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INTRODUCCIÓN 

r.1oouLAc1ÓNCANT1aii-.1cA 

La modulac.ión antigénica por anticuerpo, se define como la interacción del 

anticuerpo antiviral con el antígeno expresado en la membrana plasmática 

de células infectadas y se caracteriza por: reducción en la expresión de los 

antígenos virales, redistribución (aglomeración y "capping") de las 

glicoproteínas y pérdida por endocitosis o exocitosis de los antígenos de la 

membrana celular. La pérdida de los antígenos virales de la memb~ana ,ele 

células infectadas favorece la evasión por el sistema inmu~e al ~o ser 

detectada corno extraña, por lo que se ha propuesto como'un',~1ecanismo 
de escape al sistema inmune (1). 

Este fenómeno se ha reportado tanto in· uitro como in· uiuo, para virus 

envueltos de RNA y DNA (1). 

IN VITRO 

Retrouiridae (Virus de leucemia) 

. .''• '" 

Genovesi et ~L: ~ep'6rtó jql:I~ células infectadas con el virus de leucemia 

tratadas con-,sti~rcj'c'ffi;J:¡ilne, abaten.·la expresión de los antígenos de la 

membrana c~lulii.~~·{á~i{ho'rnO su susceptibilidad a la lisis inmune por 

anticuerpos y complel-Íl~n tO' (2). . .. . .. - , .-; •,. . . ·, .. - ' ~ - . -

- . . -

La. incubación de células MDCK infectadas con influenza A .cepa Udorn en 

. ~resencia de anticuerpo (14C2) •anti-M2,.' resulta· én . una .. reducción 

significativa en Jos niveles ·de producción ele· particulas:virales. Se sugiere 

que este efecto está relacionado con ia reducción. de la expresión. y 



redistribución de la proteína M2 en la membrana celular inducida por el 

tratamiento con el anticuerpo (3, 4). 

Otros estudios reportan que células HeLa infectadas con una mutante del 

virus de Influenza A, que carece del dominio citoplásmico de la proteína de 

hemaglutinina {HA), no forman "cap" en presencia de anticuerpos 

especificas. El mismo virus presenta un comportamiento diferen.te , · en 

células CV-1, en esta linea celular se observa aglomeración· de. los 

antígenos por acción del anticuerpo antiviral aunque pocas células.forman 
- ·.¡_•. 

"cap". Mientras que en ambas lineas celulares el virus, de., influenza 

silvestre, con la proteína HA completa, seobservó forrriación de"capping" 

en la mayoría de las células en repuesta a la exposición de los anticuerpos 

(5) • 

. · Paramixouiridae (Par8.infl uen~a) 

Resultados similares a los reportados para influenza A se· han obtenido 

con el ~iru~ > d~ parainfluenza tipo 3. La car~nbi8.' del dominio 

citoplasmático de la proteína F también disminuye lafoi"mél.cié>ri"cle "cap" 

en comparación con F completa, i.ndicando q~e HA 'y(F.;~~p~riiri~~tan 
' - ,. ' " -··-- - ·' ~- . ' . ' - ".- ., : . -

redistribución en respuesta a anticuerpos monoclonalesia:ntH-fA.y; ~ti~F, 
y está se ve alterada por la carencia del dominio · cito~l~~ril.fÜco de las 

glicoproteinas, lo que sugiere que para la rCirrriacló~ ~~¡'~.c~~pÍng", es 

necesaria la interacción entre los dominios citbplas~iiticCi~' ·de las 

glicoproteinas y componentes celulares del hospedero (S¡'; 

Paramixouiridae (Sarampión) 
,_ ' . -

Estudios en sarampión muestran que en ~elulasJ-!eLa inf~c~aélas con este 

virus y tratadas. con• a~Úcü~rpo~ mo~bck>~al~:; § ~61i~1Ci~aJes reducen · 1a 

expresión de las prbteínas F, M y, P; mientra~ que la incubación con 
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anticuerpos específicos inducen redistribución de. los .antígenos de la 

membrana (6, 7). 

La aplicación de anticuerpos neutralizantes anti~hemEjglutinina (HA) a 

células de neuroblastoma de ratón (NS20Y / MS) ·infectadas 

persistentemente con virus de sarampión redÜ~erÍ'.signlfi~a;i~~mente, la 

síntesis de proteínas virales (8). 

El tratamiento de células de glioma de rata C6 p~rsistent¡;fri~ntelrifectadas 

;f :~:~ :~~~~ª~1::~:;;~;ii~~Js~~~~~~r f ~f~~;1r 
'·' . :~::- ·· .. ~'.::_·.·>·.: ·-·~,;.·~:.,;.:~ :: -~{.:'·: 'i:>.,:: ·: ·-~·: .. .,) .}.\¡:_.:·~ 1:.-,~ .. < 

l O). "-\,:.: -- . _. - - · ·-· : ,·,::.;: -·•:;,, z<' -·>::;: .• _.: .. 
· .. ·.-.' ,. : .· . , ,. ,,. -.. _. ,, .. _. -.. -~.-:>. ¿:;y·:._·.·. · .. '· ----.. - ·> ., ,~:- ,,_·:_- ;-:::·:._ ·-_Cl:~. :·· :-;~~--. :·_~.·-

En macrófagos infectados'_persi~tentemente'c;on} el: virus _'del ;,,sarampión, 

ytratados con a_nticl,l~rpos'·~ol~c;}?~~le~,~ci.r~~~~~.Í~.·~!~_~'e~i~ .• áf:a'.ri,tígenos 

virales internos y expresado~ eri -- la membrana_' de ias,célu.las infectadas 

( 11). 
·• --; 

En la infección de células linfoides de humano con elvirus de rubéo.la (RV) 

el efecto del anticuerpo anti-RV, mostró supresió,n en la siritesis de 

proteínas y en la replicación, ya que no se detecta prog~nie 'viral 

intracelular y extracelularmente en las células tratadas, sin embargo :á.1-

climinar el anticuerpo, la síntesis de proteínas se reinicia (12). _. •.· -

En células VERO infectadas persistentemente con rubéolá en presencia ele 
··'-··· ' ' 

anticuerpos específicos con un alto titulo neutralizante; se :obser\ró_ 

reducción en la eficiencia para inducir efecto citopático y en li'i r~pÚ~ación 
viral (13). 
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Herpesuiridae (Pseudorabia) 

La modulación antigénica para el virus de pseudorabia (PrV) se ha 

estudiado en células de riñón SK y monocitos. En células SK infectadas 

con PrV en presencia de anticuerpos específicos, se observó que 

aproximadamente el 47% de las células infectadas forman aglomeraciones 

y "capping" de todas las glicoproteinas en la membrana celular, de los caps 

aproximadamente el 18 % son eliminados al medio extracelular (14). 

Monocitos infectados con PrV y tratados con 0.25 mg de IgG policlonales 

anti-PrV induce aglomeración y posterior internalización de las 

glicoproteínas virales en el 65% de los monocitos infectados, así como la 

co-endocitosis del complejo de histocompatibilidad de clase I. Se ha 

reportado que los componentes celulares como clatrina, dineiná ·'y l.os 

microtubulos son importantes durante la internalización · de las 

glicoproteinas inducida por el anticuerpo (15, 16 y 17). 

Herpesuiridae (Varicela zoster) 

Células MRC-5 infectadas con el virus de varicela zoster (VZV) e'n 

presencia de anticuerpos monoclonales contra las glicoproteinas viráles 

gpl y gpll presentan aglomeración y "capping" seguida de endocitosis: LOs. · 

complejos formados se encuentran homogéneamente distribuid~~.· 

inmediatamente después de la adición de los anticuerpos, : cc>n '. Úna 

posterior endocitosis que podría evitar el reconocimiento j:>o~'~¡:·~i~tema 
inmune, y así favorecer la persistencia del virus en ganglios sensores 

humanos (18). 
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IN VIVO 

Alphauirus (Virus sindibis) 

, ,El tratam.iento del cultivo primario de neuronas de rata infectadas con el 

virus de sindibis, con anticuerpos monoclonales anti-glicoproteína · E2, 

re~ulta en la disminución de la síntesis de proteínas viralres ~~guida por 

una terminación gradual de la maduración de virus infectivo (1). 

