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RESUMEN

Las infecciones del tracto respirétorin bajo se
encuentran entre las primerax causas de morbimortalidad  en
infantesi por lo que representan uno de los principales prohlemas
de salud en el mundo.

La etilogla de estas infecciones involucra como
principales agentes causales a virus y bhacterias. Entre 1los
agentes wvirales el Virus Respiratorio Sincicial C(USR) es el
principal responsable de las infecciones resptiratorias en los
infantes. Siendo los cuadros mds frecuentes los de bronqgiolitis y
neumonia. En cuanto 2 los egentes hacterianns ectos se encuentran
principalmente asociados a la infeccidn viral causada por VSR
produciendo superinfecciones aislando con mds frecuencia al

S;renéggocgu; pneumoniae y Haemophylus jpfiluenzae.

En el presente trabain se detectaron alteraciones
funcionales de los macrdfagos alveolares de rata infectados por
el Virus Respiratorio Sincicial mediante los métodos des
capacidad bactericida y guimicluminiscencia, wutilizando como
referencia macrdfagos alveolares normales y macrbdfagos alveolares
infectados con Viris Sendai como control positivo. También se
determind el antigeno viral en las cdlulas mediante =1 mdtodo de
Inmunoflourescencia Indirecta Anticomplemernito asi rcomo  1la

replicacidn del virus en estas chlulas fagoclticas.



La capacidad bactericida para los macrdfagos alveolares
infectados con VSR fué de %= 6£.72, s= 2.93% siendo esta menor a la
respuesta chservada con los macrdfagos alveclares infectados con
Virus Sendait x= 1d.166, s= 2.357 y a la de los macrdfagos
normales n= 1d.da, 5= Se397. Con respecto a la
quimioluminis:encié se encontrd una menor actividad para las
c8lulas  infectadas con VSR en comparacidn con la respuesta que
presentaron las c#lulas de los otros dos lotes. Tamhi#n se pudo

observar la presencia del antigeno del VSR en la superficie del

macrdfago as! come su replicacidn en esta célula-.

La funcionalidad del macrdfago Aalveolar se ve disminuida
por la infeccidn del VSR por lo que es necesario profundizar en
estos estudios para conocer el grado de afeccidn que se presenta

en la respuesta inmune en el curso de esta infeccidn.
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INTRODUCC T DN

‘Los pédecimieﬁtns deo-las viés respiraﬁorias constituyen
una causa importante de murbi]idaqk en todo el mundo,
represéntandu lasrinfecciones derviés;resﬁiratorias hajas causa
frecuente de mortalidad, " sobre. todo en  palses en vias de
desarrollo. Asf, se ha ectimado que entre 2 a 5 millones de nifios
mueren cada  afio por neumontas y hronguielitis tanto de origen
bacteriana o wviral [t , 21]. En Mdxiro las enfermedadas
reepiratorias  ocupan uno de los primeros lugares en cuanto a 1a
taca de mortimortalidad, siendo las causantes de aproximadamente
el 10% de las muertes registradas hajo el rubro de influenza vy

neamonlas  [(I]1. La etiologta viral ec 1a causa mads frecnente de

infecciones respiratorias, sokre todo ern poblacidn infantil, vy
en este aspecto hasta el “d% de los casos son cansados por 4
tipos de viruss el Virus Respiratorie Sincicial (VUSR)>,

Adenovirus, Virus Parainfluenza vy Virons Influenza [d].

Descrito crmo patAdenn humano en 1954, el VSR tonstituye
el agente wviral mAs frecuente de las ihfeccinﬁes de las vias
respiratorias hajas an nitos [d41, causando hasta el 43% de las
mismas en nifas menores rAe 4 afios y anmentando la frecuencia en
lns menores de dns atoc de edads La infeccidn por VSR se adqriere
ern  las caracterteticas epiddmicas que se presentan a finales de
otoffo y principios de primavera, rcon pires de incidencia en los
mocos de Fnera w Fehverp [% & ,71. Siendn la princina) causa le

hrongquiolitis y reumpnia en los infankes de pocos meses de  erdad

£7,%,%1.



E1. UUSR-‘es’clasificado en el subgrupe de: Jos pneimovirus

-

de a ?amiliarpéfaﬁinoviridae. ‘son  viriones ﬁleombrf{cns, s
.genoma Ces ilineal con una tira sencilla de RNA v su rteplicacidn
ocur#b ',e; el “citoplasma- El pneumoviris difiere del
,paFaﬁixoyirus por.la ausencia de neuraminidasa. El YSF contiene
hemaglutinina, el viridn tiene 1 didmetro de R0 a dO0 nm vy a6
inactivado con &ter, cloroformo, tripesina al 0.25%, desoxiconlate
de sodio al 0.1%, a pH= I es inactivado pero a pH= 4 es estakle,
es un virus termoldbil, y su genoma codifica para -9 polipdptidos
el VSR es adsarbido (AD) del &0~30% en 3N minutos 3 37 grados
antlgrado; y el virus adsorhido penetra a la célula en d5
minuwtos. A 1as 17-14& hrs es producido el virus de progenie y de
& a 4 hrs se producen d4%-150 unidades formadoras de placa poar
milili#rn de medio (UFP/ml). Este virus no produce inhibicidn del
metabolismo celular, pero si produce efecto citopdtico (CPE) [8,

107 .

Desde principios de este sigqlo, las enfermedades virales
han sido relacionadas a inmunosupresidn y come predisponentes a
sobre infecciones bacterianas. A partir de obeervacianes v
emperimentos “in vitro”, algunos mecanismos han sido
identificados por Jos ruales 1laec  virne oueden suprimir la
inmunidad, encontrando pocos casos en los cuales Jos virus pnedean
causar inmuncsupresisdn? 1a investigacidn de estos mecanismos
reenlta necesaria ya que conocidndnles  se  puade  fandneir a
intervenciones dirigidas para evitar la inmunosupresidn inducida

por el virus [113.



