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RESUMEN

Se estudid la actividad neutrallzante del plasma y la actividad
antiviral contra el virus Herpes simple tipo 1 {VHS-1) de las c&lulas
mononucleares (CM), de sangre periférica humana. Participaron en el

estudio 37 voluntarios con historia clinica de Herpes labialis, los

cuales se agruparon de la sigulente manera: 18 sujetos tenian la
lesidn herp&tica en el momento de tomar la mnuestra; l4 sujetos no
presentaban lesidn, perc tenfian antecedentes de herpes labilal y 5

voluntarios no tenfian antecedentes de la infeccidn.

La actividad antiviral del plasma se expresd como el tituleo de
anticuerpos neutralizantes, La actividad antiviral de las CM se
determind en un sistema in vitro de naturaleza xenogénica y se expresd
como el porcentaje de placas virales inhibidas; el sistema consistid
en wuna linea celular de mono (Vero) infectada con &1 VHS-1 a la cual
se le adicionaron las CM humanas en una relacidn CM:c&lula infeectada
de 5:1,

Se observd que las recrudescencias virales incrementan la
actividad antiviral de las cM (p = 0.001) vy el titulo de
anticuerpos (p=< 0.01). Ademids la magnitud de la actividad celular se
correlaciona con la frecuencia de la lesidn herpética (&'= 0.001). En
cambio, mno hay correlacidn entre el titulo de anticuerpos y la
frecuencia de la lesidn (= 0.001).

No se encontrd correlacion entre la actividad antiviral de los
anticuerpos y la actividad de las CM (r = 0.2083).

La actividad antiviral de 1las CM parece corralacionarse con la
actividad de laa célulag T en cambio no se correlaciona con los
monocitos y las células no T. Los monocitos mostraron una elevada
actividad antiviral en la mayoria de los casos estudiados y dicha
actividad fue independiente de la recrudescencia. Las c@lulas asesinas
naturales mostraron valores intermedios y Flevados ¥ no estd clara la

relacidén de su actividad con las recrudescenclas herp&ticas,



INTRODUCCION

El virus herpes simple tipo 1 y el fendmeno de la latencia.

El wvirus herpes simple tipo 1 (VHS-1) causa la destruccidn de la
célula en la cual se multiplica. La destruccidn empieza desde las
primaras etapas de la infeccidn, ElL virus inhibe la sintesis de ADN y
de proteinas de la cé&lula hospedera: aglomera la cromatina nuclear Yy
disocia 1loa polirribosomas; paraliza en forma progresiva la
maquinaria celular e incluso usa las bases del ADN hospedero para 1la
duplicacién del ADN propio. La consecuencia final de la infeceidn
productiva es la progenie viral y la muerte celular (37). A pesar de
su potencial destructivo, la caracterIstica central de la infeccidn
por el ViS-1 es la capacidad de permanecer latepnte en el sistema

nervioso central del ser humano por el resto de su vida (53).

El VHS-1 es el causante, en un 90% de los casos, del Herpas
lablalis. Esta infeceldn tiene caracteristicas muy especiales: las
lesiones recurrentes a menudo se presentan en el mismo siltlio; las
recurrencias son dInducidas por eatimulos muy diversos come filebre,
exposicidn a los rayos solares, menstruacldn, tensidn nerviosa, etc.;
durante los Intervaleos entre las recrudescencias no es posible aiglar
el virus de los sitlos periféricos donde ocurren las lesiones (51).
Por otra parte, desde hace mucho tiempo ce empezd a relaclenar el
sistema nervioso central con la infeccidn herpética. Por ejemplo, en
1905 se observd que despuée de cortar en forma quiriirgica 1la raiz
posterior del nervio trigémino se presentaban vesiculas herpéticas en

los tejidos inervados por las ramificaclones de este nervio (I1).

Estas observaciones condujeron finalmente al desarrollo del
siguiente modelo hipot&tico de la infeccidn: el virus se transmite por
medio de secreciones contaminadas, coloniza las células epilteliales,
se multiplica, invade las terminaclones nerviosas, viaja por el nervio
hasta los ganglios espinales —generalmente al ganglio trigémino—,
dénde produce una infeccidn aguda y se establece en forma latente en
las neuronas. Durante las reactivaciones, bajo diferentes estImules,

el wvirus pasa a un estado activo de multiplicacidn en el ganglio,



viaja en forma centrifuga de nuevo por el nervio, de regreso al sitie
de entrada, donde se multiplica y produce de nuevo la lesidn herpétlca
{31, 42, 51, 53y 76).

Al parecer, el establecimiento de la latencia en el ganglio
depende de 1la interaccidn especifica entre el virus y la célula
blanco; es decir, 1la neurona, sin embargo, el medio ambiente
fisjoldgico tiene una gran influencia sobre la infeccidn, desde la
entradn del virus en el epitelio hasta su llegada al ganglio, asi como
en el estnblecimiento y mantenimiento de la latencia {53).

Estrategias que se han usado para estudiar la latencia.

La latencia se ha estudiadeo con tres enfoques diferentes. Por una
parte sa ha tratado de determinar cudles funclones virales estdn
relacionadas con el fendmeno, ya sea con el establecimiento o el
mantenimiento de la latencla. Por otro lade, se ha intentado definir
cufles son las caracterIsticas relevantes de la célula hospedera. Por
dltimo, se ha tratado de integrar la informacidén concerniente al virus
y a la c&lula hospedera en el marco del organismo completo, de manera
que se ha experimentadc con modelos animales para buscar datos que se

puedan correlacionar con las observaciones hechas en el ser humano.
Funciones virales y su relacién con la latencia.

La bisqueda de una funcidn viral que se encuentre relacionada
directamente con la latencia se basa en un principlo conceptual
simple: la entrada del genomé viral gilvestre en una célula permisiva
da como resultado su expresidn (37). Asi, bidsicamente se tienen dos
posibilidades. La primera es que el fendmeno de la latencia dependa de
genes virales y la segunda es que sea consecuencia de la fislologla
particulﬁr de la neurona (53). Los genes virales que en teoria podrian
estar relaclonados con el fendmeno se han tratado de identificar
mediante dos formas diferentes: el uso de mutantes y la determinacién

de los productos virales en los ganglios con la infeccién latente.



r— — —— e, — —

Uso de mutantes en el estudio de la latencia. Mediante el uso de
mutantes termosensibles se ha observado que clertas cepas incapaces de
duplicar su ADN son capaces de establecer la infeccifn latente en
ratdn. Esto suglere que ni la duplicacidn del ADN ni la infeccidn
productiva son esenciales para el establecimiento de la latencia en
las neuronas (32, 35 y 79). Otro gen que aparentemente no es necesario
para el establecimiento de 1la infeccidn latente es el gen de 1la
timidina quinasa (53).

En cuanto al resto de los genes virales, se han obtenido pocos
datos. 88lo se Bsabe que cuando menos el 20% del genoma viral no es
esencial para la multiplicacidn 1litica del virus en cultivo de cé&lulas.
En resumen, entonces, por medio de mutantes no se ha podido confirmar
que algin gen viral sea indispensable para el establecimiento o el

mantenimiento de la latencia {3).

Productos virales durante ls latencia. Para definir la naturaleza

molecular del fendmeno, es necesario determinar si se expresan uno o
mas genes virales durante la latencla y cufiles son. En este aspecto ha
sido dificil demostrar en forma convincente la produccidn de proteinas
virales en la cflula con el virus latente. Sin embargo, existe un
reporte de que un polipéptido de expresidn temprana'se presenta en el
ganglio trigémino de conejos con la infececidn latente, pero se

desconoce su relacidn con el estado latente del virus (25).

Por otra parte, en la bidsqueda de ARN sa han detectado secuencias
homflogas a los dominios que codifican genes de expresidn intermedia y
tardfa (21 y 22), También se datectd un transecrito sin residuo de
poliﬁdenina, que se encontraba en una concentracldn de 104 a 105
moléculas/c&lula {68). (ELl transcrito corresponde a la cadena opuesta,
"antisentido", del gen para una proteiné temprana del ciclo lftico,
pero el papel de esta protefna aiin no estdl clare (3)). Sin embargo el
gen que codifica este transcrito asociado a la latencia parece
pertenecer a una clase nueva de acuerdo con los criterios de
inhibicidn en c¢é&lulas infectadas (69); es decir no present& las

caracteristicas usuales de los genes del VHS-1.



La hibridacidn in situ ha mostrado que la regidn del genoma que
se transcribe en ratones con la infeccidn latente es la misma que se

ha detectado en humanos {B). Ademds, 1la deteccidn de los transcritos

in situ permite tambi&n calcular el porcentaje de neuronas infectadas

gue podrIan liberar virus en una explantacién (3).
Factores de la cZlula blanco relacionados con la latencia.

En caso de que la latencia no dependa de la expresidn particular
de uno o mids genes virales; entonces la segunda posibillidad es que la
latencia sea consecuencia de la fisiologIa particular de la neurona.
En este sentido, las caracteristicas mds notables de la neurona son:
eg una célula que generalmente no se divide mis, estd completamente
diferenciada y tiene una funcién especlalizada, Si la latencia
finalmente dependiera de las caracteristicas de 1la neurona, esto
explicarfia la idea general de que cambios en el metabolismo de esta
célula pueden estar relacionados con la reactivacién del virus latente
{28).

Dos hipftesis acerca de la interacclén virus-neurona.

Se han propuesto dos modelos principales para explicar al
fenémeno de la latencia. El modelo del estado estdtico propone que el
genoma viral no gse expresa durante la latencia. El modelo dindmico en
cambio, propone que al genoma se expresa cuando menos en un ndvel
reducide (53), Existen datos que apoyan el estado estdtico; entre
éstos se mencionan los siguientes: por inmunofluorescencia no se han
podido detectar antigenos virales en cortes secuenciales de ganglios
da ratones infectados (51); como ya se menciond, diferentes mutantes
termosensibles incapaces de sintetizar ADN se establecieron en forma
latente, lo cual sugiere que la sintesis de ADN nc es esencial para el
establecimiento de la latencia (32 y 79); y durante 1la infeccidn
latente se ha observado mucho menor ndmero de coplas de ADN en
comparacién con la iqfecc16n activa (0.1l contra 1.5 coplas por
célula), lo mismo que de ARN (menos de 0.0005 qontr& 0.15 copias por
cé@lula, respectivamente) (45). Con base en estos vresultados se

considera que es muy poslible que la infeccidn latente esté basada en



un mecanismo estitico. S5in embargo, no se puede descartar por completo
la hipbtesis dindmica.

La infeccion latente en el organismo completo.

Tambil&n se ha estudiado la latencia considerando el ambiente
figioldgico del organismo en el cual se desarrolla la infeccidn. Para
esto han sido de gran utilidad varios modelos animales, entre &stos se
encuentran el ratén, la rata y el conejo. En el cuadro ] se muestran
algunas caracterfsticas de estos modelos {28 y 53). Para que el modelo
sea representativo, el animal debe ser capaz de conservar el virus en
forma latente en el sistema nervioso central (53), Esto facilita el

estudio de los diferentes pasos del procesc de latencla.

Cuadro 1

Caracteristicas de los modelos animales para el estudic de 1la
latencia del VHS-1.