Orthomyxouiridae (Influenza A) 

La proteína M2 de inílueriza A se expresa en la membrana delas células 

infectadas; la. presenci~> d~ 'anticuerpo monoclonal '.contra •• est~. proteína 

reduce la replicaclón del,.vin:is en pulmones de r~ton~s BALB/~ (19). 

• • • • • • ' : o : ~ 

· · PcúwniXi:wiridae (Sarampión) 

La administración de anticuerpos neutralizantes específicos para la 

proteína HA del virus de sarampión a ratas Lewis inyectadas con este virus 

cepa CAM/RBH, ejercen un efecto de modulación restringiendo la 

expresión de genes virales al nivel de transcripción. Se ha observado que 

este fenómeno contribuye en la infección persistente en el sistema nervioso. 

central (20). 

En ratones BALB/c que reciben anticuerpos de suero hiperinmune, 

después de la inoculación con el virus, produce una encefalitis aguda y 

persistencia viral (21). 
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Coronauiridae (Virus de hepatitis) 

La adiciónde anticuerpos monoclonales contra dos distintos epitopes de la 

glicoproteína E2 del virus de hepatitis de murino MHV-4 a neuronas de 

'"ratones BALB/c infectadas con este. virus, protege a los ratones 

bloqueando la. encefalitis y convierte la il1fe~ción que normalmente es fatal 

er'i' ~na desmdinización (22). 

Parvoviridáe (Virus aleutian) 

La administración de anticuerpos para la enfermedad de ·.vir_us de Aleutian 

·· (ADV) a crías de mink, permite la sobrevida a la neumonía agLÍda péro en 

estos animales se desarrolla una forma crónica de la enJerrri~d~d rnedi~da 
por complejos inmunes. Se ha observado que la. pre.senci~: de estos 

anticuerpos reduce los niveles de RNAm de ADV; re"sult~ndo e~ la 

restricción de la replicación viral (23, 24); 

Con base en estos antecedentes, sedecidió • est~cll~r én este trabajo la 

posibilidad de que el fenómeno: de m~dulac;ic)l1: ~ntigénica inducida por 

anticuerpos antivirales se células. infectad~s' con el· Virus 

Sincitial Respiratorio (RSV). 

GENERALIDADES DEL v1Rus sÍNÓTIAL RESPlRATOR16 (Rsv¡ 

RSV es un miembro del género Pneumouirus de la familia Par~miXouiridae. 

Su genoma comprende una cadena sencilla de RNA de sentido negativo, el 

cual está asociado con tres proteínas virales para formar la nucleocápside. 

La envoltura viral esta compuesta de una membrana derivada de-la bicapa 

lipídica del hospedero. El virión tiene un diámetro de 150-300 nm de 
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morfología irregular. El genoma del RSV esta compuesto de 15,222 

nucleótidos, el RNA codifica para 10 proteínas: tres proteínas 

transmembranales (F, G y SH), dos proteínas de matriz (M y M2), tres 

proteínas asociadas al ARN genómico formando la nucleocápside (N, P y L) 

y dos proteínas no estructurales (NSl y NS2) Fig. 1 (25, 26). 

f .. 1ATHJZ 

RIBONUCLEO 
:iROTEJNA. 

PR1)TEINA DE PROTEJN.A. DE PROTEINA SH -------PROTElNA. DE 

MATRIZ ~N \ 1 ~ IJNION 

3/N r---11

~<iH • 
PROTEINA N FOSFOPROTEINA. PROTEINA M~ POLIMERASA VIRAL 

f- 5 

RNA VIRAL + PROTEINA N+ PR1)TEINA P+ POLIMERASA~L~=:.:•~:O~M~P!,!LE~J~O!.JR~~~:;~-;~--, 

iESlS CON 
FALl.A LE OIUG~N 

Fig. l. Esquema de RSV mostrando las diferentes proteínas (tomado de 

www.all virology). 
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PROTEÍNAS DE RSV 

PROTEÍNA F 

La glicoproteína de fusión (F) de RSV, media la fusión de membranas y 

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

principal antígeno viral neutralizante (25). La proteína se sintetiza como. 

un precursor inactivo de 574 aminoácidos (denotado como FO) ~I cual 

durante su migración hacia la membrana celular se activa por el corte. 

proteolitico de furina en dos subunidades Fl y F2 las cuales permanecen 

unidas por un enlace disulfuro (27). Análisis de la proteína de fusión en 

células VERO infectadas con RSV muestran la presencia de una sola 

subunidad Fl y dos diferentes formas de la subunidad F2, designadas 

como F2a (21 kDa) y F2b (16kda) (28,29). 

PROTEÍNA G 

La Proteína de unión G es una glicoproteína de tipo 11 con un dominio 

hidrofóbico entre los residuos 38 y 66 que sirven para el anclaje a la 

membrana y como secuencia señal. El ectodominio e-terminal tiene una· 

región central ( 164 a 176 residuos) que es conservada en· Ja~:. cadenas, 

siendo este un sito candidato para la unión al receptor. El precursor. de 

32kd de la proteína de unión se modifica extensivamente por lá. adición· de 

cadenas de oligosacáridos produciendo una molécula madura de 80 a 90 

kd (30). La proteína G es altamente glicosilada y no es esencial para la 

replicación viral in uitro (31). Una de las formas de la glicop'roteÍna G está 

asociada a la membrana y la otra es secretada (Gs) (32). La proteína Gs 

(soluble) es claramente evidente en sobrenadantes de cultivos después de 

6 horas de infección, mientras que la forma asociada al virión no es 

detectada hasta después de 12 horas de infección (33). 
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PROTEÍNA SH 

J.unto con las·dos anteriores SH es una proteína de envoltura, consiste de 

64. aminoácidos en el grupo A o 65 en el grupo B, es altamente 

conservada entre las distintas cepas virales aisladas, es una proteína 

hidrofóbica. En células infectadas se encuentran cuatro formas, Sho la 

forma más abundante y no glicosilada, SHg es la forma que contiene unida 

una cadena de carbohidratos, SHp es una versión modificada de SHg en la 

cual las cadenas de carbohidratos son modificadas por la adición de 

polilactosaminoglicano y finalmente SHt es un forma no glicosilada y. se 

diferencia de las demás formas por no ser transportada a la superficie 

celular (34). 

La coexpresión de estas tres glicoproteinas F, G y SH aumenta .Ja fusión 

celular (formación de sincitios) en monocapas de células infectadas (40), 

Además se ha demostrado que estas tres proteinas forman complejos 

oligoméricos con mayor afinidad a heparina, que para las proteinas G y F 

individualmente sugiriendo un posible mecanismo en la ·propagación .de 

RSV célula a célula (35). 

PROTEÍNAS N, P y L 

Las proteínas N, P y L del virus sincitial respiratorio, son esendales para 

una eficiente transcripción y replicación del RNA viral, ademá.·s de estar 

asociadas con el genoma vira.l .de RSV formando la nucleo~~psid~. 
La proteína P de RSV (241 aminoácidos) actua como. un . factor de 

elongación para la RNA polimerasa dependiente deRNA(25):'/. 
' . . ... ·. .. ' . '.'. ,: . _,._, . ._,. 

'. ·:;::~:~~\~--~_::':·-: 

La proteína L es . un 'polipéptido de 2162 • ami~oáciclos, contiene seis 

segmentos altament6c~ns~rvados y se le asigna l~ fii~ción de RNA 
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p_olimerasa dependiente~RNA. _La proteína N de 391. aminoácidos,_ contiene 

tres segmentos de-'sect.ie~cias similares 
.· : ',' -·._ ,", 

presentes en los virus no 

segmentados y de_ sentido negativo, estas regiones conservadas, tal vez 

están involucradas en uria. o más funciones, tales como la unióri al RNA 

(25). 

PROTEÍ~A~• N~t f NS2 

·~- \-¡ •.-;:, 

NS i y. NS2Í/s~;,.pibléir1as n~ estructurales y . sus_ . RNAm de 'ef>taS son· 1os 

más aburic:l~nf~~ ci'~=.1c;~·'tr'a:ns~rÍptos de RSV por ~u locali~~ció~ proximal al 
, . ., -- --·.- -' "'·~-' ' : ''• ·- .. - . : ... ' - - , - " ' ' ·-·- - . : ' ·. . . 

prÓmot'c,r. ·J.,~ fllricióri de lás proteínas NSl y NS2 aún. rio se conoce (25, 

36)'. . 

