r-:11ª ag~da así como los macrófagos sin infectar. 

: . - . . . -
3. El aumento dé recéPtoreS FcyRll/RllJ en ·,a sU,,Crficie de macrófagos infectados con el 

RSV se debe a factorc~_·intr3~Cl_ular~s y_ ~o a f~t::tores extraccluloires. 
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APÉNDICE 

MATERIAL Y REACTIVOS. 

1..-Íllea.'t.· celulares 

Viru.~ 

Células P388DI, ATCC (TIB 63) 

Células VERO, ATCC (CCL81) 

Virus Sincitial Respiratorio (RSV). Cepa Long (ATCC #VR-26) 

Medio.~ y suplementos para cultivo 

D-MEM (GIBCO 12100-046) 

RPMI 1640 (GIBCO 23400-021) 

Medio de Cultivo par.i las Células P388Dl (RPMI 1640-ME). 

RPMI 1640 suplementado con 5% de suero Cetal bovino (SFB), 2.2 g/L de Hepes, 2.2 

g/L de bicarbonato de sodio y 0.1 % de 2-mercaploctanoJ. 

Medio de cultivo para las células VERO. 

D-MEM suplementado con 5% de SFB, 2.2 g/Jt de Hepes, 2.2. g/lt de bicarbonato de 

sodio, 1 % de L-glutamina. 

Suplementos. 

Suero fetal bovino (GIBCO-BRL 10437-1128) 

Hepes (SIGMA H-0763) 

Bicarbonato de sodio (PRODUCTOS QUÍMICOS MONTERREY 1290) 

2- Mercaptoetanol (BIO-RAD 161-0710) 

L-Glutamina (SIGMA G-1517) 
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Reactivo.,. y Soluciones 

NaCI (MERCK 6404) 

Naso.·7H20 (MERCK 6649) 

NaH2P04 (J.T. BAKER 790) 

Mgso. (J.T. BAKER 2500) 

NaOH (MERCK 6498) 

Azul Tripano (SIGMA T5526) 

Albúmina .Sér~ca _Bovina (SIGMA A-3350) 

Tripsina (SIGMA 1989)' 

Parar~r~~}~~~~~~ (~··~~~-·P~14~) .~ 
Diinctils~l~óxido.(J.-:"'·.º~KE~ 9224) 

PBS Ná~· -· e ;;~i:>> 
KCÍ ;/,~:~~~: •; :; 
Na,i:.~&·- ; 0.96 gr, · 

KH2P-O~ .·.·.':.~~"gr~~;-:; ·e~-/~,:~;·~·. 
_Se a.fara -~ .. i: ii,t~-~~-.:~.a~~sl~ ·~(pH a 7.4 y ~e esteriliza por autoclave. 

Solución de Albúmi·O~ ~f1%;er{Pl3s 
l gr de ·A1b·ú~i~~· Sé'ri~"'~~~fi13 ·en 1 OOmI de res 

Anticuerpos y conjugados. 

Kit Anti-RSV conjugado~onFl~C (DAKO K6102) 

Anticuerpo policlonal ·de 6.bra ~~ti~·RSV (CHEMICON AB 128) 

An1i-lgG cabra conjug~do c"on p;rox-idasa (SIGMA A5420) 

Anticuerpo mo!1oclonal de rata 2.4G2 anti-FcyRll/Rlll (ATCC HBl79) conjugado con 

FITC 

Anticuerpo monoclonal de ratón 2.402 anti-FcyRll/Rlll (PHAR MINGEN 553141) 
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Material De.t;echable 

Porlaobjctos de poliestireno de 8 pozos (NUNC Roskilde Dcnmark Cal no.177445) 

Botella para cultivo celular de 25 cm2 (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 163371) 

Botellas para cultiv~ celular d~ 80 ~m2 (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 144881) 

Bolclla para cultivo celular de ISO ·cm2 (NUNC, Roskilde Denmark Cal no. 147589) 

Cajas pctri para cu'l~i~~·.~~{U1ri~ 60 cm2 (NUNC, Roskilde Denmark Cal no. 172931) 

Caja~· pc1.r(·~.~~:¿~ÚÍ~~:·~~¡~·J~;·.·1oO cm2 (NUNC, Roskilde Ocnmark Cat no. 172934) 

Placas d~. 9.6·~~0~·-~~;~--.~~~ti~~ celular (NUNC, Roskilde Denmark Cal no. 167008) 

Placa~ ~e·,~-~-~~~·p·á.f.t'~~Ui~O C~lular (COSTAR, Broadway, Cambridge Cat no. 3590) 

Tubos.dc'polieSiií~00)2X75 fnm'para lectura FACS (FALCON. Cat no. 2054) 

PÜ~.~a~··P~··r~.:;~-i~i~PÍ~~~,~·,..·'.·r . 

100-1000 j.ÍI (éosTAR; Broadway, Cambridge Cat no. 4867) 

20-250 µI (RAININ 1.ist.ume~is, Cat no. RT-250) 
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