Modelo Inoculado en Ventajas Desventajas

Raton Ojo Permite observar Es diffcil inducir las
la multiplicacidn y reactivaciones in wvivo.
el establecimiento
de la latencia,

Ratédn Oreja Es relativamente Es diffcil de reprodu-
f&cil indueir 1las cir; presenta reactiva-
reactivaciones con ciones esponténeas.
ciertas cepas.

Conejo Oje Permite cbservar Presenta reactivaciones
- la multiplicacién y espontaneas.
el establecimiento
de la latencia.

Rata Rervio Permite observar - No se han podido indu-
mandibular la multiplicacién y cir reactivaciones in
el egtablecimiento viva.
de la latencia.
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Los diferentes modelos experimentales han sido de utilidad para
estudiar el establecimiento de la infeccidn latente. Por ejemplo, se
ha visto que cuando el virus llega a los ganglios es capaz de produclir
una infeccidn aguda, como lo demuestran los estudios con los modelos
de ratédn y conejo (74, 75y 76). En el ratdn, despugs de la
inoculacidn en el cojinete plantar, se puede recuperar facilmente el
virus infeccioso de los sigulentes tejidos: nervio ciftico, ganglios
espinales, nervio sacrociitico, raices dorsales, mé&dula espinal ¥
cerebro. En los ganglios espinales el virus infeccioso aparece al
segundo dia, alcanza el mdximo de multiplicacifn hacia el cuarto dia y
desaparace al séptimo dfa; en los ratones que sobreviven a 1la
infeceldn aguda es posible demostrar la presaencia del virus latente en

los panglios espinales (28).

En lo que respecta a las reactivaclcones del virus, en ratones se
ha observado que diversos estIimulos pueden reactivar la infeccidn; por
ejemplo, cortar la rafz nerviosa del ganglio, lesionar directamente el
ganglin (38, 44 y 80), wun traumatismo en el epitelioc (5 y 27), 1la
administracién de un agente d{nmunosupresor (39 y 61) y una

sobreinfeccion con neumococos (76).

Aunque son varios los modelos en los cuales se han descrite las
recrudescencias de las lesiones herpéticas, el inico sistema hasta la
fecha en el cual se han obgervado tanto reactivaciones egpontaneas
como dinducidas es el ratén inoculado en orejé (28). Las principales
ventajés de este modelo son, en particular las sigulentes: la oreja
tlene una superficile epitelihl relativamente lisa vy desnuda donde se
puede inocular‘fécilmente el virus y se pueden observar las lesiones;
las lesiones recurrentes ss pueden induelr por estImulos que también
desencadenan las reactivaciones en el humano (v.gr., luz ultravioleta
y traumatismos) y el uso de ratones es muy pra3ctico y econdmico.

Participacién de la respuesta inmune en el fendmeno de 1la

latencia.

Aunque no se conocen con certeza los factores que participan en

el estébleei@iento y mantenimiento de la 1éfencié; se han hecho las



sipuientes observaciones interesantes: 1la transicién de la fase aguda
de la infeccidn primaria a lp fase latente pccurre en forma simultdnea
con la aparicidn de los mecanismos especificos de la respuesta inmune,
en  particular: los anticuerpos antivirales 42 y 51), la
hipersensibilidad retardada y la citotoxicidad celular (51}; 1las
Infecclones primarias en individuos inmunocompetentes por lo general

son asintomdticas; la forma sintomdtica es localizada, autolimitante,
se resuelve favorablemente en dos a tres semanas y conduce al estado
de latencia; las mismas infecciones en sujetos inmunodeficientes,
pacientes inmunocomprometidos ¥y en neonatos tilenden a agravarse,
generalizarse ¥y conducir a la muerte (42 y 51). Estos datos sugleren
que la respuesta Inmune eg importante para el establecimiento y para
el mantenimiento de la latencia,

Con base en resultados obtenidos, principalmente con ratones,
Openshaw y cols. (40) han propuesto un modelo que explica la funcidn
de la respuesta lnmune durante el establecimiento y el wmantenimiento
de 1la latencia. Segiin este modelo, 1las c¢&lulas ganglionares no son
permisivas para el virus; gin embargo, diversos estfmulos, como la
misma multiplicacidn de virus en la piel o la inflamacidn, las pueden
volver permisivas. En este caso la respuesta inmune eliminarfa el
estImulo reduciendo la multipliecacidn del virus en el epiltelio; ast,
las cé&lulas nerviosas regresarfan al estado no permlsivo y se estable-
cerfa 1la latencia. Este modelo concuerda muy bien con las observa—
ciones realizadas sobre el modelo de ratén. Por ejemplo, los diversos
estImulos que reactivan la infeccién latente ——como neurectomia, trau-
matismo epitelial, Iinmunosupresidn con ciclofosfamida e 1irradiacidn
con rayos X— podrfan actuar como sefiales que afectan el metabolismo
de las células y cambian asi el estado de permisividad.

Actividad antiviral del gistema inmune humano durante 1la
recrudescencia.

Los efectores del sistema Inmune humano que se conslderan de
lmportanclia en la resistencia a las infecciones virales son de dos
tipos: espocificos e inespecificos. Entre los 1nespecificos se

encuentran los siguientes: complemento e interferdn (humorales) vy



macrdfagos, polimorfonucleares y cé&lulas asesinas naturales

{celulares).

Las efectores especificos pueden ser dependientes de anticuerpos:
neutralizacifn; citotoxicidad por complemente; y citotoxicidad celular
por macrdfagos, polimorfonucleares y c¢&lulas asesinas. O pueden ser
mediados por células: citotoxicidad por células T y produccidn de

linfoeines, come Iinterferdn gama, activadores de wmacrdfagos 4

linfotoxinas.

Se han realiizada diversos estudios para evaluar la actividad
antiviral de los diferentes componentes en individuos que padecen
frecuentes recrudescencias herp@ticas, con el fin de determinar 1la
funcidn que desempeiian en el mantenimiente de la latencia y las
reactivaciones. Los ensayos que se han realizado con mayor frecuencia
para medir ia actividad antiviral de los componentes sont
neutralizacidn de la infeerlvidad viral por anticuerpos séricos (24,
49, 50, y 84), prushas de citotoxicidad (33, 54, 63, 73y 81),
determinacidn de factores solubles liberados por lasg cé&lulas linfoides
(10, 41, 48, 62, 70 y 81) y prushas de trasformacldn blastoide (30,

36, 41, 49, 62, 72, 73 y 81).

De acuerdo con las observaciones reglizadas, al parecer leos
anticuerpos no desempefian una funcidn fundamental en la proteccidn
contra las recrudescencias. En primer lugar, las lesiones recurrentes
aparecen incluso en presencla de altos tItulos de éncicuerpus {14, 20,
36 y 86). Ademds, varios autores reportan que los anticuerpos no
varfan durante una reactivacidén (14, 20, BL y 86), lo cual na
permite yelaclonar el descenso en la respuesta humoral con el riesgo
de una recrudescencia. Sin embargo, aunque los anticuerpos no sean
relevantes para la proteceldn contra las recrudescencias, sI podrian
ger imparténtes en el contrel de la infeccidn despuds de la
reaativéciﬁn, ya que puaden inactivar los virus que se encuentran en
el medio extracelular ¥, en combinacidn con £1 complemento o con
células linfoildes, son capaces de lisar, al menos in vitro, cé&lulas

infectadas (2, 9 y 33).



Un procedimiento muy usado para evaluar 1la actividad de los
linfoclitos es el ensayo de la transformacién blastoide iInducida por
108 antigenos virales. Sin embargo, las observaciones hechas mediante
esta prueba son contradictorias: algunos investigadores informan dque
los 1l1infocitos de los 1individuos con recrudescencias tienen una
actividad disminuida (30); otros investigadores reportan una actividad
normal {57, 58 y Bl); y otros mis la encuentran aumentada {41 y 49).

Las c@lulas T citotdxicas, una poblacidn de 1linfocitos, son
capaces de lisar en forma especifica cé&lulas infectadas por wvirus
(phrn esto las células infectadas deben presentar el mismo antigeno de
clase I del complejo mayor de histocompatibilidad que las c&lulas T),
A pesar de que estas células podrfan ser relevantes en la resistencia
contra el VHS-1, no se ha estudiade su actividad en relacidn con las
recrudescencias herpéticas. S6lo se ha observado que son capaces de
lisar in vitro c€lulas infectadas (83), de manera que se desconoce su

actividad in vivo.

Al parecer las células asesinas, capaces también de lisar células
infectadas (in vitro y en colaboracidén con anticuerpos) (33), tampoco
degempefian una funcidn significativa contra las recrudescenclas ya
que, como ge menciond antes, las recrudescenclas se presentan adn en
el caso de altos titulos de antlcuerpos. En realidad no se conoce la

importancia in vivo de esta poblacidn celular.

Otra poblacidn de particular interés en el control de una
infeccldn viral son las c&lulas asesinas naturales (linfocitos capaces
de lisar en forma inespecifica y espontdnea c¢&lulas infectadas con
virug y células tumorales) (46 y 82). Se ha observado que wuna baja
actividad de citotoxicidad natural se correlaciona con una mayor
susceptibilidad a 1la  infeccidn herpética (7), pero no se ha
encontrade ninguna relacidn entre esta actividad y el mantenimiento de

la latencia,

También han sido investigados los factores solubles producides
por los linfocitos ante un estimulo antigénico. Por ejemplo, se ha

observado que las cé&lulas linfoides aumentan su capacidad de
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sintetizar Interferdn después de una recrudescencia (10 y 48); esta
capacidad disminuye con el tiempo y, de acuerdo con el descense, es

posible predecir una nueva recrudescencia {10).

Otro factor estudiado ha sido el factor inhibidor de la migracidn
de leucocitos y en este caso se han observado varlaciones en 1la
capacidad de produccidn del factor en relacifn con una recrudescencia
herpética (41). Dade que el interferdn también presenta actividad de
inhibidor de la migracidn, el factor medido en este estudic quizd era
interferon, sin embargo los autores ne hicieron determinacilones

especificas para confirmarlo.

Como se puede apreciar, no estd claro qué funcidn tienen, en el
mantenimiento de 1la latencla, la mayorfia de los efectores de la res-
puesta inmune, resulta evidente entonces que ge necesitan reallzar mis
estudios al respecto. Ademds pocos trabajos han determinade al wismo
tiempo la actividad de los anticuerpos y la actividad celular (36, 73
y 81).

Por otra parte, varios autores han utilizado medelos in wvitro
para evaluar la actividad antiviral de las cé&lulas linfoldes (6, 16,
56 y 67) y en uno de ellos se reporta una correlacldn entre la
actividad in vitro de las c@lulas iinfoidea, 1a hipersensibilidad
retardada y la produccidn del factor inhibidor de la migracldén de los
macrdfagos (67).

En el presente trabajo se decidid estudiar la actividad antiviral
de las c&lulas mononucleares {CM) humanas, de las subpoblaciones
celulares y del plasma, con el propésito de entender la relacidn de la
actividad de los componentes inmunes con la reactivacidn de la lesién

herpética.

Para determinar la actividad antiviral de las células linfoides
se usé un sistema in !1559 de naturaleza =xenogénica. El sistema
consiste en una lInea celular de mono infectada con el virus y la
actividad antiviral se midié como el porcentaje de placas virales

inhibidas por las CM., Este modelo tiene las ventajas de que sirve para
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evaluar las poblaciones celulares en forma individual y para medir en
forma global el efecto directo de las cflulas y el efecto de los
factores solubles (6, 16, 56 y 67}.