Uno -de . ‘los ‘ mecanis'mps, i:-éwel ‘c;:él los ‘virus causan
‘inmunosupruNn. es cuando? astoé dafan cAlulas que participan en
la fagocitosis ,' eﬁ lJa presentacidn de antlgeno y en los
mecanismos efectores ‘inespecificos de la inmunidad mediada por
células. Los wvivrus que infectan mécrofagos son la determinante
crftica de la susceptibilidad del hospedero en la infeccidn por
algen virus. La habitidad que tienen algures wvirus rara
replicarse o vretener la infeccidn en los macréfagos es
determinante importante de 1a virulencia, vya que los nacrdfagos
activadaos son las principales cdlulas efectoras involucradas  en
la defenca del hospedero contra agentes infecciosos y neoplasias
[12,1X). Sin ePmhargn; la susceptibjlidad dr la infeccidn varies en
relacidn a varins factores, entre ellos estan las diferencias
metab8licas y funcionales de ius macr8faqos de una especie animal

a otra y adn en diferentes sitios corporales [14].

Les macré&fagos alveolares son leucocitos que Yienen
mayor probabilidad de contacto iniciaf con patdgenos de vias
respiratnrias. En este aspecto ademds de que fagocitan particulas
virales los macv8fagos lisan cdlulas infectadas por virus v  san
mediadores de citotoxicidad dependiente de anmticuerpn £1t 1. Sin
embargng 1a inflwencia que los virus tienern sokre 1as funciones

de las cdlulae fagecttices han recihidao nora atencibn.

En este contexto se reparta  que los macrdfagos
infechadns pov- vivns  influenze vy por wvirue hespes  simpla

p}esentnn respussta disminuida A estimulos quimintacticos [15,14]



Igqualmente la infecridn de macréfaros por el Virus Sendai [;7]
produre  disminucidn en la Ffaqnecitosis, as?! mismoy macréfagos
alveolares infectados por el virus - de 1la Rinotraqueitis
Intecciosa BRovina mostraron unpa disminucidn en 1la fagocitosis

[1]).

Existen pocos datos con respecto a la respuesta inmune y
el VBR. En un estudio de pacientes con bronquioclitis producida
por VSR la respuesta inmune mediada por cdtulas fué mayor los
primeros 10 dlas de 1la enfermedad en rvelacidn a los
pacientes con neumonia por el mismo microorganismo {19 3}, este
hallazgo se pnede correlacionar con estudios de autopsia de
pacientes con bronquiolitis y neumonla por VSR donde se observd
una cantidad escasa o nula de virus en 1los casos de bronquiolitis
y miy abundante en 1ns casos de neumonia {20). Los pocos reportes
sobre patogenia e inmunidad para el VSR pueden ser debidaos a que
ha sido muy diftecil tener un modelo animal experimental para este
virus [21)¢ Sin embargo; Prince v cols. [22] han utilizado ratas
Sigmondon hispidus como modelo animal de infeccidn para VSR con
&xito y en la actualidad este modelo es utilizado para el estudia

del proceso neumonico causado por el VSR [23].



ANTECEDENTES

La flora de vn orgarismo huamano es el resultado de wuna
delicada interapcidn balanceada,entre laos microarganismes vy su
medio ambkiente. La microflora representa una importante defensa
contra los microbios principalmente patdgenos de los cuales
algunos se incluyen en 1a flora normal. Si este balance es
perturbado puede habher un sobre crecimiento vy colomizacidn de
especies potencialmente patdgenas las cuales pueden causar

enfermedad. Las infecciones virales son un factor comdn por el

cual se puede presentar este desequilihrio {24,25].

Las infecciones del tractto respiratorio bhajo snn
frecuentemente sequidas de superinfecciones bacterianas. Muchas

especies de hacterias comnt Staphylococgns aureus, Streptococcus

pyoqgenes, Streptococcus pneumonjae vy Haemophylus influenzae se

encuentran involucradas. Todas ecstas hacterias forman parte de 1a
flora normal residente de la mayoria de 195 individuos. Pera los
principales agentes bacterianos asociades con la infeccidn del
Virus Respirvatorio Sincicial <on Haemophyius influenzae y

Streptococcus ppeumoniae (26,27,22,29,3073.

Las infecciones dobles del tracto respiratorio bajo con
agentes hacterianos y virales se asocian con un  incremento de
morbilidad v mortalidad comparado con la infeccidn producida  por

un co0lno microarganisma.



[

Al pa;ecer no hay interaccidn directa - entre virus vy
bacteria que incremente 1la virulencia de  ambos agemtes- La
interaccidn esth mediada por factores del hospedero,
principalmente por factores gque son parte del sistema normal de
defensa. La infeccidn viral puede alterar la funcidn de estos
factnres (TABRLA 1). Normalmente las regiones distales «de los
pulmones aon estériles. Pequetas particulas, incluyendo.bacterias
depositadas en vias adreas son rApidamente inactivadas o
removidas ds  los pulmones. En las ‘infocciones 'virales " la
eficiencia de estos sistemas de eliminacidn se inhihen y como
resultado se observa un incremento en el ndmero de bacterias en

el pulmén.

La bacteria viable depositada en los pulmones es
rapidamente inactivada. El mecanismo de esta actividad
bactericida no esta completamente claro pero se cree que los
macrdfagos - alveolares son de primera importancia y que los
leuconcitos prlimorforucleares son securndariamente importantes

[2d 31,321,

TABLA 1. Factores del Hospedador afectados por  la

infercidn viral.

Edema pulmonar

Movimiento Mucociljar Ondulatorio disminuido

Actividad bactericida disminuido

Adherencia y Penetracidn de la bhateria a rélulas aumenta
Respuesta Inmune Humoral y Celular

Interferdn e Inmunomoduladores

Scand J Infect Dis,Suppl a9,



Las cdlulas fagoclticas principalmente los leucocitos
polimorfonucleares (PMNd y los macrdfagos actuan sohre los
microorganismos y‘utras rarticulas extrafias para destruirlos vy
removerlos del hospedador. El proceso de la fagoritosis es la
principal defensa gntimicruhiana por lo que es muy importante el
estudio de 1a infeccidn de los macrdfagos alveolares por el Virus
Respiratorio Sinci;ia! (VUSR) vya que estas cdlulas del tracto
respiratorio bajo estan iIntimamente relacionadas con la respuesta

inrmune del hospedero en los procesos infecciosos de estas vias.

Las macrdfagos son generados en médula osea por
diferenciacidn . de  células precurseoras pluripotenciales. FEstas
cdjulas <se desarrscllan y maduran en la secuencia de precursores

de macrdfago y luego en macrdfago.

Esta cdlula fagocltica es parte fundamental de la
respuesta inmune ya que ademds de eliminar la particula extrafa
promueve 1a activacidn de otras cAlulas que forman parte de la
respuesta celular y humoral. Para ello el macréfago requiere de
varias funciones integradas. Dichas funciones se resumen en la

tabkla 2 y se muestrarn en 1a figura I.
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Tabla Z. Funciones de Macrdfago.