. - -· -~ ';:-~>-- > --, --<~--~-

En ei RSv-'.~xÍ~ten dos proteínas de matriz M Y M2, la función de la 

pr~iéini'r.1 _e~ ¿~t~biÜ~r la ~nvoltura viral y participar en el ensamble, así 

como rriíi~t~ner lnactiv~ la nucleocápside antes del empaquetamiento, M 

e~tfl constituida por 256 aminoácidos, mientras que M2 por 194 (25). 

REPLICACIÓN 

Los glicosaminoglicanos (GAGs) están implicados con el inicio de la 

infección de RSV en cultivos celulares, estos se encuentran en .la superficie 

celular. Así la presencia de los GAGs que contienen ácido. iduronico, 

heparan sulfato y chondroitin sulfato B, son requeridos paríi.iiruí efiC:ierite 

infección de RSV, en donde interactúan con G y F facilit~ndó)a.uriié>~y 
entrada de RSV (38, 39). Otro factor que posiblement~' Ínt~n;i~~e.~fi la · 

entrada del virus a las células, es ICAM-1 a través de su\~riióg·c~n la 

proteína F (41). Después de la fusión de membranas se da la Übd~~é:iÓri del 

genoma viral en el citoplasma. Todos los procesos de r~~lica6i6~ del 

material genético viral se llevan a cabo en el citoplasrrm ·.celular· sin 
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involucrar el núcleo. Los eventos llevados a cabo durante la replicación y 

transcripción se muestran en la figura 2 (42( ~e~~n~ mostró que los 

promotores para la transcripción y replicación ·.se encuentran en los 

nucleótidos de 3' del genoma y que la preferenC:ia de nucl~Ótidos para los 

dos procesos no son idénticos (25, 29). 

El proceso de ensamble y liberación del RSV comienza con el ensamble de 

la nucleocápside en el citoplasma en dos pasos: primero la asociación de N 

y P libres con el RNA (-) para formar la ribonucleoproteina (RNP) y segundo 

la asociación de P y L. Las glicoproteinas F, G Y SH son transportadas a la 

membrana celular para formar la envoltura viral y por ultimo para la 

maduración se adquiere el RNP y las proteinas de matriz. El mecanismo 

bioquímico por el cual RNP es transportado dentro de la cápside no está 

claramente definido, pero tal vez están involucrados elementos de 

citoesqueleto. Finalmente el virión es liberado por gemación (43, 44 y 45). 

EPIDEMIOLOGÍA 

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) en conjunto con la neumonía e 

influenza continúan ocupando los primeros lugares dentro de las causas 

de mortalidad de infantes mundialmente.: Lris 'IRA'se'.present:'l~ entod~s 
las edades, aunque su frecuencia y gravedad es mayor entr(!; m~n-óres de 

cinco años y mayores de 65. ... 

Los agentes relacionados con las IRA son múltiples, pero se cons.idera que 

predominan los virus hasta en el 95 % de los casos. En México serepbrtan 

con mayor frecuencia el Virus Sincitial Respiratorio,.· Adenb~irus, 
Parainfluenza B e Influenza A. En el país las IRA ocuparon ."e,IL,seg¿r{aó 

lugar dentro de las principales causas de mortalidad infantil _Y,, en édad 

preescolar en el 2000 (46, 47). • .· 

Las _epidemias por el RSV. ocurren anualmente durante Iéls'. e~f~~iones de 
-· ·-

invierno y principios de primavera en climas templados y-·, durante las 

estaciones de lluvia en algunos climas tropicales. El huma~o es el~único 
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reservorio conocido. El contagio de RSV se lleva a cabo por contacto 

directo con las, secreciones nasales del individuo infectado y las 

reinfecciones'' ocurren durante toda la vida aún en presencia de altos 

niveles de• anticuerpos neutralizantes, sin que haya todavía una vacuna 

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

Virus 1.incitial 
respiratorio 

Pkm1illo 
ARN{+I 

Genoma 
ARN(·) 

· .. -~ 
Ad~rción/fusiOn 

::> 

o 
o 

• 
T [ ~ l S CON --¡ 

FALLA l:E OR;GE!_j 

Figura. 2. Replicación del RSV. (Figura tomada de Murray 1997.) 
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HIPÓTESIS 
Anticuerpos antivirales inducen modulación antígénica en células HEp-2 
infectadas con el Virus Sincitial Respiratorio. 

OBJETVO GENERAL 
Estudiar el efecto del anticuerpo anti-RSVen Ja locáli~aciónen Ja célula de 
los antígenos virales. · ·. .- ' · ·. · 

OBJETIVOS PARTICULARES 
1. Analizar por microscopia confocal la distribudón de los antígenos 

virales en Ja membrana de las células infectadas con RSV y tratadas 
con el anticuerpo anti-RSV. 

2. Determinar el porcentaje de células en las que se presenta el 
fenómeno de capping. 

3. Determinar la localización intracelular de los antígenos virales en 
células HEp-2 infectadas con RSV en presencia de anticuerpos 

4. Confirmar la internalización de las glicoproteinas virales en las 
células HEp-2 infectadas con RSV en presencia de anti-RSV. 
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MÉTODOS 

PROPAGACIÓN DE CÉLULAS HEp-2. 

Células HEp-2 se propagaron en D-MEM complementado con 1% de 
glutamina y 5% de suero fetal bovino inactivado (SFB) a 56ºC por 30 min 
en botellas de 25 cm2 , se incubarón a 37ºC en atmósfera húmeda con 5% 
de C02. 
Se subcultivaron 2 veces por semana, para lo cual se lavaron 3 veces con 
PBS y se agregó 1 mi de tripsina Smg/ml, se resuspendieron en 2 mi para 
su duplicación. 
A las células HEp-2 se les realizó una prueba de detección de micoplasma 
para descartar contaminación (kit de detección de mycoplasma B); 

CONGELACIÓN DE CÉLULAS HEp-2 

Células HEp-2 se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min a 4ºC, se 
recupero el botón y se resuspendió en medio para congelar, 
conservándolas asi a -70 ºC. 

ENSAYO DE DETECCIÓN DE MICOPLASMA 

El ensayo de detección de micoplasma se realizó con el, sobrenadan te de 
células HEp-2. 
1 . Solución de anti cuerpo : ,.. <~ ·· •; . . 
-Depositar 0.25 mi del anticuerpo la) anti-Marginirii, lb) áñtkJ\.'l·hyorhinis, 
le) anti-A.laidlawii, ld) anti-M.orale, dentro de4_pozOs;.enuna:placa· 

~:ls~~·q~~~cubar 2 hrs a 37ºC. . ._ , .. ;\:f_j:f ;:,·~}:: ',·_} / . ·. 
-Remover la solución de los pozos decantando sol:íre:.liri •lienzo• limpio, 
pipetear 0.25 mi de la solución de bloqúéo< a,• fodosQos'"i>o~os 'con 
anticuerpos e incubar por 30 mina 37°C; · · ·}'.'.'.'.(;:<:.¡<;:.} "~-~ ' 

:~t~~:~~:~~a~~~~~ión de los pozos decantandoi: l~jiri;~?:~~~~~{ ~~~ l~ 
4. Aplicación de la muestra y controles (negativo/positi~o).:/c);'.:;):,_ ·: .. 
-Agregar 0.2 mi del sobrenadan te de las células HEp-2; agregáf'.0;2 mi del 
control negativo y del control positivo en cada pozo correspondiente.: ' 
s. Lavados :{·>e/·::·•··· 

··.-·· 
-Realizar los lavados como se describe en el paso 3 ,_ .... ,'J.· .-<-:~--· 

6. Aplicación del anticuerpo de detección . : : . . . •' .. 
-Depositar 0.2 mi de los anticuerpos para cada especie.de 111icoplasma en 
los 4 pozos correspondientes e incubar por 2 hrs a 37°C. 
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7. Lavados 
-Cómo se describe en el paso 3. 
8. Aplicación de estreptavidina-peroxidasa 
-Agregar 0.2 mi de estreptavidina-peroxidasa en cada uno de los 16 pozos 
cubrir la placa e incubar por 1 hr a 37°C 
9. Lavados 
-Como se describe en el paso 3. 
!O.Reacción con el sustrato 
-Agregar 0.2 mi de la solución del sustrato en los 16 pozos e incubar por 1 
hr al8-2SºC. 
11. Evaluación 
-Se cuantificaron las muestras a 40S nm. 