La actividad antiviral del plasma se determind como el titulo de
anticuerpos neutralizantes contra el VHS-1. Las determinaciones de la
actividad antiviral celular y humoral se realizaron durante las

recrudescencias y durante los intervalos sin lesidn herpética,

En un estudio preliminar (59) se observd una relacidn directa
entre la actividad antiviral de las CM y la presencia de 1la 1lesidn
herpética. Sin embargo, sdlo se estudiaron 13 sujetos. En el presente

trabajo se incrementd la poblacidn de voluntarios a 37,

Ademfis, con el fin de estudiar el papel de las subpoblaciones
celulares, se realizaron ensayos de la actividad antiviral de 1las
diferentes poblaciones de células linfoides: monocitos, Linfocitos,

linfocitos T, linfocitos no T y subpoblaciones do linfocitos T.

Hipftesis
La presencia de 1la lesidn herpética influye en la activid;ﬁ
antiviral humoral y celular del sistema inmune.
La actividad antiviral estd relaclionada con la frecuencia de las
recrudescencias herpéticas.
La magnitud de 1la actividad antiviral de cada subpoblacidn de
células linfoides es diferente.

Cbjetivos

Determinar, en individuos con antecedentes de herpes labial, la
actividad antiviral del plasma en presencia o ausencia de la lesidn
herpdtica,

Determinar en los mismos individuos la actividad antiviral de las
CM.

Determinar la relacifn entre la actividad antiviral humoral y la
frecuencia de recrudescencias herpéticas.

Determinar la relacidn entre la actividad antiviral celular y la

frecuencia de recrudescencias herpéticas.
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Determinar la relacidn entre 1la actividad antiviral celular y la
actividad humoral.

Determinar 1la actividad antiviral de monoecitos, linfocitos,
linfocitos noe T, linfocitos T y subpoblaciones de linfocitos T en

individuos con y sin lesidn herpética,

DISENO EXPERIMENTAL
Actividad antiviral celular

CELULAS EFECTORAS: CELULAS BLANCO

SANGRE VENOS A CELUL AS VERO
CELULAS HERPES SIMPLE 1
MONONUCLEARES
. ‘; q‘ =
LINFOCITOS MONOCITOS 1 CELULAS
A | INFECTADAS
CELULAS T CELULAS B
»
FRACCIONES DE
CELULAS T

Actividad antiviral humoratl

SANGRE ‘VENOSA
PLASMA - HERPES_SIMPLE 1

NEUTRA%lZACION
CELULAS VERO
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MATERIAL Y METODOS

virus. Se trabajd con el virus Herpes simple tipo 1 cepa
MacrOplﬁque; este virus fue aislado y donado amablemente por el Dr.
Bernard Roizman de la Universidad de Chicago. El virus se adaptd a las

lineas celulares mediante un minimo de tres pases.

Lineas celulares., Las lineas celulares usadas fueron la linea OMK
(0wl Monkey Kidney) de mono Aotus sp, donada amablemente por el Dr.
Robert Honeass del National Institute for Medieal Research Mill #Hill,
Londres, Inglaterra, y la linea Vero, fibroblastos de rifién de mono
verde africano, donada por el M. C. Julio de Mucha Maclas del
Institute Nacional de Virologfa, México, D. F. Las célulag se
cultivaron en Medio Eagle Modificado por Dulbecco, complementado con
100 UI/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 0.03% de
glutamina y 0.37% de bicarbonato de sodio; esta solucidn, en lo
sucesivo, se denominard medio de cultive {véase, en el apéndice, 1la

procedenclia de reactlvos y la preparacidn de soluciones de cultivo).

Desprendimiento celular. Las células OMK y Vero se resembraron
mediante 1la téenica descrita por Kuchler (34) con algunas
modificacionea. A una botella de cultivo de 25 cm2 (véage en el
apéndice la procedencia del material empleado) con una monocapa
confluente de cé&lulas, se le retird el medio, se lavé con amortiguador
salino de fosfatos (PBS, ‘'phosphate buffer szline'") y com EDTA al
0.2%, se dincubd con 500 ul de tripsina al 0.25% hasta el
desprendimiento de la monocapa, 1lo que se aprecla a simple vista. las
c€lulas se  resuspendieron de dinmediato en medio de cultivo
complementado con 10% de suero fetal de ternera., Se realizd una cuenta
viable, se ajustd la concentracidn y se distribuyeron alicuotas de la

suspension en la siguiente forma:

Recipiente células/ml
botella de 25 cm> 3 x 10%/5
pozo (caja de 24 pozos) 2 x 10510.5
pozo (caja de 96 pozos) 4 x 104/0.1.

Las células se incubaron a 37°C en ambiente hiimedo y con 5% de
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COZ; en lo sucesivo, todas las incubaclones a 37°C son en este
ambiente a menos que se especifique lo contrario. En estas condiciones

se forman monocapas confluentes en 24 h.

Cuenta viable. Las cé&lulas se contaron en una cdmara de Neubauer
y 1la viabilidad celular se determind por exclusidn de azul de tripano
segiln las recomendaciones de Kuchler (34). Para esto, la suspensidn
celular se diluyd 1:10 con azul de tripanmeo al 0.02% en PBS; se
contaron las células le mds rdpido posible, a los cuatro minutos de

mezelarlas con el colorante, y se determind la concentracidn.

Produccidn wviral. E1 VHS-MP ge propagd siguiendo el métode de
Doller y vcols. (13) con algunas modificaciones. Se infectd una
monocapa confluente de c&lulas Vero a una multiplicidad de 1infeecidn
(MDI) de 0.01 ufp/cé&lula. El indcule se incubd a 37°C durante 30 min.
Se lavé la monocapa con 5 ml de PBS, se adiciond medin de cultivo y se
incubd -a 37°C. DespuBs de comprobar la formacidn de sincitios y el
desprendimiento celular (efecto citopidtico) a las 48 h, se liberd el
virus intracelular con tres clclos de congelacidn-descongelacidn en
una mezcla de etancl-acetona (1:1) y hielo seco. La suspensidn se
centrifugd 10 min a 1 000 x g ¥ 4°C. Se recuperd el sobrenadante y se
le determind el titulo viral por ensayo de placas. El virus se
fraceiond en .alicuotasg de 1.8 ml y se congservd en nitrdgeno 1Iquido

hasta su uso,

Titulacién viral. El VHS-MP se tituld por ensayo de placas segiin
el método de Doller y cols. (13) con algunas modificaciones. El virus
se diluyd de 107! & 1078

monocapa de células Vero, en una caja de 24 pozos. A tres testigos

. De cada dilucidn se adicionaron 200 pl a una

celulares se les adiciond s8lo medio. Se incubaron las monocapas 30
min a 37°C, se les retird el virus no adsorbido, se lavaron con PBS y
se agregd a cada una medio de cultivo complementado con 2% de suero
humano con un titulo de anticuerpos neutralizantes contra el VHS=1 de
512, este medio se denomind medioc anti-VHS-1, Las monocapas se

incubaron a 37°C.
Se comprobd la aparicidn del efecto citopdtice. Las células se
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fijaron con formaldehido al 4 % durante 10 min. Para tefilrlas, se
lavaron con agua de la llave y se incubaron durante 30 min con cristal
violeta al 1 X en etanol o con colorante de Glemsa. Se contaron las
placas virales y se calculé el tItulo con la sigulente férmula:

ufp/ml = PV x 5 x factor de dilucidn,
donde PV son las placas contadas en las monocapas con mayor cantidad
de placas individuales y 5 es el factor de correccidn para los 200 pl

de indculo.

Titulacidn de anticuerpcs neutralizantes. Los plasmas se
titularon mediante el procedimiento de Ratner y Smith (50) con algunas
modificaciones. Para esto, se 1lnactivaron a 56° C durante 30 min vy se
diluyeron de 272 5 2710
(500 ul) se incubdé con 100 ufp/500 ul de virus durante 30 min a 25°C.
Se prepard un testigo viral mezeclando 500 _ul de medio con 500 ul de

con medio de cultivo., Cada dilucidn de plasma

virus. Para el testigo celular se prepard wmedio solo. Cada mezcla se
adiciond por tripiicado a una monocapa celular de una caja de 24 pozos
¥ se incubé durante 30 min a 37° C. Se retird el virus no adsorbido ¥
se lavaron las monocapas con PBS. A cada monocapa se le adiclond medio
anti-VHS-!1 y se 1incubd la caja a 37° C por un tiempo de 18 h. Las
monocapas se fijaron y tifieron como indica el procedimiento para la

titulacidn viral.

El tftule de anticuerpos neutralizantes del plasma se reportd
como el valor recIproco de la dilucidn que reduce el 50% de las placas
virales. E1l valor se calculd con la férmula de Irwin y Cheeseman (29):

Logzx = LogzN - PR >50 - 50 R
PR =50 -~ PR-z250

dende Log,X es el logaritmo en base 2 de la dilucidn que reduciria

exactamente en un 50% las placas (recuérdese que los logaritmos de las
diluciones son negativos), N es la mayor dilucidn que reduce mds del
50 %, PR =50 es el porcentaje de reduccidn en N y PR<50 es el porcen-
taje de reduccidn en la dilucidn siguiente a N. Finalmente, el Légzx
se puede convertir en 1og10x y en X mediante:

X = Antilogl0 (0.3010 Logzx).

Separacidn de c&lulas mononucleares humanas. La separacifn de las
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cdlulas mononucleares (CM) de sangre periférica humana se hizo
mediante el método descrito en el boletin 1077 de Sigma (66). Se
mezelaron 22 ml de sangre venosa humana con 220 ul de heparina 1 000
UI/ml y con 11 ml de PBS, La mezcla se depositd lentamente, sobre 15
ml de Histopaque en un tubo de centrIfuga de 50 ml. El ctubo se
centrifugs 30 min a 400 x g a 25 €. Con la centrifugaeidn se formd,
entre el plasma y el Histopaque, una interfase, la cual contenfa las
CM., La fase superior, el plasma, se recuperd y se conservd a —10° C

para titular posteriormente los anticuerpos neutralizantes anti-VHS-1.

Con una pipeta Pasteur se aspilrd la interfase opaca de las CM, ¥y
se transfiridé a otro tubo de 50 ml donde se mezcld con 10 ml de NH4C1
al 0.83 % y se incubé 10 min a 25° C, El tubo se centrifugd 10 min a
250 x g a 25° C, el sobrenadante se desechd: el botén de las CM se
resuspendid en 20 ml de PBS y se centrifugd 10 min a 250 x g a 25° C.
Este lavado con PBS se repitid dos veces y, finalmente, las CM se
resuspendieron en medio anti-VHS-1l. Se realizd una cuenta viable vy una
cuenta diferencial y los porcentajes siempre Fueron mayores del 98 X%
tanto de cé&lulas viables como de CM. Se ajustd la concentracidn de la

6

suspensién a 10 CM/ml y se empled de inmediato en 1la prueba de

actividad antiviral de las c@€lulas linfoides.