Funcibdn Mediadores
Inflamacidn y Fiebre FNT, IL-1,PRQ y G*
Activacidn Linfocitaria. Presentacidn de antigeno vy

secrecidn de Interleucinas.

Reorganizacidn de Tejido- Secresién de
factores:Elastasa,colagenasa,
hialuronidasa, FEF.

Da®o al tejido Secresidn de perdxido de
hidrbdgeno, hidrolasas
acidas.

Actividad microbicida Dependientes de

‘ oxlgenosPerdxido de

hidrbgyeno,anidn superdxido,
singulete de oxlgeno, ibwn
hidroxilo, hipoclorito.
Independientes de
oxfgenotlisozima,hidrolasas,
protetnas cationicas.

Actividad Tumoricida. Accidn citotdxica,
- Proteasas, arginasas, FNT.

Bellanti. Inmunolgta 3a Ed. 1986 Interamericana

FNT: Factor de Necrosis Tumoral, 1t-11 Interleucina 1, PRG?
Prostaglandinas, C': Complemento, FEF2 Factor Estimulante de

Fibrobhlastos.

Observando 1la importancia que tiene el macrdfago dentro
de la inmunidad es necesarioc conocer 1los aspectos que se
modifican en esta c#lula cuando es infectada por el VSF. Tomando
en cuenta que son las principales c#lulas efectoras involucradas
en las defensas del hospedador conktra agentes infeccivses vy

neoplasias [12,13].



En algunos estud;os realizados por Ketelsen [}SJ Y
Klejrman {162 loc macréfagos infectados con el Virus Hé#pes‘ vy
Virus Sendai mues tran una disminucidn en lé faqécitssis,
resultados similares fueron obtenidox pér Forman [lsj,ipon' el

Virug de la Rinotraqueitis Infecciosa -BHovina.

En una investigacidn de Gordon y cols [IF) encontraron
que los leucocitos polimorfonucleares de niﬁss con infeccidn
viral muestran una capacidad bactericida disminuida ademds de
una baja reduccidn de nitroazul de tetrazolio (NTE)Y.

Domourat y «cols ({3d) demostraron la expresidn del
antigeno del virus respiratorio sincicial por inmunoflourescencia
indirecta en linfocitos y monocitos de sangre periférica de
niffog infectados con VSR sugiriendo que puede prasentarce 1la

infeccidn de células inmunocompetentes.

Con estns antecedentes en este trakain se
evaluan las modificaciones que se presentan en la capacidad
funcioral de los macréfagos alveclares obtenidos de ratas Lewis
infectadas con el VSR. E!l efecto de la infeccidn viral se
encamind al estudio de la capacidad hactericida,
quimicluminiscencia, 1a expresidn del antligeno viral ast! como la

replicacidn del virus en estas células fagoctticas.

|
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

E] WVirus Respiratorio Sincicial ¢ VSR
patdgeno de las vias vespiratorias bajas que causa severas

infecciones en infantes. Los macrbfagos alveolares constituyen

la primera 1linea de defensa de este tracto, por 1lo que su

infecridn por el VSR puede alterar su funcidn y la de otras

¢dlulas invelueradas en la respuesta inmune fprovocando una

mayor susceptibilidad a 1a infeccidn viral vy a otras
.infecciones asociadas causadas principalmente por bacterias

tome Strentococtns pneumoniae y Haemaphylus influenzae.

e8s% un



OBJETIVAOS

1=

Determinar si loc macrAfagos alveolares obtenidos de ratas
infectadas c¢on virus resniratorio sincicial CVUSR) 0N

capaces de replicar el virus.

Estudiar lIns efectos productidos por la infeccidn con Virus
Reepiratorio Sincicial en las funciones de los macrédfagos
alveonlares ohtenidos de ratas infectadas

erxperimentalmente.




HIPOTESTIS
Los macr8fagos alveovlares son infectados pow VSR en un

modelo experimental “in vitro™ e "in vivo".

Los macrdfagos alveolares infectados con USR presentan

alteraciones en sus funciones fagociticas y microhicidas.



MATERIALES Y METODOS

&a1.—

62—

&+3B.—

Anjimales. Se utilizaron ratas Lewis hembras adultas

y cton un peso de 2950 a 300 gr.

Modelo de Infeccidn: Se trabajé con 3 lotes de 5 ratas cada
uno, 188 cuales fueron infectados con Virus Respiratorio
Sicicial (VSR), otros 3 lotes también con § animales por
cada uno se infectarom con Virus Sendai y otros 5 lotes de
ratas fueron utilizados como contreles. . Las
ratas se inoculavon por via int;a;asal
con 106 Unidades Formadoras de Placa (UFP) del virus Se&dai
o VSR en 100 ul de media RPMI-16d0. El tiempo de infeccién
fuéd de 5 dlas, después del cual se procedid a entraer los

macrdfagos alveslares de las ratas [22,35,36].

Cllulas. En esta investigacidn se utiliz8 c#lulas Hep-2 las
cuales se cultivaron en 15 ml de medio M-199 (Microlab)
suplementado con 10% de suero fetal de ternera (SFT)
(Biocell), 100 mg/ml de penicilina, 100 ug/ml de
estreptomicina. El cultivo se realizd en botellas de
pldstico de 250 ml (Costar) y se incubaron durante 72 hrs a

o .
37 Cy en atmdsfera de 5% de CO y con humedad de 80%.
2
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ygrﬁ!- Virus Respiratorio BSinicicial cepa Long (VSR-Long)
y Virus Sendai donados por el Doctor Victor Pena C. del

Children's Hospital Medical Center. Baston Mass. USA. Los

virus se replicaron en morocapas de cé#lulas Hep—-2 . Estas

monocapas antes de la infeccidn tentan un 100% de
confluencia, fueron lavadas con solucidn balarnceada de
fostatos 0.15 M (PBS), estas cllulas se inccularon con 500
ul de la suspensidn viral, el virus se dejd adsorver (AD)
durante &0 minutos : 31 C bafando 1la monocapa por
inclinacidn de la botella cada 5 minutos, despuds de 1la
adsorcidn se agregaron 15 ml de media de mantenimiento
Leibov;tz L-1% (Microlab) suplementado con 2% de SFT
(Biocell) y se incubaron a 31°C hasta observar el efecto de
la replicacidn del virus que causa en las células Hep-2 (3
a S dlas post—infececidn), cuando esto sucedid se centrifughd
la suspensidn a 3000 Revoluciones por Minuto (RPM) durante
10 minutos para sepavar restos celulares.El sobrenadante se
fracciond en vollmeénes de 1 m)l ¥y se cowngeld inmediatamente
a ~95°C- La titulacién de los virus se realizd mediante el
método de dilucién latente en tuboi