PROPAGAR EL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO 

Monocapas de células HEp-2 con confluencia entre el a 80 -100% se 
infectaron con el RSV a una multiplicidad de infección (MOI) de 1.0, 
después de dos hrs de adsorción a 37ºC en atmósfera húmeda con So/o de 
C02, se retiró el inoculó y se reemplazó por medio para infectar, se 
incubaron hasta observar efecto citopático (sincitia). Las células ya 
desprendidas por efecto del virus se recuperaron con el sobrenadante en 
un tubo cónico de SO mi, se sonicó (Branson ultrasonic clear mod. 452E) 
por 10 min y se centrifugo a l,SOO rpm a 4ºC durante 10 min en una 
centrifuga sorval RT 6000d para eliminar restos celulares, se recuperó el 
sobrenadante y añadió 0.1 M de MgSQ4 para mantener la infectividad del 
virus, se hicieron alícuotas de 1 mi para su congelación a -70ºC y 
posterior titulación. 

TITULACIÓN DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO 

Células HEp-2 se crecieron en placas de 96 pozos y se infectaron con 50 µI 
de cada una de las diluciones seriadas 1:10 de la suspensión viral por 
cuadruplicado, el inoculó se dejó por dos horas a 37ºC en .atmósfera. 
húmeda con 5% de C02, transcurrido el tiempo de incubación se sustituyó 
por medio para infectar dejándose así hasta observar efecto. citopático 
(EPC). . 
El calculó del TCIDso se realizó utilizando el método de Karber (SO). 
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TC!Dso= ~A-o (S-0.5) 

En donde: 

· A= log10 donde el 100% de pozos presentaron efecto citopático. 
o= log10 del factor de dilución. 
S= suma de los pozos que presentan efecto citopático incluyendo aquella 
donde el 100% también Jo presentan. 

-1 -2 -3 

A *" * * 
B * * 
e * * * 
D * * •·· * 
E * * 
F * 
G * * ~ ~~<· .. 
H * * * '"¡.-,·. 

"• ' 

LJ Con efecto citopático 

c::::J Sin efecto citopático 

-4 -5 -6 -7 -8 

Usando los valores del esquema anterior, tenemos que: 
A=-2 
o= log10 10 = 1 
S= l. 750 o la suma de 
-2: 8/8 = 1.000 
-3: 5/8 = 0.625 
-4: l/8=0.125 
-5: 0/8 = 0.000 

1.750 
Remplazando los valores en la e.cuación: 
TC!Dso = A - o (S-0.5) 

= -2 - (1) (l.75~0.5) 
= -2 -1.250 
= -3.25'. 
= 1Q·3.25 / 50 ~,¡ 

-9 -10 -11 
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PURIFICACIÓN DE LA FRACCIÓN lgG DEL SUERO POR COLUMNA DE 
SEFAROSA 

Las lgG del suero preinmune se purificaron por columna de sefarosa, la 
proteína A se reconstituyó en 1 mi de agua desionizada y se colocó con 
una pipeta en una jeringa con la punta tapada con fibra de vidrio, 
dejándola así por 15 minutos, se lavó la columna con 6 mi de 
amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 8.0, seguido por un lavado de 2 mi con 
amortiguador de fosfatos O. lM pH 8.0. Posteriormente se colocó 1 mi de 
muestra de suero preinmune dejándola por dos horas a temperatura 
ambiente. La columna se lavó con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 8.0 
colectándose fracciones de 1 mi y sé determinó la densidad óptica a 280 
nm hasta obtener valores de cero. Se comenzaron a eluir las lgG de la 
columna con ácido acético 0.1 M y NaCI 0.15 M pH 2.0 colectándose 
fracciones de 1 mi en tubos de eppendorf nuevos que contenían 100 µI de 
tris-HCI 1 M pH 8.0, y se cuantificó la concentración de proteína a 280 nm 
en un esprectofotometro, las fracciones obtenidas con densidades ópticas 
de 0.9-2.172 se mezclaron y dializaron contra PBS lx pH 4, y se determinó 
la concentración de anticuerpos neutralizantes. 

CUANTIFICACIÓN DE IgG INMUNE Y PREINMUNE 

Para cuantificar la cantidad de lgG inmune y preinmune por el método de 
Bradford, se realizaron 10 diluciones seriadas de albúmina sérica bovina 
(ASB) 1: 1 O tomando 40 µ1 de cada una de las diluciones para mezclar con 
1 O µI de las muestras de lgG preinmune e inmunes por separado y por 
duplicado en placas para ELISA de 96 pozos, añadiendo en cada una 160 
µI de la solución de Bradford 1:5 esperando 5 minutos para leer a 480 nm. 

CUANTIFICACIÓN DEL TITULO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES 

Se realizaron seis diluciones seriadas 1 :3 de las inmunoglobulinas anti­
RSV lo mismo se realizó para las inmunoglobulinas preinmunes por 
duplicado se tomaron 60 µI y se incubaron 30 min a 37ºC con 60 µI de 
virus con un titulo de lxlos, transcurrido este tiempo se inocularon con 
50 µI de esta mezcla, monocapas de células HEp-2 crecidas con 
anterioridad en placas de 96 pozos, después de 2 hrs de absorción a 37ºC, 
se retiró el inóculo sustituyéndolo con medio para infectar el calculo se 
hizo por el método de Karber, tomando en cuenta, que en esta ocasión el 
titulo se expresó como la última dilución en donde no se observa efecto 
citopático. 
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DETERMINAR LA PRESENCIA DE 
INMUNOFLURESCENCIA INDIRECTA EN 
ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA RSV. 

ANTÍGENOS 
PRESENCIA 

DISTRIBUCIÓN DE LOS ANTÍGENOS VIRALES EN LA MEMBRANA 
CELULAR EN PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-RSV 

POR 
DE 

Se crecieron 1 x 104 células HEp-2 en cubreobjetos tratados previamente 
con poli-L-Iisina [ lµg/ml] (durante 30 min a temperatura ambiente y 
lavados 2 veces con PBS) para aumentar la adhesión celular, infectándose 
por 12 hrs con el RSV Long a MOi de 100 y posteriormente se incubaron 
con el anticuerpo anti-RSV e lgG de suero preinmune 1:5 durante una 
cinética de lhr y media a 37ºC, se lavaron tres ocasiones con PBS 1% de 
ASB e incubaron con el anticuerpo 1:50 anti-RSV conjugado con FITC por 
una hora a temperatura ambiente, se lavaron tres veces con PBS lº/o de 
ASB y fijaron con paraformaldehido al 0.4 % por 15 min, finalmente se 
lavaron con PBS para su posterior análisis, por microscopia confocal 

DETECCIÓN DE ANTÍGENOS INTRACELULARES 

Se sembraron 1 x 104 células HEp-2 en cubreobjetos previamente tratados 
con poli-L-lisina se dejaron así por 24 hrs a 37ºC en atmósfera húmeda 
con 5% de C02, se inocularon 12 hrs con RSV Long a una MOi de 100, 
transcurrido este tiempo se incubaron a diferentes tiempos (10, 20, 30, 40, 
50 y 60 min.) con lgG 1:5 (obtenidas de la purificación de suero inmune 
y preinmune) se lavaron 3 veces con PBS 1 % de albúmina sérica bovina 
(ASB), se fijaron y permeabilizaron las células con metano) frío (-20ºC) por 
cinco minutos y acetona (-20ºC) por 30 segundos, se realizaron 3 lavados 
con PBS 1 % ASB y bloquearon toda la noche a 37ºC con PBS O. 1 % de ASB 
+ 2% de SFB, se lavaron tres veces, cada uno de cinco minutos con PBS 
1 % de ASB, tween20 al 0.05% e incubaron con el anticuerpo anti-RSV 1 :50 
durante una hora a 37ºC. Se lavaron con PBS 1 % ASB, finalmente se 
incubaron con FITC-conejo anti-Cabra 1 :50 por una hora a temperatura 
ambiente y se lavaron una vez con PBS y dos con agua destilada, para su 
posterior análisis en microscopia confocal. 