Cuenta diferencial. El métode para realizar una cuenta
diferencial se describe enrel boletin 840 de Sigma (65). Con 25 ul de
1a suspensidn de celulas 1linfoides se prepard una fina pelicula sobre
un portaobjetos, se dejd secar y se tratd con el colorante de Wrigth.
Segin el caso, se contaron las CM, los linfocitos o los monocitos, de
acuerdo con su morfologfa, y se calculd el porcentaje en la poblacién
total.

Separacidn de linfocitos y monocitos. Se siguid el método
descrito por Rosenberg y Lipsky (55). Los linfocitos y los monocitos
se separaron y caracterizaron graclas a que los monocitos se adhieren
al pldstico, Para esto 15 ml de la suspensién final de CM se incubaron
una h a 37° C en una botella de cultivo de 75 em®. Las células no
adherentes se resuspendieron suavemente y se transfirieron a otra

botella donde se incubaron una hora mids a 37° €. Las células que
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tampoco se adhirderon en este segundo periodo, principalmente
linfocitos, se resuspendieron, se les realizdé una cuenta viable y una
cuenta diferencial, se ajustd la concentracildn a 106 células/ml y se
emplearon de inmediato en la determinacidn de la actividad antiviral.
Generalmente mids del 95 % de las cé&lulas fueron linfocitos y mis del

98 % permanecieron viables.

Las c&lulas adheridas a la primera botella se consideraron
monocitos. Estas células se lavaron vigorosamente con PBS a 37° C, se
descartd el sobrenadante y las células adherentes se desprendleron
suavemente con un gendarme en 2 ml de medlo anti-VHS-1. Se determind
la proporcidn de monocitos por cuenta diferencial ¥ en todos los casos
fue mayor del 98 %X. Se determind la proporcidn de c&lulas viables 'y
ésta fue mayor del 95 % en todas las muestras. Se ajustéd la
concentracidén de 1la suspensidn a 106 monocitos/ml y se empled de

inmediato en el ensayo de la actividad antiviral.

Separacién de cé&lulas T. Las c¢élulas T se separaron ¥y se
caracterizaron por medio de 1la formacidn de rogetas con erltrocitos de
carnero sigulendo el método de Faucli ¥ cols.'(IT) con ligeras
modifica;iones. Fn un tubo de centrifuga de fondo redondo se mezclaron
4 x 10

carnero al 1 ¥ y se incubaron 5 min a 37° C. Se centrifugd la mezcla a

linfocitos en 12 ml de medio con 9 ml de eritrocitos de

200 x g durante 5 minutos y se incubd enseguida 2 h & 4°C. El botén se
resuspendid muy suavemente en 12 ml de medio y se observd una muestra
de la suspensidn al microscoplo para verificar la formacldn de rose-
tas, Se adiclonaron lentamente 6§ ml de la suspensidén sobre 3 ml de
Histopaque y se¢ centrifugaron 30 min & 400 x g a 25° C. Durante la
centrifugacién los linfocitos que no formaron rosetas se estabilizan
en la interfase entre el medio y el Histopagque y aquellos que sI las
forman se sedimentan en el fonde con los eritrocitos. Con una pipeta
Pasteur se recuperaron las células de la interfase, se lavaron con 10
ml de PBS y se centrifugaron 10 min a 250 x g. Estas c&lulas, con mis
del 95 % de viabilidad, se resuspendieron en medio anti-VHS-1 y se
ajustd la concentracidén de la suspensién a 106 células/ml. En lo

sucesivo, esta suspensidn se denomind células no T.
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El paquete de eritrocitos y células formadoras de rosetas
obtenido en la centrifugacién sobre Histopaque, se resuspendid en 10
ml de NH4Cl al 0.85 %, la suspensidn se incubd 10 min a 25° C y des-
pués se centrifugd 10 min a 250 x g. El botén celular se resuspendid
en !0 ml de PBS y se centrifugd de nuevo 10 min a 250 % g. El1 botdn
celular se resuspendld an medio anti-HSV-1. Se realizd wuna cuenta
viable ¥y una cuenta diferencial: los porcentajes de cé&lulas viables
slempre fueron mayores al 95 X y los porcentajes de linfocitos, al

98 %. Se ajustd la concentracidn a 106 c&lulas T/ml.

Separacidn de subpoblaciones de cé&lulas T. El procedimiento para
separar las subpoblaciones de células T con diferente densidad fue el
de Fitzgerald y cols. (19). Este procedimiente separa en las
fracciones ligeras a los linfocitos granulares grandes con actividad
cltotéxica natural y en las fracciones densas a los Ilinfocitos T
citotdxicos. Para la separacidn se prepararon suspensiones de Percoll
con las sigulentes concentraciones: 57.5, 55, 52.5, 50, 47.5, 45,
42.5 y 40 % (véase el apéndice). Se depositaron 1.4 ml de Percoll al
57.5 X, la suspensi&n mis densa, en un tubo de centrifuga de 12 ml de
policarbonato; se depositaron muy lentamente 1.4 ml de Percoll al 55 %
sobre 1la suspensidn anterior ¥ sucesivamente se colocaron las
suspensiones restantes. Este gradiente discontinuo ge debe manejar con
mucho culdado para evitar que se altere. Se colocaron 107 c&lulas T en
la superficie del gradiente; se centrifugaron 60 min a 550 x g y 25°C.
Mediante una pipeta Pasteur se recuperd cada subpoblacién celular en
el ndivel superior de cada fase. Se lavd cada fraccildn celular dos
veces con 5 ml de medioc (10 % suero fetal de ternera) centrifugando 20
min a 250 x g y a 25° C. Con el sedimento celular del segundo lavado
se prepard una suspensidn en 2 ml de medio anti-VHS-1, se realizd una
cuenta viable y se ajustd la concentracién celular de cada fraccidn a

106 cé&lulas/ml en medioc anti-VHS-1.

Determinacién de la actividad antiviral de las células 1linfoides.
La actividad antiviral de las células linfoides ge determind a) en un
ensayo de reduceidn de placas y b) en un ensayo de reduccidn de la

progenie viral,
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a) Ensayo de reduccifn de placas. Para este ensayo se siguid el

método descrito por Santiago y Gémez (60) con ligeras modificaciones.
A una caja de 96 pozos con monocapas confluentes de c¢élulas OMK o
Vero, se le retird el medio de cultive, Se lavaron las monocapas con
200 pl de PBS cada una. Se infectaron con aproximadamente 50 ufp de
VHS-1 propagado en c&lulas Verc u OMK, segiin las células que se iban
a infectar; para esto se adiciond el virus en un volumen de 200 pl vy
se incubaron las monocapas 30 min a 37° C. Los testigos celulares se
incubaron con medio en lugar de virus. Se retird el sobrenadante de
los pozos y estos se lavaron con PBS. Se adicionaron 200 _ul de la
sugspensién de c&lulas linfoides (200 000 ¢élulas) a una monocapa
infectada de 40 000 cé&lulas. Como testigo viral, a una monocapa
infectada en lugar de las células linfoides se le agregarom 200 ul de
medio anti-VHS-l. De manera semejante se prepard una monocapa sin
infectar con c&lulas linfoides y una sdlo con medio anti-VHS-~1l. Se
incubaron las monocapas a 37° C. Todas las pruebas se realizaron por
triplicado., A las 18 h se fijaron las células y se tifieron como en la
prueba de titulacidn viral. Finalmente se contaron las placas virales
y se calculd el porcentaje de placas inhibidas mediante 1a siguiente
férmula:
PR = 100 - 100(PVexp/PVtes),

donde PR es el porcentaje de reduceidn en el ndmero de placas virales,
PVexp son las placas virales producidas sobre las wmonocapas con
c&lulas linfoldes y PVtes son las placas en los testigos virales. A
todas las muestras se les determind la actividad en c&lulas Vero y a 9

sujetos se les determind ademfis en células OMK.

b) Ensayo de reducciin de la progenie wviral, En  einco

experimentos, dos con voluntarios que tenfan la infeceidn activa en el
momentc de tomar la muestra y tres sin la infeceidn, las monocapas
infectadas con el virus e i1incubadas con las CM no se fijaron ni se
tifleron; en vez de esto, se lavaron muy suavemente con PBS, se les
adiciond medio y se sonicaron para liberar el virus intracelular. ElL
sobrenadante se tituld y se calculd la cantidad de virus liberado por
placa.,

Estudio de la poblacidén de voluntarios. Para este estudio, el
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diagndstico de 1la lesidén herpética se realizd con base en la
localizacidn en el labio de una vesIcula eritematosa que cicatrizd en
3 a5 dias. Participaron 32 voluntarios adultos de 24 a 50 aifios de
edad con un promedio de 29.9 + 6.30 afios. Todos estaban aparentemente
sanos ¥y no tenfan historia clinica de infecciones genitales
herpéticas. Los sujetos fueron agrupados de la sigulente manera:
sujeteos con antecedentes de herpes labial, pero sin infececilén active
en el momento de tomar la muestra y sujetos con antecedentes e
infeceién activa. La muestra se tomd del dfa 2 al dIa 5 de aparecer la

lesidn, en el caso de los individuos con la recrudescencia.

Adenis, se incluyd un grupo testigo, de tres nifios de 5 a 10 afios
de edad vy dos adultos, sin historia clinica de infecciones por Herpes

simple.

En resumen se realizaron los sigulentes ensayos: a todos 1los
voluntarios se les determind la actividad antiviral del plasma (titulo
de neutralizacidn) y la actividad antiviral de las CM en c&lulas Vero
(a 9 tambi&n en células OMK). A 8 sujetos se les determiné 1la
actividad antiviral de monocitos, linfocitos y subpoblaciones de
linfocitos.

Pruebas de estadistica., El estudio de la correlaclén de datos se
realizé mediante pruebas de regresidn lineal simple (85) y de Ji
cuadrada de independencia (64). Las diferencias significativas se

estudlaron mediante pruebas de t de Student (85).
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RESULTADOS

1. Establecimiento de las condiciones Sptimas de propagacidn y
cuantificacidn del VHS-1.

A) Producecidn viral.

i) Cinética de produccidn. Durante la propagacidn del VHS-1 se

estudid el tlempo &ptimo de cosecha, con el fin de obtener

suspensiones virales con el mayor titulo de particulas infecciosas. El
virus se propapd en células Vero y se cuantificd a intervalos de seis
horas. A las 18 horas de la infeceldn se observd un cambio evidente en
la morfologfa celular 1la monocapa infectada se habia convertido en
una capa sincitilal (figura 1b). A las 48 horas las cé&lulas Vero se
encontraban aglutinadas en gigantescas células multinucleares que
cubrian s6loc en parte la superficle de 1la botella (figura le). Los
titulos de los sobrenadantes en ufp/ml (x 106) fueron los siguientes:
a las 12 h, 0; a las 18, 0; a 1las 24, 0.24; a las 30, 0.36; a las 36,
1.00; a las 42, 3.05; a las 48, 6.00 y a las 54, 0.10 (figura 2). Como
ge puede ver en la grdfica, el titulo viral aumentd de las 24 a las 48
horas, después de este tiempo el tItulo descendid. En resumen a las
18 h toda la monocapa presentd el efecto citopitico y el miximo titulo

viral se observé a las 48.

ii) Efecto de la congelacidn en la liberacidon del virus
intracelular. Se determind el efecto de 1la congelacidon en 1a
liberacion del virus intracelular. Para esto, las suspensiones
celulares de tres botellas infectadas se centrifugaron a 1 000 x g vy a
4° ¢ durante 10 min. Se recuperaron los scobrenadantes y se titularon;
los botones se resuspendieron en ! ml de medlo para congelarleos y
descongelarlos tres veces. Después de las congelaciones la suspensidn
del wvirus intracelular se centrifugd en las condiciones anteriores vy
se titularon los nuevos sobrenadantes. Los resultados se muestran en
el cuadro 2 y la figura 3. El titulo del scbrenadante original fue en
promedio de 3.64 + 2,27 x 106 ufp v 81 virus liberado del botdn fueron
2,99 + 0,55 x 106 ufp. E1 wvirus 1liberado fue el 45.10 % + 8.34 del
virus total obtenido.
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Produccldn viral (ufp x 106)

4]

Figura l. Efecto citopitico del VHS-1 sobre
células Vero., a, Testigo celular; b, células
a las 18 h de la infeccidn; ¢, células a las
48 h de la infeceifn. Las monocapas fueron
infectadas a una multiplicidad de infeccién
de 0,01 ufp/célula.