En  tubos de vidrio para cultivo se colotan 2 ml de una
suspensidn de cllulas Hep—2 en medio M-199 (Microlab) las
cuales fueron previamente cultivadas en botellas hasta
alcanzar wuna confluencia del 100%, posteriormente se
lavaron con PBS y se tripsinizaron durante 3 minutos, se

desprendieron y homoegenizaron. Estas c2lulas se adhirieron
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al tubo durante 2d horas y luego se lavaron con PBS y se
les ~adiciond 1.3 ml de medio d4e mantenimients L-15. Se
.hicieran diluciones seriadas del virus en medio L-1S5 <1o-§

....10-?)- Se inocularon 200 ul de la dilucidén del virus en
los tukos con cé#lulas. Por cada dilucidn del virus se
inseularon S tubos y se dejd un control (sin inoculard. Los
tubos se incubaron a 3; C durante 10 dtlas, observandolos
diariamente hasta notar algdn efecto sobre las células en
comparacidn con las cllulas del tubo control. El titulo del
virus se determind con la mayvor dilucidn del wvirus que

produce el efecto citopadtico (CPE) [22,23,3d,37,38,39].

Antisueros contra VER y Virus Sendai. Se utilizaron sueros
de ratas infectadas con estos virus 1las cuales fueron
inoculadas con 10 UFP del virus correspondiente por via
nasal cada 5 dlas durante 30 dtas, despuls de este tiempo
se sangraron a blanco, sepanrado el suero, el cual fud
tratado con solucidn de sulfato de amonio saturada
agregando lentamente y en agitacién hasta completar
valumen/volumen, se <ontinud 1a agitacidn por 2 hrs en
frio, al término de este periode se centrifugd a 2000 RPM
por 20 min para separar las gammaglobulinas, se dié wun
sequndo tratamiento con sultato de amonio- Las
gammaglobulinas obtenidas se inocularon er cobayos con el
mismo esquema dJde inoculacidn, después del sangrado se
separd el csuero y se precipitd de la misma forma con

sulfato de amonio, las anti-gammaglobulinas chtenidas se
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pasaron por columna de DAE cefarcsa para purificar las IgG
las cuales fueron conjugadas con isotiocianate de
flouresceina , la cual se realizd enr buffer de boratos
pH= 3.8 se agregaron 10 mgy de anticuerpos con 20 ug de
Isotiocianato de Flourescelna “Sigma” se mezclan en 2 ml de

buffer de carbonatos cuidando que no varie el pH, se

coloca en agitacidn durante 3 hrs cubriendo con papel

aluminio el recipiente y en frlo, después de la conjugacibn
se pasa a membrana de dialisis de 12 600 Y s5e pone en
dialisis en buffer de boratos pH= 8.5 durante 3 dlas con
tres cambios de buffer por dia, al cabo de este tiempo se
proce a titular el conjugado haciendo diluciones dobles
hasta una dilucidn de 1:2302d vy cada dilucidn se confronto
con c#lulas Hep—-2 infectadas con el VSR o Virus Sendai
seghn sea ) casos El titulo encontrado para el conjugado

anti—-VER fud de 11128 y para el de anti—Sendai fud de 1:1&6d.

Coleccidn y Separaci8n de Macrdfagqos Alveolares.las ratas
se anestesiaron con 2ter (Baker) en cAmara cerrada y s@
exanguinaron a blanco de plexo braguial vy despuds se
se sacrificaron con &ter y se procedid a la diseccién. Se
hizo corte de piel de cuello y tdrax en forma longitudinal
con insicidn roma, se retird la gldndula tiroides vy
misculos esteromastoideos quedando al descubierto la
traquea, misma dque se refiere con seda 000 en la  parte
distal al pulméw, enseguida se provocd neunotdrax abriendo

mediante un corte con tijera la caja tordcica. Ya expuestos
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los pulmones se - disecan cuidadosamente por medio de
diseccidn roma, -se separa el corazdn y los pulmones se
lavan “en solucidn helada de PBS hasta observar 1; minima
presencia de eritrocitos. Inmediatamente se canula la
fraquea con una aguja de calibre 186G % 1 1/2'' vy con punta
roma y se practican lavados bronquicalveolares (BAL)
instilando 205 ml de una solucidn de PBS-EDTA (1:2000)
estéril, recuperando aproximadamente 20 ml de suspensidn
celular, esta suspensidn se centrifugd por 10 min a 3JI000
RPM separando el sobrenadante, el paquete celular se
resuspendid en 10 ml de solucidn salina balanceada de
Hank's libre de rojo de fenol (SBH) y se adicionaron lenta
y cuidadosamente a un tubo que contenia 4.5 ml de Ficoll-
Hypaque (Pharmacia) se centrifuagd a 2000 RPM por {0 min con
el fin de separar a los eritrocitos de 1los globulos
blaneos.-. Ya separadas las células hlancas se lavardn I
veces corn 30 ml de SBH c/u, y finalmente se resuspenden en

1 ml de SBH [12,23,40,41].

6.7.~ Evaluacién Celular.
a) E1 ndmero de macrdfagos viables se determind mediante la
exclucidn del colorante azul de tripane por medio de 1la
cuenta de células en cAdmara de Newbauer al microscépio
dptico a d0Ox por medio de la siguiente tédcnica:?
100 ul de suspensidn celular.

100 ul de Azul Tripanc (Sigma) al 0.3 % en solucidn NSCI G.85%
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800 ul de solucidn halanceada de fosfatos (PES).

b) E£1 promedio de los macrdfagos viable fue de 98% para los
tre grupoes.

c? Caracterizacidn de los macréfagos alaveolares. Se

utilizd la técnica de esterasa iwespeciticatl

Se adhirieron los macréfagos alveolares durante 1 hora en
laminillas de vidrio de 9 mm de didmetro previamente
desengrasadas con etanol durante 4 hrs vy esterilizadas,
posteriormente se retiran las c@lulas no adherentes lavando
las laminillas cuidadosamente con PBS.