INHIBICIÓN DE LA JNTERNALIZACIÓN DE LAS GLJCOPROTEINAS 

Células HEp-2 (1 xl04 ) se crecieron en cubreobjetos tratados con poli-L­
Lisina con anterioridad, e infectaron por 12 hrs a MOi de 100 con RSV. 
Para el ensayo de inhibición de endocitosis las células se incubaron con D­
MEM al 2 % de SFB y 0.3 M de sacarosa por 30 min a 37.ºC; Al termino de 
este tiempo se realizó un lavado con D-MEM, 2% de SFB e incubaron en 
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medio hipertónico por diferentes tiempos (10 mina 60 min)- las células se 
fijaron, permeabilizaron y se realizó el ensayo de inmunofluorescencia 
indirecta para detectar los antígenos virales. 

MICROSCOPÍA CONFOCAL 

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

VIABILIDAD 

Células de HEp-2 (lxl04J se crecieron sobre cubreobjetos preparados con 
poli-L lisina, se infectaron con RSV a una MOi de 100 por 12 hrs e 
incubaron con el anticuerpo anti-RSV por 1.5 hrs, 48 hrs y 72 hrs. 
Posteriormente, a las células se les añadió 200 µl de EDTA por 5 min, sé 
resuspendieron con 15 µl de tripsina (Sµg/mlj, 5 µl de medio para infectar y 
5 iil de azul tripano para el conteo celular. 

*la preparación de medios y soluciones se describe en_ apéndice. 
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RESULTADOS 

PROPAGACIÓN DE CÉLULAS HEp-2 

Para el ensayo de modulación antigénica era importante que las células 

HEp-2 estuvieran libres de contaminantes, puesto que el contaminante 

más común en las lineas celulares es el micoplasma se determinó 

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

Especies de Sobrenadante de células Control - Control+ 
Mico plasma HEo-2 

o.o o.o o.o o.o 
M. arainini 0.492 0.562 0.545 1.557 
M. huorhinis 0.398 0.386 0.386 0.695 
A. /aid/awii 0.454 0.439 0.441 1.519 
M. ora/e 0.362 0.345 0.360 ***** 

O.O densidades ópticas 
TABLA l. Detección de micoplasma en células HEp-2. 

Observamos que los valores de O.O de los sobrenadantes de las células 

HEp-2 son negativos con respecto a los presentados por los controles 

positivos del kit de detección de micoplasma, por lo que se decidió trabajar 

con estas células para la propagación del Virus Sincitial Respiratorio (RSV) 

y posteriores ensayos de inmunofluorescencia. 

PROPAGACIÓN DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO 

Las células HEp-2 se infectaron con el RSV a una MOi de 1, los 

sobrenadantes se cosecharon cuando el efecto citopático fue claramente 

visible (Fig. 3). 

.• 
' l~ ' . . 1/ 

. ,,,;.· 
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FIG.3. Sincitia característico producido por el Virus Sincitial Respiratorio. 
A) Células HEp-2 10 X, B) 40x, C) Células Infectadas a MOi de 1 con RSV 
yD) 40X. 

TITULACIÓN DEL VIRUS 

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

realizaron varios pases, los resultados se muestran en la TABLA 11. 

Núm. de oase TCIDso 
l 6.3 X 102 /ml 
2 6.32 X 103 /mi 
3 6.3 X 10s /mi 
4 6.3 X 106 /mi 
5 1.1 XlO' /mi 

Tabla 11. Pases realizados al Virus Sincitial Respiratorio en células HEp-2. 

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

producía un efecto citopático claro en células HEp-2 (Fig.3). 

El virus obtenido de este pase se utilizó para todos los ensayos posteriores. 

'TESIS CON J 
FALLA CE OR~N 
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DETERMINACIÓN DEL ANTÍGENO VIRAL EN CÉLULAS INFECTADAS 
CON RSV POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 

Para determinar las condiciones óptimas para la detección de antigénos 

virales, se infectaron células HEp-2 a una MOI de 1 a diferentes tiempos (8 

y 24 hrs) paralelamente se hizo un control de células sin infectar. Los 

anticuerpos utilizados en la inmunofluorescencia . (anti-RSV y anti-IgG 

fluoresceínado) se diluyeron 1:250 ·y 1:50 respectivamente,· en· .estas 

condiciones, en las células infectl1dás .. se observÓque l~{inte~s,id+cI de 

f~~f~~;~~~f~~l~~sr ll~~ii,lllil~ 
anticuerpos 1:250 del anti~RSV y 1:250,,'1:500 delcorijugadoo'"a.'8:hrsde 

.. ~:~=~~~:ó~~::T~~:·~~::~2;~~ii~~~1~~::. 
células. infectadas de las no infectadas, lo' que,,nosYhizo)'perisar, que· el 

..:· · . :. . . _ . . >:;·: .--~·:_~:;/:<::.~{:,"~~::~~1.ij.:U:(f~·::·~--:-:':·\J};·\;-:<::·.·.'<,.'.: 
··._.anticuerpo fluoresceinado se estaba uniendo.ir,i~~p.e~!.fic~l:l.!eI'lEe:'-;' 

Para comprobar si había unión inespecíflca del anti-;;~;~~~ flu~~~sceínado, 
se infectaron las células a una MOI de 1 por'.'s'li'i~~Y~~:"¡¡:¡~ii~~~dn .sólo con 

',el anticuerpo fluoresceinado (1:250) y se obs~&9-~ti~;~í~~~i~~~ent~ se unía 

inespecificamente. Para eliminar •el .. l"llid~~~¿¿JlJci~b'.:·;~,rel. anticuerpo 

fluoresceínado, se usó otro amortiguador·'.:~e;~i~tj~~~9P~S c~n.1 % de ASB 

y 2 % SFB, también se cambió la Ínl1lti~l-iclci~~:'cie\nfeC:ci~n así como la 

concentración de los anticuerpos y:1ós i:ieriipos' de'infección. 

Células HEp-2, se infectaron a ~m:Í. Mor· cÍe 100, du'rante 12 hrs los 

anticuerpos anti-RSV e lgG~ ¡;'IT(; ~~ usaron a una dilución. 1:50, 

. observándose los
1 

siguientes resultádos analizados' en un microscopio 

confocal (Fig. 4). 

22 
"i ~· • ~ ~ 

; .... ..: ; ~ . •. j . 



A 

B 

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

En la Fig.4 se muestra que los antígenos virales se encuentran 

homogéneamente distribuidos en el citoplasma de células infectadas y que 

en el control no se observa fluorescencia inespecífica. 

Los resultados anteriores nos permitieron determinar las condiciones 

óptimas de MOi, tiempo de infección y concentración de los anticuerpos 

que permitieron identificar claramente los antigenos virales en las células 

infectadas. 

Estas condiciones se utilizaron posteriormente para los ensayos de 

modulación antigénica por anticuerpo anti-viral. 

DISTRIBUCIÓN DE WS ANTÍGENOS VIRALES EN LA MEMBRANA 
CELULAR EN PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-RSV 

La distribución de los antígenos virales en la membrana de células HEp-2 

infectadas e inducida por la incubación con (0.03 mg /mi) el anticuerpo 

1 f ~ l S C ~j N t 
FALLA L'E ORiG~ 
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anti-RSV, se determinó durante una cinética de 1 hr fijándose con 

paraformaldehído al 0.4% cada 10 min del tratamiento. 

En la figura 5 se muestra que los antígenos virales están distribuidos en la 

membrana celular al tiempo cero y 10 min después de incubarse con el 

anticuerpo anti-RSV, mientras que a los 20 min de incubación se observó 

que los antígenos virales se encuentran aglomerados o formando "capping" 

en el 10 % de las células infectadas. Mientras que en el resto de las células 

se observó una distribución homogénea de la fluorescencia en la 

membrana. 