TIEMPO DE INFECCION

Figura 2, Cinética de produccidm viral.
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Cuadro 2.'
Efecto de 1a congelacidn en la liberacidn del virus

intracelular.
Botella Produccidn del VHS-1
x 10% ugp (%)
sobrenadante botén celular total
1 2.15 (44.06) 2,73 (55.94) 4.88
2 5.58 (60.65) 3.62 (39.35) 9.20
3 3.20 (54.90) 2.62 (45.02) 5.82
X 3.64 (54.90) 2,99 (45.10) 6.63

i11) Efecto de la temperatura sobre la infectividad del VHS=l. En

un trabajo anterior (59) se estudid el efecto de la temperatura en la
conservacidn del ViI5-1. En este trabajo se probé la estabilidad de la
infectividad wviral a 4° GC. Durante la incubacifn de una suspensidn
viral a 4° C se observaron las siguientes variaciones: el titulo
indcial fue de 2,65 x 106 ufp/ml; a los 40 min, de 2.50 x 106 ¥y a los
80 min, de 2.45 por 108, E1 tftulo priccicamente no descendid (figura

4).
B) Cuantificacidn de la suspensidn viral.

Las suspensiones virales se cuantificaron por ensayo en placa.
Con el fin de determinar el tiempo adecuado de incubacifn para el
ensayo se hizo un seguimiento del tamafic de la placa viral en relacién
con el tiempo; pero antes se probaron dos diferentes colorantes para

refilr las células infectadas: cristal violeta y colorante de Giemsa.

1) Tineién de las placas virales. Las monocapas tratadas con

eristal violeta se tefifan de un color intenso en forma homogénea, de
manera que era diffcil observarlas con detalle, Las placaes virales se
pudieron observar al microscoplo (con el objetivo de cuatro aumentos)
desde las 30 h y tenfan la apariencia de reglones circulares u
ovaladas, sobre la monocapa, con huescos que representaban el despren-
dimiento celular a causa de la infececidn. A las 36 h las placas =se
pudieron observar a simple vista como zones de desprendimiento celu-

lar, carentes de coloracidn, que tenfan un didmetro méyor de 500 pm.
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Figura 3., Efecto de la congelacién en la liberacidn del virus intra-
celular., SImbolos: BXY, sobrenadante; £-_3, botdn celular congelado

tres VeCes.

.,.l (u\:B/ml)

L)

Log dgl t{tulp vira

‘—ﬂ""-r

20 40 .60 80 100
Tiempo (min)

Figura 4. Efecto de la temperaturs sobre la infectividad del VHS-1.
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Las placas alcanzan un tamafio mayor cuando se dejan crecer mis tiempo.

Las placas teilidas con el colorante de Giemsa se observaron bien
al microscopio {con el cobjetivo de cuatro aumentos) a las 18 h. Este
colorantae tefifa con mayor intensidad el niclec celular mlientras que el
citoplasma permanecia de un tono mis claro. Gracias a esto las placas
se pudieron observar con claridad como cé&lulas gigantes multinu-
cleares, en las cuales los nicleos se localizaban agrupados estrecha-—
mente en el centro de la placa viral. Con base en esta diferencia en

lo sucesivo las placas viralesg se tiifieron con el colorante de Giemsa.

11) Cinética de crecimiento de la placa viral del VHS-1. Una vez

establecidas las condiciones &ptimas de tincidn, se procedid a
realizar la cinética de crecimlento de la placa viral. El difmetro de
la zona de células fusionadas, o desprendidas, se midid a diferentes

intervalos. Los resultados se presentan en el cuadro J,

Cuadro 3

Crecimiente de la placa viral del VHS-1.

Tiempo Didmetro Nilcleos por

(h) (um) placa

9 ausentes ausentes
12 50-150 4-10
15 100-250 16~18
18 150-300 20-30
21 200-350 35-70
24 mis de 300 mds de 80

A las 9 h no fue posible obgervar placas
virales., El difmetro representa la va-

riacidn obsgervada.

A las 9 h no se pudieron observar placag virales con un aumento
de 200 diémetros (10 x 20) (figura 5a). A dicho aumento se pueden
observar con detalle células individuales; a las 12 h las placas
tuvieron un didmetro de 50 a 150 um y presentaron de 4 a 10 c&lulas
fusionadas (figura 5b}; a las 18 h la cantidad de células incluidas en
las placas fue de 20 a 30 y el didmetro fue de 150 a 300 um y a las 30
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horas los sincitios generalmente se desprendieron y las placas de
lisis presentaron un didmetro variable de 500 a 700 pm. En lo
sucesivo las placas se observaron a las 18 h, lo cual permitid contar
con claridad de 40 a 50 placas en los pozos de 0.32 cmz vy hasta 200

placas en los pozos de 2 cmz.

Filgura 5., Cinética de erecimiento de la placa viral. a,
células Vero sin infectar; b, placa viral a las 12 h; c,
a las 15 h; d, a las 18 h; e, a las 21 h; f, a las 24 h.

2, Actividad antiviral del sistema inmune durante la fase aguda o
latente de la infeccidn por el VHS-1.

Para este estudio, se formaron dos grupos de voluntarios, los que
tenfan lesifn herpética y los que no la tenfan (cuadro 4) y en primer

lugar se determind la actividad antiviral del! plasma y de las CM.

A) Actividad antiviral humoral contra el VHS-1,

La actividad antiviral del plasma, en este caso el tftulo de
anticuerpos, se expresd como el logaritmo base 2 del factor inverso de

la dilucifn <que inactiva el 50 X de los virlones infecciosos.

Los valores de neutralizacidn en el grupo sin antecedentes de

herpes lablal presentaron una variacién de <2 a 2.9 log, ¥y la media
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Cuadro 4

Clasificacidn de voluntarios y determinaciones de la actividad
antiviral.

Sujetos Neutralizacidn Células
del plasma CM/V  CM/O L M T notT 8T

1*
2%
kL]
4%
5%
6%
7%
g
g*
10%
1%
12%
13%
4%
I5%
le*
17%
1a*
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33a
34
a5
36
3z

+ 4+

+++

++++
+++ 4+
++

+ 4+ 4+
+ 4+

R R R R R R R R B TR T L i
+ +

L R R R R R L T i St

STmbolos: CM/V, células mononucleares con células Vero infectadas;
CM/0, c8lulas mononucleares con c&lulas OMK infectadas; L, linfocitos
M, monocitos; sT, subpoblaciones de linfocitos T; *, con infeccidn
activa; a, 33-37 gin antecedentes de herpes labial.
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fue de <2.3 * 0.42, Los valores en el grupo de voluntarios sin la
lesidn tuvieron una wvariacién de 2.8 a 9.2 con una media de 5.43 +
1.86 1og2. En cambilo los sujetos que presentaron la recrudescencia
tuvieron una variacién de 4,1 a 10,0 con una media de 7.4 + 1.71
(cuadro 5). La diferencla entre los valores de los sujetos sin la
lesiéin ¥ los valores de los sujetos con alla fue estadfsticamente
significativa con una t calculada de 2.881 y una t de tablas de 2.477
con 31 grados de libertad {p = 0.01) (figura 6).

" B) Actividad antiviral de las CM contra el VHS-L,

La actividad de las CM se determind como el porcentaje de reduc-

ci8n de placas virales y el porcentaje de reduccidn de la progenie,

1) Reduccidn de placas. Los valores de reduccidn de placas en los

voluntarlios sin antecedentes de herpes labial variaron de O a 19 %
con un promedio de 10.41 + 9.6l. Los valores de los sujetos con 1la
infeccidn latente fluctuaron de 0 a 38 % con una media de 16.67 +
11.34, Los sujetos con la recrudescencia presentaron valores que
fluctuaron de 30 a 96 % con una media de 58.07 + 17.60 (cuadro 6).
La diferencia entre estos dos (ltimos grupos de valores fue
estadisticamente significativa con una t calculada de 9.1347 y una t
de tablas de 3.551 con 40 grados de libertad (p < 0.001) {figura 6).

ii) ReducelSn de la propenie viral, Con lag muestras de cinco
sujetos se estudid el efecto de ias CM en la produceidn viral; para
esto se determind la cantidad de virus intracelular en las monocapas
incubadas con las CM. Los valores de reduccidn de la progenie variaron
de 24 a 60 % y tuvieron una media de 42,87 % {cuadro 7). Los valores
de los sujetos con la infeeccidn latente variaron de 29 a 57 % con
una media de 43.47. Los valores de los sujetos con la infeccidn activa
variaron de 24 a 60 % {s6lo se realizaron dos determinaciones) con una
media de 41,96 %.

3. Relacidn de 1la actividad antiviral del sistema inmune y 1la

frecuencia de la recrudescencia del VHS-I,

Se investigd sl la actividad antiviral tenfa relacién con la
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Cuadro 5

TItulo de anticuerpos neutralizantes en el plésmﬁ de voluntarios
con infeccidn activa o latente por el VHS-1.

Sujeto Ticulo Frecuencia de 1la
Inverso Log2 raecrudescencia

1* 17 4,1 3-4
2% 803 9.6 3-4
3* 42 5.4 3-4
4% 71 6.1 3-4
5% 1 024 i0.0 -4
6% 912 9.8 3-4
7% 79 6.3 3-4
a* 74 6.2 -4
9% 186 7.5 2=-3
10% 468 8.9 2-3
11% 646 9.3 2-3
12% 362 8.5 2-3
13% 97 6.6 2-3
14% 193 7.6 2-3
15% 66 6.0 2-3
16% 250 8.0 2-3
17% 113 6.8 1-2
18% 96 6.6 1-2
19 26 4.7 1-2
20 588 9.2 1-2
21 13 3.6 1-2
22 i6 4,0 1-2
23 224 7.8 1-2
24 7 2.8 1-2
25 i6 4,0 0-1
26 21 4.4 0-1
27 40 5.3 0-1
28 64 6.0 0-1
29 21 4.4 0-1
30 74 6.2 0-1
31 288 8,1 0-1
32 48 5.6 0-1
‘33 7 2.9 a
34 <4 <2

35 <=4 <2

36 6 2.6

37 <4 <2

Sfmbolos: a, 33-37 sin antecedentes de herpes 1hbiél; *, con
infeccidn activa.
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Cuadro 6

Actividad antiviral de las CM contra el VHS-1.