Se fijan las cAlulas con acetona (Baker) frla durante 10

min.

Alfa naftilacetato 0.05 gr se mezclan con © ml de (2.5 ml

de acetona y 2.5 ml de agua dest.)-.

De la mezcla anterior se adicionan 795 ul a una mezcla de

15 ml de agua destilada y 15 ml de PBS.

A esta solucidn se adicionaron 0.01 g de Fast-red (Sigma) y

se filtrd en papel tiltro de poro mediano.

Se colocd la mezcla anterior sobre las laminillas con
cdlulas durante 4% min, <=e lavaron ton agua corriente y se
secaron al aire, se mantan con glicevrol gelatina vy se
observan al microscdpio 8ptico (Zeiss) a 100x.

En las fiquras 8 vy 9 se muestran las veacciones positivas y
negativas de la prueba de esterasa positiva y negativa. En

la pruba positiva (Fige &) se observa el citoplasma de la
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cflula de un color rojo-caf&, mientras que en 1a prueba
negativa (Fig» 9) el citoplasma de la célula no se tifie de
célar rojo quedande 1incoloro o tomande el color del

colorante de contraste (verde).

6.3~ r acl de 1la capacidad fupcional de los macr8fagos
o s-
6¢8.1,~ Quimigluminiscencia (Perbdxidasa).Este método
opsonofagoclitico se basa en la emisibn de totones

durante la activacidn de los caminos oxidativos de los
macrdfagos dando como resultado la formacién de moléculas
excitadas electrdnicamente y radicales 1libres: anibdn
superdxido, singulete de oxlgeno, radical hidroxilo,
perduido de hidradgerno, hipoclorito. La interaccidn de estos
corn una hidvrazina ciclica (S—-amino-2z,3-dihidro—1,d-
ftalazinedionas Luminol) por un proceso oxidativoe produce
aminoftalato (un anidn electrdnicamente excitado). Este es
un intermediario inedtable el cdal pasa a un nivel de mayor
energia emitiendo espontdneamente fotones, que
amplifican eficientemente 1la quimioluminiscencia de 1las
reatciones oxidativas «gue oturren cuando son estimulados
los macréfagos, los cuales involucran dos etapas
principalest el primer requerimiento es la interaccidn de
particulas vy membranas dando como resultado la act{vacibn
de metahdlitos de ox!geno, y la segunda etapa 1nvoiucra la

interaccidn de estos radicales libres _  con la
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mieloperoxidasa ~(MPO) 'y iones clorures (C1}. D prodﬁclendu:
+ g -

Cl, Cl , y/o QOCl [42,43,44].
2

Métodot Se <colocd en una cubeta para el lumindmetro wuna
laminilla de vidrio de 9 mm de didmetro con c&lulas
adheridas y se le adicionaron 700 ul de solucidn de Kreb's,
100 ul de peroxidasa (Sigma), 100 ul de luminol (Sigma) vy
ai momento de comenzar las lecturas se le adicioman 100 ul
de PMA (Formul-—Mistira.to—l\cetatu)- El experimente se
realizd para los macrdfagos alveolares normales, infectados
con Virus Sendai vy para los macréfagos alveolares
inefctados con Virus Respiratorio Sin:icia17 El lumindmetro
(LKB, Wallac,Luminometer) se programd a 20 ciclaos de 120
segundos ¢ada uno de modo continue y a upa temperatura de

[
36 C [d44,d5].

6&.8.2:.-Capacidad Bactericida.

Se obtienen los macrdfagos alveolares de las ratas, en la
fo%ma anteriormente descrita y se ajustan estas cllulas a
una concentracidn de 5 x 105ce1/m1.
°

Las bacterias Staphylococcus aureus se crecieron 36 C
Aurante 12 hrs en caldo soya tripticasa (Bioxon), se le
hicieron dos lavados a las bacterias con solucidn de Hank's
likre de rajo de ferol por 10Q min a 6300 RPM y se ajustan
e solucidn de Hanl's & una aksorkancia de 0.5 nm a wuna

longitud de onda de T40 mm en espectrofotdmetro (Segquoia-
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Turner) lo que equivale al tubs 3 del Mac Farland teniendo
una concentracidn de 9 » loebacteria/ml-

Posteriormente estas bacterias se opsonizaron con suero de
rata normal durante 30 min a 3; C con agitacidn constante
en las siguientes proporcionest En un vial estaril de 1 ml
(Costar) se agregaron 200 4l de suero de rata normal, 100
ul de la suspensidn bacteriana, 800 4l de solucidn d;
.Hank's. Al termino del periodo de opsonizacidn la bacteria

se lava 3 veces con solucidn de Hank's y se resuspendi8 en

el volémen inicial.

I.- Se prepararon S tubos con tapén rosca estériles a 1los

cuales se les agregd 9.99 ml de agua destilada estéril.

I1.~ A un segundo juego de tubos de les agregd F00 ul de
agua destilada estéril.

I11.~-0tro juego de tubos enumerados (1..5) se prepararon
de la siguiente maneras

Tubo?

1 y 21 160 ul de Bact. Opso. + 160 ul de Hank's.

S y 41 160 ul de Bact. Opsoc. + 160 ul de Macrdfagoss
s : 160 ul de Macrdfagos + 1&0 ul de Hank's.
A partir de estos tubos se hicieron las diluciones

corvespondientes? Se agregaron 10 ul de 1las mezclas
macrdfagos—bacterias (juego de tubos II¥) a 1los tuboes
torrespondientes del Jjuego de tubos I y se agitarony, Y se
tomaron de estos tubos 100 ul y se agregaron a los tubos
corresponidientes deljuego 11, se agitaron v se tomaren 100

ul de estos tubos para plaquear por triplicado en cajas de
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agar “soya twipticasa (Bioxon) y se incubaron por 12 hrs

°
37 G (Tiempo Q).

a

. [
Se dejaron incubar a I7 C y con agitacian el juego

de tubos III durante 90 min, al término de este tiempo se

adiciond el estimulo lisante Lysostaphin (Sigma) 10 ul,
se incubd en las mismas condiciones por 30 min mas.
realizaron las mismas diluciones que ern &1 tiempe cevo,

se plaqued e incubd de la misma manera [(46,473-

Determinacidn de la expresibn del antigeno vival Ep
macréafagas alveolares mediante la tadcnica