.l 
. ¡, 

e:;-. .t!~~: 

1f:dS COB 
IAU.A l:E OtiGEN 
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Fig.S. Detección de los antigenos virales en la membrana de células HEp-
2 infectadas en presencia del anti-RSV a A)O, B)lO, C) 20, D) 30, E) 40, 
F) SO y G) 60 mio de la incubación con el anticuerpo. (Panel izquierdo luz 
UV, Panel derecho luz visible) 
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DETECCIÓN DE ANTÍGENOS INTRACELULARES 

Para determinar que Jos antígenos virales posiblemente fueron 

internalizados por Ja incubación en presencia de anti-RSV en células 

HEp-2 infectadas, las células se fijaron y permeabilizaron a Jos 10, 20, 30, 

40, 50 y 60 min de incubación con el anticuerpo anti-RSV (Fig.6) y se 

realizó el ensayo de inmunofluorescencia indirecta en las condiciones 

anteriormente mencionadas. 

·~-'~~r~: 
.,,.,, •. , B 

e 
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Fig.6. Distribución de los antígenos virales en el citoplasma de células 
HEp-2 infectadas e incubadas con el anticuerpo anti-RSV a düerentes 
tiempos Al O, BI 10, C) 20, DI 30, El 40, FI 50, GI 60 min. (Panel i7.quierdo 
luz UV, panel derecho luz visible). 

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

disminución en la intensidad de la fluorescencia detectada en el 



citoplasma, sin embargo, a los tiempos 10, 30 y 50 min, se observó un 

aumento en la intensidad de la fluorescencia por la incubación con el 

anti-RSV. 

Para confirmar la especificidad del efecto se usó como control lgG de suero 

preinmune y se incubó en las mismas condiciones descritas 

anteriormente. 

\ ~~ 
!: '· 
. <·<Z\ 

B 

I 

,. i .. e 

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

El uso de lgG preinmune (Fig. 7) no alteró la expresión de los antigenos en 

las células, lo que confirma que el efecto esta dado por la unión del anti-
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RSV con los antígenos virales, lo que sugiere que el fenómeno de 

modulación antigénica por anticuerpo es específico. Además de mostrar 

que a tiempos cortos de incubación con el anti-RSV puede inducirse 

aglomeración e internalización de los antigénos virales. 

INHIBICIÓN DE LA lNTERNALIZACIÓN DE LOS ANTIGÉNOS VIRALES. 

Para determinar la internalización inducida por el anti-RSV de las 

glicoproteinas de la membrana en las células infectadas se incubaron en 

medio hipertónico (0.3 M de sacarosa). 

..~ 
. ·'·A 

.\ 

1'fns COI -1 
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Fig. 8. Inhibición de la internalización de los antígenos virales en medio 
hipertónico a diferentes tiempos de incubación con el anti-RSV A) O, B) 
10, C) 20, D) 30, E) 40, F) 50 y G) 60 min. (Panel i7,quierdo luz UV, panel 
derecho luz visible). 
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. ' ' 

Los resultados mostraron qu~ al incuba~ en medio hipertónico se inhibió la 

internalización de los antig6n~s viral~~~ lo~que· sugiere que posible~ente la 

disminución en la intensidad de'nl.lo~~sc~·ll~ia que se obse~ó a lo~ 20: 40 

y 60 min (Fig.6) fuera de bid~ a' l.I~;~ ~rfd~~Í~~~¡; . , ;; ; , , , 
- '.' ·,"~' ·::.--·-' ,·,:',; ':,",:_:'.~;<~·-",/··/ .. :.,·_· __ , ::.: ·--,<- ;. 

: :~: :~~ ::, '-·· 

VIABILIDAD ' :~: . :., ;:;::¡;, ,',~>. ' ';:.' . '· ) '\ ; ,j > 

Para evaluar si la p;~s;~ciáf~g~iif~~~rpb;';spei:ificos'i~r~el'0¡i;i·~·· tienen 

efecto sobre la viabúi<l'~ci ~k'1i~:~"éll1i'i~· i~rt!6ta~'i:i~ T rJoi°cÍ~ 'l ()() cih RSV. 

células HEp-2 se incubarón',con'0.03 nig'/ ml'del anÚétie~pofárii:i-RSV a 
' -_,,• . '·'' .. ·. ' : ' ·.. . . ·. -, 

diferentes tiempos (L5;' 48 y 72 hrs) y se deter~ino ta' viabilidad celular 

por exclusión con azul tripano ( tiñe específicamente a las células muertas) 