Sujeto Placas virales Reducciédn Frecuencia de
Vero OMK Testipgo cM de placas recrudescencila
1 o+ 43.00 + 1.73 1.50 + 0.46 96.14 3-4
2%+ 45.33 + 1.53 6.66 + 1.15 85,30 3-4
3%+ 94.66 + 5.03 22.33 + 2,52 76,42 -4
4%+ 26.66 + 3,05 6.66 + 0.57 75,02 3-4
5% <+ 21.33 + 3.79 6.00 + 1.00 71.84 3~4
5% + 27.66 + 2.88 7.00 + 1.00 74.69 -4
6* -+ 22.33 + 2.08 6.66 + 2.31 70,15 3-4
7%+ 196.66 +12,34 68.00 + 5.58 64,42 3-4
* + 159,22 +11.02 54.33 + 4.04 64,22 3-4
g% + 150.33 +12.52 57.50 + 0.71 61,69 -4
g* + 72.33 + 5.86 39.00 + 9.90 62.41 3-4
9%  + 102.33 + 5,69 40.00 +12.00 60.94 2-3
9% + 98.53 + 7.57 41.33 +11.72 60.94 23
10%  + 72.66 + 2,08 30.66 + 3.05 57.89 2-3
11 + 43.33 +10.06 19.00 + 1,00 56,15 2=-3
12%  + 22.66 *+ 1,53 11.33 + 1.53 50,00 2-3
13%  + 134.33 + 6.03 68.66 + 6.43 49,87 2-3
14% + 67.00 + 6,08 37.33 + 1.53 44.29 2.3
15% + 109.33 + 3.05 64.66 + 4.51 41,37 2-3
15% + 109.33 + 3.05 65.00 + 6.24 40,48 2=3
le*x + 42.00 + 1.73 27.33 + 2.3l 34,93 2-3
17% + 140.33 +14.,44 23.66 +13.58 32,89 C1-2
17* + 160.00 #+17.32 108.66 +10.06 30.56 1-2
18« + 42.66 + 2.08 50.00 + 4.00 31.19 1-2
19 + 53.33 + 2.30 32.66 + 1.13 38.76 1-2
20 + 43,00 + 1.73 30.00 + 6.56 30.24 1-2
21 + 201.33 #10.27 155.33 + 5.03 22,84 1-2
22+ 45.66 + 2.08 35.66 + 2.52 21.19 1-2
23+ 22.33 + 2,08 17.66 + 1.63 20.19 1-2
25+ 144.33 + 4.04 145.66 + 5.13 16,44 1-2
25 + 40.66 + 2,31 30.33 + 2.31 25,40 0-1
26+ 45,33 + 2.52 34.00 + 2.65 25,00 0-1
27+ 46.66 + 0.58 37.00 + 1.00 20.7¢ -1
28 + 40.00 + 3.00 32.55 + 2.52 18.75 -1
28 <+ 105.33 + 8.74 91.66 + 6.11 13.05 o-1
29 + 251.33 + 9.02 206.66 + 6.03 12,29 0-1
o + 122,66 + 2,52 100.33 + B.38 18,20 0-1
30 + 12.00 + 1.00 10.66 + 1.53 0 0-1
31+ 98.66 + 6.03 84.33 +11.15 0 0-1
32 o+ 128.66 + 9.29 123.00 + 6.24 0 0-1
32 + 102.00 + 2.65 99.66 + 4.72 0 0-1
3 + 3%.66 + 3.05 31.66 + 2.08 i8.09 a
34+ 45.55 + 2.08 37.00 + 1.73 18.96
35 o+ 39.33 + 2,08 37.00 + 2.00 0
6 + 30.00 + 1.00 28.33 + 2.52 0
37 + 30.00 + 1.00 25.66 + 2.00 15.00

Las CM se incubaron con las c&lulas Vero (u OMK) infectadas en una
relacidn de 5:1. Los resultados representan 3 experimentos + una des-
viacidn estdndar. SImbolos: véase el cuadro 5.
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Cuadro 7

Reduccidn de la progenie viral por las CM,

Sujeto Placas Reduccién Virus Virus por Reducclén
virales de placas intracelular placa viral de la
a (%) ufp b progenie
(%)
1* Testigo 43.00 1 700 39.53
cM 1.50 96.14 45 30.00 24,10
3% Testige 94.66 4 750 50.17
cM 22,33 76.42 450 20.15 59.83
19 Testigo 53.33 2 300 43.12
CcH 32,66 38.76 600 18.37 56.99
20 Testigo 43.00 1 700 39,53
CM 30.00 30.24 670 22.33 44.50
22 Testigo 45.66 4 500 98.55
CM 35.66 21.29 2 500 70.11 28.93

La reduccidn de la progenie se caleuld con la siguiente férmula:
reduceién = 100 - 100(VPcm/VPtes),

donde: VPem son los virus por placa en el experimento con las

CM y VFPtes son los virus por placa en el testigo. Simbolos: *,

con infeccidn activa; a, medla de tres experimentos; b, virus
intracelular/placas virales.

frecuencia de la recrudescencia; para esteo se agruparon los
voluntarios de acuerdo con el nimero de reactivaciones que sufrian por

atio: de 0 al, del a2, da 2 a 3 y de 3 a 4.
A) Actividad antiviral humoral contra el VHS-1.

Con respecto a la frecuencia de la recrudescencia, se obtuvieron
los siguilentes valores de neutralizacidn: el grupo con 0 a 1 recrudes-
cencias por afio presentd una media de 5.5 + 1.33 1og2; el grupo con 1
a 2 recrudescencias tuvo una media de 5.17 4+ 2.25; el grupocon 2 2 3
recrudescencias presentd una media de 7.8 _ 1.12 y el grupo con 3 a 4
recrudescencias tuvo una media de 7.18 + 2.27. Con los datos se
realizd una prueba de Ji cuadrada de Independencia y =e obtuve un
valor de X2 de 4.5, el valor de tablas es de 16.27 con 3 grados de
libertad y un nivel de significancia de px = 0.001 (figura 7).

B) Actividad antiviral celular contra el VHS-1.

Ent relacidn con la frecuencia de la recrudescencia de la lesidn
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herpética, se obtuvieron los siguientes valores de reduccién de placa
por las CM: el grupo con 0 a 1 recrudescencilas por afio presentd los
valores mas bajos con una media de 12.13 + 10.42, el grupo con 1 a 2
reactivaciones presentd valores con una media de 24.1% + 6.21, el
grupo con 2 a 3 reactivaciones tuvo una media de 49.68 + 9,21 y el
grupo con mds de tres recrudescenclas por afio presentd valores conl una
medis de 72.96 + 10.51. La prueba de Xz de independencia dio una Xz
calculada de 30.68, el valor de tablas es de 16.27 con 3 grados de
libertad y un nivel de significancia de >0{- 0.00) (figura 7).

100

Reduccién de placas (%%b)

0 - —lsa_a — .

5
Titulo de neutralizacién (log 2)

Figura 8. Correlacidn entre actividad antiviral de CM v tItulo de

anticuerpos neutralizantes anti-VHS-1.

4. Correlacidn entre la actividad antiviral de las CM y 1la
actividad antiviral del plasma.

Se correlaciond 1la actividad antiviral del plésma con 1la activi-

dad antiviral de 1las CM. Con los tftulos de neutralizacidn y los

" porcentajes de reduccidn de placa se realizd una prueba de regresidn
Iineal simple. Se obtuvo un coeficlente de correlacién de 0.1101 péra

los individuos con la infeccidn latente. En los voluntarios con 1la

35



R — P CERN IR PRI L o

infeccidn activa el coeficiente de correlacidn tambi&n fue bajo, de
0.0601, Cuando se evaluaron en conjunto los datos de ambos grupos, el
coeficiente de correlacién fue de 0.2083 (figura 8).

5. Participacion de las subpoblaciones de células linfoides en la
actividad antiviral de las CM.

Con el £fin de determinar la participacidn de 1las diferantes
poblaciones de células linfoides en la actividad antiviral de las CM,
se estudiaron las siguientes subpoblaciones: 1linfocitos, monocitos,
células T, células no T y fracciones de c@lulas T. Se trabajd con ocho
muestras, cuatro de voluntarios con la infeccidn latente y cuatro con

la infeccidn activa,
A) Rendimilento de las células linfoides.

Las cantidades de cé&lulas linfoides que se obtuvieron por ml de

sangre para los ensayos de la actividad antiviral fueron las

sigulentes:
CM 1 a2,5x 106
Linfocitos 1 a l.8 x 106
Monocitos 1 a % 105
Células T 1 a5 x 105
Fracciones de c&lulas T 0.5al1l = 104

B) Actividad antiviral de los linfocitos.

La actividad antiviral de los linfocitos varid de 12 a 74 %
(porcentéje de reduccldn de placa). En general los valores mis altos
correspondiercn a los sujetos con la infeccidn activa, de 21 a 74 X.
Los valores de 1los sujetos con la infeccidn latente tuvieron una

variacidn de 11 a 25 % (cuadro 8 y figura 9).

C) Actividad antiviral de los monocitos.

El efecto antiviral de los menocitos varid de 36 a 97 ¥ (cuadro
8 y figura 9) con una medta de 73.31 + 19.49. En general los valores
de los monocitos fueron elevados tanto en los gujetos con infeccidn

latente como en los sujetos con infeccifin activa.
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Cuadro 8

Actividad antiviral de monocitos, linfocitos, células T
y c&lulas no T contra el VHS=I,

Sujetos Actividad antiviral
Reduccidn de placas (%)
CM Linfocitos Monocitos T noT

2% 85,30 74,27 80.89 90.23 17.43
10% 57.89 53.20 62.84 46,37 17.43
16% 34.93 21.42 81.76 32,22 20.15
18% 31,19 96 .80 50.46 0

25 25.40 20.48 61.48 18.83 0

26 25,00 11.76 91.18 0

27 20.70 25,71 75.71 21.15 0

28 18.75 12,50 35.85 19.50 0

S$Imbolos: CM, cé&lulas mononucleares; T, células T; no
T, celulas no T; *, con infeccidn activa. La relacidn
células linfoides:células infectadas fue de 5:1.

1001

e
(=]
1

- #

Reduccion de placas (%)

cM Linfocitos no-T 7 T 7
Monocitos

Figura 9., Actividad antiviral de CM, monocitos, linfocitos, células T
y células no T contra el VHS-1. La relacidn c&lulas linfoides:células
infectadas fue de 5:1. SImbolos: véase el cuadro 8. B3, con infeccidn
activa; [, con infeccidn latente.
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D) Actividad antiviral de las células no T.

Mediante el procedimiento de formacldn de rosetas con eritrocitos
de carnero, se retiraron las c@lulas T de la suspensidn de linfocitos
totales, 1la poblacidn resultante se denomind eé&lulas no T. En general
estas c¢&lulas mostraron porcentajes reducidos de actividad antiviral,

en todos los casos, inferiores al 21 X (cuadro B y figura 9).

E) Actividad antiviral de las c¢€lulas T.

Los valores de reduccidén de placa de las cé&lulas T fluctuaron de
18 2 90 % con una media de 39.82 + 25.68, Los valores de los sujetos
con la infeccidn latente presentaron valores de [8 a 21 % con " una
media de 19.83 + 1.16 y los valores de los sujetos con la dinfeccidn
activa fueron de 32 a 90 X con una media de 54.82 + 24.86 (cuadro 8
y flgura 9).