Y
Se

los

de

inmunoflourescencia indirvecta anticomplemento. Se adhieren

los macrdédfagos en laminillas de vidrio y se secan al aire,

posteriormente se fijaron con acetona (Baker) durante

10

minutos y ya uma vez secas s@ les adiciona el antisuero de

[+
rata vy se incuban por 45 min/37 GC/5% €O /humedads
2

termine se lavavon con PBS por 10 min se secaron y se

Al

les

adiciond el complemento de cobayo (Cappel) y se rapitisd el

procesa de incubacidn y lavado con PBS, posteriormente
le adiciond el conjugade 190G flouresceinado anti-C3

tobayos (Cappel) y se incuba 45 min en las condiciones

se
de

ya

mencionadas. Se lava la laminilla con PBS por 10 min vy con

agua destilada por 10 min. Se seca la laminilla al aire y

se monta con glicerina. Se observd al migroscédpio

epiflourescencia (Seizz) [34,36,37,39,d8,49).

de



6-.10— Determinacidn de 1a preplicacidn viral en los magrédfagos

alveclares. Esta determinacidn se realizd para los
macrdfagos alveolares obtenidos de las ratas infectadas con
VSR vy para los obtenidos de las ratas normales e infectadas
con Virus Sendai. Los macrdfagos se adhierieron en una
botella para cultivo (Costar> durante | hora se lavaron y se
imcubaron con 1S ml de medio RPMI-1&4d9 (Hazleton)
suplementado con 20% de SFT y 2% de 1-Glutamina (Hazleton)
durante 24 hrs, cumplido este periodo se rompieron las
c8lulas por congelacidn—-descongelacidn rdpida y con el
sobrenadante se infectaron monocapas de células Hep—-2 con
medio L-15 y se incuban por un periodo de 7 dlas a 310 C o

hasta observar el efecto citopdtice [3].

65.11- Tratamiento Estadistico La prueba estadistica que se

realizd para observar la confiakilidad de los resultados fud
la prueba de comparacidn de medias {Daniels We

BRioestadistical.



2é

REBULTADOS

Determinacién del antigeno del Virvus Respiratorio

Sincicial (VSR) y del Virus EBendafis Se evalud la capacidad de

estos virus para infectar a los macréfagos alveotares de rata- En
la tabla 1 se muestran los resultados de la Imunoflourescencia
Indirecta Anticomplemento, se puede chservar que los macrédfagos
alveolares normales no presentan flourescencia al enfrentarlos
con los SUEros de rata anti-VUSR y al anti-Virus Sendai,
mientras que 1los macréfagos alveolares obtenidos de las ratas
infectadas con VSR por via nasal s1 presentaron flourescencia
cuando se enfrentaron &l antisuerp contra VSR vy teniendo una
reaccidn negativa cuando se enfrentd al anti suero contra el
Virus Sendai: En cuanto a los magrdfagos alveoclares infectadods
éon el Virus Bendai mostraron presencia de flourescencia cuando
fueron enfrentados al suero anti-Vivrus Sendai mientras que «con

el suero anti-VSR no presentaron flourescencia [Figs. 1,2,3]-

Capacjdad Bactericida. Se determind 1a capacidad

fagocitica de los macrdfaqos alveolares: Normales, Infectados con
VSR e Infectados con Virus Sendai por medio de la cuenta de
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) que corresponden al nuﬁero
de bacterias que fagocitaron los macrdfages a los 120 minu;05 de

incubaci8n con el S. aureus, las bacterias no fajgocitadas se

lisaron a 1los 90 minutos de la incubacidn con Lysostaphin.
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Los fe;ultados s¢ muestran en la tabla 2 en el que se observa
que el ndmero de UFC que se presentd en el tiempo O de incubacidn
para el control de bacterias y para los grupos de macrdfagos
alveolares son muy similares, no habiende diferencias
significativas entre ellos. En cambio las diferentias que se
presentan en el ndmero de UFC a los 120 minutos de incubacién son
muy notorias ya que para el control de bacterias se obtuvo wuna
media aritmética de x= 2.11 (s= 2.61), mientras que para 1los
macrbfagos alveolares normales fud de x= 1d.dd (s= S.39).En los
macrdfagos alveclares infectados con el VSR okservaron una media
de x= &.72 (s= 2.986)>, la cual fue muy inferior a la media
presentada por los macrdfagos alveolares infectados con el Virus
Sendai en 1los cuales se vid un valor promedio de x= 1d.16 (5=
2.35). En esta tabla 2 y en la figura d4 y se aprecia que la
capacidad fagocitica de los macrdfagos alveolares infectados con
VSR se encuentra disminuida en comparacién con la respuesta que
presentan los macrdfagos alveolares normales y la ‘de los

macrdofagos alvenlares infectados con e£l1 Virus Sendai.

Quimjoluminiscencia. Se evalud la capacidad de
activacidn de los caminos oxidativos de los macrdfagos alveolares
durante el estallido respiratorio. Los resultados se expresan en
milivolts (mv) en un periodo de tiempo (cicleo).Las taklas Ty 4
presentan los valores promedio vy las Desviaciones Standar
obtenidas en cada cicloe y para cada grupo de macréfagos

alveolaress Se puede observar qug los macréfagos normales



238

comienzan a presentar un mayor aumento de la actividad en el
ciclo 7 teniendo un valor promedio de x= 10.642 (s= Z.903), en el
grupo de macrdfagos infectados con VSR este aumento se comienza a
presentar en el ciclo 8 con una media aritmética de x= 13.263 (s=
0.734), wmientras que para los macréfagos infectados con el Virus
Sendai este {ncremento se presento en el ciclao B ¢con un valor
promedio de x= 17.039 (g= 3.31>. Ahora bien cabe notar que el
maximo de la actividad y el ciclo en el que se presente para cada
grupo de células fut el sigquienter para los macrdéfagos normales
ful de xu= 37.909 (s= 4.731) y se presentd en cicio 13, los
macréfagos alveolares infectados com VSR tuvieron un maximo de
actividad de x= 29.579 (s= 2.15d4) presentdndose en ciclo 14 vy
para los macrdéfagos infectados con el Virus Sendai su mdxima
actividad se presentd en el ciclo 11 y fud de x= 5S3I.455 (s=
3.83). En este cuadro y en las fuguras Sy & se observa una mayor
actividad para los macrdfagos alveolares obtenidos de ratas
infectadas con el Virus Sendai en comparacidn con los macréfagos
alvealares de ratas normales, a su vez la respuesta de estes das
grupos son mayores tanto en magmitud como en el tiempo requerido’
para alcanzar el maximo de actividad comparado con la respuesta
que presentan los macr8fagos alveolares obtenidos de ratas

infectadas con el VER.