(Fig.9). 
~~~~~~~~~~~-

Viabilidad 

100000 ·1 

5000: ·1---• .---11.__i.::1'1.---,-J~---"~:::l!I¡ ¡___-,-m.J ___ l.Ol!l...~....1---..l!ll!:!:l-----I 
o 1.5 

ecélulas infectadas con lgG inmune 
OCclulas infectas 
@Células sin infectar 

48 72 hrs 

Fig.9. Viabilidad de células HEp-2 durante la incubación con anti-RSV. 
Los datos son el promedio de ensayos por triplicado. 

Se observó que Ja viabilidad no es alterada significativamente entre los 

tiempos O y , L5 hrs comparados entre la presencia o ausencia del 

anticuerpo;' Alrededor de las 48 hrs, la viabilidad comienza a decrecer, 

independientemente de la presencia del anticuerpo. 

'tfSIS CON 
fllLI f'F. OR.IGEN 
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DISCUSIÓN 

En este trabajo se estudió el fenómeno de modulación antígenica, inducido 

por el anticuerpo anti-RSV en células HEp~2 infeptadas con el -Virus 

Sincitial Respiratorio. 

l. Redistribución. 

La interacción entre los antígenos virales y el aIÍti~Üe~p()~ii~~.ilfr~I indtlcen . 

la redistribución de las glicoproteínas• vir~l~~;;;f#'; .. 1~1~~i:~fü~~:,~~.-~~l.ul~r,. 
resultados similares se reportan para·los virus··de_';sarainpión·;.•iníluenza, 

:::::::~::;,:;_::'~~::~:::~::;:I:,~~~~~l~~[~~~~~¡~: :: 
membrana, la presencia de "capping" alos:2o:;min'~es:ys~mejantealo 

~Z~f t ~~?~~s~w~trill!llilif 1·•·· 
condiciones, confirma. que este fenómeno ~s e~~ecificb_;Y ~oi~ ;~~7P~~'~entá 
con anticuerpos anti-RSV. ·• .. - ::> .. ;.:· 
Joshep y Oldstone (1974) describen que .. el· fenómeno' ci~-~c~~ping" y 

redistribución de los antígenos virales;' rici es 'i:iri'·,re~ue-~irÍliento esencial 

para el mecanismo de modulación (7, 10)'. Co~ lo ql1e podríamos explicar el 

bajo porcentaje de células infectadas'.• qu~ p~esentaron "capping" en 

nuestro sistema. 

11. Internalización. 

Los resultados en las céli.tlas permeabillzadas después de la incubación 

con el anti-RSV, mostraron ;,que ¡~· intensidad de fluorescencia en el 

citoplasma aurl1enta'l:iá•y'disll-iinufa eriforma cíclica con respecto al tiempo 

del tratamiento en~! cito~l~sma de Ía~células. 
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Lo -que - sugiere~ -que ~efectivamente -- los· antígenos - viráles -fuéron 

internalizacl~s y.~Úeel fenÓmeno observado al parecer es cíclico. 

La inte~áiiz~ciÓrÍ -d~ antígenos virales s~ ha reportado para el virus de 

pse~dorabia al adi~ionar anticuerpos policlonales anti-PrV a -m~no~itos 
infectados c~n:PrV,,la endocitosis se presentó en el 65 % de las-células 

infectadas a los 10 inin de la adición del anticuerpo (15). 

01sal'l et. ar ¡1991¡ demuestran que la adición de anticuerpo r11C>n.'ac1011a.1 

anti~gE d.e varicela ~aster induce endocitosis de la glicoproteín'i;l~E'(gE) en 

céÍulas HeLa infectadas (51). ___ - -;, -~:;; >( 
Para confirmar la internalización de los antígenos viral¿~ -;~--irihibió la 

endocitosis de las glicoproteínas _ utilizand?_ el, mci:tod~<}~~~;tado para 

varicela zoster. \} '' ·> 
Encontramos que al incubar' can:.¡-(¡gdio',ilipertÓ-ni~~o'(0:'.3/M'de· sácarosa), 

las glicoproteínas se locitlim,r~~;~g'-,1~:;T,~;Wb,lil~~;1§~~fs:~~f1;~las infectadas, 
lo cual posiblemente podriamos:;:,explicarlo'p~rque;;l~s'.~esículas son 

::::::·~=: ::d:;:!:}¡~f ~~~~l~~í¡~í~~~~~El~,r.::mq:~: 
internalización vía vesículas; es .;perturbadó\ipor/solucicines hipertónicas 

(52, 53 y 54). ______ :- ; '..ú~i; ;;;·«i1Jt{\~_il~~~~~;,~-M'.:_;~t'~;~~;;-'.<·,.-_ :- _____ • •-. 
Otros reportes apoyan ·_ nuestras_--observacfon_es-,;¡)) Dukas -an~ Zigrnond 

:~:~:::n o.:~e M 

1:e ~::c0:::~:nLtJ~i~frf j~;:f "f~~r~:t~~t~iiifb~~g~~•~i~:•-
:· ' . . "'• ' ·.· ' ¡ ·.•· ·. }' "·.:·"''.' " ~" 

internalización de los péptidos · quimiotácticos -~ediaí:I~- '. ¡:ior/:repeptóres; 

sugiriendo que la función de las vesículas ~ubieftasd~Aia.t;:fiia'°esJ~hibida 
por hipertonicidad (52). 2) Hansen et. al. encueritra11 qh_~);:_iris~-b~~iÓ'n ~~ 
medio hipertónico remueve la clatrina de. la membr~I1E\y\~~ta'_~;i?~dJiliula 
en el citoplasma (53). 3) Heuser et. al. encuent~an 1 q~e)lti~-¿¿);~~i.Ó~ ~o~ 
medio hipertónico interfiere con la interacci¿H_;~~ft~:tJ;~~j~~rlBa 'y_ el 

adaptador HA2, los cuales proveen el aparaí:o_-mole_i::_~1at:'¡)araVriíl's~iectiva 

y eficiente internalización de las proteínas ~u~Conlie~e~ una secuencia de 

reconocimiento en su tallo citoplásmico (54). 
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El proceso de endocitosis mediada ¡cpcir receptor, esta regulada por 

citoesqueleto, secuencias s~ñal y c::Iai:~ina: 
A) Citoesqueleto 

Van de Walle et. al. han reportado que el(!~(!f1tos d<: c:it()e~.qúel.eto (actina, 

miosina, dineína y micro tu bulos).· ¡:ja'rticipal1.·en: Jaé' intérnalizáéióri de los 

antígenos virales de pseudorabia (16, '17): 

La importancia de la actina durante· el .proceso.: de, la il1t~rl1~li~~ciÓn o 

endocitosis aún no es clara, sin embargo sé h'a :reportado que el us~ de 

inhibidores de la polimerización, reduce significativame~té la e~do~itosis. 
• • :·-.. i 

Los microtubulos funcionan como vía de transporte de h1s vesículas hácía 

el interior de las células, la adición de colchicina inhibidor de la 

polimerización de los microtubulos resulta en la reducción en la 

internalización de las glicoproteínas, lo cual sugiere la importancia de 

estos durante el proceso. La dineína que media el transporte de las 

vesículas, es co-localizada en glicoproteínas endocitadas, por. lo tanto los 

componentes celulares microtubulos y dineina son importantes durante el 

proceso de internalización de los antígenos virales inducido por el 

anticuerpo (16, 17). 

La posible participación del citoesqueleto en nuestro modelo aún .esta por 

determinarse. 

B) Secuencias señal 

Se ha reportado que el motivo YXXcj> LL Cn el tallo citoplásmico de 

receptores celulares muestran ser' cruciales para.su en.dC>ci~C>sis, donde Y 
,. ' ..... : . - . 1" . ' 

representa una tirosina, X un amifioácido, cj> es .Un a;:n_inÓácido hidrofóbico 
• ·.• : ·- - . .-·:.:. 1. • . .\":.' '.: .·; :' •.. 

~ªLL ::::7to~~sble :~:ii::~ · por :receptci;e~'.f,¡)él-mite'.{1a entrada de 

macromoléculas vitales para el ap~~pl~do f~~ci~~~~iérito de las células. 

La fase de entrada de este pro~es~"~s''inlcÍ~d~~()r~(a~~pamiento de los 

receptores en regiones de la ~~;ni:>ia~~:'~~ri.ii.ri~~~éridrinternalización, 
vía vesículas cubiertas de claú-irik:>Est~~:cambÍC>s favorecen la unión de 

casein cinasa al tallo del receptor,,fosforÜando a. tirosina en la secuencia 
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YXXL. Esta primera fosforilación induce una cascada·. de fosforilación y 

desfosforilación, enviando una señal al núcleo y finalmente comenzar la 

endocitosis del receptor. Se ha reportado que la carencia de los tallos 

citoplásmicos en receptores de baja densidad (LDLR) y trasnferrin (TR) 

·disminuye su internalización. (55, 56 y 58). 

Favoreel et. al. demostraron que la mutación de un residuo· d.e tirosina 

localizada en un motivo YXXcfi en laproteina gB del virus de Pseud~rabia 
resulta en un decremento en la internalización de la glic~proteina irldtlcida 

, · . '. • ~ · .. • . :;.¡ C• ; e" , f 

por el anticuerpo, resultados similares son· reportados. por 'Olsone ,·et. al. 

para la glicoproteína gE de varicela zoster, demostrnndoqtte la ~~éuencia 
antes mencionada es esencial para la endocitosis (55, 57 y .51). 

De posible interés en este contexto tal vez es la presenci~ d~ u'n'a secuencia 

YXXcfi y LL en el tallo citoplásmico de las glicoproteínas virales (F, G y SH) 

expresadas en la membrana de células infectadas con RSV. 

En la proteína G observamos la siguiente secuencia YKLN,L, en F YDPL y 

LL y en SH YFTL y LL (59) por lo que posiblemente la p~esencia de estas 
•• , •• •• > ,·. ' ' 

secuencias esté interviniendo. en la internaliza~i?n~de lc)s antígenos virales 

observados en nuestros resultados::· ·.,, •··e>' 

Una característica importante. en nuestro ~l~t~mEJ:\~s la feproducibilidad 

del mismo ya que en todos los ensayb~ r~~HzaC!cÚ~sk;bbtuv'ieroá ;esultados 

~~~::::·multado• mu.,tran q:: :: Ji!J l~~I.tf~~~~;::ción dÓ 
::tic:et:::n::ti:::::e; p:esi~~em:::b::::~::i~~Í:f1~::t~1~~~=::··~!::ió~ 
del sistema inmune, mecanismo usado por elvirus ~a:"ra'f~~ore'ce~. que su 

información genética permanezca en el hospedero. 
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CONCLUSIONES 

La interacción del anticuerpo anti-RSV con los antígenos virales 

de la membrana celular inducen: . ,·.· . '."·· - --

1) "Capping" del 5 al 1.0 % de las células .. 

2) Distribución, .. homogéi-iea .de\los antÍgenos virBles en el 

citoplasm~L ¡,/· .•• ''.·'.'···. :,\,e >t . ·•··., 

:: :::~±~~~~fiid~~t.it~~aÍes: 
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APÉNDICE 

MATERIAL DE PLÁSTICO 

-Botella de cultivo de 25 cm2 (NUNC, Roskilde denmrak Cat no. 163371) 
-Botella de cultivo de 75 cm2 (NUNC, Roskilde denmark Cat no. 147589) 
-Botella de cultivo de 150 cm2 (NUNC, Roskilde denmark Cat no. 144881) 
-Cajas de petri para cultivo de tejidos (NUNC, Roskilde denmark Cat no. 
172931) 
-Criotubos de 1.8 mi (S!MPART Cat no. Rl 725-9) 
-Cubreobjetos de vidrio de 10 mm (Knittel glaser Alemania) 
-Raspador celular de 32 cm (NUNC, Roskilde denmark, Cat no. 179707) 
-Portaobjetos de vidrio (SLIDES China.,Cat no. 7102) 
-Placas de cultivo de 96 pozos (NUNC, Roskilde denmark Cat no. 167008) 
-Placas de 96 EIA/RIA (COSTAR, Broadway, Cambridge., Cat no. 3590) 