F) Relacidn entre la actividad antiviral de las CM y las

subpoblaciones de cé&lulas linfoides,

Se compararon grificamente los valores de reduccidn de placa de
las CM con los de monocltos, linfocitos, linfoecites no T y linfoecitos
T. Tanto los 1linfocitos como los linfocitos T presentaron valores

semejantes a los de las CM (figuras 10 y 11).

G) Actividad antiviral de las células T con diferente densidad.

Se separaron 8 diferentes fracclones de cé@lulas T con el
gradiente de Percoll y se les determind individualmente la actividad
antiviral. En general, los porcentajes de reduccidn de placa fueron
mayores con las fracciones mids ligeras, de la 1 a la 4 y el efecto fue
menor con las fracclones mds densas, de la 5 a 1a 8 (cuadro 9 y figura
12).

En el casoc de los voluntarios con la infeccidn latente las cuatro
fracciones mis 1igerés tuvieron promedios con una variacidn de 22 g
50 %. En el caso de los voluntarios con la infeccidn activa, las

fracciones ligeras presentaron valores entre 42 y 84 Z.
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Cuadro 9

Actividad antiviral de c&lulas T de diferente densidad contra al VHS-1.

Sujeto Reduccdén de placas (%)

cM Fracclones de c&lulas T

1 2 3 4 5 6 7 8

2% 85.30 24.27 77.93  160.00 50.01 19.i3 19.85 0 0
0 57.89 65.59 56.43 79.83 47.25 20.00 18.80 50.46 6.00
6% 34.93 19.86 22,24 72.24 30.17 15.09 a 0 0
18*% 3l.19 100.00 NSR NSR NSR NSR NSR 72.48 18,00
25 25.40 B.02 0 32.48 22,13 0 4] 16.37 0
26 25.00 42,65 NSR NSR NSR NSR NSR 22.80 16.18
27 20,70 0 15,00 65.70 19.99 22.84 31.41 ¢] 0
28 18.75 37.50 50.00 50.00 100.00 12.50 0 50.00 0

SImbolos: #*, con infeccidn activa; CM, c&lulas mononucleares; NSR, no se realilzs.



100

reduccion de placas (%)

N

2 3 4 5 & 7
Fraccion de células T

Figura 12, Actividad antiviral de las células T de diferente densidad
contra el VHS-1. SImboles: CM, células mononucleares; EZi, 1infeccidn
activa; [1, infeccldn latente. Los valores representan el promedio de
cuando menos tres determinaciones + una desviacidn esténdar.
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DISCUSION

Los resultados encontrados en este estudio demuestran que
la produccidn viral extracelular del VHS-1 se inicia a las 24 h, que
la mixima produccidn se da a las 48 h y que el titulo desciende a las
54 h. Al parecer en este momento Ila méyoria de las cé&lulas han
terminado su produceidn viral y el tIitulo ha descendido probablemente
a causa de la temperatura de incubacién; ya que a 37° C el virus tiene
un Indice de inactivacidn elevado (el titulo disminuye en poco mids de
dos logaritmaos por hora). Entonces, en lo sucesivo se cosechd el virus

a las 48 h de la infeccidn.

Por otro lado, el efecto citopdtico, o cambio de morfologla, se
observé deede las 18 K de incubacién a una MDI de 0.0l ufp/célula; no
obstante la produccidn viral alcanzd el miAximo a las 48 h, Esto parece
concordar con la observacién general de que las células infectadas
sufren profundos cambics estructurales y bioquimicos casi desde el
principio del ciclo 1fitico del virus (52); por ejemplo, Heeg ¥y cols.
(26) reportaron cambios en la morfologfa de las células infectadas por
el ViiS-1 a la hora y media de la infeccidn. Estas observaclones se
realizaron cuande se infectaron monocapas que reci&n habfan alcanzado
la confluencia. Cuando se Iinfectaron monocapas que habfan confluido
dos dIas antes de ser infectadas y que se habfan mantenido en medio
sin suero de ternera, la aparicidn del efecto citopdtico se observd a
las 42 h, es decir tardd un dfa mis en comparacién con las cElulas
reclién confluentes. Asi, al parecer es importante el eastado
fisioldgico de las c@lulas usadas para propagar el virus., De acuerdo
con egto, cuando las cé&lulas se encuentran en multiplicacidn activa el

virus se multiplica mids rdpido.

La cindtica de produceidn viral se determind con el sobrenadante
de la c¢&lula infectada, es deeir, no se determind el virus
intracelular. 5in embargo, en la prueba de la liberacidn del virus
intracelular por congelacidn se observd que el virus del scobrenadante
representa el 55 % del total con una desviacidn estdndar del 8 X, Por
lo que se considerd que el titulo del virus extracelular es fidedigno

de 1la produccidn total de virus.

Para incubar el virus con las diluciones del plésma en la prueba
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de neutralizacidn se escogld una temperatura de 25° C, porque a ésta
la infectividad del wirus desciende poco y el tftulo no disminuye
muche (a 37° C y 30 min el tftulo del virus disminuye en un factor de
10). Se decidid incubar 1la mezcla a 30 min, porque se considerd que es
el tilempo adecuado para que tenga lugar la reaccidn inmune. En
general, la infectividad del VHS-1 disminuye en forma proporcional con
la temperatura: a mayor temperatura de incubacidn, mayor Indice de
descenso, A 4° C el titulo casi no varia, pero la incubacidn de plasma
¥ virus en la neutralizacidn se deberIa prolongar entonces por mis

tiempo para asegurar la reaccidn entre los anticuerpos y el virus,

Se escogld trabajar con el colorante de Giemsa, porque permite
distinguir perfectamente las placas a las 18 hj con eate tiempo la
placa se observa con claridad y se pueden contar mas placas en 1la
superficlie de cultivo (200 en 2 cmz y 40 en 0,32 cmz). A las 21 h mu-

chas placas indivliduales se traslapan y se vuelve diffcil el conteo.

Después de establecer las condiciones Sptimas de trabajo se midid
la actividad antiviral de los componentes humorales y celulares de la
respuesta inmune. En primer lugar se observé que el titulo de
neutralizacidn fue mds alto en los individucs con la lesidn herpética
(p = 0,01l). Esto es compatible con la idea general de que los sujetos
que sufren una recrudescencia tienen mayor tltulo de anticuerpos
éntivirales que los d1ndividuos sin la reactivhciﬁn (51) ¥ en
particular es compatible con loa trabajos de Ratner y Smith (50) y de
Lopez y 0'Reilly (36), quienes observarcn un incremento en les tftulos
de neutralizacidén durante 1la infeccidn activa por el VHS-1, El
incremento en la actividad antiviral del plasma durante una
reactivacion se puede explicar porque el virus produce numercsas

protefinas inmuncgénlcas durante el ciclo multiplicativeo (24).

De 1las dos diferentes estrateglas seguidas para determinar 1la
actividad antiviral de las CM, reduccidn de placas y reduccidn de 1la
progenie, 1la primeré mostrd resultados sugestivos. En el ensayo de
inhibicién de placas, se observd un incremento en la actividad
antiviral de 1las CM durante la recrudescencia de la infeecidn

(p < 0.001). Los datos reportados por otros autores acerca de la acti=
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vidad de las c&lulas linfoides durante las recrudescencias son contra-
dictorios: unos autores reportan que la actividad antiviral aumenta;
otros, que permanece normal y otros mids, que disminuye. Los datos
obtenidos en este trabajo apoyan la idea de que durante las recrudes-

cencias las cé&lulas linfoides incrementan su actividad antiviral.

En los experimentos de  reduccidn de la progenie viral, cinco
casos estudiados, se observd que las €M redujeron la cantidad de virus
producido por placa, sin embargo la wvariacidén de 1los valores
observados al parecer fue al azar, es decir no hubo relacidn con
los valores de reduccidn en el nimero de placas y tampoco se observd

correlacldn con la presencla de la lesidn,

Al parecer, entonces, la actividad celular y humoral del sistema
inmune humano se incrementa durante las recrudescencias. La menor
actividad antiviral de los individuos sin la leasidn recurrente podria
ser una consecuencia de la falta de estimulacidn antigénica durante el
perfodo de latencia, sin embargo a partir de las observacilones

realizadas, no es posible confirmar eata idea.

Al estudiar el efecto de la frecuencias de 1la recrudescencia
herpética sobre el titulo de anticuerpos, no se observd correlacidn
entre las dos variables ({ ™®=0,001). Este resultado es compatible con
los datos reportédos por Douglas y Couch (14) quienes tampoco eancon-
traron una correlacidn entre el tftulo de anticuerpos neutralizantes y
lh frecuencia de la recrudescencla. Come se menciond antes, durénte
una recrudescencla aumenta el titulo de anticuerpos; sin embargo, en
este trabajo no se observd una clara relacidén entre la frecuencia de
recrudescencias y el titulo de énticuerpos. Esto se podria explicar si
considerames que la respuesta inmune no es estdtica sino més bien
dindmica, posiblemente el titulo de anticuerpos béje durante el
periodo entre una lesidn y la siguiente, por lo que el efecto final de
las reactivaciones sobre la actividad antiviral del plasma no es

acumulativo.

Por otra pérte, la actividad antiviral de las CM fue mayor en los

sujetos con mayor frecuencia de recrudescencias ( X = 0.001), esto
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suglere que el efecto de la reactivacidn sabre la actividad antiviral
de lag cé&lulas linfoides es acumulative y tambidn sugiere que los
elevados valores de actividad de las CM pueden deberse a la exposicidn

frecuente al antigeno durante las recrudescencias.

No se encontré correlacidén entre la actividad antiviral del
plasma y la actividad antiviral de las CM (r = 0.208). Esta
observacidn no concuerda con los resultados de Lopez y O'Reilly (36)
quienes s8I encontraron una correlacidn (r = 0.696) entre los tItulos
de anticuerpos antivirales y 1la respuesta celular en el caso de
individuos con la infeccidn latente. Sin embargo, estos autores miden
la actividad celular por unm ensayo de proliferacién y realizan la
prueba de regresidn lineal con sdle 8 sujetos, de manera que resulta

explicable la discrepancia.

Posteriormente se separaron las subpoblaciones de CM para
determinar su participacidn en el efecto antiviral y se realizaron las
slgulentes observaciones relevantes:

a) La actividad de los monocites por lo general fue alta y no
tuvo relacldn con el estado de la infeecidn herpética.

b) La actividad de los linfoeltos fue similar a la actividad de
las CM pero no tuvo una relacidn clara con el estado de la infeceldn.
En base a que los linfocitos presentaron valores similares a los de
las CM, se sgepararon los 1linfocitos T ¥ los linfocitos no T para
estudiar la actividad de cada subpoblacidn.