Replicacidn de 1los Virus. En este experimento se
evalud la capacidad gue tienen 1los wvirus Sendai v VSR

para replicarse en los ‘macrdfagos alveolares de rata- En
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la tabla 5 sge muestran 1os resultados y en 41 se puede
ohservar que el VSR tiene la capacidad de replicarse en
estas cé#iulas fagociticas, mientras que el virus Sendai

Infecta al wmacrdfago pero no se replica en &1.




pils]

Tabla 1

Inmunoflourescencia Indirecta Anticomplemento de macr&fagos
alveolares obtenidos de ratas Lewis rormales e infectadas por via
nasal con los virus VSR y Sendai (10 exp 6 UFP/100 ul).

Presencia de Flourescencia
Suero Nermal Anti~VSRK Anti-Sendai
Macrétfagos
Alveolares
Normales Negativo Negativo Negativo
VSR . Negativo Positiva Negativo

Sendai Negativo Negativo Positivo
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Fige 1 Inmunoflowrescencia Indirecta en
macréfagos alveolares de ratas infectadas por
via wnasal con VSR en la cual observamos la
precencia de color verde en las cdlulas
positivas.



Fig. 2
Macrdfagos
cuales o
conjugado f

Inmunoflourescencia Indirecta
alveolares de ratas
se ochserva la

louresceinado. Ctlulas regativas.

en

normales en los
presencia del



Fig. 3 Inmunoflonrescencia Indirvecta en
Macrdfagos alveolares de ratas infectadas con
el Virus Sendai los cuales ce obsevvan

impregrnados de color wverde en las células
vositivas.
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Tabla 2

Capacidad Bactericida de Macréfagos Alveolares

de Ratas Lewis:
Infectadas

6
10 UFP en 100

normales,

con Virus Sendai por Via

Infectadas con VSR e

Nasal con

Macrdfagos Uy F ¢
Alveolares
Macré&fagos
Bacterias Bacterias Macr8fagos
Tiempo oY 1207 o* 1207 o' 1207
Normales n 18 18 18 i8 ig 18
”® 3I8.11 2.1t 35 1d.4d4 [s] (4]
s 2.423 2.61 Se3d 5.39 [¢] 0
Infectados
VSR n 18 i8 ig b3:3
% 36.94 &.72 o o]
L1 4.15 2.986 0 (]
Infectados
Sendai X Ie.72 fd.16 o] ]
bs 3.09 2.35 (o] o

n= Ndmero de Muestras,
Standar. a3
Bacterias 9 x 10 hac/ml.
Macrdfagos Alveolares?

%= Media Aritmetica s=Desviacidn

=

Normales 5.3d5 x 10 cel/ml.
VSR S.773 " "
Sendai S.002 " "
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Figura 1 Capacidad Bactericida de Macrdfagos alveolares obtenidos
de ratas Lewis: MNormales, Infectadas con VSR e Infectadas con
Virus Sendai.

Racterias (Sataphylococcus aureus)
ESSSSNY Macrdfagos alveolares Normales.
AN SY Macrdfagos alveolares Infectados con VSR.(Zc=5.3154)
XA Macrdfagos alveolares Infectados con Virus Sendai.
(Zc=0.005)
Zt= ~1.96 a 1.9




Tabla 3

Guimioluminiscencia-Ensayo de fagocitosis por el método de
perotidasa de macréfagos alveolares de ratas Lewis Normales,
Infectadas con VER e infectadas con Virus Serndai por via nasal
con 10 ex & UFP en 100 ul.

Quimioluminiscencia (mv)

Macrdfagos

Alveolares Normales VSR Sendai
Ciclo 3 s 3 s - X s

(] 1.023 0©.010 0.019 0.03d 1279 G.0102
1 2.991 2,104 1.558 0.59¢6 11.3dd S5.11
2 2:991 2.104 1.558 0.295 15.589 3.93
3 2.69 1.4663 1.479 0-313 12.581 3.26
q 2.968 0.979 1.616 0013 13.293 1.42
S 4.122 0.426 2.062 0.689 17.039 3.31
& 6.647 1.701% 3.329 1.402 2d4.109 6.36
7 10.6d2 2.903 6.526 1.680 32.533 8.3
8 16.d69 d4.021 13.263 0.78d  dd.4%9 3.69
9 21399 3.855 16.826 5.4d88 d3.162 5.82
10 25.623 3I.823 23.678 d.662 52.994 3.55
1L 26.526 S.551 24.319 2.422 $3.455 3.83
12 32.854 1.153 27.909 3.5995 d9.819 S.51
13 37.909 4A.731 28.770 2:192 d9.369 d4.36
14 37.223 3,370 29.579 2.184 49.13¢ 2.9%
15 J6.856 I.417 29.d453 Z+.154  50.330 4.93
is 35.502 3.798 25.502 5136 d9.210 4.69

La lectura del ciclo O se realizd antes d.e adicionar PMA-

we Media aritmdtica, s= Desviacidn Standar.

Notat El1 ntmero de muestras (n) para obtener la media aritmética
(%) en cada ciclo y para cada grupo fud de @ (n= 3).

Macrdfagos alveolares Normales 72 008 cel/laminilla.

Macréfagos alveolares Infec. VSR 60 924 cel/laminilla.

Macr8fagos alveolares Infec Sendai 75 877 cel/laminilla.

1 Ciclo = 120 segqundos
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Tabla 4

CQuimioluminiscencia~ Ensayo de fagocitosis por el métodoa de

perdxidasa de macrdfagos alveolares de ratas Lewis Normales,

Infectadas con VSR e infectadas con Virus Sendai por via nasal
6

con 10 UFP en 100 ul. (Valores Critfcos)

RQuimioluminiscencia (mv)

Macrdfagos
Alveolares Normales VSR Sendai
Ciclo % s » s % s
1.023 0.023 0.019 0.03d 1.279 0.0%
17.039 3.31
10.642 2.903
13.263 0.734
11 S53.455 3J.83
13 379209 4738

1a 29.%579 z.1%4
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Figura 5

Fige 3 Quimioluminiscencia de Macrdfagos alveonlares

de ratas Lewis: Normales e Infectadas por via nasal. con
los virus Sendai y VSR.

e Macréfagos alveolares Normales
—t—e—s~ Macrdfagos alveolares Infectados con

VSR (P<0.01)
reesesusae Macr&fagos alveolares Infectados con Sendai.
(PLO-005)



39

milivo}ts
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Ciclo
1 Cicle = 120 seg-s

Figura 6

Fig- 4. Quimioluminiscencia de macréfagos alveolares
de ratas Lewis! Normales e infectadas por via nasal con
los virus Sendai y VSR.