REACTIVOS QUIMICOS 

-Acetona (MERCK, Darmstadt, Alemania., Cat no. 9070457) 
-Ácido acético (J.T. Baker, Danvers, MA., Cat no 9705-05), • ·,. ..... 
-Ácido etilendiaminotetracético EDTA (J.t Baker, !ne, Danvers, MA.; Cat 
~~~ . ·.· 
-Albumina serica bovina (SIGMA Chemical Ca., St. Louis, MO., Cat no A-
450~ ;\ 
-Azul tripano (SIGMA Chemical Ca., St. Louis, MO., Cat río. T~5526) 
-Carbonato de sodio(J.T Baker, !ne, Danvers, MA., Cat no~ 3602¡:'> 
-Cloruro de potasio (J.T Baker, !ne, Danvers, MA., Cat nci/106570Nf 
-Cloruro de sodio (REPROQUIFIN Cat no. RA 20115) . . . . : .. . 
-Fosfato de potasio di básico (Química dinámica analítica, Méxic~. Mex., Cat 
no. 325220) . . . • . .. •... . 
-Fosfato de potasio monobásico (J.T Baker, Inc, Danvers, MA~·; Cát.no .. 
3246-01) .... /('. : . ...... . 

-Glucosa . . :.<:· ···-, .. ,··.;:.: -.~·· 
-Metano) (MERCK, Darmstadt, Alemania., Cat no. MX0488~.1Ji/ 
-Poli-1-lisina (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO., Cat no.P-1399) . 
-Polietilenglicol (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO., Cát"l'lº· P.~2139) 
-Solución Bradforf (BIO-RAD, Laboratories, Hercules, CaL;'"Cátno .. 500~ 
0006) .. , • • ; ···:: 
-Sacarosa (MERCK,Darmstadt,alemania., Cat no. 7651) . (,-·., . ... \· .·.-~·; .:.·. 
-Sulfato de magnesio (J.T Baker, Inc, Danvers, MA., Cat nci; 2500~01) 
-Tris HCI (SIGMA Chemical Ca., St. Louis, MO., Cat no. T..:3253) . 
-Trizma Base (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO;, Catno.·T,.:1503) . 
-Tripsina (SIGMA Chemical Ca., St. Louis, MO., Catno:.T-2395) .· · 
-Tween20 (BIO-RAD, Laboratories, Hercules, Cal., Catn~: 159728A) 
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ANTICUERPOS 

~Anticuerpo policlonal-de conejo aÜti-cabra,co;¡jugB.do con FITC-
(ZVMED Laboratories, San FranéiscO., Cat:no61<1611) _ . . 
-Anticuerpo policlonal de cabra anti~RSV (Chemicon, Cat no: AB 1128) 

' .-- »• ' •'," :, .. : •.• ·, .. ,. __ : 

-Anticuerpo de cabra anti-conejdigd~~ITC_(Sa~ta';Órii~.da~~~-C~z CA., 
Cat no ) ·-._ > > · ...... , < : ' / i'.;: ;}, >' ; . · 
La dilución de los anticuerpos se realizó'en.PBS lxi"l % de'álbúmina sérica 
bovina inactivada; ''.~'(;':!:';;·-,·.; <i:'C ·· > ·~ :';,;:_ '<'Y·/':/ :,'..' · -· 

.. ".' ·. !~-~ •. 

-kIT DETECCION de. mÍ~b~lasma (Boeh~inger rriannh~Ún/cai no. 1296 744) '• ... · . ·. . . 

MATERIAL BIOLOGICO 

CELULAS HEp-2 

-Células HEp-2 derivadas de carcinoma epidermis de laringe inicialmente 
obtenidas de ATTC (American Type Culture Collection CL23) y donada al 
laboratorio de virología de la Facultad de Medicina por el Doctor Trudel del 
Instituto Armand Frappie de Montreal Cánada. 

VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO 

-Virus sincitial respiratorio cepa Long (ATTC VR 26) donada al laboratorio 
de virología de la Facultad de Medicina por el Doctor.Trudel del institúto 
Armand Frappie, Montreal Cánada. 

MEDIO DE CULTIVO 

-Dubelco's modified eagle medium D-MEM (GIBCO-Laboratories, Grand 
Island, NY., Cat no. 12100-038) 

SUPLEMENTOS 

-Suero fetal bovino (GIBCO-Laboratories, Grand Island, NY., Cat no. 16 
000 004) 
-Bicarbonato de sodio (Productos Quimicos Monterrey, Monterrey, Méx., 
-HEPES (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO., Cat no. H-0763) . . 
-L-glutamina (GIBCO-Laboratories, Grand Island, NY., Cat no. 25030-081) 
-Penicilina G (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO., Cat no P-3032) 
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PREPARACIÓN DE D-MEM 
D-MEM se disuelve en un litro de agua esterilizada se. agrega 2.2 g ·de 
bicarbonato de sodio y 2.2 g de HEPES ajustando el ¡:)Ha 7.4 y se filtra, a 
través de una membrana con un poro de 0.22 µm (Millipore corporation , 
Bedford, massachusetts O 1730., Cat no GSWP 04 7 00). · :>·· ': · 

·,'.···.; 
:.-.') ;; '·'.· ,.. . 

..;:_e; 

MEDIO COMPLETO . :: ,<· . , ·:· .. "' ·, . 
Al D-MEM se le adiciona 5% de suero fetal bovino·.iiiaétivado (a 56ºC 
durante 30 minutos) 1% de glutamina y 100 UI/ml·clé:pehicilina, 100 µg 
de estreptomicina y se filtra con una membrana de 0:22¡.i~:'.;\:;··:\ ···.'.> 

.... >¿.< .. l~,~i)~:··.'.~.ii. :~;:~;·~I.;· : . 

MEDIO PARA INFECTAR ·.: ;;, ?r . , / 
Al D-MEM se le agrega 2% de suero fetál ·bovino;: ináé:tiv.ádÓ, 1 % . de 
glutamina y se filtra con una membrana de 0;22µffi;{: ··· ···· 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (~~~) 
A un litro de agua destilada se le adiciona " · · 
-Cloruro de sodio 0.8g 
-Cloruro de potasio 0.2g 
-Fosfato de sodio dibásico anhidro 0.96g 
-Fosfato de potasio monobásico 0.2g 
Se ajusta a pH 7.4 con HCl 1 M y se esteriliza a 121 ºC por 30 minutos. 

PREPARACIÓN DE MEDIO PARA CONGELAR 
10% de suero fetal inactivado. 1% de DMSO se filtra y se guarda a -20ºC. 

SOLUCION EDTA 
-NaCI 0.9g 
-EDTA 0.2g 
En 1000 mi y se filtra con una membrana de 0.22µM. 

SOLUCION DE LAVADOS PARA LA INMUNOFLUORESCENCIA 
-Albúmina serica bovina al 1 % en 100 mi de PBS 
-0.1 % de albúmina serica bovina y 0.05% de tween20 en 100 mi de PBS 

SOLUCION PARA BLOQUEAR 
-Albúmina serica bovina al 0.1 % y 2% de Suero Fetal Bovino en 100 mi de 
PBS. · 

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS 0.5 M pH 8.0 
-Fosfato de sodio monobásico 34.49g 
-Fosfato de sodio dibásico 35.39g 

ESTA TESIS NO SALF 
DE !A BIBLIOTECA 
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En 500 mi de agua destilada. 

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS 0.1 M pH 8.0 
-Fosfato de sodio monobásico 4.13g 
-Fosfato de sodio dibásico 4.25g 
En 300 mi de agua destilada. 

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

ACIDO ACETICO 0.1 M NaCI 0.15 M pH 8.0 
-Acido acético 0.60 mi 
-Cloruro de sodio 0.876 g 
En 100 mi de agua destilada. 

MEDIO H!PERTONICO 
A 100 mi de D-MEM se le adiciono 0.3 M de sacarosa. 

GLUCOSA PARA DILUIR LA TRIPSINA 
A un litro de agua destilada se le'adiciona 
-Cloruro de sodio 0.8g 
-Cloruro de potasio 0.4g 
-NaHC03 0.58g 
-Glucosa lg. 

TRI PSI NA 
5~1g/ml de tripsina en 10 mi de glucosa 
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