¢) En general, la actividad de "las c@lulas no T fue bﬁja ¥ no
tuve relacidn con el estado de la infeccidn herpética.

d)Y La actividad de los linfocites T fue semejénce a la de las CM
¥ PpAarece ser estimulada por la recrudescencia. En base a esto se
subdividieron los linfocitos T en un gradiente de densidad.

e) Las fracciones de linfocitos grandes granulares mostraron
valores mds o menos altos en la méyoria de los cagos ¥y su actividad no
tuvo relacidn con el estado de la infeceidn herpética.

f) De todas las subpoblaciones celulares, los linfocitos (en par-

ticular los linfoecitos T) presentan valores similares a los de las CM.
Estos resultados muestran en general que las subpoblaciones
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celulares tienen diferente magnitud de actividad antdviral. Ademas los
monocitos, las células T y los linfocitos granulares (poblacidn
enriquecida en células asesinas naturales) participan en mayor o menor
grado con la actividad antiviral de las €M, En apariencia, 1la
actividad de las CM se relaciona con la poblacidn de linfocitos T
¥ estos son estimulados por las recrudescencias (aunque se tienen

pocos datos para que sean significativos estadisticamente).

Finalmente, el efecto de las CM en la multiplicacidn wviral in
vitro podria estar dado por cElulas linfoides (macrifagos, células
asesinas naturales, <¢&lulas asesinas y c&lulas T citotdxicas), por
factores solubles (interferén y linfotoxinas) o podrian estar
participande cé&lulas y factores en una forma sinérgica. Con base en
que se trata de un sistema xenogénico, podemos descartar a las células
T citotdéxicas. En cambio los anticuerpos (del medio anti-VHS5-1) unidos
a los antigenos virales en las membranas de las c¢é&lulas infectadas
podrian facilitar la citotoxicidad dependiente de anticuerpos por los
macrdfagos (monocitos diferenciados durante la incubacidn in vitro} ¥
ciertas poblaciones de linfocitos (1). Las células asesinas naturales
también podrian estar actuando, come sugleren los resultados con las

fracciones de linfocitos granulares.

En cuanto a los factores solubles, posiblemente el interferdn
desempeile un papel relevante en este sistema in wvitro. Su
participacidn en el efecto observado estarias de acuerdo con la
observacidn de que durante una recrudescencia las CM aumentan su
capacidad de sintetizarle in vitro (10). El interferdn beta se puede
descartar porque es producido principalmente por fibroblastos y las
células Vero no  sgintetizan este dinterferdn (12). En cambio el
interferdon alfa, producido por leucocitos podrfa ser sintetizado
durante la 1incubacidn de las CM con las c&lulas infectadas y el
interferdn gama o inmune podria ser sintetizado a consecuencia de 1la
estimulacidn in vivo de las cé&lulas inmunes. El dinterferdn podria
entonces colaborar con el efecto antiviral de las células mediante los
sigulentes mecanismos:

a) induccidn de resistencia en las cdlulas blanco contra el VHS-1

(4 ¥y 47)); -
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b) estimulacién de‘la actividad citotdxica y reciclamiento de las
c€lulas asesinas naturales y de las c&lulas asesinas (18, 47, 77 y 78)

y
¢) activacién de los maerdfagos (47 y 71).

Es muy probable, entonces, que las exposiciones antigénicas
durante las reactivaclones del VHS-1 sean cépaces de estimular in vivo
a las células linfoides e induclr la sintesis de interferdn o de
aumentar la capacidad de sintetizarlo en el ensayo in vitro; entonces,
durante la incubacidn, se produciria el interferén; el dInterferdn
inducirfa el estado antiviral en la c€lula blanco y al mismo tiempo,

inerementarfa la actividad citotdxica de las c@lulas mencionadas.

CONCLUSIONES

1. La actividad antiviral del sistema inmune humoral y celular
contra el VHS~1 se incrementa durante las recrudescencias.

2. La actividad antiviral celular depende de la frescuencia de las
recrudescencias herpé&ticas; no asf 1la humoral.

3. No se encontrd correlacidn entre la actividad antiviral de las
células y la del plasma.

4. La actividad antiviral de los monocitos parece ser
independiente del estado de la infeccidn herp@tica y de 1la actividad
antiviral de las CM.

5, La actividad antiviral de los linfocitos T aparentemente se
incrementa durante las recrudescencias herpéticés Yy parece ser
proporcional a la actividad de las CM.

6. La actividad antiviral de los linfocitos no T es nula en la
mayorIa de los casos y en ninguno es mayor de 21 % de reduccidén de
placas. ‘ ,

7. La actividad de las células asesinas naturzles aparentemente
no tiene relacisn con la presencia de la lesidn herpética ni con 1la
actividad de las CM contra el VHS-I.
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APENDICE

Material y reactivos.
Después del nombre del artfculo se indica el nitmero de catdlogo.

En el caso de los reactivos se proporciona la f6rmula condensada.

Procedentes de Costar, Cambridge, E.,U.A.:
Botellas de cultivo de 25 cmz, 3025.
Cajas miltiples de 96 pozos, 3598.
Botellas de cultivo de 75 cmz, 3075.

Procedentes de Linbro Connecticut, E.U,A.:
Cajas miltiples de 24 pozos, 76-033-03.

Procedentes de Cole Scientific Inc. California, E.U.A.:
Tubos de centrifuga de 12 ml de policarbonato, 347708.

Procedentes de Lux, California, E.U.A.:
Tubos de centrifuga de 50 ml de polipropileno, 4103.

Procedentes de Milipore Corp., Massachusets, E.U,A.:
Hembranas de 0.22 um, GSWP 047 00.
Membranas de 0.22 ym, GSWP 025 00.

Procedentes de Merck, S. A., Edo. de Mex. M&xico:
Acido clorhidrico, HCl, 319
Bicarbonato de seodio, NaHCOS, 6329.
Cloruro de amonio, NHacl, 201145,
Cloruro de potasio, KC1, 204936.
Cloruro de sodio, NaCl, 6404,
Formaldehido, COHZ, 15858,
Fosfato monobdsico de postasio, KHZPOA' 104873.
Fosfato dibasico de sodio anhidro, NEZHPOA' 206586.
Hidrdxido de sodio, NaOH, 6498.

Procedente de J. T. Baker, 5. A. de C. V., Xalostoc, México:

EDTA, Na2010H14N208 H20, B993.
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Procedentes de Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, E.U.A.:
Colorante de Wrigth, 840-100.
Histopaque 1077, 1077-1.
L-giutamina, G-3126,
Penicilina G sddica, PEN-NA.
Percoll, P-1644,
Sulfato de estreptomicina, S-6501.

Procedentes de GIBCO, N.Y., E.U.A.:
Azul de tripano, 630-5250.
Medio Eagle modificado por Dulbecco, 430-1600,

Suero de ternera, 200-617,

Procesado en el laboratorio de Virolegia de la Fac. de Medicina,
UNAM, Mé&xico:

Suero humano antil-ViS-1.

Procedente de In Vitro S. A,, México, D.F.:
Suero fetal de ternera, 82023.

Procedente de Laboratorios Reforma, México, D.F.:

Heparina, 621.

Procedente de DIFCO Laboratories, Detroit, E.U.A.:
Tripsina, 450268.

Preparacidn de las soluciones dé trabajo.

) Medio Eagle modificado por Dulbecco. El polvo correspondiente
all de medio se vierte en 900 ml de agua destilada y desionizada
y se disuelve a temperatura ambiental. Se agregan 3.7 g de bicarbonato
de sodio, se ajusta el pH & 7.2 {con soluciones NaDH o HCl 1 N). Se
completa el volumen, se esteriliza por filtracidn con membranas de
0.22 um y se conserva a 4°C. Para su uso, 6e mezclan 98 ml de esta
solucion con 1 ml de la solucidn concentrada de penicilina y estrepto-

micina ¥ con 1 ml de L~glutamina al 3%.



Amortiguador salino de fosfatos (PBS, '"phosphate buffer saline™).

Este amortiguador se prepard de acuerdo con la férmula

Vogt (15). Para esto, se disuelven, en 900 ml de agua

de Dulbecco
destilada

Y
Yy

desionizada, los sigulentes reactivos: NaCl, 8.0 g; KCl, 0.2 g;

NazﬂPOA, 0.6 g ¥ KHZPOA’ 0.2 g. Se ajusta el pH a 7.2, se completa

el volumen a 1 1 y se esterlliza por calor hilmedo a 121°C,

Solucidn concentrada de penicilina y estreptomicina. Para preparar

esta solucidn se disuelven 100 mg de sulfato de estreptomicina y

100 000 UI de penicilina G sddica en 10 ml de FBS,
solucifn por filtracidn con membranas de 0.22 um
-10°¢.

L-glutamina 3%. Se disuelven 3 g de L-glutamina
se esteriliza 1la solucidn por filtracidén como los

congerva a ~10°C.

Suerc humano anti-VHS-1., Por puncidn venal y en

ticas se extrajeron 20 ml de sangre y se depositaron

se esteriliza la

y se conserva a

en 100 ml de PBS,
antibiéticos y se

condiclones asé&p-

en un tubo de

50

ml. La sangre se tratd de acuerdo con el procedimiento de Garvey y cols

(23) como a continuacidn se describe. Se incubd 2 h a 4°C y mediante

una varilla de vidrio se despegd el codgulo de la pared del tubo, Se

incubd 24 h adicionales a 4°C. El suero se asplrd lentamente, se depo-

sité en un tubo de 12 ml y se centrifugd 10 min a 1 000 x g y 4° C,

Se inactivé a 56° C durante 30 min, se le determiné el titulo de anti-

cuerpos neutralizantes anti-VHS-1 y se conservé a -10° C.

Sugpensidn de eritrocitos de carnero al 1 Z.

Esta suspensidn

se prepar6 de acuerdo con el procedimiento de Faucl y cols. (17) con

algunas adaptaciones. La sangre de carnero se obtuvo por puncidn a

la yugular, se colectaron 6 ml y se depositaron en 30 ml de solucién

de Alsever. En esta solucidn los eritrocitos se conservan bien durante

2 spemanas. Los eritrocitos gse lavan tres veces en PBS a 200 x g y se

resugpenden al | X en medio con 2 X% suero fetal de ternera, este suerg

se adsorbe previamente con eritrocitos de carnero.

Tripsina 2.5 %. Esta solucién se prepard en la concentracidn in-



dicada por Kuchler (34), se disolvieron 250 mg de tripsina en 10 ml
de PBS. La solucidn se esterilizé por filtracidn como los antibidticos
y se conservd a ~10° C. Para su uso se diluyd 1:10 en PBS.

EDTA 0.2 %. Esta solucidn se prepard en la concentracidn indicada
por Petterson y cols. (43). Se disolvieron 2 g de la sal en 1 1 de PBS

y se esteriliz6 la soluelén por calor hilmedo a 121° C.

Percoll 100 %. La solucidn 100 % se prepard de acuerdo con Fitz-
gerald y cols. (19). Se mezclaron 90 ml de Percoll original (estéril)
¥ 10 ml de una solucidn de PBS con una concentracidn de sales 10 veces
mayor. Se comprobd, en un aparato Osmette de Precision Systems, E.U.A.,
que la solucidn tuviera una osmolaridad de 285 mOsmol/Kg de HZO' En
caso necesario, se ajustd la osmolaridad con la solucidn concentrada
de PBS o con Percoll; a la suspensidn con la& osmolaridad correcta se
le denominé Percell 100 %. Se prepararcn 8 suspensiones de Percoll con
las sigulentes concentraclones: &0, 42.5, 45, 47.5, 50, 52.5, 55, ¥
57.5, usando como diluyente medio de cultivo con 10 X suero fetal de

ternera.
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