ESSSSSNY Macréfagos alveolares Normales
Macr8fagos alveolares Infectados con VSR
Macrdfagos alveolares Infectados con Virus Sendai.
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Tabla S

Replicacidn de los virus Sendai y VSR en macréfagos alveolares
obtenidos de ratas Lewis normales e infectadas con los virus

VSR y Sendail por via masal con 10 exp & UFP/ioo ul.

_Efecto Citopdtico en Monocapas
de Cedlulas Hep—2.

Macrdfagos Alveolares.

Normales Negative
VSR Positive

Sendai Negativo

Notat Las monocapas de c#lulas Hep—2 con una confluencia del 100%
se inocularon con el sobrenadante obtenido del rompimiento

de los macrdfagos alveolares por congelaci8n—decongelacién

rapida.
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7 Fotografla de un macvréfago alveolar de
tefiido conel colorante de bright.




Fig. & Esterasa Inespectfica en
alveolares de rata, en el
cé¢lulas
u color marrér.

macrédfagos
citoplasma de las
rositivas okservamos la presencia de




Fig. 9 Esterasa inespeclfica en macréfagos
alveolares de rata inhibiendo & la enzima con
Flourura e sodio, en el citoplasma de las
cédlulas se okserva la presencia del colorante
de contraste (verde de metilo) lo gue nros
indica una prueba negativa.
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DISCUSION

€1 Virus Respiratorio Sincical (VSR) tiene la capaciadad
de infectar c#lulas involycradas en la respuesta inmune, tales
como los leucocitos Poliorfonucleares de sangre periférica (34].
La expresidn del antligeno del VSR se determind por la técnica de
Inmunoflourescencia Indirecta Anticomplemento ya que presenta una
sensibilidad vy alta [ 34, 3&, I7, 39, 48, 49 ] v mediante
la cual se determind satistactoriamente, que el VSR
tiene la capacidad de infectar a 1los macrdfagos alveolares
de rata. Es impartante hacer notar que el VSR ademds de infectar
al macrdfago tambidn presenta la capacidad de replicarse en &1,
lo que mno ocurre con el Virus Sendai, el cual infecta a estas
células fageciticas pero no se replica en ellas. Estos resultados
apoyan los de otras investigaciones [12,1X]) en 1las cuales se
obsevd que los virus que son capaces de infectar y replicarse en

los macréfagos provocan una mayor susceptibilidad del hospedero.

La dismivmacidr de la capacidad bactericida que presentan
los macrdfagos alveolares de ratas infectadas con VSR por via
nasal reafirman los ra2sultados de otras investigaciones, Ketelsen
{1531 y Kleirman [16] trabajaron con macrdfagos de bovine

infectados con los virus Herpes y el Virus de la Rinotragqueitis
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Infecciosa  bovina y en los que tambidn observaron'una~ capacidad

. bactericida disminuida.

En  los estudips de la capacidad de activacidn de }Ds
caminos oxidativos del macrdfago durante el estallido
respiratorio por el mdtodo de quimioluminiscencia el cual es muy
practico radpido y sensible, se observd que los macrdfagos
alveolares de ratas infectadas con VSR mostraron una actividad
notablemente disminuida en comparacidn con la actividad que
presentaron los otros dos grupos de macr&fagas, estas diferencias
no solo se presentan en la magnitud de la respuesta, sino que
también en el tiempo que tarda 12 c#lula para alcanzar el pico de
madxima actividad. Estos resultados obtenidos con macrdfagos
alveolares de rata muestran gimilitud a los que oktuvo Gordon
[33]1 quien trabaj® <con leucocitos Poliorfonucleares de nwnifios
infectados con VSR los cuales mostraron una disminucién de la
- capacidad bactericida y baja reduccidn de nitroazul de

tatrazolio.

Estos resultados son compatibles con 1la importancia de
estas c#lulas en la inmunidad, vya que su infeccidn con el VSR le
provoca una al?eracibn funcional lo que repercute en severas
bronquiolitis \ neumonias asociadas a bacterias como

Streptococcus pneumoniae y Haemophylus influenzae.
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Definitivamente consideramos que este estudio estimula a
continuar con 1a linea de investigacisn va que no estudiamos la
capacidad de presentar antigeno ni los aspectos secretores en los
que se involucran a las prostaglandinas, loucotrienas, factor de
necrosis tumoral e interleucinas los cuales tiene un papel
determinante come mediadores en la respuesta inmune, vya que
_promueven la activacidn y proliferacidn de las cdlulas
involucradas en 1los mecanismos de defensa, de modo que si el
macrétago se ve afectado en la produceidn y liberaciédn de
estos mediadores la respuesta inmune se encuentra

disminuida  [50). Ver figura II.
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CONCLUSIONES

ad

b>

(33

a)

(3]

Los macr8fagos' alveolares son infectados por el Virus
Respiratorio Sincicial vy el ant!qtno viral se determind
satisfactoriamente por el mitodo de inmunoflourescencia

indirecta anticomplemento.

El Virus PRespiratorio Sincicial induce inhibicisn de 1la
capacidad bactericida en los macrdfagos alveolares obhtenidos

de .ratas infectadas con este virus.

La capacidad bactericida se observd disminuida en  los
macrdfagos alveolares obtenidos de ratas infectadas con Virus
Respiratorio Sincicial, este decremento se observa tanto en
la magnitud de la respuesta como en el tiempo requerido para

alcanzar el madximo de su magnitud.

Este virus presenta la capacidad de replicarse en los
macrdfagos alveolares por lo que su eliminacién del tracto

respiratorio bajo es muy difleil.

En esta investigacidn se puede concluir que el Virus
Respiratorio Sincicial provoca inmunodepresién ya que infecta
y altera la funcionalidad del macrdfago alveolar provocando
una disfuncidn de la respuesta inmune, siendo esta la causa de
que se presenten severas infecciones de las vias respirﬁto;ias

bajas.
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